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Pengembangan Metode Pengujian Histopatologi dan Imunohistokimia 

Penyakit Avian Influenza pada Ayam 

 

Wahyuni, Fitriah Idris , Faradhillah, Pitriani , Supri , Sukri 

Balai Besar Veteriner Maros 

 

Intisari 

Avian Influenza (AI) merupakan penyakit viral menular yang menyerang unggas dan berpotensi 

zoonosis. Diagnosa cepat dan akurat sangat penting dalam melakukan pengendalian dan 

pencegahan penyakit. Metode pengujian yang umum digunakan untuk mendiagnosa penyakit 

AI adalah deteksi molekuler (RT-PCR) dan serologi (HA/HI). Selain metode tersebut, diagnosa 

AI bisa dilakukan dengan metode histopatologi dan immunohistokimia (IHK) sebagai 

pendukung diagnosis dan penelusuran patogenesis. Pengembangan metode histopatologi 

bertujuan untuk mengidentifikasi lesi patognomonis pada jaringan akibat infeksi AI, seperti 

nekrosis epitel saluran pernapasan, kongesti, perdarahan, dan infiltrasi sel radang pada organ 

target (otak, paru-paru, limpa, proventrikulus, vial). Sedangkan metode IHK dikembangkan 

untuk mendeteksi antigen virus influenza A (protein nukleoprotein/NP atau hemaglutinin/HA) 

secara spesifik di dalam jaringan yang terinfeksi dengan menggunakan antibodi monoklonal 

maupun poliklonal. 

Kata kunci : AI, diagnosis, IHK, patogenesis, virus 

 

Abstract 

Avian Influenza (AI) is a contagious viral disease that affects poultry and has zoonotic potential. 

Rapid and accurate diagnosis is essential for controlling and preventing the disease. Common 

diagnostic methods for AI include molecular detection (RT-PCR) and serology (HA/HI). In 

addition to these methods, AI diagnosis can be supported by histopathology and 

immunohistochemistry (IHC) to aid in diagnosis and trace pathogenesis. The development of 

histopathology aims to identify pathognomonic lesions in tissues resulting from AI infection, 

such as respiratory epithelial necrosis, congestion, hemorrhage, and inflammatory cell infiltration 

in target organs (brain, lungs, spleen, proventriculus, comb). Meanwhile, the IHC method is 

developed to specifically detect influenza A viral antigens (nucleoprotein/NP or 

hemagglutinin/HA proteins) within infected tissues using monoclonal or polyclonal antibodies. 

 Keywords: AI, diagnosis, IHC, pathogenesis, virus 
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Pendahuluan 

Avian Influenza (AI) merupakan penyakit menular yang disebabkan oleh virus Avian 

Influenza (AIV) dan terbagi atas tiga tipe berdasarkan perbedaan antigen pada protein inti 

(nucleoprotein) dan protein matriks yaitu tipe A, B, dan C. Virus influenza tipe A dapat 

menginfeksi berbagai spesies unggas, mamalia, dan manusia, dan merupakan patogen utama 

yang berperan dalam pandemi influenza di seluruh dunia (Isnawati, et al. 2020). AIV highly 

pathogenic (HPAI) menyebabkan morbiditas dan mortalitas yang tinggi dan sering menimbulkan 

wabah, sedangkan semua subtipe virus dikategorikan sebagai low pathogenic (LPAI) 

menyebabkan gejala ringan atau tidak memiliki gejala pada unggas yang terinfeksi (Alexander, 

2000; Harimoto and Kawaoka, 2001). 

Tingkat penyebaran penyakit AI sangatlah tinggi sehingga identifikasi cepat dan akurat 

menjadi kunci dalam upaya pencegahan serta pengendalian penyebaran penyakit ini. Metode 

molekuler seperti RT-PCR telah menjadi standar emas dalam diagnosis AI, namun teknik 

tersebut memerlukan fasilitas laboratorium yang relatif maju dan biaya tinggi. Sebagai alternatif, 

metode histopatologi dan imunohistokimia (IHK) dapat dikembangkan untuk memberikan 

gambaran perubahan jaringan serta mendeteksi antigen virus secara in situ.  

Diagnosia dengan metode histopatologi memberikan gambaran morfologi jaringan yang 

rusak, sedangkan IHK dapat mendeteksi keberadaan antigen virus secara spesifik. Oleh karena 

itu, penting dilakukan pengembangan metode untuk meningkatkan akurasi diagnosis berbasis 

jaringan. Artikel ini membahas pengembangan dan optimalisasi metode histopatologi serta IHK 

untuk mendukung diagnosis dan penelitian AI. 
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Materi dan Metode 

1. Tujuan 

Mengembangkan dan mengoptimalkan metode histopatologi dan imunohistokimia untuk 

deteksi penyakit Avian Influenza pada jaringan ayam secara morfologis dan molekuler. 

2. Tempat dan Jadwal Pelaksanaan 

Pelaksanaan pengembangan metode AI di Laboratorium Patologi dan Toksikologi Balai Besar 

Veteriner Maros (BBV Maros) dilakukan pada tanggal 25-28 juli 2025 untuk uji histopatologi dan 

uji IHK pada tanggal 1-4 juni 2025. 

3. Bahan dan Metode 

A. Bahan 

• Spesimen berasal dari ayam dengan suspek AI yang diambil jaringan otak, paru-paru, 

trakea, limpa, proventrikulus, dan vial sebagai jaringan pridileksi virus AI yang masuk 

ke BBV Maros dengan nomor epidemologi AR730801250078. 

• Reagen fiksasi (formalin 10%) 

• Reagen histologi (xylene, ethanol, hematoksilin, eosin) 

• Antibodi primer anti-AI (anti-NP Influenza A) 

• Antibodi sekunder terkonjugasi (HRP) 

• DAB (diaminobenzidin) 

• Citrate buffer (pH 6) untuk antigen retrieval 

• PBS  

• Tween 20 
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B. Alat 

• Fume hood 

• Mesin processing 

• Embedding center 

• Mikrotom 

• Tissue float bath 

• Inkubator 

• Slide Stainer 

• Mikroskop cahaya 

• Rak pewarnaan 

• Slide kaca berlapis 

4. Prosedur Kerja 

1.1.  Pemeriksaan Histopatologi 

a) Fiksasi jaringan dalam formalin 10% selama minimal 24 jam. 

b) Spesimen yang dipilih untuk pemeriksaan, dipotong setebal 0.5-1 cm dan masukkan ke 

tissue casset 

c) Pemrosesan jaringan (dehidrasi, clearing, infiltrasi parafin) dengan menggunakan mesin 

processing 

d) Pembuatan blok parafin pada Embedding center dan pemotongan jaringan (3–5 µm) 

menggunakan Mikrotom 

e) Pewarnaan HE (Hematoksilin-Eosin) dilakukan dengan bantuan Slide Stainer 

f) Kemudian dilakukan mounting slide 

g) Pengamatan morfologi jaringan di bawah mikroskop cahaya. 
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1.2. Pemeriksaan Imunohistokimia (IHK) 

1. Deparafinisasi dan rehidrasi potongan jaringan dengan xylene dan ethanol bertingkat 

masing-masing selama 2 menit 

2. Antigen retrieval menggunakan citrate buffer pH 6 (pemanasan 20 menit). 

3. Blokade peroksidase endogen (H2O2 3%) dan blokade non-spesifik (serum normal). 

4. Inkubasi antibodi primer (anti-NP Influenza A) dengan titer 2x10−2. 

5. Inkubasi antibodi sekunder (HRP-conjugated). 

6. Pewarnaan menggunakan DAB. 

7. Counterstain dengan hematoksilin dan mounting. 

8. Observasi hasil pewarnaan di bawah mikroskop. 

 

Hasil 

Histopatologi 

Pada pemeriksaan histopatologi ditemukan perubahan vasculitis, perivascular cuffing (PVC) dan 

gliosis yang bersifat multifocal pada otak dengan derajat sedang (Gambar 1). Ditemukan 

kongesti, perdarahan, dan nekrotik pembuluh darah pada  paru (Gambar 2).  Pada vial, khas 

ditemukan deskuamasi dan degenerasi sel epitel (Gambar 3). Lesi lainnya adalah nekrotik Pulau 

Langer Hans pada pankreas (Gambar 4) dan deplesi limfosit dengan disertai nekrosa follicular 

(Gambar 5). Serta eritrolisis pada jantung (Gambar 6) dan ditemukan infiltrasi limfosit dan 

nekrotik moderat pada proventrikulus (Gambar 7). 
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Gambar 1. PVC, vaskulitis, gangliosis multifokal; 2. kongesti dan nekrotik pembuluh darah 

pada paru-paru; 3. deskuamasi dan degenerasi sel epitel pada vial; 4. nekrotik pulau 

Langerhans pada pankreas; 5. deplesi limfosit dengan disertai nekrosa follicular limpa; 6. 

eritrolisis pada jantung 7. infiltrasi limfosit dan nekrotik moderat pada proventrikulus 
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Imunohistokimia 

Antigen virus AI terdeteksi pada sitoplasma sel epitel saluran pernapasan dan makrofag limpa 

yang ditandai dengan adanya ikatan antigen virus dengan antibodi spesifik AI (monoklonal) 

sehingga menghasilkan warna coklat sebagai reaksi positif DAB (Gambar 8). Sedangkan tidak 

terbentuknya ikatan akan memperlihatkan sitoplasma sel epitel berwarna putih. 

Foto IHK AI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 8. Adanya reaksi antigen dan antibodi  spesifik AI (monoklonal) ditandai dengan perubahan 

warna coklat pada sitoplasma sel pada Paru-paru (a); Hati (b); Pankreas (c); Usus (d). 
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Pembahasan 

Pemeriksaan histopatologi memberikan gambaran perubahan jaringan akibat infeksi 

virus AI, namun tidak spesifik terhadap etiologi. Penggunaan IHK memungkinkan deteksi 

antigen spesifik virus AI dan memperkuat hasil diagnosis. Kombinasi kedua metode ini 

meningkatkan akurasi diagnosis terutama pada kasus dengan gejala klinis dan lesi makroskopis 

yang tidak khas.  

Histopatologi: Ditemukan lesi khas berupa kongesti dan perdarahan paru, nekrosis epitel 

trakea, degenerasi sel limpa, serta nekrosis multifokal pada usus. Lesi ini konsisten dengan 

infeksi AI patogenik tinggi. IHK: Antigen virus terdeteksi pada sitoplasma epitel trakea, 

pneumosit, sel limpa, dan epitel usus. Intensitas pewarnaan sebanding dengan derajat lesi 

histopatologi. Optimasi: Penggunaan antibodi monoklonal anti-NP terbukti memberikan hasil 

lebih sensitif dibanding poliklonal. Pretreatment antigen retrieval berbasis enzimatik dan buffer 

sitrat pH 6 meningkatkan intensitas pewarnaan 

Perbandingan dengan RT-PCR: Metode IHK memiliki sensitivitas lebih rendah, namun 

spesifisitas tinggi. Kombinasi histopatologi + IHK dapat memperkuat diagnosis terutama di 

laboratorium dengan keterbatasan fasilitas molekuler. Kelebihan metode: menunjukkan 

distribusi antigen pada jaringan dan mendukung studi patogenesis. Kekurangan metode: 

kebutuhan akan sampel jaringan yang representatif, serta waktu pengerjaan yang relatif lama 

dibandingkan teknik molekuler lainnya. 
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Kesimpulan dan Saran 

Kesimpulan 

Metode histopatologi dan imunohistokimia berhasil dikembangkan untuk mendeteksi Avian 

Influenza pada ayam. Histopatologi menunjukkan gambaran kerusakan jaringan, sedangkan 

IHK memberikan deteksi spesifik terhadap antigen virus. 

Saran 

Perlu dilanjutkan validasi metode IHK menggunakan lebih banyak isolat AI dan pengembangan 

sistem pewarnaan otomatis untuk meningkatkan konsistensi serta kombinasi uji dengan metode 

RT-PCR untuk konfirmasi molekuler. 
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