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Abstrak. Penyakit Avian Influenza (Al) H5N1 dikenal dengan sebutan Flu Burung, pernah menyebabkan Kejadian
Luar Biasa di Indonesia sekitar tahun 2007 dengan angka kematian tertinggi di dunia baik pada unggas maupun pada
manusia. Etiologinya adalah virus Highly Pathogenic Avian Influenza H5N1, termasuk virus RNA zoonosis dan
mudah bermutasi. Pencegahan terhadap penyakit Al dilakukan dengan vaksinasi. Penelitian ini bertujuan untuk
menyiapkan seed vaksin Al-H5N1 dari isolat lokal asal Bali. Metode yang digunakan dengan koleksi sampel lapang
dari ayam sakit dengan gejala penyakit Avian Influenza. Isolasi virus dari organ paru-paru, usus dan proventrikulus
yang mengalami perubahan anatomi. Satu gram organ digerus, dibuat inokulum 5-10 persen lalu diinokulasikan pada
telur ayam bertunas SPF umur 10 hari melalui ruang allantois. Telur diinkubasi pada inkubator 37°C selama dua hari.
Telur SPF dikeluarkan dari inkubator, cairan alantoisnya dipanen lalu diuji Haemagglutianation Assay (HA) dan
dikonfirmasi uji Haemaglutination Inhibition (HI), PCR dan sekuensing. Setelah teridentifikasi AI-H5N1, isolat Bali
dipasase pada telur ayam SPF di laboratorium BSL-3 sampai kandungan virus stabil dan diuji potensi pada ayam SPF.
Hasil uji virus contain 2”° HA unit, stabil sampai 7 kali pasase, potensial meningkatkan imunitas dengan titer 128 HI
Unit minggu ke-3 pascavaksinasi. Simpulannya isolat Bali memenuhi syarat seed vaksin Al-H5N1. Seed vaksin
kemudian dileofilisasi untuk digunakan jangka panjang. Implementasi hasil penelitian seed vaksin Al-H5N1 isolat
Bali siap jika hilirisasi dengan produsen vaksin unggas.
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I. PENDAHULUAN

Avian Infuenza H5N1 dikenal pula dengan sebutan flu burung adalah penyakit menular strategis dan bersifat
zoonosis [3]. Penyebabnya adalah virus Highly Pathogenic Avian Influenza (HPAI) subtipe H5N1. Virus Avian
Infuenza subtipe HS5N1 dapat ditularkan melalui kontak langsung dengan ayam sakit maupun kontak tidak langsung
melalui cemaran atau kontaminan. Unggas adalah sumber utama penular penyakit Avian Influenza H5N1. Oleh
karena itu vaksinasi Al-H5N1 pada unggas terutama pada ayam wajib dilakukan sebagai upaya mencegah penyakit
Al. Hasil vaksinasi selalu dimonitoring serta dilakukan dengan pendekatan one health.

Kegagalan vaksinasi pada unggas dapat berpengaruh terhadap berkembangnya penyakit Al ganas yang dapat
menulari manusia. Diagnosis laboratorium sangat penting dilakukan dalam penanggulangan dan pemberantasan
penyakit Al meliputi isolasi dan identifikasi virus. Kondisi tersebut memerlukan monitoring sirkulasi virus Avian
influenza untuk mengetahui situasi terkini di Indonesia [1].

Virus Al-H5N1 ditemukan tersebar di Bali, termasuk juga di Kabupaten Tabanan baik pada ayam ras maupun
ayam buras [6], [9]. Virus Ai ditemukan di Pasar Hewan Beringkit dan Pasar Galiran dan dikhawatirkan agar menjadi
sumber penyebaran virus Al-H5N1 di Bali [2]. Untuk melacak keberadaan virus Al-H5N1 di suatu daerah dapat
dilakukan dengan survey lapang. Sampel yang diambil swab, maupun koleksi antigen dari ayam sakit dengan gejala
klinis Al didukung dengan morbiditas ayam 60-80%, mortalitas 70-90%, ada gejala ngorok, diare, dehidrasi, lama
sakit antara 3 sampai 5 hari. Perubahan patologi penyakit Al diantaranya perdarahan ptekie usus dan proventrikulus,
paru, otak yang merupakan organ predileksi virus Al yang ditandai dengan peradarahan sampai nekrose sebagai
sampel antigen [10].

Karakterisasi virus vaksin Al-H5N1 diawali dengan isolasi dan idetifikasi virus secara serologi, PCR dan
sekuensing [7]. Stabilitas antigen virus dijui dengan pasase berulang pada telur ayam SPF. Media isolasi virus dapat
digunakan telur ayam bertunas diantaranya telur ayam yang tidak divaksin (clean egg), telur Spesific Pathogen Free
(SPF). Untuk menyiapkan seed vaksin dipilih telur ayam SPF [11], meskipun untuk propagasi virus pada clean egg
tidak berbeda nyata dengan SPF [5].

I1. METODE DAN PROSEDUR

Koleksi sampel lapang dari ayam sakit dengan gejala klinis penyakit Avian Influenza. Isolasi virus diambil dari
organ paru-paru, usus dan proventrikulus yang mengalami perubahan anatomi, lalu dibuat inokulum 10 persen
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kemudian diinokulasikan pada telur ayam bertunas umur 10 hari melalui ruang allantois. Inkubasi dilakukan selama
2-3 hari pada inkubator suhu 37°C. Cairan alantois dipanen lalu diuji Haemagglutianation Assay (HA) dan
dikonfirmasi uji Haemaglutination Inhibition (HI), PCR dan sekuensing. Analisis hasil sekuensing dengan program
Mega [8]. Setelah teridentifikasi Al-H5N1 isolat diberi kode. Isolat Bali dipasase sebanyak 7 kali pada telur ayam
SPF di laboratorium BSL-3 sampai kandungan virus stabil lalu dilakukan uji potensi pada ayam SPF. Untuk menjaga
stabilitas dan sterilitas seed selanjutnya disimpan dalam fial dan di-leofilisasi.

I1l.  HASIL DAN PEMBAHASAN

Ada 4 sampel isolat Bali yang positif Al berasal dari kasus lapang dari hasil isolasi virus pada telur ayam berembrio
ditandai dengan kematian embrio terjadi 3 hari post infeksi. Embrio mengalami perdarahan, kerdil dan terjadi
kematian. Uji HA positif terjadi hemaglutinasi. Konfirmasi uji dengan PCR menunjukkan keempat isolat yang
diidentifikasi adalah virus Al-H5N1, selanjutnya dipilih satu isolat dengan kode A/Chicken/Bali/GAY/2019 untuk
dipasase lebih lanjut pada telur SPF untuk dibuat seed vaksin.

Analisis sekuensing menunjukkan isolat Bali termasuk Al-H5N1 clade 2.3.2 yang memiliki perbedaan 3,28 %
dengan seed vaksin pemerintah (A/duck/ Sukoharjo/BBVW-1428-9/2012). Isolat Bali telah mengalami mutasi
sebesar 3,28% dengan seed vaksin pemerintah (A/duck/ Sukoharjo/BBVW-1428-9/2012) meskipun masih berada satu
cluster clade 2.3.2. Hasil analisis filogenetik Al-H5N1 isolat Bali dimuat pada Gambar 1

|_|_|: Alchicken/Surakarta/BBVW-SM-Ak-YD-E-1309-9/2012
Alchicken/Sleman/BBVW-977-6/2012
Alquail/Deliserdang/01160025/2016 Clade 2.1.3
| A/Chicken/West Java/GARUT-MAY/2006
A/duck/Bantul/BBVW-1443-9/2012
Alduck/Manokwari/BBVM 38-13/2013
Alchicken/West Sulawesi/Polman-1018/2012
Alchicken/Tulungagung/BBVW 414-03/2013
A/duck/Blitar/BBVW-1731-11/2012
Al/duck/Sukoharjo/BBVW-1428-9/2012
A/duck/Wonogiri/BBVW-1730-11/2012
A/muscowy duck/Tegal/BBVW-1732-11/2012
A/duck/Indragiri Hulu/BPPVII 746-12/2012
A/duck/Minahasa/BBVM 620(5)/2013
Alchicken/Lampung Utara/03160218/2016
I_|_|: A/muscowy duck/Pesawaran/Bppwvill 13.36/2013
Al/duck/Sragen/BBVW 410-03/2013
Alduck/Berau/BPPV5-0513022-B/2013
— A/duck/Banjarbaru/0514149/2014
L—— A/duck/Tanah Laut/0514095/2014 Clade 2.3.2
Alchicken/Lamongan/04160418/2016
Alchicken/Denpasar/06160095/2016
L Alchicken/Kediri/04160512/2016
O AlChicken/Bali9C/GAY/2019
QO A/Chicken/Bali3A/GAY/2019
O AlChicken/BaliA4/GAY/2019
Alchicken/Banyuwangi/04160330/2016
Q A/Chicken/Bali10C/GAY/2019
AlChicken/Balil0A/GAY/2019

——— Alchicken/Subang/08160018-002/2016
Alchicken/Majalengka/08160070-001/2016
Aleagle/Jakarta Timur/20616-206-111/2016
A/muscowy duck/Pekalongan/04160460/2016
Alchicken/Kuningan/08160178-003/2016

Gambar 1. Filogenetik virus AlI-H5N1 isolat Bali dengan isolat AI-H5N1 di Genbank

Mudahnya virus Al-H5N1 bermutasi (antigenic drift) diakibatkan oleh struktur gen HA yang terdapat pada
permukaan dari virus Al. Hal ini yang mengakibatkan kekebalan yang telah dimiliki oleh ayam ras hasil vaksinasi
menjadi tidak dapat berfungsi dengan baik. Akibat dari mutasi antigenik virus Al-H5N1 menyebabkan antibodi yang
sudah dimilliki ayam pasca vaksinasi meskipun sudah seroprotektif (titer antibodi diatas 24 HI unit) itu menjadi tidak
protektif lagi. Guna memantau terjadinya perubahan genetik virus Al di lapangan maka para peneliti, begitu pula
produsen vaksin unggas terus melakukan riset yang berkelanjutan. Riset berguna untuk memastikan bahwa vaksin
Al-H5N1 yang diproduksi masih mampu melindungi ayam terhadap virus Al lapang.
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Hasil pasase pada telur ayam SPF di laboratorium BSL-3 menunjukkan isolat Bali tetap stabil sampai 7 kali pasase
dengan virus contain 2"° HA unit/ml. Hasil uji potensi menunjukkan seed vaksin mampu meningkatkan imunitas
ayam SPF dengan titer 27 (128 HI Unit) minggu ke-3 pascavaksinasi.

1IV. KESIMPULAN

Simpulan penelitian adalah isolat Bali A/Chicken/Bali/GAY/2019 memenuhi syarat untuk seed vaksin Al-
H5N1, karena terbukti aman, dan potensial meningkatkan titer antibodi seroprotektif 128 HI Unit minggu ke-3
pascavaksinasi
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