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Infectious bronchitis (IB) is a disease that attacks the chicken's respiratory system caused by an infectious
bronchitis virus. IB transmission can occur directly and indirectly. IB disease transmission can be done by
vaccination. Vaccination can fail so that to determine the success of the vaccination program an antibody titer
monitor is performed using serological tests. ELISA is one of the serological tests that can be used to measure
antigens/antibodies. The main principle of the ELISA technique is the use of enzyme indicators for
immunological reactions. This study aims to analyze the differences in chicken antibody titers at certain periods
after vaccination. The sample in this study used 18 female layer hens of Hisex Brown Strain aged 20 weeks
that were vaccinated by IB. This study was an experimental study with treatment of antibody titer
measurements at 7, 14, and 21 days after vaccination. Data analysis is descriptive quantitative using the
Normality test and t test. The mean results of antibody titers at each consecutive time period at 7, 14, and 21
days after vaccination were 1695, 4207, and 5978. The results of the ¢ test showed that at each sampling period
7 dpi, 14 dpi and 21 dpi had differences significant. The number of titers of IgG antibodies to the IBV virus
increases from a distance after vaccination. Conclusions were obtained that antibodies increased in each period
of time taken after vaccination.

Abstrak

Penyakit Infectious bronchitis (IB) adalah penyakit yang menyerang sistem pernafasan ayam yang
disebabkan oleh Infectious bronchitis virus. Penularan IB dapat terjadi secara langsung dan tidak
langsung. Penularan penyakit IB dapat dilakukan dengan cara vaksinasi. Vaksinasi dapat
mengalami kegagalan sehingga untuk mengetahui keberhasilan program vaksinasi dilakukan
monitor titer antibodi menggunakan uji serologis. ELISA adalah salah satu uji serologis yang dapat
digunakan untuk mengukur antigen/antibodi. Prinsip utama teknik ELISA adalah penggunaan
indikator enzim untuk reaksi imunologi. Penelitian ini bertujuan menganalisis adanya perbedaan
titer antibodi ayam pada periode tertentu setelah vaksinasi. Sampel pada penelitian ini
menggunakan 18 ekor ayam petelur betina Strain Hisex Brown umur 20 minggu yang divaksin IB.
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan perlakuan pengukuran titer antibodi
pada 7, 14, dan 21 hari setelah vaksinasi. Analisis data secara deskriptif kuantitatif menggunakan
uji Normalitas dan uji t. Rerata hasil titer antibodi pada setiap periode waktu berturut-turut pada
7,14, dan 21 hari setelah vaksinasi yaitu 1695, 4207, dan 5978. Hasil uji t menunjukkan pada setiap
periode pengambilan sampel yaitu 7 dpi, 14 dpi, dan 21 dpi mempunyai perbedaan yang signifikan.
Jumlah titer antibodi IgG terhadap virus IBV semakin meningkat dari jarak setelah vaksinasi.
Kesimpulan yang diperoleh bahwa antibodi mengalami peningkatan pada setiap periode waktu
pengambilan setelah vaksinasi.
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PENDAHULUAN

Kabupaten Karanganyar merupakan salah satu kabupaten dengan peternakan yang cukup
banyak tersebar di berbagai wilayah. Beberapa lokasi peternakan berada jauh dari pemukiman dan di
lingkungan rumah. Data terakhir dari Badan Pusat Statistik Dinas Peternakan dan Perikanan Kabupaten
Karanganyar pada tahun 2015, jenis ternak terbanyak di Kabupaten Karanganyar yaitu ayam ras
sebanyak 1.830.060 ekor dan 918.961 ekor ayam buras (BPS, 2017). Namun, usaha peternakan ayam
sering terkendala oleh berbagai penyakit menular. Penyakit Infectious Bronchitis juga sering muncul dan
menjadi permasalahan pada peternakan ayam (Kencana et al., 2015).

Penyakit Infectious Bronchitis adalah penyakit yang menyerang sistem pernafasan ayam
yang disebabkan oleh virus infectious bronchitis. Infectious Bronchitis merupakan anggota dari famili
Coronavidae (Order Nidovirales) dan genus Coronavirus yang menyebabkan infeksi pernafasan, usus, dan
bermacam-macam gangguan neurologis lainnya (Cao et al., 2012). Penyakit IB di Indonesia masih
menjadi masalah serius pada ayam sehubungan dengan banyak varian yang timbul akibat mutasi dari
virus IB (Dharmayanti et al., 2017). Gejala penyakit IB pada ayam hampir sama dengan ND, sehingga
masyarakat lebih sering melakukan monitoring terhadap ND daripada IB.

Menurut Kencana ez al., (2015), penularan IB dapat terjadi secara langsung dan tidak langsung.
Penularan penyakit secara langsung berasal dari ayam satu ke ayam yang lain dalam satu kandang,
sedangkan penularan penyakit secara tidak langsung melalui petugas dan peralatan kandang yang
tercemar virus. Ada beberapa cara untuk mencegah penularan penyakit salah satunya yaitu vaksinasi.

Vaksinasi adalah salah satu tindakan pencegahan dan pengendalian penyakit (Sasipreeyajan et
al., 2012). Vaksinasi yang tepat dan teratur dapat menurunkan kerentanan terhadap infeksi virus. Namun,
vaksinasi yang dilakukan dapat pula mengalami kegagalan. Menurut Putri ef al., (2012), banyak faktor
penyebab respon vaksinasi yang dihasilkan tidak sesuai dengan yang diharapkan yaitu jenis vaksin, dosis
vaksin, aplikasi vaksin, serta program vaksinasi yang dilakukan.

Frekuensi kejadian IB di Indonesia lebih sering terjadi pada ayam petelur dibanding ayam
pedaging. Kasus IB masih sering muncul meskipun vaksinasi sudah diterapkan. Program vaksinasi
terhadap IB adalah salah satu faktor pendukung kejadian penyakit di Indonesia (Direktorat Kesehatan
Hewan, 2014). Program vaksinasi yang dilakukan tidak sesuai dengan kondisi setiap ayam sehingga
menyebabkan respon imun ayam berbeda. Program vaksinasi memerlukan penjagaan dan kontrol agar
penyebaran virus dapat dicegah (Bande et al., 2016). Selain itu, menurut Sattler et al., (2014), deteksi
serologi terhadap antibodi adalah salah satu metode yang efektif untuk mengetahui keberhasilan
vaksinasi.

Uji serologis yang biasa digunakan adalah Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Setelah
vaksinasi akan muncul respon antibodi sehingga terbentuk antibodi yang dapat diukur menggunakan
ELISA. Berdasarkan latar belakang tersebut, maka penelitian untuk menganalisis perkembangan titer
antibodi pada setiap periode waktu sangat diperlukan sebagai upaya memonitor terhadap kondisi titer

antibodi dari program vaksinasi yang dilakukan.
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METODE

Penelitian ini merupakan penelitian ekperimental, ayam petelur Strain Hisex Brown divaksin
menggunakan vaksin IBV kemudian dilakukan pengamatan titer antibodi hasil vaksinasi pada 7, 14, dan
21 hari setelah vaksinasi. Variabel dalam penelitian ini yaitu variabel bebas berupa interval pengambilan
sampel darah dari ayam yang telah divaksin IBV dan variabel terikat berupa titer antibodi ayam terhadap
vaksin IBV. Pengambilan sampel darah ayam dilakukan di peternakan Ngelom, Sroyo, Jaten,
Karanganyar. Penelitian dilakukan di Laboratorium Kesehatan Hewan Type B Surakarta J1. Balekambang
Utara No.3, Manahan, Banjarsari, Surakarta. Penelitian dilakukan pada bulan April 2018 sampai Mei
2018. Prosedur penelitian berturut-turut yang dilakukan yaitu: pengambilan sampel darah, isolasi serum
sampel, dan pengujian ELISA.

Pengambilan sampel darah

Sampel darah ayam diambil melalui vena pectoralis sebanyak minimal 1 ml dengan menggunakan
spuit 3 ml. Sampel darah dibiarkan beberapa saat dalam posisi miring hingga darah menggumpal.
Isolasi serum sampel

Sampel darah yang telah diambil diletakkan pada suhu kamar selama *1-2 jam. Setelah itu
diletakkan pada suhu 4°C selama 18-24 jam. Sampel yang belum keluar serumnya disentrifugasi dengan
kecepatan 2500 rpm selama 10 menit. Kemudian serum dipisahkan dari bagian darah yang menggumpal.
Serum ditampung pada tube steril dan sampel diinaktivasi dalam penangas air suhu 56°C selama 30
menit, kemudian serum disimpan pada suhu -20°C (Syukron et al., 2013).

Pengujian ELISA

Tahap pertama adalah persiapan serum sampel yaitu serum sampel dimasukkan ke dalam
pelarut phosphate buffer solution (PBS) dengan perbandingan 1:500 ke dalam tube 1,5 ml dan inkubasi
selama 30 menit pada suhu kamar. Sampel ditambah larutan diluent sebanyak 500 pl kemudian
dipipetting agar homogen.

Tahap kedua adalah prosedur ELISA dengan tipe indirect dari kit IDEXX IBV. Kontrol negatif,
kontrol positif, dan serum sampel sebanyak 100 pl dimasukkan ke dalam lubang mikroplate, masing-
masing kontrol dibuat duplo. Kontrol dan serum diinkubasi selama 30 menit pada suhu kamar.
Mikroplate dicuci dengan akuades. Conjugate sebanyak 100 pl dimasukkan ke dalam lubang kontrol
negatif, kontrol positif, dan sampel pada mikroplate dan diinkubasi selama 30 menit pada suhu kamar.
Mikroplate dicuci dengan akuades. Substrat tetramethylbenzidine (TMB) sebanyak 100 pl dimasukkan ke
dalam lubang kontrol negatif, kontrol positif, dan sampel pada mikroplate dan diinkubasi selama 15 menit
pada suhu kamar. Stop solution sebanyak 100 pl dimasukkan ke dalam lubang kontrol negatif, kontrol
positif, dan sampel pada mikroplate. Sampel diukur dengan ELISA reader dengan filter 650 nm dan hasil
dikalkulasi dengan S/P ratio.

Perhitungan sample value related to positive value (S/P) dihitung dengan formula sebagai berikut.

_ Sample OD 650 — Mean OD kontrolnegatif
"~ Mean 0D kontrol positif — Mean OD kontrol negatif

S/P
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Perhitungan titer
LogoTiter = 1.09 (Log1S/P) + 3.36 (ELISA kit IDEXX IBV)
Hasil diintepretasi dengan S/P ratio kurang dari 0,25 adalah negatif dan S/P ratio sama atau lebih dari
0,25 adalah positif.
Tabel 1. Interpretasi hasil uji ELISA

S/P Titer Interpretasi
S/P<0,20 <396 Negatif
S/P>0,20 >396 Positif

Analisis data berupa deskriptif kuantitatif. Analisis kuantitatif menggunakan uji Normalitas dan
wi t. Uji Normalitas data menggunakan metode Kolmogorov-Smirnov menggunakan selisih dari data
yaitu pada 7 dpi dan 14 dpi serta selisih data 14 dpi dan 21 dpi. Hal tersebut karena uji t-paired yang
digunakan mengasumsikan bahwa perbedaan antara pasangan data berdistribusi normal. Data
menunjukkan berdistribusi normal apabila diperoleh nilai lebih dari taraf signifikan 0,05. Ketika kedua
selisih data menunjukkan data berdistribusi normal maka dapat dilakukan uji #-paired. Analisis uji t

dilakukan pada 7 dpi dan 14 dpi serta 14 dpi dan 21 dpi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil vaksinasi Infectious Bronchitis pada ayam yang diuji menggunakan ELISA menunjukkan
bahwa antibodi muncul pada 7 hari setelah vaksinasi. Pada 14 hari dan 21 hari setelah vaksinasi rata-
rata titer antibodi mengalami peningkatan. Nilai titer antibodi dari 18 sampel pada setiap periode waktu
pengambilan tercantum pada Tabel 2.

Tabel 2. Nilai Titer Antibodi

Sampel Pengukuran hari ke-

7 dpi 14 dpi 21 dpi
1 4218 6181 4120
2 3365 5567 5746
3 2315 4003 4120
4 1604 2450 7341
5 1620 4876 8930
6 2645 2787 12104
7 874 5120 5233
8 2728 2859 3162
9 996 8562 8966
10 1973 7238 7201
11 1165 4485 3887
12 1893 4233 7798
13 1668 4133 7376
14 489 3838 6574
15 2070 2520 2100
16 223 4970 7727
17 347 1276 4020
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Pengukuran hari ke-
Sampel 7 dpi 14 dpi 21 dpi
18 319 623 1203
Rata-rata 1695 4207 5978

Keterangan:
dpi = day post infection

Selisih nilai titer antibodi dari setiap sampel pada selang waktu 7 dan 14 hari setelah vaksinasi
mempunyai nilai yang berbeda dengan selisih nilai titer antibodi pada 14 dan 21 hari setelah vaksinasi.
Tinggi rendahnya titer antibodi dapat diketahui setelah penambahan stop solution yang menghentikan
reaksi substrat TMB setelah munculnya warna biru pada mikroplate seperti pada Gambar 1. Pada lubang
microplate ELISA terdapat 8 baris dan 12 kolom. Urutan peletakan kontrol dan sampel sesuai dengan

urutan baris kemudian kolom. Penggunaan microplate sesuaikan dengan jumlah sampel yang akan diuji.

F GH B CDE A B C
1 : 1> 1.,
2> ’ > > g
BEE - S - 3>
4 > " i \ 4>
5> 5> . 5
B> 6~ 6>
ki riadl 7>
8> 8> 8>
A B C

Gambar 1. Mikroplate hasil pengujian ELISA. (A) 7 hari setelah vaksinasi, (B) 14 hari setelah vaksinasi, dan (C)

21 hari setelah vaksinasi

Perbedaan selisih titer antibodi dihitung dengan uji t-paired menggunakan SPSS. Sebelum diuji
t, selisih data dihitung normalitasnya menggunakan One sample Kolmogorov—Smirnov test. Hasilnya, semua
selisih data pada 7 dpi dan 14 dpi dan 14 dpi dan 21 dpi menunjukkan bahwa data berdistribusi normal.
Ada 2 analisis uji t yang dihitung yaitu uji t pada 7 dan 14 dpi dan uji t pada 14 dan 21 dpi. Taraf
signifikansi menggunakan 0,05. Pada ujit 7 dpi dan 14 dpi diperoleh nilai Sig. (2-tailed) 0,000 maka Hy
ditolak. Artinya ada perbedaan yang signifikan mengenai selisih titer antibodi pada 7 dpi dan 14 dpi.
Sedangkan uji t 14 dan 21 dpi diperoleh nilai Sig. (2-tailed) 0,012 sehingga H, ditolak. Artinya ada
perbedaan yang signifikan mengenai selisih titer antibodi pada 14 dpi dan 21 dpi.

Pengukuran titer antibodi merupakan suatu cara memonitor titer antibodi. Pada vaksin tersebut
mengandung virus IB yang mempunyai protein S1 dan N yang berperan utama dalam respon imun
humoral dan seluler. Glikoprotein S1 mengandung epitop untuk netralisasi, perlekatan sel dan spesifitas
serotip. Epitop tersebut yang akan berikatan dengan antibodi (Yuan et al., 2018).

Apabila ada antigen yang masuk ke dalam tubuh akan terjadi pembentukan antibodi oleh sel B.

Di dalam tubuh akan terjadi proses penelanan antigen yang masuk ke dalam tubuh oleh makrofag. Enzim-
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enzim di dalam makrofag memotong protein antigen menjadi bagian yang lebih kecil, disebut fragmen
antigen. Fragmen antigen di dalam sel berikatan dengan komponen molekul MHC kelas II yang
merupakan molekul yang berperan dalam menginisiasiasi respon imun. Ikatan fragmen antigen dan MHC
lalu ditranspot ke permukaan sel. Kombinasi molekul MHC dan fragmen antigen dikenali oleh sel T
helper. Sel T helper mengaktifkan sel B untuk memproduksi antibodi. Aktivasi sel B dibantu oleh sitokin
yang disekresikan oleh sel Zelper sehingga sel berproliferasi dan berdifferensiasi menjadi klona sel plasma
penyekresi antibodi dan klona sel B ingatan (Campbell ez al., 2008).

Pembentukan antibodi akan lebih cepat dan lebih banyak ketika antigen yang sama ke dalam
tubuh. Sel T memori akan segera mengenali antigen yang pernah dikenali sebelumnya dan membantu sel
B untuk berproliferasi dan menghasilkan sel plasma. Antibodi tersebut akan dilepas ke dalam sirkulasi
darah dan dapat diperoleh dalam serum darah untuk menghadapi antigen asing, sehingga mengatur
respon imun humoral (Hasnita ez al., 2017).

ELISA merupakan salah satu uji serologi yang dapat digunakan untuk mendeteksi antibodi.
Prinsip utama teknik ELISA adalah penggunaan indikator enzim untuk reaksi imunologi. ELISA
digunakan untuk mendeteksi IgG yang diproduksi setelah infeksi (Akonor ez al., 2018). 1gG terbentuk
setelah IgM yang merupakan respon paling awal dan jumlah terbanyak ketika vaksinasi pertama. IgG
adalah antibodi utama yang dihasilkan setelah vaksinasi dan imunoglobulin yang dominan dalam serum
darah. Selain itu, IgG membangun sistem pertahanan terhadap bakteri dan virus.

Komponen ELISA terdiri dari pelat polistirene, sampel diluent, kontrol, konjugat, substrat, dan
stop solution. Pengenceran serum darah pada awal pengujian bertujuan untuk mengurangi reaksi non
spesifik antigen antibodi spesifik dan dapat meningkatkan spesifitas. Pelat yang digunakan berupa fase
padat dilapisi oleh antigen dan menjadi tempat pengikatan antibodi dalam sampel. Pelapisan antigen
terjadi secara adsorpsi pasif ke permukaan mikroplat karena adanya interaksi hidrofobik antara protein
dan permukaan pelat sehingga molekul IgG dapat berikatan dengan antigen pada plate melalui Fc dari
IgG (KPL, 2013). Reaksi antara antigen dan antibodi dipengaruhi oleh beberapa faktor di antaranya
temperatur, waktu inkubasi dan pH (kondisi buffer). Langkah pencucian diperlukan untuk menghilangkan
antibodi yang tidak terikat dari pelat (Jiang ez al., 2014)

Sampel diluent berupa pengencer yang spesifik terhadap sampel kontrol positif berupa reagen
yang mengandung IgG spesifik IBV sedangkan kontrol negatif adalah reagen yang tidak mengandung
IgG spesifik IBV. Kontrol digunakan untuk memvalidasi pengujian dan menghitung hasil sampel.

Komponen yang lain yaitu konjugat yaitu antibodi yang telah diberi label dengan enzim yang
bereaksi khusus terhadap serum sampel. Pada penelitian ini, ELISA yang digunakan adalah ELISA
indirect yang akan mengkonjugasikan Ab sekunder dengan enzim sehingga menjadi konjugat Ab-enzim.
Konjugat yang biasa digunakan antigenik terhadap IgG ayam sehingga konjugat hanya akan berikatan
dengan IgG ayam. Pada ELISA indirect, enzim peroksidase konjugat yang digunakan adalah Horse-radish
Peroxidase (HRP) berlabel 1gG rabbit anti-chicken sebagai antibodi sekunder (Indriani & Dharmayanti,
2013). Antibodi tersebut dapat berikatan dengan berbagai epitop sehingga tingkat spesifitas dapat lebih

baik (Lougovskaia et al., 2010). HRP adalah enzim yang digunakan untuk memperkuat sinyal dalam tes
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fotometri dengan mengkatalisasi konversi substrat kromogenik. Konjugat enzim HRP mengikat antibodi
yang telah terikat. Jenis substrat yang sering digunakan enzim HRP dalam ELISA adalah 3,3', 5,5'-
tetramethylbenzidine (TMB). Substrat tersebut bereaksi dengan bagian enzim yang terikat dan
menghasilkan warna biru pada absorbansi 650 nm setelah reaksi dengan HRP. Stop solution berupa blocking
reagent yang akan menghentikan reaksi enzim-substrat (Suryadi et al., 2009).

Warna yang dihasilkan dibaca dengan ELISA reader sehingga diperoleh kepadatan optik (OD).
Nilai OD yang dihasilkan berbanding lurus dengan jumlah enzim yang terikat. Interpretasi hasil titer
antibodi dinyatakan sebagai rasio signal-to-noise (S/N) (Lougovskaia et al., 2010). Hasil ELISA berupa
nilai absorbansi sehingga dikonversikan menjadi antilog dari log 10 titer.

Pada sampel 16, 17, dan 18 pada 7 hari setelah vaksinasi menunjukkan titer antibodi kurang dari
396 dengan interpretasi negatif. Titer antibodi IBV mempunyai beberapa tingkatan (Akonor et al., 2018)
yaitu rendah pada rentang 397-1000. Pada 7 dpi terdapat 16%, pada 14 dpi terdapat 5% sedangkan pada
21 dpi tidak ada titer antibodi yang rendah. Tingkatan kedua yaitu medium yang berada pada rentang
1001-5000. Pada 7 dan 14 dpi terdapat 66% sampel bertiter medium sedangkan pada 21 dpi terdapat 38%
sampel dengan titer medium. Titer tinggi berada pada rentang >5000, titer ini terdapat pada 14 dpi (27%)
dan sebagian besar (61%) pada 21 dpi. Berdasarkan nilai OD hasil ELISA yang dihitung dan diubah
menjadi titer menunjukkan peningkatan titer pada 3 minggu pertama setelah vaksinasi (Ghadakchi et al.,
2005).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa antibodi muncul pada 7 hari setelah vaksinasi dan
mengalami peningkatan pada 14 hari setelah vaksinasi. Hal tersebut sesuai dengan penelitian Cao et al.
(2012). Pada Pada 21 hari setelah vaksinasi terjadi peningkatan titer antibodi, tetapi pada beberapa sampel
menunjukkan penurunan titer antibodi. Antibodi yang terbentuk di dalam tubuh mempunyai waktu
paruh. Pada minggu tertentu jumlah antibodi akan terjadi penurunan karena adanya waktu paruh
antibodi tersebut. Waktu paruh antibodi adalah waktu yang diperlukan antibodi berkurang jumlahnya
setengah dari antibodi awal (Kencana et al., 2016).

Perbedaan tingkat respons antibodi pascavaksinasi pada ayam dapat dipengaruhi oleh beberapa
aspek di antaranya adalah adanya perbedaan sifat antigenik dari virus vaksin yang digunakan, kualitas
antigen, serta kandungan komposisi adjuvant (Indriani & Ni Luh, 2013). Berdasarkan kedua uji t
menunjukkan bahwa pada setiap periode waktu pengambilan sampel yaitu 7 dpi, 14 dpi, dan 21 dpi
mempunyai perbedaan yang signifikan, hal tersebut sesuai dengan Kencana et al. (2016), Kencana et al.
(2017), dan Siswanto et al. (2016) yang menunjukkan bahwa rata-rata titer antibodi yang meningkat
signifikan pada setiap minggunya.

Pengukuran titer antibodi setelah vaksinasi dapat digunakan untuk mengetahui keberhasilan
vaksinasi. Vaksinasi akan menghasilkan antibodi pada ayam yang divaksin. Antibodi tersebut
menunjukkan tingkat kekebalan tubuh ayam terhadap penyakit tertentu (Kencana et al., 2017).
Monitoring titer antibodi dapat digunakan untuk mengetahui potensi vaksin dalam memicu kekebalan

protektif di lapangan sehingga penyebaran virus dapat diketahui (Kencana ez al., 2016).
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SIMPULAN

Nilai rata-rata titer antibodi hasil vaksinasi kedua Infectious bronchitis pada 7, 14, dan 21 hari
setelah vaksinasi menggunakan ELISA yaitu 1695, 4207, dan 5978. Dapat disimpulkan bahwa jumlah

titer antibodi IgG terhadap virus IBV semakin meningkat dari jarak setelah vaksinasi.
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