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Abstract

Avian Influenza subtype H5N1 (AI-HS5NT1) is a virulent virus that is detrimental to laying chickens
because it is highly contagious and mutates easily. Prevention of AI-H5N1 disease in laying chickens is carried
out by vaccination, therefore to maintain the quality of the vaccine, continuous research is needed. This study
aims to determine the potential of AI-H5N1 vaccine isolates from Bali based on cellular immune responses
with total and differential leukocyte cell parameters. Antibody production is influenced by the nonspecific and
specific immune system involving leukocytes, especially lymphocytes. Total of 40 layers of Novogen Brown
strain were used for the research sample, kept since the age of one day on a commercial farm in Perean Village,
Tabanan Regency, Bali. Laying chickens are vaccinated at 5 weeks of age by intramuscular injection at dose
of 0.5 ml. Total of 20 laying chickens were taken randomly for samples from 40 treated chickens. Blood
draws were performed once pre-vaccination and five times each week after vaccination with anticoagulants.
Total leukocytes were examined by an auto hematology analyzer, while differential leucocytes with thin blood
smear stained with Giemsa. Total and differential leukocyte data were analyzed by means of the variance test
followed by the Duncan test. Results showed that AI-H5N1 vaccination from Bali isolates could increase
total and differential leucocytes of laying chickens and had significant effect on the mean total leukocytes, the
absolute values of heterophyll cells, eosinophils, lymphocytes, and monocytes, but had no significant effect
on post-vaccination basophil cells. It was concluded that the AI-HSN1 vaccine isolated from Bali was proven
to stimulate the cellular immune response of laying hens which was characterized by an increase in post-
vaccination leukocytes, especially lymphocyte cells as precursors of antibody formation..

Keywords: avian influenza H5N1; differential leukocytes; isolate from Bali; total leukocytes; vaccinations

Abstrak

Avian Influenza subtipe HSN1 (AI-H5N1) adalah virus ganas yang merugikan peternakan ayam petelur
karena sangat menular dan mudah bermutasi. Pencegahan penyakit AI-H5N1 pada ayam petelur dilakukan
dengan vaksinasi, oleh karena itu untuk menjaga mutu vaksin maka diperlukan penelitian berkesinambungan.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi vaksin AI-H5N1 isolat dari Bali berdasarkan respons imun
seluler dengan parameter total dan diferensial sel leukosit. Produksi antibodi dipengaruhi oleh sistem imun
nonspesifik dan spesifik yang melibatkan leukosit, terutama sel limfosit. Sebanyak 40 ekor ayam petelur strain
Novogen Brown digunakan untuk sampel penelitian yang dipelihara sejak berumur satu hari pada peternakan
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komersial di Desa Perean, Kabupaten Tabanan, Bali. Ayam petelur divaksinasi pada umur 5 minggu melalui
injeksi intramuskuler dengan dosis 0,5 ml. Sebanyak 20 ekor ayam petelur diambil secara acak untuk sampel
penelitian dari 40 ekor ayam perlakuan yang divaksinasi. Pengambilan darah dilakukan satu kali pravaksinasi
dan lima kali setiap minggu pascavaksinasi dengan antikoagulan. Total leukosit diperiksa dengan auto
hematology analyzer sedangkan diferensial leukosit dengan hapusan darah tipis yang diwarnai Giemsa. Data
total dan diferensial leukosit dianalisis dengan uji sidik ragam dan dilanjutkan dengan uji Duncan. Hasil
penelitian menunjukkan vaksinasi AI-H5N1 isolat dari Bali dapat meningkatkan total dan diferensial leukosit
ayam petelur dan berpengaruh nyata terhadap rerata total leukosit, nilai absolut sel heterofil, eosinofil, limfosit,
dan monosit, tetapi tidak berpengaruh nyata terhadap sel basofil pascavaksinasi. Disimpulkan bahwa vaksin
AI-H5NT1 isolat dari Bali terbukti dapat merangsang respons imun seluler ayam petelur yang ditandai dengan

peningkatan leukosit pascavaksinasi, terutama sel limfosit sebagai prekursor terbentuknya antibodi.

Kata kunci: avian influenza H5N1; diferensial leukosit; isolat dari Bali; total leukosit; vaksinasi

Pendahuluan

Komoditas peternakan terbesar di Indonesia
saat ini berasal dari sektor perunggasan, ham-
pir 70% industri peternakan didominasi in-
dustri perunggasan (Yulistiya et al., 2017).
Perkembangan industri perunggasan khususnya
peternakan ayam petelur di Provinsi Bali
tersebar diseluruh kabupaten dan kota di Bali
dengan populasi terbesar berada di Kabupaten
Tabanan, sebesar 51,79% (Kurniawan et al.,
2013). Peternakan ayam petelur memiliki ken-
dala berbagai penyakit salah satunya yaitu Avian
Influenza (Al). Pertiwi et al., (2020) menyatakan
bahwa virus Al masih endemis di Bali.
Keganasan virus Al dapat dibedakan menjadi
dua, yaitu low pathogenic avian influenza
(LPAI) yang menyebabkan penyakit ringan dan
highly pathogenic avian influenza (HPAI) yang
menyebabkan penyakit ganas contohnya subtipe
H5N1 (Kencana, 2012; Swayne and Swarez,
2000).

Penyakit HPAI disebabkan oleh virus dari
famili Orthomyxoviridae, genus influenza tipe
A, subtipe H5N1 (OIE, 2015). Virus Al subtipe
H5N1 dapat menular secara cepat di antara
kelompok ternak unggas dan menimbulkan
morbiditas dan mortalitas yang sangat tinggi
(Kencana, 2012). Ayam petelur sangat peka
terhadap virus Al dengan gejala klinis gangguan
pernapasan atas dan gangguan reproduksi serta
dapat menimbulkan kematian hingga 100%
(Sharif et al., 2014). Masa inkubasi penyakit Al
berkisar antara 2-3 hari atau lebih sejak unggas
terinfeksi virus dan mulai munculnya tanda-
tanda klinis (Kencana, 2012). Salah satu strategi
utama dalam penanggulangan penyakit Al di
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Indonesia yaitu dengan program vaksinasi (OIE,
2005).

Vaksinasi pada ayam petelur bertujuan
untuk memproduksi kekebalan spesifik yang
protektif guna menghadapi penyakit virus
di lapangan (Kencana et al., 2015). Namun,
vaksinasi Al sering mengalami kegagalan karena
virus Al mudah mengalami perubahan materi
genetik sehingga diperlukan pemantauan dan
riset berkesinambungan tentang virus Al dalam
rangka efikasi vaksin (El-Zoghby et al., 2012).
Virus AI-H5N1 asal Indonesia telah berevolusi
menjadi beberapa sub-liniage sebagai akibat
dari pengaruh geografi Indonesia yang berupa
kepulauan, sehingga masing-masing wilayah
memiliki kekhasan genetik yang berbeda-beda
(Smith et al., 2006). Tingkat keberhasilan
vaksinasi AI-H5N1 sangat tergantung pada
tingkat kecocokan antara strain virus lapangan
dan vaksin yang digunakan untuk dapat
memberikan perlindungan (protektif) terhadap
penyakit Al. Vaksin yang baik adalah vaksin yang
memiliki homologi genetik dan antigenik yang
mendekati sempurna dengan virus yang beredar
di wilayah yang bersangkutan (Mahardika et al.,
2009). Kencanaet al., (2020) menyatakan bahwa
seedvaksinisolat virus Al subtipe HSN 1 asal Bali
(A/Chicken/Bali9C/GAY/2019) termasuk clade
2.3.2, memiliki kekerabatan 96,72% dengan
seed vaksin pemerintah Indonesia A/duck/
Sukoharjo/BBVW-1428-9/2012.  Kandungan
virus vaksin AI-H5NT1 isolat dari Bali adalah
sebesar 10%° ELD50 dan telah lolos uji seed dari
PT Sanbio Laboratories, Bogor (Kencana et al.,
2020). Uji laboratorium telah dilakukan di BSL-
3 PT Sanbio Laboratories, dan saat ini sedang
dilakukan uji lapang.
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Penelitian ini merupakan uji lapang dari
vaksin AI-H5N1 isolat dari Bali. Uji lapang
vaksin diperlukan untuk mengetahui potensi
dan keamanan vaksin di lapangan. Monitoring
terhadap potensi vaksin AI-H5NI1 isolat dari
Bali juga perlu dilakukan dengan memeriksa
titer antibodi ayam pascavaksinasi (Kencana
et al., 2016). Selain memeriksa titer antibodi,
parameter lain yang dapat dijadikan sebagai
acuan potensi vaksin juga dengan melihat va-
riabel sel darah putih atau leukosit untuk
mendeteksi kekebalan seluler terutama sel
limfosit sebagai prekursor terbentuknya anti-
bodi. Tingkat kekebalan seluler ayam pasca-
vaksinasi dapat dilihat dari variabel total dan
diferensial leukosit secara lengkap (Isroli et
al., 2009). Respons imun yang diperankan
oleh leukosit bersifat nonspesifik dan spesifik,
baik secara seluler maupun humoral. Walaupun
kedua respons imun tersebut prosesnya ber-
beda, namun keduanya saling meningkatkan
efektivitasnya. Respons imun nonspesifik yang
bersifat seluler diperankan oleh sel heterofil,
eosinofil, basofil, dan monosit. Pada respons
imun spesifik, limfosit T bersifat seluler dan
limfosit B bersifat humoral (Baratawidjaja dan
Rengganis, 2010). Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui potensi vaksin AI-H5N1 isolat dari
Bali berdasarkan respons imun seluler dengan
parameter total dan diferensial leukosit ayam
petelur pascavaksinasi.

Materi dan Metode

Pengambilan Sampel

Metode penelitian digunakan rancangan
acak lengkap (RAL). Sebanyak 40 ekor ayam
petelur strain Novogen Brown dipelihara sejak
day old chick (DOC) digunakan untuk penelitian.
Vaksinasi dilakukan secara intramuskuler pada
ayam setelah berumur 5 minggu dengan vaksin
inaktif AI-H5N1 isolat dari Bali dengan dosis
0,5 ml/ekor. Sebanyak 20 ekor ayam petelur
diambil darahnya secara acak dari 40 ekor ayam
yang divaksinasi AI-H5N1 isolat dari Bali.
Koleksi sampel dilakukan enam kali, yakni satu
kali pravaksinasi dan lima kali setiap minggu
pascavaksinasi. Sampel darah ayam diambil
dengan cara dilakukan restrain ayam pada posisi
dorsal recumbency. Sebelum darah diambil,

kulit pada bagian pembuluh darah ayam terlebih
dahulu didesinfeksi dengan menggunakan kapas
yang berisi alkohol 70% (alcohol swab) untuk
mencegah terjadinya kontaminasi. Sebanyak
1 ml darah diambil dengan disposable syringe
volume 3 ml melalui vena brachialis, kemudian
ditampung pada tabung berisi antikoagulan
ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA).

Total Leukosit

Total leukosit dihitung dengan alat auto
hematology analyzer (Rayto RT-7600 for Vet).
Auto hematology analyzer (Rayto RT-7600 for
Vet) merupakan alat otomatis yang digunakan
untuk menghitung nilai komponen darah atau
hemogram hewan. Mesin auto hematology
analyzer (Rayto RT-7600 for Vet) dihidupkan,
kemudian dimasukkan data profil unggas yaitu
jenis kelamin dan umur ayam. Sebanyak 9,8 pL
sampel darah yang berisi antikoagulan EDTA
diambil secara otomatis dengan sampling
needle. Hasil penghitungan total leukosit dapat
dilihat secara otomatis pada layar monitor.

Diferensial Leukosit

Pemeriksaan diferensial leukosit dilakukan
dengan metode hapusan darah tipis yang
diwarnai Giemsa. Darah yang sudah tercampur
dengan antikoagulan diteteskan pada salah
satu ujung dari gelas objek kemudian diambil
gelas objek yang lain dan ditempatkan dekat
tetesan darah tadi dengan membentuk sudut
45°. Selanjutnya gelas objek didorong ke arah
depan dengan cepat hingga terbentuk ulasan
darah tipis di atas gelas objek. Hapusan darah
segera dikeringkan dengan cara dibiarkan
di udara terbuka. Preparat hapusan darah
selanjutnya difiksasi dengan methanol selama
lima menit kemudian dikeringkan. Pewarnaan
preparat dengan Giemsa selama 25-30 menit
sesuai dengan prosedur Petithory et al.,
(2005). Preparat kemudian dibilas dengan
air mengalir dan dikeringkan dengan posisi
vertikal pada rak khusus. Setelah preparat
hapusan darah kering kemudian diperiksa di
bawah mikroskop dengan pembesaran 1.000
kali dan menggunakan minyak emersi (Utama
et al., 2013). Penghitungan diferensial leukosit
dilakukan hingga sel-sel leukosit berjumlah 100
dan hasilnya dinyatakan dalam persentase (%).
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Hasil penghitungan persentase masing-masing
sel leukosit dikalikan dengan total leukosit
maka diperoleh nilai absolut sel-sel leukosit
(x10°/uL).

Analisis Data

Data hasil pemeriksaan total dan diferensial
leukosit kemudian dianalisis menggunakan uji
sidik ragam (one-way analysis of variance) dan
dilanjutkan dengan uji Duncan menggunakan
statistical package for the social sciences
(SPSS).

Hasil dan Pembahasan

Hasil pemeriksaan total dan diferensial
leukosit ayam petelur pascavaksinasi menun-
jukkan bahwa vaksin AI-H5NI1 isolat dari Bali
berpengaruh nyata (P<0,05) terhadap respons
imun seluler ayam petelur terutama terhadap
rerata total leukosit dan nilai absolut sel heterofil,
eosinofil, limfosit, dan monosit, tetapi tidak
berpengaruh terhadap sel basofil. Rerata total
leukosit terhadap waktu pengambilan sampel
dimuat pada Tabel 1.

105.0

100.0

230

850

Mean Total Leukosit

Tabel 1. Rerata Total Leukosit (¥SD) Ayam Petelur
Pascavaksinasi AI-HSN1 pada Peternakan Komersial
di Desa Perean, Kabupaten Tabanan
Waktu Pengambilan Total Leukosit Standar]
Sampel (<10°/L) Normal?
(Minggu) K (x10%/uL)
0 79,49 £ 6,97°
84,14 + 9,40
89,75 £ 5,56
12-30

101,99 + 26,384

1
2
3 95,09 £ 14,204
4
5 99,71 £10,54¢

Keterangan: Huruf (superskrip) yang berbeda menunjukkan
berbeda nyata (P<0,05). Sebaliknya, huruf (su-
perskrip) yang sama menunjukkan tidak berbeda
nyata (P>0,05)

DSchalm, (2010)

Hasil penelitian rerata total leukosit minggu
ke-0 (pravaksinasi) sebesar 79,49 + 6,97 (x10°%/
uL). Peningkatan rerata total leukosit tertinggi
pascavaksinasi, sebesar 101,99 + 26,38 (x10%
puL). Sedangkan rerata total leukosit terendah
pascavaksinasi, sebesar 84,14 + 9,40 (x10%
puL). Grafik rerata total leukosit ayam petelur
terhadap waktu pengambilan sampel dimuat
pada Gambar 1.

Minggu 0 Minggu 1

Gambear 1.
Kabupaten Tabanan
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Minggu 2

Minggu 3
Waktu

Minggu 4 Minggu 5

Grafik Rerata Total Leukosit Ayam Petelur Pascavaksinasi AI-HSN1 pada Peternakan Komersial di Desa Perean,
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Tabel 2. Rerata Nilai Absolut Sel-Sel Leukosit (£SD) Ayam Petelur Pascavaksinasi AI-H5SN1 pada Peternakan Komersial di Desa

Perean, Kabupaten Tabanan

Sel-Sel Leukosit (x10%/uL)

Waktu
. Heterofil Eosinofil Basofil Limfosit Monosit
(Minggu)
3-6Y 0-19 -H 7-17,5Y 0,15-2Y
0 2231 +£5,11° 0,83 +£0,79° 0+0,00 51,68 + 6,312 4,62 +4,09°
1 23,24 +7,49° 1,71 £ 2,28b¢ 0+0,00 49,06 £ 7,19° 10,09 +4,36°
2 23,39 +7,56° 2,89 + 2,60¢ 0+0,00 56,47 £ 9,300 6,96 £ 2,890
3 28,95+ 13,88+ 2,35+ 1,91b¢ 0+0,00 53,99 + 9,60*° 9,77 £ 5,53b¢
4 31,41 + 16,44b 1,20 & 1,850 0+0,00 59,90 + 19,00b¢ 9,44 £ 4,01
5 23,10 £ 7,932 1,86 £ 2,17%b¢ 0+0,00 65,97 £9,02¢ 8,75 + 4,53b¢

Keterangan: Huruf (superskrip) yang berbeda pada kolom sama menunjukkan berbeda nyata (P<0,05). Sebaliknya, huruf (superskrip)

yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata (P>0,05)

D(x10%/uL); Standar Normal Schalm, (2010)

Rerata nilai absolut sel-sel leukosit ayam
petelur pascavaksinasi AI-H5N1 isolat dari Bali
pada pengambilan sampel setiap minggu dimuat
pada Tabel 2. Rerata absolut sel-sel leukosit
(x10%/uL) minggu ke-0 (pravaksinasi), yaitu
heterofil 22,31 + 5,11; eosinofil 0,83 + 0,79;
basofil 0 £ 0,00; limfosit 51,68 + 6,31; dan
monosit 4,62 + 4,09.

Rerata absolut sel-sel leukosit (x10°/uL)
minggu ke-1 sampai ke-5 pascavaksinasi dari
rerata tertinggi hingga terendah yaitu sebagai
berikut: rerata sel heterofil tertinggi sebesar
31,41 + 16,44 (x10°/uL) dan rerata terendah,
sebesar 23,10 £ 7,93 (x10°/uL). Rerata sel
eosinofil tertinggi, sebesar 2,89 + 2,60 (x10%/
pl) dan rerata terendah, sebesar 1,20 + 1,85

(x10%/uL) sedangkan rerata sel basofil setiap
minggunya adalah 0 + 0,00 (x10°/uL). Rerata
sel limfosit tertinggi, sebesar 65,97 + 9,02 (x10%/
pL) dan rerata terendah, sebesar 49,06 + 7,19
(x10%/uL). Rerata sel monosit tertinggi, sebesar
10,09 + 4,36 (x10°/uL) dan rerata terendah,
sebesar 6,96 + 2,89 (x10°%/uL). Grafik rerata
nilai absolut sel-sel leukosit ayam petelur pada
setiap minggu pengambilan sampel dimuat pada
Gambar 2.

Avian Influenza adalah penyakit virus pada
unggas, termasuk ayam dan unggas air liar yang
disebabkan oleh virus influenza tipe A subtipe
H5N1 (Kencana, 2012). Vaksinasi bertujuan
untuk memperoleh kekebalan spesifik yang
protektif guna menghadapi kasus lapangan

Rerata Sel-52l Leukaosit
(x10%/pL)

60 56.47
51.68

6597

59.9
53.99

31.41

30 28.95
B 2231 23.24 23.39 23.1
= -

~ 10.09 5 95 977 944 B.75
10 453 : — = _%
171 TF 2515 1.2 1.86
0 i} - —u U
Minggud Minggu 1 Mingzu 2 Mingzu 3 Mingzu 4 Mingzu 5

o HETET O ] i E 0151 10T Baaofil e LiMTOSIT g 0 ROSIT

Gambar 2.  Grafik Rerata Nilai Absolut Sel-Sel Leukosit Ayam Petelur pada Setiap Minggu Pengambilan
Sampel
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(Kencana et al., 2015). Patti et al., (2013); Paul
et al., (2012) menyatakan bahwa dalam upaya
tubuh membentuk zat kebal akibat vaksinasi,
sel darah putih atau leukosit akan mengalami
proliferasi, sehingga pada gilirannya akan
terbentuk sel plasma yang akan memproduksi
antibodi. Peneliti lain Sturkie, (2005) menya-
takan bahwa vaksinasi mengakibatkan pening-
katan jumlah leukosit.

Vaksinasi dengan vaksin inaktif AI-H5N1
isolat dari Bali memberikan pengaruh nyata
(P<0,05) terhadap terbentuknya rerata total
leukosit dan nilai absolut sel heterofil, eosinofil,
limfosit, dan monosit, tetapi tidak berpengaruh
terhadap sel basofil ayam petelur pascavaksinasi.
Pada penelitian ini sel basofil tidak ditemukan.
Hal tersebut bukan berarti bahwa pada dalam
darah ayam petelur tidak ada sel basofil.
Schalm, (2010) menyatakan bahwa pada ayam
normal jarang ditemukan sel basofil. Basofil
adalah sel darah putih yang mempunyai peranan
dalam reaksi alergi. Menurut Kayadoe et al.,
(2008) menyatakan bahwa basofil umumnya
baru ditemukan dalam penghitungan 1.000 sel
leukosit.

Rerata total leukosit minggu ke-0 (pravak-
sinasi) adalah sebesar 79,49x10°/uL, dimana
ayam dalam kondisi sehat. Rataan tersebut re-
latif lebih tinggi jika dibandingkan total leukosit
ayam normal, yaitu 12.000-30.000 sel/uL
(Kencana et al., 2018; Schalm, 2010). Tingkat
kesehatan hewan dapat diukur melalui total
leukosit, dimana terjadinya peningkatan total
leukosit dalam darah menandakan bahwa sistem
pertahanan tubuh mengalami peningkatan
(Soeharsono et al., 2010). Total leukosit pada
penelitian ini relatif lebih tinggi dari standar
normal fisiologis ayam, hal ini karena ayam
yang digunakan dalam penelitian ini merupakan
ayam ras petelur perlakuan yang ditempatkan
pada kandang terbuka pada saat penelitian
berlangsung. Kondisi ini memungkinkan
terjadinya paparan dari berbagai agen penyakit
yang berasal dari lingkungan pemeliharaan,
dimana lokasi penelitian juga endemis dengan
penyakit lainnya seperti newcastle disease
(ND), infectious bronchitis (IB), infectious
bursal disease (IBD). Pencegahan terhadap
penyakit-penyakit tersebut dilakukan pada
kelompok ayam lainnya dengan vaksinasi.
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Walaupun vaksinasi penyakit tersebut tidak
dilakukan pada ayam perlakuan, kemungkinan
hal tersebut dapat mempengaruhi proses
fisiologis pada ayam perlakuan. Adanya pa-
paran tersebut dapat menginduksi terjadinya
proliferasi sel limfosit (Ulupi dan Thwantoro,
2014). Hal ini sejalan dengan tingginya jumlah
limfosit pravaksinasi, dengan rerata 51,68x10%/
pL. Limfosit merupakan unsur penting dalam
sistem kekebalan tubuh yang berfungsi meres-
pons antigen dengan membentuk antibodi
(Yalcinkaya et al., 2008).

Total leukosit ayam petelur minggu ke-1
pascavaksinasi meningkat secara tidak sig-
nifikan dan meningkat secara signifikan pada
minggu ke-2 pascavaksinasi (P<0,05), dengan
rerata sebesar 89,75x103/uL. Pada minggu ke-1
pascavaksinasi jumlah sel limfosit menurun
secara tidak signifikan (P>0,05). Limfosit ber-
peran untuk merespons antigen dengan mem-
bentuk antibodi dan pengembangan imunitas
(Bikrisirna, 2013). Mengingat vaksin AI-H5N1
pada penelitian ini merupakan vaksinasi prim-
er menggunakan vaksin inaktif, respons tubuh
pada minggu ke-1 pascavaksinasi cenderung
baru mulai terbentuk karena dalam proses pen-
genalan terhadap antigen vaksin. Hal ini sejalan
dengan pernyataan Kencana et al., (2016) yang
menyatakan bahwa pada minggu ke-1 pascavak-
sinasi pemberian vaksin inaktif umumnya meng-
hasilkan respons imun yang lambat. Menurun-
nya jumlah sel limfosit disebabkan pula oleh
meningkatnya jumlah sel monosit dalam darah
secara signifikan pada minggu ke-1 pascavak-
sinasi, dengan rerata sebesar 10,09x10%/uL. Pe-
ningkatan sel monosit menandakan bahwa tubuh
ayam merespons adanya antigen vaksin dengan
membentuk respons imun nonspesifik seluler.
Peningkatan jumlah monosit disebabkan kare-
na monosit berperan dalam mengatur tanggap
kebal dengan mengeluarkan glikoprotein pen-
gatur monokin seperti interferon dan interleukin
I (Saputro et al., 2016). Monosit adalah prekur-
sor makrofag dalam sirkulasi darah. Menurut
Fenner dan Fransk, (1995) menyatakan bahwa
monosit atau makrofag berfungsi sebagai anti-
gen presenting cells (APC). Interaksi sel lim-
fosit dengan APC akan berperan dalam keke-
balan humoral dengan menginduksi keluarnya
sitokin yang merupakan alat komunikasi antar
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sel. Kemampuan interaksi ini akan menginduksi
pematangan sel limfosit B menjadi sel plasma
yang akan menghasilkan antibodi.

Total leukosit ayam petelur pada minggu
ke-3 pascavaksinasi mengalami peningkatan
secara signifikan (P<0,05) serta puncaknya
pada minggu ke-4 pascavaksinasi, dengan rerata
sebesar  101,99x10%/uL. Menurut Yulistiya
et al., (2017) menyatakan bahwa aktivitas
fisiologis meliputi proses vaksinasi memberikan
pengaruh terhadap jumlah leukosit. Peningkatan
total leukosit pascavaksinasi ditandai dengan
peningkatan jumlah limfosit akibat adanya
efek imunostimulator dari vaksin yang
digunakan (Amer et al., 2013). Rerata jumlah
sel limfosit hingga minggu ke-4 pascavaksinasi
pada penelitian ini mengalami peningkatan
walaupun meningkat secara perlahan atau tidak
berbeda nyata dibandingkan minggu-minggu
sebelumnya, dengan rerata sebesar 59,90x10%/
pL. Penelitian ini merupakan vaksinasi pertama
atau primer menggunakan vaksin inaktif Al-
H5NI1. Suardana et al., (2009) menyatakan
bahwa respons imun primer dimulai pada
saat hewan terpapar imunogen untuk pertama
kalinya, umumya titer antibodi yang terbentuk
relatif sangat rendah. Sistem imun spesifik
seluler yang bereaksi dengan antigen adalah
limfosit T yang mengatur sintesis antibodi
maupun sel T yang mempunyai fungsi efektor
atau sitotoksik langsung, sementara limfosit B
yang memproduksi antibodi spesifik humoral
(Mazengia et al., 2009).

Hewajuli dan Dharmayanti, (2015) menya-
takan bahwa respons imun seluler mencapai
puncak setelah tiga minggu atau lebih pas-
cavaksinasi. Respons imun spesifik seluler
adalah respons imun yang diperankan oleh sel
limfosit T dalam membunuh mikroorganisme
atau antigen melalui sistem efektor ekstraseluler
oleh sel T sitotoksik dan sel T helper (Th)
yang bersifat spesifik. Vaksinasi Al pada ayam
terbukti meningkatkan jumlah limfosit T helper
(Th) (Gioia et al., 2008). Kaitan sel limfosit T
dengan limfosit B adalah limfosit B memerlukan
bantuan limfosit Th yang memberikan sinyal
dari makrofag untuk sel B berdiferensiasi
membentuk antibodi (Kresno, 2001). Pemben-
tukan antibodi diawali oleh makrofag yang telah
memfragmentasi antigen kemudian fragmen

antigen tersebut dipresentasikan kepada sel
limfosit Th melalui MHC II yang terletak di
permukaan makrofag. Sel Th berinteraksi
dengan APC melalui CD4+ dan T cell receptor
(TCR), kemudian sel Th teraktivasi dan
berproliferasi serta mengeluarkan sitokin (IL-
1) yang akan mengaktifkan sel B yang naif (sel
matang yang belum terpapar antigen dan belum
berdiferensiasi) menjadi sel plasma yang akan
memproduksi antibodi spesifik (Hewajuli dan
Dharmayanti, 2015).

Rerata total leukosit ayam petelur pada
minggu ke-5 pascavaksinasi mengalami penu-
runan yang tidak berbeda nyata (P>0,05)
dibandingkan minggu sebelumnya. Penurunan
total leukosit pada minggu ini kemungkinan
disebabkan  karena menurunnya jumlah
sel heterofil dalam darah secara signifikan
(P<0,05), dengan rerata sebesar 23,10x10°/uL.
Menurut Kencana et al, (2018) menyatakan
bahwa penurunan jumlah heterofil dalam darah
dapat menyebabkan penurunan total leukosit.
Sementara rerata jumlah sel monosit mulai
mengalami penurunan tetapi tidak berbeda nyata
dibandingkan minggu sebelumnya. Penurunan
sel monosit tersebut dapat mengindikasikan
bahwa respons imun nonspesifik seluler sudah
tidak memberikan respons terhadap antigen
vaksin dan telah digantikan dengan respons
imun spesifik. Hewajuli dan Dharmayanti,
(2015) menyatakan bahwa pertahanan terhadap
serangan virus akan digantikan oleh kekebalan
spesifik apabila kekebalan nonspesifik tidak
mampu melawan infeksi virus. Respons imun
yang muncul pascavaksinasi Al adalah respons
imun spesifik yang diperankan oleh limfosit
(Amer et al.,2013). Hal ini sejalan dengan rerata
jumlah sel limfosit yang mengalami peningkatan
secara signifikan, yaitu dengan rerata tertinggi
sebesar 65,97x10°%/uL. Menurut Aiyer-Harini et
al., (2013) menyatakan bahwa dengan vaksin
inaktif memerlukan waktu yang relatif lama
untuk memicu pembentukan antibodi maksimal,
namun respons kekebalan yang terbentuk dapat
bertahan lebih lama di dalam tubuh ayam
dibandingkan dengan penggunaan vaksin aktif.

Vaksinasi AI-HS5N1 pada penelitian ini
berpengaruh nyata terhadap terbentuknya sel
heterofil, eosinofil, limfosit, dan monosit ayam
petelur pascavaksinasi. Rerata sel eosinofil dan
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heterofil yang meningkat secara signifikan pada
minggu ke-2 dan ke-4 pascavaksinasi tidak
memiliki kaitan secara langsung dengan respons
imun tubuh ayam petelur terhadap vaksinasi Al-
HS5NI1 karena fungsi utama heterofil adalah untuk
membunuh bakteri melalui proses fagositosis
(Redmond et al., 2011). Selain itu faktor-
faktor pendukung terhadap tinggi rendahnya
heterofil diantaranya: kondisi lingkungan,
tingkat stress, genetik, dan kecukupan nutrien
pakan (Puvadolpirod dan Thaxton, 2000).
Eosinofil berperan untuk menghadapi infeksi
parasitik dan alergi (Purnomo et al., 2015). Pada
pemeriksaan preparat hapusan darah tipis pada
penelitian ini tidak ditemukan adanya parasit
darah. Meningkatnya jumlah sel heterofil dan
eosinofil dalam darah tidak selalu diasumsikan
bahwa hewan sedang terinfeksi penyakit.
Hal tersebut dapat menunjukkan bahwa
meningkatnya respons imun nonspesifik seluler
dari agen penyakit. Respons imun nonspesifik
umumnya merupakan imunitas bawaan yakni
respons terhadap bahan asing yang dapat terjadi
walaupun tubuh sebelumnya tidak pernah
terpapar oleh bahan tersebut (Kresno, 2000).

Sel monosit dan limfosit memiliki keter-
kaitan dengan vaksinasi, dimana fungsi monosit
atau makrofag adalah sebagai antigen presenting
cells (APC) yang menstimulasi pematangan sel
limfosit yang berperan sebagai cikal bakal ter-
bentuknya antibodi. Hasil penelitian menun-
jukkan bahwa sel monosit meningkat secara
signifikan pada minggu ke-1 pascavaksinasi se-
bagai indikasi terbentuknya respons imun non-
spesifik yang bersifat seluler terhadap antigen
vaksin AI-H5NT isolat dari Bali. Respons imun
seluler spesifik ditandai dengan meningkatnya
jumlah rerata sel limfosit sejak minggu ke-2
pascavaksinasi dan mencapai jumlah maksimal
secara signifikan pada minggu ke-5 pascavaksi-
nasi yakni sebesar 65,97x10%/pL.

Kesimpulan

Vaksin AI-H5N1 isolat dari Bali terbukti
dapat merangsang respons imun seluler ayam
petelur yang ditandai dengan meningkatnya
total dan diferensial leukosit pascavaksinasi,
terutama sel limfosit sebagai prekursor terben-
tuknya antibodi.
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