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Abstract 

The poultry industry in Indonesia is still experiencing problems, especially in terms of disease 
attacks, one of which is Newcastle Disease (ND). ND is caused by Avian Paramyxovirus type-
1 (APMV-1) virus and is an infectious and also acute disease in Indonesia. ND management 
has so far been carried out by vaccination and improved husbandry management. ND 
vaccination can use active vaccines, inactive vaccines or combination vaccines. Despite 
vaccination, ND is still frequently reported.  The aim of this study was to determine the safety 
of Newcastle Disease (ND) Genotype VII vaccine based on post-vaccination virus shedding. 
Shedding viruses leave the body of poultry through excretion, especially feces, which can cause 
environmental pollution. The samples used were 10 cloacal swab samples of laying hens taken 
for five periods and isolation of embryonated chicken eggs. The inoculated liquid on 
embryonated chicken eggs was harvested and HA test was conducted to check the shedding of 
ND vaccine virus. The results showed no shedding of the vaccine virus characterized by 
negative results in the HA test. These negative results indicate that the inactivated ND 
Genotype VII vaccine is safe for the environment, however farmers need to implement 
biosecurity to prevent the entry of ND into the farm. 

Keywords: Laying hens, Newcastle Disease, virus isolations, virus shedding. 

Abstrak 

Industri perunggasan di Indonesia hingga saat ini masih mengalami kendala terutama dalam 
hal serangan penyakit, salah satunya adalah penyakit Newcastle Disease (ND). Penyakit ND 
disebabkan oleh virus Avian Paramyxovirus type-1 (APMV-1) dan merupakan penyakit 
menular akut di Indonesia. Penanggulangan penyakit ND sejauh ini dilakukan dengan 
vaksinasi dan perbaikan tatalaksana pemeliharaan. Vaksinasi ND dapat menggunakan vaksin 
aktif, vaksin inaktif, maupun vaksin kombinasi. Meskipun vaksinasi telah dilakukan, tetapi 
penyakit ND masih sering dilaporkan.  Hal tersebut dapat dipengaruhi oleh kualitas vaksin, 
keamanan vaksin, dan aplikasi vaksin. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui 
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keamanan vaksin Newcastle Disease (ND) Genotipe VII berdasarkan shedding virus 
pascavaksinasi. Shedding virus keluar dari tubuh unggas melalui ekskresi terutama feses yang 
dapat menyebabkan pencemaran lingkungan. Sampel yang digunakan adalah 10 sampel swab 
kloaka ayam petelur yang diambil sebanyak lima periode dan dilakukan isolasi pada telur ayam 
berembrio. Cairan hasil inokulasi pada TAB dipanen dan dilakukan uji HA untuk memeriksa 
adanya shedding virus vaksin ND. Hasil penelitian menunjukkan tidak ditemukannya shedding 
virus vaksin yang ditandai dengan hasil negatif pada uji HA. Hasil negatif tersebut menandakan 
bahwa vaksin inaktif ND Genotipe VII tidak membahayakan lingkungan, meskipun demikian 
peternak perlu menerapkan biosecuriti untuk mencegah masuknya penyakit ND ke peternakan.  

Kata kunci: Ayam petelur, isolasi virus, Newcastle Disease, shedding virus  

PENDAHULUAN 

Peternakan merupakan salah satu bagian dari subsektor pertanian yang memiliki peranan yang 
cukup besar khususnya dalam pemenuhan pangan dan gizi masyarakat. Hampir 70% industri 
peternakan di Indonesia didominasi oleh industri perunggasan (Yulistya et al., 2016). Salah 
satu industri perunggasan yang memiliki peranan penting dalam penyediaan protein hewani 
adalah peternakan ayam petelur karena menghasilkan produk telur konsumsi (Pelafu et al., 
2018). Kendala yang sering dihadapi dalam industri perunggasan ialah serangan penyakit, salah 
satunya adalah penyakit Newcastle Disease (ND). Di Indonesia, penyakit ND memiliki nama 
lain penyakit tetelo, sedangkan di Bali lebih dikenal dengan istilah penyakit gerubug (Kencana 
et al., 2012). Penyakit ini disebabkan oleh virus Avian Paramyxovirus type-1 (APMV-1), genus 
Avulavirus, dan keluarga Paramyxoviridae. Penyakit ND menyerang sistem pernapasan, 
susunan jaringan syaraf, sistem pencernaan hingga sistem reproduksi pada unggas. Penyakit 
ND menginfeksi semua jenis unggas terutama ayam, baik ayam ras maupun ayam bukan ras 
(buras). Penularan ND terjadi melalui kontak langsung antara ayam sakit dan ayam sehat 
maupun kontak tidak langsung melalui pakan, air minum, udara yang tercemar virus (Kencana 
et al., 2013).  

Wibowo & Amanu (2010) menyatakan masih belum ada obat yang efektif untuk mengatasi 
infeksi virus ND, sehingga tindakan utama yang dapat dilakukan adalah mencegah munculnya 
penyakit tersebut melalui perbaikan tatalaksana pemeliharaan ayam dan melalui vaksinasi 
menggunakan vaksin aktif maupun vaksin inaktif. Vaksin ND digunakan secara luas untuk 
mengurangi gejala penyakit dari infeksi endemis dengan virulensi rendah, melindungi ayam 
terhadap penyakit yang tidak virulen (Shunlin et al., 2009). Program vaksinasi ND sudah 
diterapkan selama beberapa dekade, tetapi penyakit ND belum dapat diberantas secara tuntas 
di Indonesia, bahkan kasus ND pada ayam buras juga ditemukan di Bali (Kencana & Kardena, 
2011).  

Munculnya kasus ND pada ternak unggas yang telah divaksinasi dapat terjadi karena  beberapa  
faktor  seperti  kualitas  vaksin  yang  buruk termasuk keamanan vaksin, perlakuan  terhadap 
vaksin  yang  tidak  memenuhi  standar  seperti  suhu  saat  penyimpanan,  dan  kesalahan 
vaksinator (Saepulloh & Darminto, 2005; Kencana, 2013). Selain itu, Liang (2002) 
menyatakan alasan virus ND masih mewabah dikarenakan strain virus ND mempunyai 
perbedaan yang signifikan di dalam biologi, sitologi dan genetiknya. Lebih lanjut, untuk 
menguji suatu keamanan vaksin dapat dilihat dengan mendeteksi adanya shedding atau 
pelepasan virus vaksin ketika virus berhasil bereplikasi dalam sel inang. Shedding virus 
tersebut dapat dikeluarkan melalui feses dan mampu berperan sebagai sumber penyebaran 
penyakit ND meskipun virulensinya lebih rendah dibandingkan dengan strain alami virus ND. 
Untuk mendeteksi adanya shedding virus dapat diketahui dari swab kloaka yang kemudian 
dilakukan isolasi virus dan pengujian HA/HI serta uji RT-PCR (Kencana et al., 2021). Tujuan 
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dilakukannya penelitian ini adalah untuk mengetahui keamanan vaksin Newcastle Disease 
(ND) Genotipe VII berdasarkan shedding virus pascavaksinasi.  

METODE PENELITIAN 

Kelaikan Etik Hewan Coba  

Sertifikat persetujuan etik hewan nomor: B/23/UN14.2.9/PT.01.04/2024 

Objek Penelitian 

Pada penelitian ini menggunakan 50 ekor ayam petelur umur 22 minggu yang divaksinasi 
booster dengan vaksin kombinasi ND-IB. Vaksin tersebut merupakan vaksin inaktif berbentuk 
emulsi yang mengandung virus Newcastle Disease genotipe VII dari strain velogenik dan 
Infectious Bronchitis (IB) strain klasik.  

Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL) 
pola berjenjang. Sampel yang diambil berupa swab kloaka ayam pada pravaksinasi dan 
pascavaksinasi. Pada penelitian ini menggunakan 10 sampel swab kloaka ayam yang diambil 
secara acak dari 50 ekor ayam. Pengambilan sampel secara periode sebanyak 5 kali 
pengambilan yaitu satu minggu pravaksinasi, satu minggu, dua minggu, tiga minggu, dan 
empat minggu pascavaksinasi, sehingga total sampel yang diperoleh adalah 50 swab kloaka. 

Variabel Penelitian 

Untuk melakukan penelitian tersebut perlu memperhatikan variabel-variabel yang 
berpengaruh. Variabel bebas adalah vaksin kombinasi Newcastle Disease-Infectious 
Bronchitis. Variabel terikat adalah shedding virus vaksin Newcastle Disease. Variabel kontrol 
adalah status kesehatan, ras, lingkungan, vaksin, vaksinator, dan sistem pemeliharaan.  

Metode Koleksi Data 

Vaksinasi 

Vaksinasi dilakukan dengan cara injeksi melalui intramuskular pada 50 ekor ayam petelur 
ketika berumur 22 minggu. Vaksin yang digunakan adalah vaksin kombinasi ND-IB.  

Pengambilan Sampel 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah swab kloaka ayam petelur pravaksinasi 
dan pascavaksinasi. Sampel diambil sebanyak lima periode, yaitu satu minggu pravaksinasi,  
satu minggu, dua minggu, tiga minggu, dan empat minggu pascavaksinasi.  Sebelum 
pengambilan sampel, dilakukan persiapan alat dan bahan yang dibutuhkan, salah satunya 
adalah pembuatan media transport. Sampel swab kloaka nantinya akan dikirim ke laboratorium 
harus dimasukkan ke dalam media trasnport. Pada penelitian ini, media transport yang 
digunakan adalah NaCl fisiologis dan dimasukkan dalam tabung eppendorf. Sampel diambil 
dengan menggunakan cotton swab steril. Setelah itu, swab kloaka dimasukkan ke dalam tabung 
eppendorf yang telah diisi dengan media transport. Tabung eppendorf dimasukkan ke dalam 
coolbox yang telah berisi elemen pendingin. 

Pembuatan Inokulum 

Sampel yang telah diambil selanjutnya dilakukan pooling atau penggabungan beberapa sampel 
swab ke dalam satu tabung (pool). Setiap Setiap lima swab kloaka dari ayam petelur yang 
berbeda dilakukan pooling menjadi satu tabung sampel, sehingga didapatkan total 10 pooled, 
kemudian dibuat inokulum dengan cara mencampurkan sampel swab kloaka dengan media 
transport yang mengandung 2x106 U/L penisilin dan 200 mg/L streptomisin. 
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Isolasi pada Telur Ayam Berembrio 

Isolasi virus menggunakan Telur Ayam Berembrio (TAB) umur 10 hari. Sebelum itu, TAB 
dibersihkan pada area cangkang dan dilakukan pemeriksaan dalam ruangan gelap dengan egg 
candler untuk melihat pergerakan embrio dan posisi ruang udara. Tahap berikutnya adalah 
TAB didesinfeksi dengan alkohol 70% dan inokulum dimasukkan ke dalam telur pada ruang 
alantois dengan cara membuat lubang pada cangkang telur menggunakan jarum penusuk. 
Masing-masing inokulum diinokulasikan sebanyak 0,1-0,2 ml pada empat buah TAB yang 
berbeda menggunakan disposible syringe 1 ml. Bekas penyuntikan ditutup dengan kuteks dan 
diberi label penanda, kemudian TAB dimasukkan ke dalam inkubator dengan suhu 37° selama 
3 hari. Perubahan yang terjadi dan perkembangan embrio diamati setiap hari dengan metode 
candling. Telur yang telah mati, dibuka cangkangnya pada bagian rongga udara secara 
melingkar dengan pinset maupun gunting. Kemudian, selaput korioalantoisnya dikuakkan 
dengan pinset sehingga tampak embrio dikelilingi cairan alantois berwarna jernih. Cairan 
alantois diambil secara hati-hati dengan pipet hisap steril dan dimasukkan ke dalam tabung 
eppendorf dan disimpan di lemari es.  

Pembuatan Eritrosit Suspensi 1% 

Suspensi eritrosit 1% diperlukan ketika melaksanakan uji HA. Dalam pembuatan suspensi 
eritrosit 1% diperlukan darah ayam yang diambil melalui vena brakialis atau vena yang terletak 
di sayap dengan menggunakan disposible syringe 3 ml, kemudian ditampung dalam tabung 
steril yang telah diisi anti-koagulan. Suspensi darah kemudian dicuci dengan ditambahkan 5 
ml Phosphat Buffered Saline (PBS) pH 7,2 dan dihomogenkan secara perlahan-lahan agar tidak 
rusak. Setelah itu, dipusingkan dengan sentrifuge selama 10 menit dengan kecepatan 2500 rpm, 
kemudian darah dipisahkan dari supernatant dan buffy coat. Sisa endapan eritrosit dicuci 
dengan menggunakan PBS lalu dihomogenkan. Pencucian diulang sebanyak tiga kali. Endapan 
eritrosit diukur konsentrasinya dengan cara disentrifugasi menggunakan mikrohematokrit, 
kemudian dilakukan pengukuran Packed Cell Volume (PCV) dan diencerkan dengan PBS 
sampai konsentrasi menjadi 1%. 

Uji Hemaglutinasi (HA) 

Selanjutnya cairan alantois diuji HA untuk mengetahui adanya virus yang menghemaglutinasi 
sel darah merah (Rell et al., 2015). Sebelum dilakukan uji hemaglutinasi teknik mikrotiter, 
dilakukan uji hemaglutinasi cepat atau rapid HA. Uji hemaglutinasi cepat dilakukan dengan 
cara cairan alantois dan suspensi sel darah merah diteteskan masing-masing sebanyak 25 µL 
atau dengan perbandingan 1:2 ke dalam microplate U buttom. Kemudian diayak dengan 
microshaker selama 30 detik. Reaksi positif ditunjukkan dengan adanya aglutinasi sel darah 
merah di dasar plate dalam waktu 15 menit setelah dicampur. Selanjutnya dilakukan uji HA 
teknik mikrotiter dengan cara mengisi setiap sumuran dengan 25 µL PBS pH 7,2, kemudian 
ditambahkan 25 µL suspensi antigen  ND  pada sumuran pertama dan kedua. Selanjutnya, 
diencerkan berseri kelipatan dua dengan menggunakan mikropipet dari sumuran kedua sampai 
sumuran ke-11. Kemudian ditambahkan 25 µL PBS pH 7,2 ke semua sumuran dan diayak 
dengan microshaker. Pada tiap sumuran ditambahkan suspensi sel eritrosit 1% sebanyak 0,05 
µL lalu diayak selama 30 detik dan diinkubasikan selama 30 menit pada suhu kamar. Setelah 
itu, dilakukan pembacaan hasil uji HA dan dibaca titernya. Titer antigen dinyatakan sebagai 
pengenceran tertinggi dari antigen yang masih mampu mengaglutinasi 100% sel darah merah 
ayam (Wisnantari et al., 2022). 

Analisis data 

Data yang diperoleh kemudian dianalisis deskriptif kualitatif yaitu dengan melihat jumlah 
sampel positif dan negatif pada uji HA yang disajikan dalam bentuk tabel.  
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HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan pada ayam petelur umur 22 minggu yang telah 
divaksinasi dengan vaksin inaktif Newcastle Disease Genotipe VII dari strain velogenik di 
peternakan komersial Desa Mangesta, Kecamatan Penebel, Tabanan tidak ditemukan shedding 
virus vaksin Newcastle Disease. Tidak ditemukannya shedding virus tersebut didapatkan 
berdasarkan pengujian hemaglutinasi (HA) dari cairan alantois yang menunjukkan hasil negatif 
pada semua cairan alantois. Cairan alantois tersebut merupakan hasil inokulasi sampel swab 
kloaka pravaksinasi dan pascavaksinasi pada Telur Ayam Berembrio (TAB) yang telah 
diinkubasikan selama 3 hari.  

Pada tabel 1 tertera bahwa pada pengambilan sampel periode satu minggu pravaksinasi, satu 
minggu pascavaksinasi, dua minggu pascavakasinasi, tiga minggu pascavaksinasi, dan empat 
minggu pascavaksinasi ditemukan hasil negatif pada uji rapid HA maupun uji HA teknik 
mikrotiter. Hasil negatif tersebut ditunjukkan dengan titer 20 pada semua sampel cairan alantois 
atau dengan tidak ditunjukkannya bentukan berpasir atau kristal pada dasar microplate.  
Beberapa cairan alantois dengan kualitas buruk seperti terlihat keruh dan tercampur darah 
dilakukan pasase pada TAB. Setelah dilakukan pasase dan kembali dilakukan pengujian HA, 
tetap ditemukan hasil negatif pada semua sampel cairan alantois.  

Pembahasan 

Penyakit Newcastle Disease (ND) merupakan salah satu penyakit yang menyebabkan 
penurunan produksi dan kerugian ekonomi bahkan juga dapat menyebabkan kematian 
(Permana et al., 2022). Salah satu cara mencegah penularan penyakit ND yang dianggap paling 
efektif dan efisien yaitu dengan menerapkan program vaksinasi. Vaksinasi merupakan proses 
memasukkan mikroorganisme penyebab penyakit yang telah dilemahkan ke dalam tubuh 
hewan, sehingga dapat merangsang pembentukan antibodi terhadap agen penyakit tersebut. 
Meskipun demikian, masih dijumpai penyakit ND pada ayam yang telah divaksinasi. Hal 
tersebut dapat dipengaruhi oleh kualitas vaksin  yang  buruk, perlakuan  terhadap vaksin  yang  
tidak  memenuhi  standar, serta kesalahan vaksinator. Pada penelitian ini menggunakan vaksin 
inaktif Newcastle Disease Genotipe VII. Potensi vaksin juga sangat ditentukan oleh kandungan 
virus vaksin, dari antigen vaksin yang digunakan, di samping kualitas antigen, komposisi 
adjuvant yang digunakan juga mempengaruhi potensi inaktif (Indriani & Dharmayanti, 2016). 
Menurut Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan (BBPMSOH), pengujian 
vaksin inaktif ND dilakukan meliputi uji umum seperti uji fisik, uji kemurnian, uji sterilitas 
dan uji kandungan virus, uji keamanan, dan uji potensi. Uji keamanan tersebut salah satunya 
dapat dilihat melalui shedding virus pascavaksinasi. Shedding virus sendiri merupakan 
pelepasan virus hasil replikasi dalam sel inang yang dapat dikeluarkan terutama melalui feses 
(Kencana et al., 2021).  

Berdasarkan penelitian ini dilakukan pengamatan pada 50 sampel swab kloaka yang telah 
diinokulasikan pada Telur Ayam Berembrio tidak menunjukkan tanda-tanda kematian embrio 
yang diakibatkan oleh virus ND seperti kematian embrio pada hari ketiga disertai dengan 
perdarahan dan gangguan pertumbuhan (embrio kerdil). Hasil panen cairan alantoisnya pun 
memiliki warna yang beragam, dari bening, kuning kemerahan, hingga kuning kecoklatan. 
Oleh karena itu, untuk mendeteksi shedding virus maka dilakukan uji hemaglutinasi dan 
ditemukan hasil negatif pada semua sampel yaitu dengan titer sebesar 20. Titer tersebut 
menunjukkan bahwa tidak ada konsentrasi virus yang mengaglutinasi sel darah merah ayam. 
Hal tersebut sejalan dengan pernyataan Haryanto et al. (2012) bahwa uji HA dapat memberikan 
hasil negatif apabila titer virus rendah. Hasil negatif ditunjukan dengan tidak adanya bentuk 
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kristal pada sumuran plat mikro akibat reaksi hemaglutinasi. Reaksi tersebut timbul 
dikarenakan virus ND memiliki kemampuan berikatan secara spesifik dengan reseptor asam 
sialat yang terdapat pada membran plasma sel eritrosit ayam. Proses hemaglutinasi tersebut 
terjadi karena sel darah merah ayam yang dicampur dengan virus ND dalam proporsi seimbang 
(Wibowo et al., 2012.). Akan tetapi, reaksi hemaglutinasi virus ND berlangsung maksimal 
selama satu jam dikarenakan virus ND mengandung enzim neuramidase yang akan merusak 
ikatan antara reseptor eritrosit dengan protein hemaglutinin virus ND atau biasa disebut dengan 
proses elusi. Untuk meminimalisir terjadinya kesalahan pembacaan hasil pada saat uji HA, 
maka dilakukan pasase untuk beberapa isolat sampel dan ketika kembali diuji kemampuannya 
dalam mengaglutinasi sel darah merah tetap menunjukkan hasil negatif.  

Oleh karena itu, pada penelitian ini membuktikan bahwa vaksin inaktif yang mengandung virus 
ND Genotipe VII memiliki keamanan yang baik karena tidak mengeluarkan shedding virus 
pascavaksinasi. Hal tersebut sejalan dengan pernyataan Rachmawati et al (2020) bahwa 
tindakan vaksinasi yang tepat, dapat menimbulkan reaksi antibodi yang sesuai sehingga 
mampu mencegah terjadinya shedding virus. Shedding virus sendiri dapat memungkinkan 
terjadinya resirkulasi ke lingkungan sekitar dan dapat menyebabkan virus mengalami mutasi 
dan mengakibatkan perubahan adaptif terhadap respon imun (Kusmanagandi, 2024). Tidak 
ditemukannya shedding virus ND maka vaksin inaktif tersebut tidak membahayakan 
lingkungan karena shedding virus vaksin dapat berperan sebagai sumber penyebaran penyakit 
ND meskipun virulensinya lebih rendah dibandingkan dengan strain alami virus ND. Dengan 
ditemukannya hasil negatif ketika pengujian serologis membuktikan bahwa biang (seed) pada 
vaksin inaktif yang digunakan telah terinaktifasi sempurna sehingga tidak terjadi pelepasan 
virus hasil replikasi dalam sel inang. Virus yang terkandung dalam vaksin tersebut dapat 
terinaktifasi dalam suhu panas, radiasi, maupun bahan kimia seperti formaldehide dan Beta-
propiolactone (BPL). 

Meskipun unggas tampak sehat pascavaksinasi, tetapi apabila masih mampu mengeluarkan 
virus, hal tersebut dapat menjadi faktor penyebaran virus ke unggas lain. Hal tersebut 
berbahaya jika menyebar pada sekelompok unggas yang belum divaksinasi dikarenakan tidak 
memiliki antibodi untuk melawan antigen tersebut.  Virus Newcastle Disease dapat bertahan 
lebih dari 8 minggu bertahan dalam feses, sehingga sangat penting dilakukan tindakan 
biosekuriti agar  tidak terjadi penyebaran bibit penyakit baik dari luar kedalam area peternakan, 
dari suatu kandang ke kandang lain atau ke luar dari area peternakan.  

SIMPULAN DAN SARAN 

Simpulan 

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa vaksinasi pada ayam petelur umur 22 
minggu dengan vaksin inaktif ND Genotipe VII strain velogenik tidak menimbulkan shedding 
virus Newcastle Disease pascavaksinasi. Hal tersebut dibuktikan dengan pengujian 50 sampel 
swab kloaka ayam petelur didapatkan hasil negatif dalam uji HA, serta dilakukan pasase pada 
beberapa isolat dan tetap ditemukan hasil negatif ketika dilakukan uji HA. Dengan tidak 
ditemukannya shedding virus vaksin pascavaksinasi, maka vaksin inaktif ND Genotipe VII 
strain velogenik memiliki keamanan yang baik dan tidak membahayakan lingkungan.  

Saran 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai shedding virus IB untuk memastikan 
keamanan vaksin yang lebih optimal. Selain itu, meskipun vaksin inaktif ND Genotipe VII 
dinyatakan aman, peternak tetap harus menerapkan biosekuriti sebagai tindakan preventif 
untuk mencegah masuknya penyakit Newcastle Disease seperti dengan memperhatikan 
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kebersihan dan sanitasi kandang, pemantauan kesehatan pada ayam, serta memberikan 
vaksinasi sesuasi jadwal dan prosedur yang tepat.  
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Tabel 

Tabel 1. Hasil Uji Hemaglutinasi (HA) cairan alantois 

Periode Pengambilan 
Jumlah Sampel 
Swab Kloaka 

Hasil Uji 
Hemaglutinasi 

1 minggu pravaksinasi (kontrol) 10 Negatif 
1 minggu pascavaksinasi 10 Negatif 
2 minggu pascavaksinasi 10 Negatif 
3 minggu pascavaksinasi 10 Negatif 
4 minggu pascavaksinasi 10 Negatif 

 


