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Abstract 

Laying hens are a type of livestock that is widely cultivated in almost all regions in Indonesia. 

However, laying hens are also susceptible to many diseases caused by bacteria and viruses. 

Avian Influenza (AI) virus is one example of a virus that can harm farmers because it can cause 

high mortality rates. The presence of disease cases caused by viruses can be prevented by 

increasing the antibody titer in laying hens. The purpose of this study was to determine the 

effect of Natural Guard in drinking water on increasing AI antibody titer in laying hens. This 

study was experimental in nature using 24 samples. Laying hens were divided into four groups: 

P0 (control, no treatment), P1 (0.1 ml/L), P2 (0.2 ml/L), and P3 (0.3 ml/L) of Natural Guard 

given daily for 30 days. Antibody titers were measured using the hemagglutination inhibition 

(HI) test. The results of the analysis showed that the highest average antibody titer was found 

in the P1 group, but the ANOVA test showed no significant difference between treatment 

groups (p>0.05). Thus, the administration of Natural Guard had no significant effect on 

increasing AI antibody titer in laying hens. Future research is recommended to use a higher 

dose and appropriate sampling time during the peak of antibody formation..  

Keywords: Laying hens, Avian Influenza, Natural Guard, antibody titer, essential oil 

Abstrak 

Ayam petelur merupakan jenis ternak yang banyak dibudidayakan hampir di seluruh daerah di 

Indonesia. Namun, dalam beternak ayam petelur juga rentan terhadap banyak penyakit yang 

disebabkan oleh bakteri dan virus. Virus Avian Influenza (AI) adalah salah satu contoh virus 

yang dapat merugikan peternak karena dapat menyebabkan angka kematian yang tinggi. 

Adanya kasus penyakit yang disebabkan oleh virus dapat dicegah dengan cara meningkatkan 

titer antibodi pada ayam petelur. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh 
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Natural Guard dalam air minum terhadap peningkatan titer antibodi AI pada ayam petelur. 

Penelitian ini bersifat eksperimental dengan menggunakan 24 sampel. Ayam petelur dibagi ke 

dalam empat kelompok: P0 (kontrol, tanpa perlakuan), P1 (0,1 ml/L), P2 (0,2 ml/L), dan P3 

(0,3 ml/L) Natural Guard yang diberikan setiap hari selama 30 hari. Titer antibodi diukur 

menggunakan uji hambatan hemaglutinasi (HI). Hasil analisis menunjukkan bahwa rata-rata 

titer antibodi tertinggi terdapat pada kelompok P1, namun uji ANOVA menunjukkan tidak ada 

perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan (p>0,05). Dengan demikian, pemberian 

Natural Guard tidak berpengaruh nyata terhadap peningkatan titer antibodi AI pada ayam 

petelur. Penelitian selanjutnya disarankan menggunakan dosis yang lebih tinggi dan waktu 

pengambilan sampel yang tepat saat puncak pembentukan antibodi.  

Kata kunci: Ayam petelur, Avian Influenza, Natural Guard, titer antibodi, minyak esensial 

PENDAHULUAN 

Ayam petelur banyak dibudidayakan hampir di seluruh daerah di indonesia namun, dalam 

beternak ayam petelur juga rentan terhadap banyak penyakit yang disebabkan oleh bakteri dan 

virus seperti tetelo, gumboro, ngorok, berak kapur, flu burung, Newcastle Disease (ND), Avian 

Influenza (AI) dan lain-lain. Sumber penyakit yang paling merugikan adalah penyakit viral 

karena menyebabkan angka kematian yang tinggi. Contoh penyakit yang disebabkan oleh virus 

adalah ND AI.  

Penyakit AI berpeluang sangat mudah menular antar unggas dan menyebar ke mamalia, karena 

penyakit AI telah bersifat endemik di Asia. AI merupakan salah satu penyakit unggas menular 

strategis dan bersifat zoonosis dapat menimbulkan kematian baik pada hewan maupun manusia 

yang terinfeksi (Pertiwi et al., 2021). AI atau lebih dikenal oleh masyarakat sebagai “Flu 

Burung” telah meresahkan dunia karena penyakit ini merupakan penyakit yang menyebar 

sangat cepat dan mengakibatkan kematian unggas dalam jumlah yang sangat besar. Adanya 

kasus penyakit yang disebabkan oleh virus dapat dicegah dengan cara meningkatkan titer 

antibodi pada ayam petelur. Antibodi adalah protein yang terbentuk sebagai respon terhadap 

antigen yang masuk dalam tubuh dan bereaksi secara spesifik dengan antigen tersebut. Titer 

antibodi dapat ditingkatkan dengan cara memberikan tambahan sebagai perangsang sistem 

imun atau dikenal sebagai imunomodulator yang mana Imunomodulator yaitu bahan yang 

dapat mengembalikan dan memperbaiki sistem imun yang fungsinya terganggu atau untuk 

menekan yang fungsinya berlebihan. Cara kerja imunomodulator yaitu dengan mengembalikan 

fungsi sistem imum yang terganggu (imunorestorasi), meningkatkan fungsi sistem imun 

(imunostimulan) dan menekan respon imun (imunosupresi)(Wahyuni et al., 2019).  

Natural guard liquid (NGL) adalah imunomodulator yang terdiri dari campuran minyak 

esensial (minyak lavender, minyak eucalyptus, dan minyak pinus) yang dapat meningkatkan 

imunitas (IgG) hewan (Merdana et al., 2024). Minyak kayu putih (Eucalyptus globulus) 

memiliki sifat terapeutik meliputi antiseptik, antiparasit, pengusir serangga, anti-rematik, anti-

migrain, infeksi saluran kemih, luka bakar anti-bisul, dan anti-kelelahan (Abbasi et al., 2020). 

Minyak lavender (Lavandula angustifolia) dikenal karena efek relaksasi dan antistresnya, yang 

dapat membantu mengurangi stres pada ayam dan mendukung sistem imun. Sementara itu, 

minyak pinus (Pinus sylvestris) mengandung isobornil asetat yang juga memiliki ativitas 

antimikroba, antiinflamasi, dan antioksidan, serta meningkatkan produktivitas dan kesehatan 

hewan. Diharapkan dengan adanya penelitian ini ayam petelur yang diberikan Natural Guard 

meningkatkan titer antibodi terhadap AI. 
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METODE PENELITIAN 

Kelaikan Etik Hewan Coba  

Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan dari Komisi Etik Universitas Udayana dengan 

nomor surat B/199/UN14.2.9/PT.01.04/2024. 

Objek Penelitian 

Dalam penelitian ini digunakan ayam petelur strain Hy-Line Brown yang berjumlah sebanyak 

di Peternakan Sari Nadi yang berlokasi di Blahkiuh, Kecematan Abiansemal, Kabupaten 

Bandung, Bali.  

Rancangan Penelitian 

Penelitian dilakukan dengan ayam sejumlah 24 ekor kemudian dibagi menjadi 4 kelompok 

sesuai perlakuan yaitu P0, P1, P2 dan P3. Pelakuan P0 sebagai kontrol ayam yang tidak 

diberikan Natural Guard dalam air minum mulai dari hari pertama hingga hari ke 30. P1 

diberikan campuran 0,1ml/L, P2 diberikan campuran 0,2ml/L Natural Guard, dan diberikan 

campuran 0,3ml/L Natural Guard dalam air minum. Perlakuan tersebut diberikan secara oral 

setiap hari melalui air minum yang disediakan tanpa batas selama 30 hari dan pengambilan 

sampel dara dilakukan pada hari ke-31 setelah perlakuan dimulai. Penentuan jumlah sampel 

yang diambil pada setiap kelompok perlakuan ditetapkan dengan menggunakan rumus Federer. 

Sampel yang diambil berjumlah 6 ekor per kelompok sehingga total keseluruhan sampel yaitu 

24 ekor ayam. 

Variabel Penelitian 

Variabel bebas: Kombinasi minyak pinus, minyak lavender dan minyak kayu putih yang sudah 

diformulasikan dan dikemas menjadi produk bernama Natural Guard.  

Variabel Terikat: Titer antibodi. 

Variabel kontrol: Status kesehatan, tata cara pengambilan Natural Guard, ras, sistem 

pemeliharaan, dan umur. 

Metode Koleksi Data 

Perlakuan hewan percobaan 

Ayam petelur ditempatkan secara acak menjadi empat kelompok berbeda sesuai dengan 

perlakuan yaitu P0, P1, P2 dan P3. Selama proses pemeliharaan ayam diberikan pakan 

komersial serta pemberian minum secara adlibitum. Perlakuan P0 sebagai kontrol ayam dengan 

tidak diberikan Natural Guard. Perlakuan P1 diberikan 0,1ml Natural Guard dalam air minum. 

Perlakuan P2 diberikan 0,2ml Natural Guard dalam air minum. Perlakuan P3 diberikan 0,3ml 

Natural Guard dalam air minum. Pemberian Natural Guard pada P1, P2, dan P3 dicampur 

dalam air minum yang diberikan setiap hari. 

Pengambilan sampel 

Pengambilan sampel dilakukan pada hari ke-31 pemberian Natural Guard. Ayam tersebut 

dipilih secara acak dari setiap kelompok perlakuan dan kontrol. Pengambilan sampel darah 

dilakukan pada vena brachialis. Kulit tempat mengambil sampel didesinfeksi dengan kapas 

berisi alkohol 70% lalu sampel darah diambil sebanyak 1ml menggunakan disposable syringe. 

Perlakuan sampel 

Spuit yang berisi darah dimasukkan ke dalam coolbox dengan posisi horizontal agar serum 

dapat keluar. Setelah darah membeku dan serum terlihat ditandai dengan terlihatnya cairan 
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kuning sedikit kemerahan lalu dipindahkan ke dalam tabung eppendorf, kembudian 

disentrifuse dengan kecepatan 10.000 rpm selama 30 detik pada suhu 5°C selama 30 menit, 

untuk menginaktifasi komplemen dalam serum tersebut. 

Uji serologi 

Pembuatan suspensi eritrosit 1% 

Suspensi eritrosit 1% dibuat dengan mengencerkan suspensi eritrosit 100% menjadi 1% 

menggunakan PBS. Eritrosit diperoleh dengan mengambil darah, disentrifugasi, dicuci tiga kali 

dengan PBS, lalu diencerkan hingga konsentrasi 1% (Agrydzadana et al., 2017) 

Uji hemaglutinasi (HA) 

Prosedur uji HA meliputi pengenceran antigen secara serial di pelat mikro, penambahan 

eritrosit 1%, inkubasi selama 30–40 menit pada suhu kamar, lalu pembacaan hasil 

hemaglutinasi (Abharina et al., 2023). Kemudian diperoleh titer HA yang selanjutnya 

diencerkan menjasi 4 Hemaglutinasi Unit (4HAU) untuk digunakan pada uji HI. 

Uji hambatan hemaglutinasi  

Uji HI dilakukan dengan cara menggunakan serum ayam petelur yang diuji terhadap antigen 

virus AI dengan konsentrasi 4 HA unit. Kemudian serum diencerkan secara serial lalu 

ditambahkan antigen, diinkubasi, dan dilanjutkan dengan penambahan suspensi eritrosit ayam 

1%. Setelah inkubasi, hasil pembacaan titer antibodi dilakukan berdasarkan penghambatan 

hemaglutinasi eritrosit (Kusumastuti et al., 2015). 

Analisis data 

Untuk mengetahui perbedaan titer antibodi broiler kontrol yang tidak diberi Natural Guard dan 

yang diberikan Natural Guard umur satu hari sampai 30 hari maka hasil pemeriksaan ditabulasi 

dan dianaisis dengan menggunakan Sidik Ragam dan apabila terdapat pengaruh nyata, analisis 

dilanjutkan dengan Uji Jarak Berganda Duncan. Untuk mengetahui perlakuan dan waktu 

pengambilan darah yang paling berpengaruh terhadap jumlah titer antibodi menggunakan 

software SPSS.  

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil 

Berdasarkan hasil pengujian yang disajikan dalam Tabel 1, didapatkan informasi mengenai 

rata-rata titer antibodi AI (log₂ HI) pada ayam petelur setelah diberi Natural Guard dengan 

berbagai konsentrasi selama 30 hari dimana terlihat bahwa dosis 0,1 mL/L (P1) menghasilkan 

titer antibodi tertinggi di antara semua kelompok namun, peningkatan dosis dari 0,1 mL/L ke 

0,2 mL/L dan 0,3 mL/L justru menyebabkan penurunan titer antibodi. Hal ini menunjukkan 

bahwa dosis optimal Natural Guard dalam meningkatkan titer antibodi adalah pada 0,1 mL/L, 

sementara peningkatan dosis selanjutnya tidak memperlihatkan efek peningkatan titer, bahkan 

cenderung menurun. Selanjutnya, untuk mengetahui apakah perbedaan rata-rata titer antibodi 

AI antar kelompok signifikan secara statistik, dilakukan uji sidik ragam (ANOVA) yang 

didapati Nilai signifikansi 0.249 lebih besar dari tingkat signifikansi yang umum digunakan (α 

= 0.05), sehingga dapat disimpulkan bahwa perbedaan rata rata titer antibodi AI antar 

kelompok perlakuan tidak signifikan secara statistic (Tabel 2). 

Pembahasan 

Imunomodulator merupakan zat alami yang membantu mengatur atau menormalkan sistem 

kekebalan tubuh apabila terjadi penurunan imunitas maka tubuh akan mudah terpapar virus 
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atau bakteri. Imunomodulator bekerja dengan memengaruhi berbagai komponen sistem imun, 

seperti limfosit, makrofag, dan sel dendritik, melalui regulasi sitokin dan jalur sinyal seluler. 

Imunomodulator dibagi menjadi tiga kelompok utama yaitu Imunostimulator, Imunoregulator 

dan Imunosupresor (Serang & Indrasari, 2017). Imunostimulasi yaitu meningkatkan respons 

imun tubuh, misalnya dengan memperkuat aktivitas fagosit atau produksi antibodi, 

Imunosupresi dengan menekan aktivitas sistem imun yang berlebihan, berguna pada kondisi 

autoimun atau transplantasi organ, dan Imunorestorasi untuk mengembalikan fungsi sistem 

imun yang terganggu, misalnya pada imunodefisiensi (Setyaningsih & Febriyanti, 2023) 

Dari penelitian Dewi et al. (2024), minyak esensial lavender diketahui memiliki aktivitas 

antiinflamasi dan antioksidan yang kuat, yang secara tidak langsung dapat mendukung fungsi 

imun dengan mengurangi stres oksidatif dan inflamasi dalam tubuh. Minyak kayu putih 

merupakan minyak esensial yang diekstrak dari daun Eucalyptus globulus yang mengandung 

senyawa utama seperti 1,8 sineol (eucalyptol), α-terpineol, dan beberapa terpenoid lain yang 

memiliki aktivitas biologis signifikan. Minyak ini menunjukkan efek antibakteri, antiseptik, 

antioksidan, dan antiinflamasi yang kuat (Sudradjat, 2020) 

Minyak lavender juga memiliki beberapa potensi manfaat pada unggas, terutama terkait 

aktivitas antimikroba, antioksidan, relaksan, dan sebagai agen penolak serangga. Penelitian 

dari Darmawan et al., (2024) menunjukkan bahwa penggunaan minyak esensial dalam pakan 

ayam petelur (termasuk lavender) dapat meningkatkan produksi telur, efisiensi pakan, kualitas 

kulit telur, serta aktivitas antioksidan tubuh ayam. Minyak esensial juga meningkatkan tinggi 

vili usus dan kedalaman kripta, yang berperan dalam penyerapan nutrisi dan kesehatan saluran 

pencernaan. 

Minyak pinus adalah minyak atsiri yang diperoleh dari getah, daun, dan kulit batang pohon 

pinus merkusii, satu-satunya jenis pinus asli Indonesia. Minyak ini memiliki kandungan kimia 

yang kompleks dan beragam manfaat, baik untuk industri maupun kesehatan. α-Pinene (α 

Pinena) merupakan kponen dominan, sekitar 57-86% dari minyak terpentin pinus yang 

memberikan aroma khas dan aktivitas biologis penting seperti antimikroba dan antiinflamasi 

(Wika et al., 2014) 

Berdasarkan OIE, (2021) titer antibodi terhadap Avian Influenza pada unggas dianggap 

protektif apabila hasil uji HI mencapai atau melebihi nilai 4 log₂ atau 1:16. Nilai ini 

menunjukkan bahwa program vaksinasi telah berjalan dengan baik sehingga titer antibodi yang 

dihasilkan mampu memberikan perlindungan optimal terhadap infeksi virus Avian Influenza. 

Penentuan titer protektif ini menjadi standar internasional dalam evaluasi keberhasilan 

vaksinasi dan pengendalian penyakit di populasi unggas. Dari hasil penelitian yang telah 

dilakukan Kelompok P1 (diberi 0,1 mL/L Natural Guard) menunjukkan rata-rata titer tertinggi 

(7,83 log2 atau sekitar 228), diikuti oleh P0 (kontrol), P2, dan P3. Meskipun demikian, hasil uji 

statistik ANOVA menunjukkan bahwa perbedaan antar kelompok tidak signifikan (p = 0,249; 

P>0,05) sehingga hasil penelitian yang telah dilakukan, pemberian kombinasi minyak kayu 

putih, minyak lavender, dan minyak pinus dalam air minum yang diberikan setiap hari pada 

ayam petelur dapat memberikan pengaruh namun tidak dapat memberikan pengaruh yang nyata 

(P>0,05) terhadap peningkatan titer antibodi AI. 

Fenomena ini dapat disebabkan oleh beberapa faktor. Salah satunya adalah kemungkinan 

bahwa dosis yang digunakan dalam penelitian ini belum mencapai dosis optimum untuk 

memicu respons imun humoral secara maksimal. Merdana et al. (2024) menemukan bahwa titer 

antibodi ND ayam petelur yang diberikan Natural Guard menunjukkan perbedaan yang 

signifikan pada perlakuan dengan jumlah pemberian 100 ppm sehingga minyak esensial sebagai 

imunostimulan juga perbedaan umur yang mempengaruhi respom imun sehingga sangat 
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bergantung pada dosis, cara pemberian, dan lama pemberian.  

Dengan demikian, hasil penelitian ini tidak sejalan dengan beberapa penelitian sebelumnya 

yang melaporkan adanya efek positif minyak esensial terhadap peningkatan kekebalan ayam 

(Merdana et al., 2024). Perbedaan ini dapat disebabkan oleh variasi dosis, kombinasi bahan, 

atau kondisi eksperimental yang berbeda.  

SIMPULAN DAN SARAN 

Simpulan 

Kesimpulan yang didapatkan berdasarkan penelitian yang telah dilakukan yaitu pemberian 

Natural Guard tidak berpengaruh nyata terhadap titer antibodi Avian Influenza pada ayam 

petelur yang diberikan Natural Guard.  

Saran 

Saran yang perlu disampaikan berdasarkan hasil penelitian ini yaitu diharapkan dapat 

dilakukan penelitian dengan dosis Natural Guard yang berbeda serta pengambilan sampel darah 

dan pengecekan titer antibodi dilakukan pada saat pembentukan titer antibodi mencapai titik 

puncak, serta lakukan eksplorasi mengenai fungsi dari natural guard terlebih mengenai 

kandungan spesifik minyak essensial yang tercampus lebih lanjut lagi.  
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Penulis mengucapkan terimakasih untuk peternakan Sari Nadi di daerah Blahkiuh, Kecamatan 

Abiansemal, Kabupaten Badung, Balai Besar Veteriner Denpasar, dan Prof. Dr. drh. Ida Bagus 

Komang Ardana, M.Kes selaku ketua penelitian.  
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Tabel 

Tabel 1. Titer Antibodi AI pasca perlakuan. 

Perlakuan Rata-rata Titer Antibodi AI (log₂ ± SD) 

P0 7.33 ± 1.211 

P1 7.83 ± 1.169 

P2 7.17 ± 0.753 

P3 6.50 ± 1.225 

 

Tabel 1. Hasil Uji Homogenitas 
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Titer Antibodi 

AI 

Based on Mean 0.899 3 20 0.459 

Based on Median 0.495 3 20 0.690 

Based on Median and with 

adjusted df 

0.495 3 15.851 0.691 

Based on trimmed mean 0.855 3 20 0.480 
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