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ABSTRAK
. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui respon imun terhadap antigen ekskresi sekresi sporozoit Eimeria
tenella pada ayam. Sebanyak 40 ayam broiler jenis loghman umur 4 hari dikelompokkan menjadi 4 kelompok masing-

dicampur dengan air minum. Kelompok IT diimunisasi dengan antigen ekskretori_sekretori sporozoit yang diemulsikan
dengan Complet Freund's Adjuvant (CFA) dengan perbandingan 1:1 dengan dosis 100 g perekor secara subkutan.
Kelompok 11T diimunisasi antigen ekskretori sekretori sporozoit yang dilarutkan dengan PBS dosis 100 g tiap ekor
secara subkutan, dan kelompok I'V sebagai kontrol. Infeksi tantang pada semua kelompok dengan menggunakan 2000
oosista dilakukan pada 10 hari setelah imunisasi. Serum dari masing-masing ayam untuk uji ELISA diambil pada hari ke
14 setelah imunisasi, dilanjutkan sehari kemudian dengan penilaian derajat lesi sekum pada 4 ekor ayam pada masing-
masing kelompok. Enam ekor sisanya dihitung jumlah eliminasi oosista dalam feses hingga hari ke 9 setelah infeksi
tantang. Pengujian ELISA dilakukan kembali pada hari ke 14 setelah infeksi tantang. Hasil rank test terhadap derajat
lesi sekum menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan yang signifikan pada semua kelompok. Rerata eliminasi oosista
menunjukkan perbedaan yang signifikan antara kelompok setiap periode. Hasil pengujian serologis dengan ELISA
menggambarkan bahwa penggunaan antigen ekskretori sekretori sporozoit yang diemulsikan dengan ajuvan lebih
tinggi titer antibodinya jika dibanding dengan kelompok yang divaksin menggunakan vaksin komersial dan antigen
ekskretori sekretori sporozeit yang diemulsikan dengan larutan PBS.
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ABSTRACT

research used fourteen of 4 days old loghman broiier chickens that divided into four group, each group consists of ten
_ chickens. While the group I were immunated with immucox that had 10° of oocyst mixed to aquadest, the group 2 were
immunated with excretory secretory sporozoit antigent that been emulted with Complete Freund's Adjuvant (CFA)
with 1 : 1 in substances comparison and had 100 g per chickens subcutane in dosage. The third group were immunated
with excretory secretory sporozoit antigent that had been soluted in to PBS and have 100 g per chicken subcutan in
dosage, and the fourth group as a control. We also done the challenge infection to all group of chickens by using 2000 of
Oocyst and had been done wthin 10 days after immunization. The serum from each chickens were taken for ELISA
€Xamination and it took at fourth day after doing challenge infection, after that we continued by marking the coecum
lession degree on 4 chickens from each groups a day after. While the other six chickens were also marked about the
oocyst elimination in their feces till the nineth day after infection. At last the ELISA examination were done again at
eighteenth days after the challenge infection. The test rank result toward coecum lession degree shown us that there was
no significant differences among the group. The mean of oocyst eliminated shown us that there was a significant
differences in every period among the group. The results of ELISA examination described us that the used of excretory
Secretory sporozoit antigent emulted with adjuvent had more higher antibody titer than the group that been vaccinated
Wwithexcretory secretory sporozoit antigent emulted with PBS and commercial vaccine.
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_masing 10 ekor ayam. Kelompok I diimunisasi dengan Immucox dengan kadar 10° oosista berspora tiap ayam yang -

. This research done to know the immune respons towards Eimeria tenella excretory secretory sporozoits. The -
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PENDAHULUAN

Koksidiosis bentuk sekal yang disebabkan oleh
Eimeria tenella (E. tenella) ditandai dengan mortalitas,
morbiditas yang tinggi dan pertumbuhan terhambat

- pada ayam. Penyakit ini berdasarkan laporan penelitian
ditemukan pada setiap periode pemeliharaan ayam di
Indonesia dan sangat merugikan peternak secara
ekonomi. Kontrol koksidiosis bentuk sekal oleh E.

" tenella pada ayam dilakukan dengan memberikan
koksidiostat, tetapi efek negatif dari obat ini
menyebabkan reistensi pada parasit, hal ini
menyebabkan terjadinya sulitnya dan pemborosan uang
untuk pengembangan penemuan obat yang baru. Oleh
karena itu sangat diperlukan suatu penelitian yang
bertujuan  untuk mencegah terjadinya koksidiosis
dengan metode imunologi, bioteknologi dan rekayasa
genetik. Pencegahan koksidiosis dengan pendekatan
imunologis sangatlah penting (Chapman, 1988). Jenis
antigen dari E. tenella yang bisa digunakan untuk
kandidat vaksin adalah oosista yang bersporulasi,
sporosista, sporozoit dan merozoit (Wisher, 1986;
Sutton et al., 1989; Karkhanis et al., 1991; Rhalemet al.,
-1993). Dari latar belakang diatas sporozoit dari E.
tenella merupakan kandidat yang potensial digunakan
untuk antigen vaksin karena sporozoit adalah stadium
pertama yang kontak dengan sel epithel/imun sistem

" dari ‘hospes. Untuk itu pencegahan koksidiosis perlu

.dilakukan yang bertujuan mengimunisasi ayam dengan
antigen ekskretori sekretori sporozoit E. tenella dan
memonitor produksi antibodi dan respon imun seluler

- terhadap antigen sporozoit.

MATERI DAN METODE
Pemeliharaan ayam

~ Ayam broiler jenis loghman dan jenis kelamin
tidak dibedakan dipelihara pada lingkungan yang bebas
koksidia, koksidiostat dan makan dan minum diberikan
secara ad libitum.

Parasit ' '

Isolat lapangan E. fenella diperbanyak di
laboratorium parasitologi FKH UGM. Infeksi sekum
diperiksa secara makroskopis dan mikroskopis untuk
mengidentifikasi spesies koksidia. Perbanyakan oosista
E. tenella dilakukan pada 25 ayam broiler jenis loghman
umur 3 minggu dengan jumlah infeksi oosista
bersporulasi 5000 dan feses dikumpulkan dari harike 5
sampai 9 pasca infeksi (Prastowo dkk, 1998). Oosista
E. tenella di purifikasi dengan cara teknik
pengambangan menggunakan garam dan sterilisasi
oosista menggunakan Sodium hipokhlorit 13% .
Pemecahan sporosista dari oosista yang bersporulasi
menggunakan glass beads ukuran 2121-300 m .Eksitasi
sporozoit dari sporosista menggunakan larutan tripsin
0,4% dalam larutan empedu sapi 20 ml (Sunandjak dan
Prastowo, 2004).
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Preparasi antigen sporozoit

Preparasi antigen sporozoit dengan cara
sporozoit 10" dicuci tiga kali dengan larutan PBS
kemudian dilakukan thawing dan freezing lalu
disonikasi. Sonikasi dilakukan pada tabung reaksi
dengan suhu dingin sampai semua sporozoit hancur dan
dipastikan dengan pemeriksaan mikroskop. Material
sonikasi kemudian di sentrifuse 10.000 g selama 30
menit suhu 4 °C dan supernatan digunakan sebagai
antigen yang digunakan untuk penelitian. Konsentrasi
antigen protein dihitung dengan metode Lowry et al
(1999). :

Imunisasi dan Infeksi buatan pada ayam

Ayam broiler jenis loghman sebanyak 40 ekor
umur sehari dikelompokkan menjadi 4 kelompok
sebagai berikut: Kelompok I diimunisasi dengan
Immucox dengan kadar 10°oosista berspora tiap ayam
yang dicampur dengan. air minum. Kelompok II
diimunisasi dengan antigen sporozoit yang diemulsikan
dengan CFA dengan perbandingan 1:1 dengan dosis 100
g perekor secara subkutan, Kelompok III diimunisasi
antigen sporozoit yang dilarutkan dengan PBS dosis
100 g tiap ekor secara subkutan, dan kelorapok IV
sebagai kontrol. Infeksi tantang pada semua kelompok
dengan menggunakan 2000 oosista dilakukan pada 10
hari setelah imunisasi. Serum dari masing-masing ayam
untuk wji ELISA diambil pada hari ke 4 setelah infeksi
tantang. Sehari kemudian dilanjutkan dengan penilaian
derajat lesi sekum pada 4 ekor pada masing-masing
kelompok dengan metode Johnson and Reid (1970).
Enam ekor sisanya dihitung jumlah eliminasi oosista -
dalam feses hingga hari ke 9 setelah infeksi tantang
dengan metode McMaster. Pengujian ELISA dilakukan
kembali pada hari ke 14 setelah infeksi tantang, = -

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rata-rata jumlah eleminasi oosista yang.
diperiksa mulai hari ke-6 hingga hari ke- 11 per gram -
tinja pada ayam perlakuan semua terlihat pada gambar
L. : ‘
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Gambar 1.Graflk rata - rata jJumlah eliminasl cosista per gram -
tinja ayam percobaan mulal hari ke 6 sampal hari ke 11
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‘Pada gambar 1 terlihat bahwa mulai hari ke 7
| getelah infeksi tantangan jumlah eliminasi oosista
. meningkat sampai pada hari ke 9, setelah itu eliminasi
oosista mengalami penurunan sampai dengan hari ke
.11. Hasil analisa statistik dengan metode spli-plot
terhadap jumlah oosista pergram tinja yang
dieliminasikan menunjukan perbedaan yang signifikan
pada perlakukan dan periode (P<0,01). Sehingga
mberian vaksinasi sporozoit mampu menimbulkan
efek imunitas yang lebih ‘baik dibandingkan dengan
kelompok yang divaksin dengan vaksin komersial
(immucox).
Berdasarkan hasil penilaian’ derajat lesi sekum
ayam perlakuan yang dinekropsi pada hari ke 5 setelah
infeksi tantangan dapat dilihat pada gambar 2, 3,4 dan 5.
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Gambar 2. sekum ayam kelompok 1 di imunisasi dengan
- imunucox dan infeksi tantang pada hari ke-10
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" Gambar 3, Sekum ayam kelompok II, diimunisasi dengan
antigen sporozoit yang diemulsikan dengan CFA

¥

Gambar 4, Sekum kelompok I1I diimunisasi dengan antigen
sporozoit yang diemulsikan dalam PBS

|

Gambar 5. sekum ayam kelompok kontrol

Hasil rank test terhadap lesi sekum tidak
menunjukan adanya perbedaan yang signifikan antar
kelompok. Namun penilaian secara diskriptif terhadap
lesi sekum pada kelompok I terdapat nilai +1 tiga ayam
dari empat ayam dan begitu juga pada kelompok IIL
Sedang pada kelompok II tidak ditemukan adanya lesi.
Penilaian derajat lesi sekum dilakukan pada hari ke-5
setelah infeksi dikarenakan pada saat itu baru
berkembang skizon generasi ke II yang merupakan
stadium yang paling patogen (Soulsby, 1982). Faktor
yang mempengaruhi berat ringannya derajat lesi sekum
antara lain spesies koksidia, umur hospes, jumlah sel
hospes yang rusak. Sehingga pemberian vaksinasi akan
menimbulkan efek imunitas yang lebih baik
dibandingkan kelompok yang tidak divaksin.

Hasil dari titer antibodi serum ayam perlakuan
yang diimunisasi dengan immucox dan antigen
ekskretori sekretori sporozoit E. tenella menggunakan . -
metode ELISA dapat dilihat pada Gambar 6 dan 7.

Gambar 6. Rata-rata titer antibodi serum ayam pada
hari ke-14 setelah imunisasi dengan metode
ELISA

Dari gambar 6 dan 7 terlihat bahwa imunisasi
dengan antigen ekskretori sekretori sporozoit yang
diemulsikan dengan CFA menyebabkan timbulnya titer
antibodi yang lebih tinggi dari pada kelompok ayam
yang diimunisasi dengan immucox dan antigen
ekskretori  sekretori sporozoit dengan menggunakan _
larutan PBS baik pada hari ke-14 maupun 28 hari setelah -
vaksinasi.
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Gambar 7. Rata-rata titer antibodi serum ayam pada
hari ke-28 setelah i nnumsa51 dengan metode

ELISA

KESIMPULAN

" Dari hasil penelitian dan pembahasan dapat
diambil kesimpulan adanya perbedaan yang bermakna
jumlah eliminasi cosista antara kelompok ayam yang
divaksin menggunakan antigen ekskretori sekretori
sporozoit E. tenella dengan kelompok yang divaksin

" dengan vaksin komersial (Immucox). Derajat lesi
sekum tidak menunjukkan adanya perbedaan yang
nyata pada perbandingan antar kelompok. Hasil
imunisasi dengan antigen ekskretori sekretori sporozoit
yang diemulsikan dengan CFA titer antibodinya lebih
tinggi jika dibanding dengan yang menggunakan vaksin
komersial (Immucox) dan yang menggunakan antigen
sporozoit yang diemulsikan dengan larutan PBS.
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