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Abstract

This study aimed to observe the growth impairment of primary and secondary lymphoid tissues
suffering from omphalitis through histopathologic examination stained with routine hematoxylin-eosin and
immunohistochemical staining streptavidin biotin towards interleukin-10 (IL-10) in young chicken.In this
study, 24 broiler day old chicken (DOC) were used and collected from a hatchery in Central Java, Indonesia.
All DOC were divided into two groups consist of 12 DOC (Group A) and 12 omphalitic DOC (Group B)
respectively. All DOC were looked after in different cages, fed, and drunk at libitum. At day 3, 6 and 9, four out
of chicken from each group were weighed and then necropsied. The tymus, bursa of Fabricius, and spleens were
then collected and weighed. All tissues were processed histopathologically with routine hematoxylin-eosin
and immunohistochemical streptavidin biotin stains. The weight index data of spleen, bursa of Fabricius, and
tymus were analysed using the SPSS version 22 IBM statistical program. The results showed that the weight
indexes of spleen, bursa of Fabricius and thymus of omphalitic chicken (Group B) were lower than that of the
healthy chicken (Group A). Thymus weight index was significantly different (P <0, 05). The histopathological
lesions in the lymphoid organs were observed in all chicken in Group B. The lesions were characterized
by depletion and necrosis of the lymphocytes. The chicken from Group A did not have any changes in the
lymphoid organs. The immunostaining streptavidin biotin with policlonal antibody anti IL-10 expression of
bursa of Fabricius in the omphalitic chicken ( Group B) had very little IL-10 compared to the healthy chicken
( Group A). In conclusion, the omphalitis caused significant decreases of weight index and impaired growth of
lymphoid organs characterized by depletion and necrosis lymphocytes.

Keywords: broiler DOC; hematoxylin-eosin; immunohistochemicalstreptsvidin biotin; lymphoid organs;
omphalitis

Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk melihat gangguan pertumbuhan jaringan limfoid primer dan sekunder yang
menderita omphalitis dengan pemeriksaan histopatologi diwarnai dengan pewarnaan hematoksilin-eosin rutin
dan pewarnaan imunohistokimia streptavidin biotin terhadap interleukin-10 (IL-10) pada ayam muda. Ayam
umur 24 hari (DOC) broiler digunakan dan dikumpulkan dari tempat penetasan yang sama di Jawa Tengah di
Indonesia. Semua 24 DOC dibagi menjadi dua kelompok yang masing-masing terdiri dari 12 DOC sehat (Grup
A) dan 12 omfalitik DOC (Grup B). Semua DOC dirawat di kandang yang berbeda, diberi makan dan diminum
di libitum. Pada hari ke 3, 6 dan 9, empat ekor ayam dari masing-masing kelompok ditimbang untuk kemudian
dinekropsi. Timus, bursa Fabricius dan limpa dikumpulkan dan ditimbang. Semua jaringan diproses secara
histopatologi dengan pewarnaan hematoksilin-eosin rutin dan pewarnaan biotin streptavidin imunohistokimia
imunopatologi. Data indeks berat limpa, bursa Fabricius dan timus dianalisis menggunakan program statistik
IBM SPSS versi 22. Hasil penelitian menunjukkan bahwa indeks bobot limpa, bursa Fabricius dan timus ayam
omfalitik (kelompok B) lebih rendah dibandingkan dengan indeks bobot ayam sehat (kelompok A). Indeks
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berat timus berbeda nyata (P <0, 05). Lesi histopatologis pada organ limfoid diamati pada semua ayam di
Grup B. Lesi ditandai dengan nekrosis dan berkurangnya jumlah limfosit. Ayam dari Grup A tidak mengalami
perubahan pada organ limfoid. Streptavidin biotin immunostaining dengan ekspresi antibodi policlonal anti IL-
10 pada bursa Fabricius pada ayam omfalitik (Grup B) memiliki IL-10 yang sangat sedikit jika dibandingkan
dengan ayam sehat (Grup A). Kesimpulan, omfalitis menyebabkan penurunan indeks berat badan yang
signifikan dan gangguan pertumbuhan organ limfoid yang ditandai dengan deplesi dan nekrosis limfosit.

Kata kunci: streptavidin biotin imunohistokimia; DOC broiler; hematoksilin-eosin; omphalitis; organ limfoid

Pendahuluan

Omfalitis atau penyakit ayam lembek
adalah peradangan pada kantung kuning telur
dan disertai dengan tali pusat (pusar) yang tidak
sembuh karena infeksi (Shahjada et al.,2017).
Bahkan kejadian infeksi selalu melibatkan
keduanya karena kantung kuning telur dan tali
pusat terletak menyatu. Proses infeksi dapat
terjadi akibat penutupan tali pusat yang tidak
tuntas pada saat inkubasi, walaupun hal ini
sangat jarang.Infeksi juga dapat terjadi secara
in ovo jika ayam mengalami inflamasi pada
saluran telur (salpingitis), radang saluran telur
ovarium (ooforitis) atau mengikuti inseminasi
buatan pada ayam betina. Meskipun demikian,
omfalitis umumnya terjadi karena kondisi
di tempat penetasan yang tidak higienis dan
terkontaminasi oleh bakteri dari cangkang
telur di peternakan broiler breeder dari kotoran
kandang unggas. Litter dapat berperan sebagai
sumber utama kontaminasi bakteri atau funggal
(Ahmed et al., 2012). Omfalitis merupakan
penyebab utama kematian ayam pada minggu
pertama karena bakteri menembus cangkang
telur yang berpori sehingga dalam kondisi
inkubasi cocok untuk pertumbuhan bakteri (El
—Sawabh et al., 2016). Beberapa bakteri seperti
Streptococcus spp., Escherichia coli, Proteus
spp., Pseudomonas spp., Staphylococcus spp.,
Pasteurella spp., Klebsialla spp. (Jalob et al.,
20015) dan Salmonella spp., (Shahjada et al.
2017 dan Saad et al., 2017) telah diisolasi dari
kantung kuning telur ayam yang terinfeksi. Di
antara jenis bakteri di atas, E.coli adalah yang
paling sering terisolasi dari kantung kuning
telur yang berkaitan dengan kejadian omfalitis
pada ayam sekitar 51% - 57% (Khalifa et al.
2013 dan Amare et al., 2013). Pemeriksaan
ayam umur sehari (DOC) oleh pekerja di
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pembibitan biasanya terbatas pada ayam yang
secara klinis menunjukkan gejala lemah dan
pincang, tetapi ayam omfalitis yang secara
klinis sehat masih lolos dari petugas, sehingga
kejadian penyakit terjadi pada peternakan
komersial. Menurut Fasenko dan O’Dea (2008),
performaayam yang tidak optimal akibat
omfalitis disebabkan oleh infeksi subklinis
sehingga nutrisi yang seharusnya digunakan
untuk pertumbuhan dikerahkan untuk melawan
infeksi. Selain itu, bakteri penyebab omfalitis
menyebabkan perubahan komposisi protein
sehingga nutrien esensial menjadi rusak dan
tidak dapat digunakan untuk pertumbuhan (Rai
et al., 2005). Kuning telur diabsorbsi secara
simultan melalui tali pusar (yolk stalk) dan
pembuluh darah setelah telur menetas (Esteban
et al., 1991; Noy dan Sklan, 1998). Pada umur
muda kantung kuning telur sangat penting
untuk perkembangan sistem pencernaan dan
respon imun pada ayam broiler (Osama et al.,
2013). Selama 3 hari terakhir inkubasi terjadi
peningkatan suplai darah embrionik pada
usus halus yang menyebabkan peninggian vili
usus, sehingga permukaan vili cukup untuk
penyerapan nutrisi dan juga peningkatan berat
usus (Uni et al., 2003). Periode umur 3 hari juga
merupakan masa kritis untuk perkembangan
usus (Geyra et al., 2001). Pertumbuhan usus
ayam terjadi sangat cepat selama 24 jam setelah
mengkonsumsi karbohidrat (Uni et al., 2000
dan Sklan, 2001). Pertumbuhan usus ini penting
karena berhubungan dengan penyerapan
nutrisi dan pertumbuhan pasca penetasan.
Perkembangan organ limfoid seperti timus,
bursa Fabricius, dan limpa dimulai pada hari ke-
10 embrio hingga hari ke-14 atau ke-15 masa
embrio pada ayam kampung dan pada hari ke-
20 masa embrio untuk ayam negeri (Islam et
al. , 2017). IgM positif teridentifikasi di bursa
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Fabricius pada hari ke-10 dan di pulpa putih
lien pada hari ke-14 selama perkembangan
embrio ayam. Sedangkan imunoglobulin (Igs)
limfosit terdeteksi pada hari ke-8 sampai ke-
20 pada embrio ayam. IgG positif pertama
kali muncul di bursa Fabricius dan limpa pada
hari ke-20 perkembangan embrio (Islam ef al.,
2013). Seiring dengan perkembangan tersebut,
ekspresi gen interleukin 4 (IL-4), interleukin 10
(IL-10), interleukin 18 (IL-18) dan interferon vy
yang dapat terdeteksi paling dini pada 12 hari
perkembangan embrio dan meningkat hingga
mencapai puncaknya pada 7 hari setelah menetas
(Abdul-Careem et al., 2007). Studi gangguan
pertumbuhan vili intestinum pada ayam broiler
yang menderita omfalitis telah banyak dilakukan
(Kawalilak et. al., 2010), namun studi gangguan
pertumbuhan organ limfoid pada ayam broiler
akibat omfalitis belum pernah dilaporkan.

Materi dan Metode

Bahan penelitian menggunakan ayam
broiler umur sehari (DOC) sebanyak 24 ekor
yang terdiri atas 12 ekor ayam menderita omp-
halitis dan 12 ekor ayam sehat. Antibodi IL-10
(Bioss Antibody) dan bahan buffer buffer for-
malin 10%, dan bahan pembuatan preparat his-
topatologi seperti etanol bertingkat, xilol, para-
fin dan lain-lain digunakan untuk pemrosesan
jaringan.

Alat yang digunakan adalah kandang untuk
pelihara ayam, alat untuk pembuatan preparat
histopatologi seperti prosesing jaringan (Leica,
Jerman), floating bath (perentang jaringan)
(American Optical, USA), tissue embedding
centre (American Optical, USA), mikrotom
putar (Yamato, Jepang), dan mikroskop yang
dilengkapi dengan kamera (Olympus, Jepang).

Desain eksperimental

Penelitian ini menggunakan 24 ekor ayam
umur 1 hari (DOC) broiler yang berasal dari
tempat penetasan yang sama di Jawa Tengah di
Indonesia. Seluruh sampel DOC dibagi menjadi
dua kelompok yang masing-masing terdiri dari
12 DOC sehat (Grup A) dan 12 DOC omphalitis
(Grup B). Semua DOC dirawat di kandang yang
berbeda, diberi makan dan diminum di libitum.
Pada hari ke 3, 6 dan 9, empat ekor ayam dari
masing-masing kelompok ditimbang untuk

kemudian dinekropsi. Selanjutnya semua organ
limfoid seperti timus, bursa Fabricius, dan limpa
diambil dan kemudian ditimbang beserta berat
badan ayam. Penimbnagna tersebut dilakukan
untuk mendapatkan indeks bobot organ limfoid.

Pemeriksaan indeks berat organ limfoid

Penentuan indeks berat organ limfoid
seperti bursa Fabricius, timus, dan limpa dilaku-
kan dengan menimbang masing-masing berat
badan, berat organ limfoid, bursa Fabricius
timus, dan limpa seperti dilansir (Hartati, ef al.,
2015) sebagai berikut:

Berat Organ Limfoid

Berat Indeks Organ Limfoid =
erat Indeks Organ Limfoi Berat Ayam
dimana:

Bobot organ limfoid = bobot tiap organ limfoid
Bobot Ayam = bobot tiap ayam

Pemeriksaan
histopatologi

jaringan dan gambaran

Semua organ limfoid diambil sampelnya
dan difiksasi ke dalam larutan buffered formalin
10% selama 72 jam. Semua sampel dipotong
dan diproses dalam pengolah jaringan (Leica,
Jerman).Pemrosesan dilanjutkan dengan pena-
naman jaringan dalam blok parafin di pusat
penyematan jaringan (American Optical, USA),
dan pemotongan di mikrotom dengan ketebalan
5 um. Pewarnaan dilakukan dengan hematoksilin
dan eosin (HE) dan imunohistokimia dengan
antibodi anti-IL-10 yang kemudian diperiksa di
bawah mikroskop (Olympus, Jepang).

Analisis Hasil

Kajian indeks berat badan organ limfoid
dirancang dengan menggunakan rancangan
multifaktorial 2 x 3 dan dianalisis dengan
menggunakan  statistik ANOVA program
SPSS versi 22. Pemeriksaan histopatologi dan
imunohistokimia dianalisis dengan metode
deskriptif kualitatif.

Hasil dan Pembahasan

Indeks berat organ limfoid

Pemeriksaan indeks berat organ limfoid
dimaksudkan untuk mengetahui bagaimana
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perkembangan organ limfoid khususnya bursa
Fabricius, timus dan limpa yang berhubungan
dengan kejadian omfalitis. Indeks bobot
dipilih untuk menghindari bias karena ukuran
ayam yang tidak seragam, dengan harapan
indeks bobot organ limfoid dapat mewakili
perkembangan limfoid itu sendiri.

Pemeriksaan indeks berat limpa tidak
menunjukkan perbedaan yang bermakna (P>
0,05), tetapi terdapat kecenderungan perbedaan
indeks berat badan ayam yang menderita
omphalitis dan sehat. Nilai indeks berat limpa
pada penelitian ini menunjukkan bahwa organ
limpa tidak mampu berkembang sesuai dengan
perkembangannya akibat omfalitis. Hal ini dapat
dibuktikan melalui grafik perkembangan limpa.
Pada ayam yang mengalami omfalitis pada
umur setelah menetas cenderung lebih rendah
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Gambar 1. Grafik perkembangan indeks bobot limpa ayam

broiler omfalitissembilan hari setelah menetas

Pemeriksaan bursa indeks berat bursa Fa-
bricius juga menunjukkan tidak ada perbedaan
yang signifikan (P> 0,05) antara ayam omfalitis
dan normal, meskipun ada kecenderungan bur-
sa Fabricius yang berasal dari ayam omfalitis
menunjukkan indeks yang lebih rendah seperti
yang ditunjukkan pada Gambar 2.

Pemeriksaan indeks berat timus agak
berbeda dengan indeks berat limpa dan bursa
Fabricius, analisis statistik indeks berat timus
menunjukkan perbedaan yang signifikan (P
<0,05) antara ayam yang menderita omfalitis
dan ayam normal. Indeks berat timus ayam
omfalitis lebih rendah dari ayam normal seperti
yang ditunjukkan pada Gambar 3.
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Gambar 3. Grafik perkembangan indeks bobot timus ayam
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Secara histopatologi organ limfoid

Gambaran histopatologi organ limfoid
primer dan sekunder untuk memperkuat hasil
indeks bobot organ limfoid, hasil penelitian
menunjukkan bahwa organ limfoid primer
dan sekunder ayam penderita omfalitis telah
mengalami nekrosis limfosit, sehingga limfosit
yang terkandung di dalamnya berkurang, hal ini
sangat berbeda dengan hasil pengamatan organ
limfoid ayam sehat ,yang menunjukkan rata-rata
organ limfoid berkembang dengan baik sampai
hari kesembilan setelah menetas.

Pemeriksaan organ limpa pada ayam
omfalitis menunjukkan nekrosis limfosit pada
pulpa putih, sehingga hanya mengandung
sedikit limfosit seperti terlihat pada Gambar 5.,
sedangkan ayam normal sebagai pembanding
menunjukkan limfosit masih normal pada pulpa
putih. dari limpa,limfosit tampak padat seperti
yang ditunjukkan Gambar 4.
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Gambar 4. Limpa ayam normal, terdapat gugusan limfosit
pada pulpaputih (anak panah)

Gambar 5. Limpa ayam omfalitis, ditemukan banyak ruang-
ruang kosong dan limfosit yang jarang pada pulpa
putih (anak panah)

Gambaran histopatologi bursa Fabricius
pada ayam omfalitis dengan rata-rata menun-
jukkan deplesi dan nekrosis limfosit baik pada
korteks maupun medula folikel limfoid, sehingga
folikel bursa Fabricius tidak berkembang
dengan baik bahkan cenderung mengalami atrofi
seperti pada gambar (Gambar 7). Pemeriksaan
bursa fabricius pada ayam kelompok normal
sebagai pembanding terlihat folikel limfoid
masih mengandung limfosit yang masih tampak
padat baik di korteks maupun di medula. Hal ini
menunjukkan bahwa ayam yang tidak menderita
omfalitis (normal), bursaFabricius berkembang
secara normal terlihat seperti gambar (Gambar
6).

Gambar 6. Bursa Fabricius ayam normal terlihat folikel besar
berisi penuhdengan limfosit (anak panah)

Gambar 7. Bursa Fabricius ayam omfalitis terlihat atrofi
folikel dan banyak limfosit deplesi (anak panah)

Gambaran histopatologi organ timus
pada kelompok ayam omfalitis menunjukkan
perubahan yang mirip dengan organ limpa dan
bursa Fabricius, deplesi dan nekrosis limfosit
pada korteks timus seperti terlihat pada Gambar
9., ditandai dengan vakuolisasi pada area korteks
timus. Deplesi dan nekrosis mengakibatkan
berkurangnya jumlah limfosit di korteks,
sehingga terjadi atrofi pada organ timus. Deplesi
terjadi pada hampir semua ayam omfalitis sejak
umur hari ketiga sampai umur hari kesembilan
penelitian. Sebagai perbandingan, organ timus
kontrol normal menunjukkan korteks timus
tampak limfosit tersusun lebih padat dan tidak
terlihat vakuolisasi(Gambar 8).
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Gambar 8. Timus ayam normal terlihat limfosit tersusun lebih
padat di korteks (anak panah)

Gambar 10. Bursa Fabriciusayam normal terlihat folikel besar
terlihat berisi penuh dengan limfosit dan ekspresi
IL-10 (anak panah)

Gambar 9. Timus ayam omfalitis terlihat banyak limfosit
deplesi, schingga bagian kortikal mengalami
banyak vakuolisasi (anak panah)

Ekspresi Interleukin-10

Perkembangan organ limfoid ayam pada
embrional dan awal kehidupan setelah menetas
juga diiringi dengan ekspresi gen interleukin 4
(IL-4), interleukin 10 (IL-10), interleukin 18
(IL-18) dan interferon y. Ekspresi Interleukin
-10 ayam omfalitis pada penelitian ini menun-
jukkan ekspresi minimal pada limfosit bursa Fa-
bricius seperti terlihat pada Gambar 11. Berbeda
dengan ayam kontrol (ayam sehat) pada pene-
litian ini justru menunjukkan ekspresi interleu-
kin-10 maksimal pada organ yang sama (lihat
Gambar 10).

Bobot limpa, bursa Fabricius dan timus
sangat dipengaruhi oleh kandungan limfosit
di dalam organ tersebut dengan penambahan
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Gambar 11. Bursa Fabricius ayam omfalitis terlihat atrofi folikel
dengan banyaklimfosit deplesi(vakuolisasi), dan
ekspresi minimal IL-10 (anak panah)

limfosit di dalam dan bobot organ bertambah.
Jumlah limfosit pada organ tersebut dipengaruhi
oleh beberapa faktor: Faktor pertama adalah
penyakit. Penyakit dapat menyebabkan keru-
sakan limfosit atau bahkan kematian limfosit
yang mengakibatkan jumlah limfosit berkurang
sehingga bobot organ limfoid juga berkurang.
Faktor kedua adalah imunomodulator emberian
imunomodulator pada ayam yang telah divak-
sinasi menunjukkan kepadatan limfosit tinggi
pada organ limfoid dan meningkatkan bobot
organ limfoid (Hartati et al., 2015). Indeks
berat organ limfoid pada ayam ompbhalitis lebih
rendah dibandingkan ayam sehat karena terjadi
kematian atau kerusakan sejumlah limfosit pada
folikel. Kematian atau deplesi limfosit yang
terdapat di dalam organ limfoid mengakibatkan
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penurunan indeks berat organ limfoid seperti
terlihat pada Gambar 1,2 dan 3. Perubahan
tersebut serupa dengan penelitian bahwa
infeksi E.coli dengan 10’cthu/0,5 ml pada
ayam broiler menyebabkan deplesi limfosit
di bursa Fabricius dan limpa sehingga terjadi
atrofi pada organ tersebut (Sharma et al., 2016).
Pendapat ini didasarkan pada anggapan bahwa
omfalitis merupakan infeksi pada tali pusar
ayam muda baru menetas yang mengakibatkan
terjadinya gangguan penyerapan nutrisi dari
kuning telur dan berdampak kurangnya nutrisi
untuk perkembangan usus yang selanjutnya
berakibat pada gangguan perkembangan organ
limfoid termasuk timus. Infeksi E. coli ektra
intestinal (ExPEC) ayam broiler menyebabkan
jaringan limfoid primer terjadi peningkatan kuat
fagosom, lisosom dan sitokin serta menurunkan
reseptor sel T (TCR), siklus sel, dan pensinyalan
P53 pada timus serta menekan reseptor sel B
(BCR) di bursa Fabricius secara signifikan (Sun
etal., 2016).

Deplesi dan nekrosis limfosit kelompok
ayam omfalitis, membuktikan bahwa infeksi
bakteri pada ayam menyebabkan terhambatnya
perkembangan organ limfoid terutama limpa,
bursa Fabricius dan timus, hal ini juga telah
dibuktikan oleh Sharma et al.(2016) bahwa
infeksi organisme patogen dapat menyebabkan
nekrosis atau atrofi organ limfoid yang ditandai
dengan  berkurangnya populasi limfosit.
BursaFabricius tidak akan memproduksiantibodi
secara maksimal untuk perlindungan terhadap
patogen. Pendapat ini didokumentasikan oleh
peneliti Qureshi et al., 1998) bahwa terdapat
nekrosis limfosit pada folikel limfoid yang
tidak mampu memproduksi titer antibodi secara
maksimal bahkan cenderung menghasilkan titer
antibodi yang rendah pada bursa Fabricius.
Data pemeriksaan ini memperkuat hasil indeks
bobot bursa Fabricius ayam sebelumnya yang
memang menunjukkan grafik indeks bobot
bursa Fabricius omfalitis lebih rendah dari pada
ayam normal.

Interleukin-10 merupakan sitokin yang
meningkat secara alami pada organ limfoid
sesuai dengan perkembangan embryonal hingga
menetas, ekspresi gen IL-10 dapat dideteksi
pada embrio ayam pada hari ke-12 dan secara
bertahap meningkat hingga puncaknya pada

hari ke-7 hingga hari ke-14 setelah menetas
(Abdul-Careem et al., 2007). Hasil penelitian
menunjukkan ekspresi IL-10 pada folikel bursa
Fabricius ayam sehat lebih maksimal jika
dibandingkan dengan ayam omfalitis seperti
terlihat pada Gambar.10 dan 11, hal ini berbeda
dengan studi yang dilakukan oleh Arendt et
al.(2016).Studi tersebut menunjukkan bahwa
infeksi Emeria pada ayam dapat meningkatkan
ekspresi interleukin-10 pada limfosit usus.
nfeksi protozoa, infeksi virus, dan bakteri juga
dapat meningkatkan ekspresi IL-10 (Parvizi et
al., 2015 dan Barjesteh et al., 2013). Penurunan
ekspresi IL-10 pada ayam omfalitis pada ayam
yang masih muda sangat dipengaruhi oleh
kepekaan ayam terhadap infeksi mikroorganisme
pada usia dini. Anak ayam yang lebih dewasa
tampaknya lebih toleran terhadap infeksi
sehingga meningkatkan ekspresi IL-10.

Kesimpulan

Kejadian omfalitis pada ayam broiler
menyebabkan  penurunan  indeks  berat
organ limfoid dan menyebabkan gangguan
pertumbuhan organ limfoid yang ditandai
dengan deplesi dan nekrosis limfosit serta
ekspresi minimal IL-10. Hasil ini dapat
menggambarkan dampak penyakit omfalitis
terhadap perkembangan ayam, sehingga dapat
segera mengafkir apabila terdapat kejadian
omfalitis pada DOC.
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