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ABSTRAK  
 

Penelitian ini bertujuan mengetahui respons antibodi dalam serum ayam petelur terhadap ekskretori/sekretori, dan ditantang dengan telur 

infektif Ascaridia galli (A. galli) Sebanyak 12 ekor ayam dibagi dalam empat kelompok. Kelompok pertama adalah ayam yang tidak diimunisasi 

dan tidak diinfeksi (kontrol), kelompok kedua adalah ayam yang diimunisasi dengan dosis 260 µg ekskretori/sekretori larva A. galli, kelompok 
ketiga adalah ayam yang diinfeksi dengan dosis 1000 telur infektif A. galli, dan kelompok keempat adalah ayam yang diimunisasi dengan dosis 

260 µg ekskretori/sekretori dan satu minggu kemudian ditantang dengan dosis 1000 telur infektif A. galli. Respons antibodi pada masing-masing 

kelompok dianalisis dengan uji enzymelinkedimmunosorbantassay (ELISA) setiap satu minggu selama 10 minggu pascainfeksi. Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa imunisasi dan atau infeksi dapat memicu peningkatan titer antibodi serum secara signifikan (P<0,05) selama 10 minggu 

pascainfeksi. Titer tertinggi adalah 2,63±1,20 OD (optical density) dicapai pada minggu ke-3 pascainfeksi dan titer terendah adalah 1,51±0,48 

OD pada minggu ke-0. Ekskretori/sekretori dapat memicu respons antibodi serum ayam petelur terhadap A. galli. 
____________________________________________________________________________________________________________________ 
Kata kunci: Ascaridia galli,  ekskretori/sekretori, antibodi, ELISA 

 
ABSTRACT 

 
The purpose of the present study to know antibody response in serum of laying hens against excretory/secretory, and challenged with 

infective eggs of Ascaridia galli (A. galli). Twelve head chickens were divided into four groups. First group, the chickens were not immunized 

and nor infected. Second group, the chickens were actively immunized with 260 µg of excretory/secretory A. galli larvae. Third group, the 

chickens were infected with dose 1000 infective eggs of A. galli. Fourth group, the chickens were immunized with 260 µg of excretory/secretory 
and challenged one week later with dose 1000 infective eggs of A. galli. Antibody responses of each group was analyzed by 

enzymelinkedimmunosorbantassay (ELISA) weekly with intervals along 10 weeks post infection. The result showed that immunizations and or 

infections were increased antibody titer significantly (P<0,05) for 10 weeks. The highest titer serum of immunized chickens were 2.63±1.20 OD 
(optical density) reached at three weeks after infections and the lowest was 1.51±0.48 OD appeared in the beginning of immunizations. This 

research was concluded that the excretory/secretory was able to trigger the serum antibody responses against worms parasitic, A. galli. 

____________________________________________________________________________________________________________________ 
Key words: Ascaridia galli,  excretory/secretory, antibody, ELISA 

 

 

PENDAHULUAN 

 

Ascaridia galli (A. galli) adalah cacing gelang bertubuh 

besar dan tergolong cacing nematoda. Investigasi 

epidemiologi ascaridiosis yang disebabkan oleh infestasi 

A. galli pada unggas tersebar hampir di seluruh dunia. 

Kasus ascaridiosis tergolong tinggi, terutama pada 

negara-negara beriklim tropis seperti di Afrika (Siamba 

et al., 2007), dan di Asia (Lalchhandama et al., 2009) 

sehingga dapat menimbulkan kerugian ekonomi yang 

sangat berarti. Masalah lain yang diakibatkan oleh 

ascaridiosis pada ayam petelur dapat menimbulkan efek 

imunosupresi yang rentan terhadap infeksi bakteri 

patogen seperti Salmonella enterica (Chadfield et al., 

2001) dan Escherichia coli (Permin et al., 2002). Efek 

imunosupresi dilaporkan oleh Hørning et al. (2004), 

bahwa ayam yang telah terinfeksi cacing secara alami 

dan ayam yang telah diinfeksi oleh A. galli apabila 

divaksinasi dengan vaksin Newcastle disease De Soto 

dapat mengurangi titer antibodi terhadap virus tersebut.  

Selama menetap pada inang, cacing melepaskan 

substansi bioaktif melalui ekskretori/sekretorinya. 

Ekskretori/sekretori memainkan peran penting pada 

interaksi antara cacing dan inangnya karena 

ekskretori/sekretori bersifat antigenik. Substansi yang 

terdapat pada ekskretori/sekretori dapat mengenal dan 

bereaksi dengan antibodi sehingga dapat diaplikasikan 

pada uji serodiagnostik. Penelitian Choi et al. (2003) 

menjelaskan bahwa antigen ekskretori/sekretori lebih 

antigenik dibandingkan dengan crude antigen untuk 

serodiagnostik. Rokni dan Kia (2005) telah 

menggunakan uji enzymelinkedimmunosorbantassay  
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(ELISA) menunjukkan bahwa diagnosis dengan 

antigen ekskretori/sekretori lebih baik dibandingkan 

dengan antigen somatic dari Strongyloides stercoralis 

pada infeksi nematoda intestinal manusia. Karimi et al. 

(2008) melaporkan bahwa melalui uji difusi antigen 

ekskretori/sekretori dan antigen somatik dari cacing 

Ornithobilharzia turkestanicum menunjukkan reaksi 

silang yang kuat terhadap satu dengan lainnya. Prasad 

et al. (2008) menjelaskan pula bahwa fraksi antigen 

yang dipurifikasi dari ekskretori/sekretori boleh 

digunakan untuk diagnosis infeksi dini Haemonchus 

contortus pada domba. Fenomena yang sama 

diobservasi oleh Hassan dan Aziz (2010), antigen 

ekskretori/sekretori larva infektif dari Toxocara 

vitulorum bersifat sangat reaktif untuk diagnostik dan 

telah berhasil dalam mendeteksi toxocariasis dalam 

level persentase infeksi yang tinggi pada kerbau. 

Selain untuk bahan imunodiagnostik, penggunaan 

ekskretori/sekretori cacing ditujukan untuk merangsang 

mekanisme imunitas penyakit parasitik. Respons 

antibodi dalam serum hewan  terhadap cacing parasitik 

dapat terbentuk dengan teknik imunisasi hewan dengan 

ekskretori/sekretori yang dilepaskan oleh cacing. Sifat 

imunogenik ekskretori/sekretori Onchocerca gibsoni 

jantan dewasa diekspresikan melalui pembentukan 

antibodi spesifik pada tikus (Harnett et al., 1997). 

Yokoi et al. (2002) berhasil memproduksi antibodi 

monoklonal terhadap antigen ekskretori/sekretori larva 

Toxocara canis (T. canis), IgG bereaksi spesifik 

dengan protein ekskretori/sekretori dan tidak bereaksi 

silang dengan antigen T. canis dewasa. Penggunaan 

ekskretori/sekretori L3 Haemonchus contortus sebagai 

antigen dapat meningkatkan respons imunoglobulin G 

(IgG) anak domba (Vervelde et al., 2003).  

Indikasi terbentuknya tanggap kebal humoral pada 

inang adalah meningkatnya sirkulasi antibodi yang 

spesifik di dalam serum terhadap antigen cacing. 

Karimi et al. (2008) menjelaskan bahwa kelinci yang 

diimunisasi dengan ekskretori/sekretori atau produk 

somatik cacing Ornithobilharzia turkestanicum dewasa 

dapat memicu pembentukan antibodi serum kelinci. 

Analisis produk ekskretori/sekretori yang diidentifikasi 

pada secretome larva Teladorsagia circumcincta 

dilaporkan oleh Smith et al. (2009) berpotensi terlibat 

dalam mekanisme imunitas yaitu sebagai target respons 

immunoglobulin A (IgA) yang terlokalisasi di dalam 

mukus domba. Penelitian ini bertujuan mendeteksi 

respons antibodi serum ayam petelur yang diimunisasi 

dengan ekskretori/sekretori, dan ditantang dengan telur 

infektif A. galli melalui uji ELISA Penelitian ini 

bermanfaat untuk memberi informasi tentang 

kemampuan ekskretori/sekretori A. galli dalam 

merangsang respons antibodi ayam petelur.  

 

MATERI DAN METODE 

 

Rancangan Penelitian 

Dua belas ekor ayam HySex Brown berumur 24 

minggu digunakan sebagai ayam percobaan. Masing-

masing ayam dipastikan bebas dari infeksi cacing 

melalui pemeriksaan telur tiap gram tinja (TTGT). 

Ayam dipelihara secara individual dalam kandang 

batere yang diberi pakan komersial dan air minum 

secara ad libitum. Ayam dibagi menjadi empat 

kelompok, masing-masing kelompok terdiri dari tiga 

ekor ayam. Kelompok pertama adalah kelompok 

kontrol, ayam tidak diimunisasi dan tidak diinfeksi. 

Kelompok kedua adalah ayam yang diimunisasi dengan 

ekskretori/sekretori A. galli. Kelompok ketiga adalah 

ayam yang diinfeksi dengan dosis 1000 L2 A. galli. 

Kelompok keempat adalah ayam yang diimunisasi, dan 

ditantang dengan dosis 1000 L2 A. galli. Serum pada 

semua kelompok ayam dipanen dan diuji dengan 

ELISA setiap minggu yang dimulai sesaat prainfeksi 

dosis 1000 L2 A. galli  sampai minggu ke-10 

pascainfeksi.  
 

Preparasi Ekskretori/Sekretori L3 A. galli 

Larva stadium L3 A. galli diperoleh dari isi lumen 

dan mukosa usus halus ayam petelur yang telah 

diinfeksi dengan dosis 6000 telur infektif A. galli 

(Darmawi et al., 2007). Larva diinkubasi dalam sumur 

cell culture plate, masing-masing sumur diisi 25-50 

larva dalam 5 ml medium Rosswell Park Memorial 

Institute (RPMI 1640, Sigma-Aldrich), pH 6,8, tanpa 

merah fenol yang ditambahkan 100 unit ml
-1

 penisilin 

G, 100 μg ml
-1

 streptomisin, 5 μg ml
-1

 gentamisin, dan 

0,25 μg ml
-1

 kanamisin dalam inkubator CO2 selama 3 

hari. Campuran medium dengan ekskretori/sekretori L3 

A. galli disentrifus pada 1000 g dengan temperatur 4
 
C 

selama 10 menit. Supernatan disaring dengan membran 

filter 0,45 m Minisart® (Sartorius), ditampung ke 

dalam tabung vivaspin  30.000 MWCO dan disentrifus 

pada 1000 g dengan temperatur 4
 
C selama 10 menit. 

Filtrat dicuci dengan larutan phosphate buffered saline 

(PBS) dan disentrifus kembali 3 menit. Filtrat diambil 

dan dijadikan sebagai bahan antigen 

ekskretori/sekretori L3 A. galli. Formulasi dosis antigen 

ekskretori/sekretori stadium L3 A. galli ditentukan 

mengikuti metode Bradford (Darmawi et al., 2009). 
 

Teknik Imunisasi dan Teknik Infeksi pada Ayam 

Percobaan 

Imunisasi dilakukan empat kali dalam interval 

waktu satu minggu setiap kali imunisasi. Teknik yang 

digunakan adalah suntikan pertama 80 g dengan 

emulsi antigen plus freund’s complete adjuvant (FCA) 

yang diikuti dengan tiga kali suntikan booster (60 

g/imunisasi) dengan emulsi antigen plus incomplete 

freund’s adjuvant (IFA) (Camenisch et al., 1999; 

Yokoi et al., 2002). Infeksi dengan dosis 1000 L2 A. 

galli dilakukan langsung ke dalam esofagus pada 

minggu pertama pascaimunisasi terakhir.  

 

Uji ELISA 

Uji ELISA dilakukan terhadap serum dari semua 

kelompok ayam percobaan yang dipanen setiap 

minggu, dimulai sesaat prainfeksi dengan dosis 1000 L2  

A. galli sampai minggu ke-10 pascainfeksi. Sumur pada 

plate ELISA dilapisi dengan 100 l antigen L3 A. galli. 
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Konsentrasi larutan yang digunakan adalah 2-10 l/ml 

dalam 0,1 M NaHCO3, pH 9,5. Plate diinkubasikan 

selama 24 jam pada temperatur 4
 
C. Plate dicuci 

sebanyak 3 kali dengan 0,15 M NaCl, 0,02 M NaHPO4, 

0,01% Tween 20, pH 7,2 (PBS-T) yang khusus 

digunakan sebagai larutan pencuci dalam ELISA. 

Sebanyak 100 l sampel antibodi dari serum ayam 

yang diencerkan 200 kali yang telah dilarutkan dalam 

PBS-T ditambahkan ke setiap lubang dari plate yang 

dibuat duplo. Plate diinkubasikan selama satu sampai 

dua jam pada temperatur ruangan di atas shaker. Plate 

dicuci kembali sebanyak tiga kali dengan PBS-T. 

Sebanyak 100 l antibodi yang telah dilabel (IgY 

conjugate HRP, rabbit anti-chicken, Promega
(R)

) 

dimasukkan ke dalam lubang plate dan diinkubasikan 

selama satu jam pada temperatur ruangan di atas shaker 

dan ditambahkan substrat peroksidase, ABTS, dan 

sitrat bufer. Prinsip yang digunakan adalah antigen 

ekskretori/sekretori stadium L3 A. galli diikatkan pada 

matriks padat (microplate) yang berguna untuk 

menangkap antibodi yang larut dalam serum ayam 

yang telah diimunisasi dengan antigen tersebut. 

Kompleks antigen-antibodi yang terbentuk dideteksi 

dengan bantuan antibodi yang telah dilabel dengan 

enzim (IgY conjugate HRP, rabbit anti-chicken). Besarnya 

optical density (OD) adalah proporsional dengan 

konsentrasi ikatan kompleks tersebut. Konsentrasi ikatan 

yang terbentuk pada plate dibaca melalui ELISA reader 

dengan panjang gelombang 415 nm dengan bantuan 

substrat enzim (Yokoi et al., 2002; Yadav et al., 2005).  

 

Analisis Data 

Data diuji dengan analisis sidik ragam, dan 

dilanjutkan dengan uji wilayah berganda Duncan. 
 

 HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Gambar 1 menunjukkan optical density (OD) 

antibodi dalam serum ayam percobaan. Optical density 

antibodi semua kelompok ayam percobaan tidak 

berbeda signifikan (P>0,05) pada sesaat prainfeksi. 

Selain pada kelompok ayam kontrol, peningkatan OD 

antibodi terjadi pada semua kelompok ayam percobaan 

mulai minggu ke-1 sampai minggu ke-10 pascainfeksi. 

Optical density antibodi semua kelompok ayam 

percobaan meningkat signifikan (P<0,05), kecuali pada 

kelompok kontrol, pada minggu ke-1, 2, 5, dan 10 

pascainfeksi seperti yang disajikan pada Gambar 1.  

Optical density antibodi kelompok ayam yang 

diimunisasi dan diinfeksikan dengan dosis 1000 L2 

meningkat signifikan (P<0,05) terhadap OD antibodi 

kelompok ayam kontrol dan kelompok ayam imunisasi 

pada minggu ke-3, 4, 6, 7, 8, dan 9 pascainfeksi. 

Optical density antibodi kelompok ayam infeksi dengan 

dosis 1000 L2 tidak berbeda signifikan (P>0,05) 

dibandingkan dengan kelompok ayam imunisasi dan 

kelompok ayam yang diimunisasi dan diinfeksikan 

dengan dosis 1000 L2 pada minggu ke-3, 4, 5, 6, 7,8, 

dan 9 pascainfeksi. Optical density antibodi pada 

kelompok ayam yang diimunisasi dan kelompok ayam 

yang diimunisasi dan diinfeksikan dengan dosis 1000 

L2 A. galli selalu menunjukkan nilai OD yang lebih 

tinggi dibandingkan OD antibodi kelompok ayam yang 

tidak diimunisasi dan tidak diinfeksi, demikian juga 

dengan OD antibodi ayam yang hanya diinfeksi. Hal ini 

berarti bahwa pemaparan ekskretori/sekretori stadium 

L3 A. galli bersifat merangsang mekanisme imunitas 

ayam petelur yang berimplikasi antibodi di dalam serum. 

Pada minggu ke-2 pascainfeksi terjadi penurunan 

titer antibodi pada kelompok ayam yang diimunisasi 

dan diinfeksikan dengan dosis 1000 L2 A. galli. 

Fluktuasi  antibodi yang telah terbentuk dalam serum 

ayam petelur kemungkinan terjadi karena sebagian 

antibodi telah terikat pada larva cacing A. galli. 

Peningkatan titer antibodi kembali terjadi pada minggu 

ke-3 pascainfeksi, dan titer antibodi yang tinggi tetap 

dipertahankan sampai minggu ke-10 pascainfeksi pada 

kelompok ayam yang diimunisasi dan diinfeksikan 

dengan dosis 1000 L2 A. galli. Fenomena fluktuasi titer 

antibodi merupakan manifestasi infeksi cacing. 

Menurut Nambi et al. (2005), respons humoral dan 

seluler kerbau (Bubalus bubalis) meningkat signifikan 

dua minggu setelah diimunisasi dengan 400 μg 

ekskretori/sekretori Fasciola gigantica (F. gigantica). 
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Gambar 1. Titer antibodi dalam serum ayam pada tiap-tiap kelompok ayam percobaan 
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Sifat antigenik ekskretori/sekretori cacing telah 

dibuktikan oleh peneliti terdahulu (Vervelde et al., 

2003; Paz-Silva et al., 2003; Paz-Silva et al., 2004; 

Zhang et al., 2005; dan Yadav et al., 2005). Aktivitas 

antigenik ekskretori/sekretori Fasciola hepatica (F. 

hepatica) dan F. gigantica dibuktikan pula oleh dan 

Paz-Silva et al. (2004) dan Zhang et al. (2005). 

Aktivitas tersebut dapat menimbulkan efek 

imunomodulator dan memicu proliferasi limfosit 

domba, tikus, dan kerbau. Cathepsin-L (28-kDa) dari 

ekskretori/sekretori F. gigantica dapat digunakan 

sebagai antigen dalam uji ELISA untuk mendeteksi 

fasciolosis selama 4 minggu pasca infeksi pada kerbau 

dan domba (Paz-Silva et al., 2003 dan Yadav et al., 

2005). Demikian juga pada anak domba yang memiliki 

titer IgG yang meningkat signifikan berimplikasi 

kepada penurunan nilai TTGT (Vervelde et al., 2003). 

Percobaan Rokni dan Kia (2005) membuktikan bahwa 

antibodi serum dari pasien yang terinfeksi oleh cacing 

nematoda Strongyloides stercoralis lebih reaktif 

mengenal antigen ekskretori/sekretori dibandingkan 

dengan antigen somatik. Prasad et al (2008) 

membuktikan pula bahwa pada infeksi awal (masa 

prepaten), antibodi serum domba yang diinfeksi dengan 

dosis 10000 telur infektif dapat mengenal antigen 

ekskretori/sekretori cacing nematoda Haemonchus 

contortus. 

Ekskretori/sekretori yang dilepaskan oleh A. galli 

bersifat merangsang terbentuknya respons imun humoral 

melalui pembentukan antibodi IgY. Antibodi IgY adalah 

antibodi utama yang dihasilkan oleh ayam petelur. 

Antibodi IgY disintesis, disekresikan ke dalam darah dan 

ditranfer ke dalam kuning telur. Penelitian terdahulu 

membuktikan bahwa titer antibodi ayam petelur yang 

diimunisasi dengan ekskretori/sekretori larva A. galli 

mulai meningkat di dalam kuning telur (yolk) pada 

minggu ke-2, dan mencapai puncaknya pada minggu ke-

8 dan 9 pascaimunisasi (Darmawi et al., 2008). 

Peningkatan titer antibodi di dalam kuning telur 

membuktikan pula bahwa pada ayam petelur yang 

diimunisasi, sebagian antibodi yang terbentuk 

didepositkan di dalam yolk yang berfungsi sebagai 

proteksi bagi day old chicken terhadap serangan agen 

infeksi (Darmawi et al., 2010). Peneliti lain menjelaskan 

bahwa pembentukan antibodi IgY spesifik dalam kuning 

telur dapat dirangsang oleh bakteri Helicobacter pylori 

(Kazimierczuk et al., 2005), bakteri enteric (Chalghoumi 

et al., 2009; Diraviyam et al., 2011), dan terhadap 

Eimeria acervulina (Lee et al., 2009). 

Antibodi IgY yang terbentuk oleh rangsangan 

antigen dialirkan melalui sistem sirkulasi sehingga 

berakumulasi di dalam yolk. Darmawi et al. (2010) 

berhasil memurnikan IgY pada yolk dari ayam yang 

dipaparkan dengan ekskretori/sekretori A. galli. 

Antibodi IgY tersebut sangat reaktif mengenal antigen 

yang tersebar pada tubuh cacing A. galli (Darmawi et 

al., 2012). Beberapa peneliti sebelumnya menjelaskan 

bahwa IgY lebih efektif dan efisien digunakan pada 

berbagai imunoasai karena IgY memiliki sensitivitas, 

stabilitas, dan spesifisitas yang lebih tinggi pada 

binding IgY-specific surface antigens atau epitop 

dibandingkan dengan antibodi dari mamalia (Shin et 

al., 2009; Lei et al., 2011; Lu et al., 2012). Shin et al. 

(2009) menjelaskan bahwa spesifisitas antibodi 

poliklonal IgY yang dihasilkan dalam kuning telur 

ayam sangat potensial dikembangkan sebagai antibodi 

pada uji imunodiagnostik dalam berbagai sampel klinis 

untuk Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. 

IgY juga telah diaplikasikan pada uji ELISA untuk 

mendeteksi sirkulasi antigen dalam serum tikus yang 

diinfeksi oleh trematoda Schistosoma japonicum (S. 

japonicum) (Lei et al., 2009). Lei et al. (2011) 

menjelaskan bahwa sampel serum pasien yang 

menderita schistomiasis sensitif dan spesifik melalui uji 

ELISA. Lu et al. (2012) berhasil mengembangkan 

metode imunoasai dengan memanfaatkan IgY yang 

efektif membedakan infeksi oleh S. japonicum kronis 

dan akut melalui identifikasi profil sirkulasi antigen S. 

japonicum di dalam serum. 

 

KESIMPULAN 

 

Ekskretori/sekretori stadium L3 A. galli bersifat 

antigenik yang dapat merangsang respons pembentukan 

antibodi di dalam serum ayam petelur. Optical density 

antibodi serum meningkat pada ayam yang dipaparkan 

dengan ekskretori/sekretori stadium L3 A. galli dan dan 

ditantang dengan dosis 1000 L2 A. galli.  
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