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ABSTRAK

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui jumlah total dan differensial leukosit ayam petelur
pascavaksinasi dengan vaksin kombinasi antara vaksin tetelo atau Newcastle Disease (ND) dan flu burung
atau Avian Influenza (AI).  Penelitian dilakukan pada peternakan ayam petelur komersial di Desa Denbatas,
Kecamatan Tabanan, Kabupaten Tabanan, Bali. Sebanyak 30 ekor ayam petelur digunakan untuk sampel
penelitian. Vaksinasi dilakukan dengan vaksin kombinasi ND-AI yang merupakan gabungan vaksin ND
strain Lasota dengan vaksin AI subtipe H5N1. Vaksin kombinasi ND-AI merupakan vaksin inaktif.
Ayam divaksinasi pada umur 18 minggu yaitu menjelang  masa bertelur.  Vaksinasi dilakukan dengan
satu dosis (0,5 mL) melaui injeksi pada otot paha.  Pengambilan sampel darah ayam dilakukan sebanyak
dua kali yakni dua minggu dan tiga minggu pascavaksinasi.  Pemeriksaan jumlah total leukosit dilakukan
dengan kamar hitung, sedangkan differensial leukosit diperiksa dari preparat hapusan darah dengan
pengecatan Giemsa. Data hasil pemeriksaan total dan differensial leukosit dianalisis secara deskriptif
kuantitatif. Hasil penelitian menyimpulkan bahwa ayam petelur mengalami leukopenia dan heteropenia.

Kata-kata kunci : ayam petelur; vaksin ND-AI; total dan differensial leukosit

ABSTRACT

The purpose of this study was to determine total and differential leukocyte of layer chickens after
vaccinated with Newcastle Disease (ND) and Avian Influenza (AI) combination vaccine. The research was
conducted on commercial layer breeding in Denbatas Village, Tabanan Sub-district, Bali. This study used
30 layer samples. Vaccination was done with ND-AI combination vaccine which was a combination of ND
vaccine strain Lasota with AI vaccine subtype H5N1. ND-AI combination vaccine was an inactive vaccine.
Chicken was vaccinated at 18 weeks of age before laying eggs. Vaccination was done with one dose (0.5 ml)
through thigh muscle injection. Chicken blood sampling was done twice ie, two weeks and three weeks
after vaccination. The examination of the total leukocytes was performed by count chamber, whereas the
differential leukocyte was examined from a blood smear preparation by Giemsa staining. Data of total
and differential leukocyte examination were analyzed by descriptively quantitative method. The results
concluded that layer has leukopenia and heteropenia which were probably caused by hormonal factors and
stress due to blood collection.
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PENDAHULUAN

Secara umum peternakan ayam di
Indonesia seringkali terkendala oleh penyakit
menular, di antaranya adalah penyakit tetelo
atau Newcastle Disease (ND) dan flu burung
atau Avian Influenza (AI). Kedua penyakit
tersebut bersifat endemis di Indonesia.
Morbiditas dan mortalitas kedua penyakit virusi
ini dapat mencapai 100%  (Kencana, 2012)
sehingga dapat menimbulkan kerugian ekonomi
yang tinggi di sektor perunggasan (Kumar et
al., 2008).

Penyakit virusi pada ayam tidak hanya
dapat menimbulkan kerugian  ekonomi, namun
ada juga yang bersifat zoonosis yakni penyakit
Avian Influenza  yang di Indonesia lebih dikenal
dengan sebutan Flu Burung (Kencana, 2012).
Penularan penyakit AI dapat terjadi  dari unggas
ke manusia dan memungkinkan untuk
menimbulkan masalah kesehatan di
masyarakat yang cukup besar dan signifikan
serta dikhawatirkan menjadi pandemi (Agunos
et al., 2016;Causey dan  Edwards, 2008; Kim et
al., 2016).

Penyakit virusi tidak dapat diobati dengan
antibiotik, dengan demikian tindakan
pencegahan merupakan faktor utama yang
harus dilakukan. Pencegahan terhadap
penyakit ND dan AI dilakukan dengan vaksinasi
secara teratur. Vaksinasi adalah proses
pemberian antigen non virulen kepada individu
dengan tujuan untuk meningkatkan derajat
imunitas terhadap agen penyakit tertentu.
Derajat imunitas yang merupakan respons
imun awal ditandai dengan terjadinya
peningkatan sel darah putih atau  leukosit
dalam darah yang muncul pascavaksinasi (Amer
et al., 2013).

Leukosit adalah sel darah putih yang
memiliki peran dalam sistem pertahanan
tubuh, terdiri dari eosinofil, basofil, heterofil,
monosit, dan limfosit. Respons imun yang
diperankan oleh leukosit sifatnya spesifik dan
non spesifik. Respons imun yang specifik
diperankan oleh sel limfosit sedangkan respons
imun non spesifik diperankan oleh monosit atau
makrofag, eosinofil, basofil, dan heterofil.
Respons imun non spesifik mampu menghadapi
berbagai agen penyakit, namun tidak
menunjukkan spesifisitas agen penyakit
tertentu. Respon imun spesifik mampu
menghasilkan spesifitas terhadap agen penyakit
tertentu karena limfosit mampu memproduksi
antibodi sekaligus memiliki fungsi efektor atau

sitotoksik langsung. Meskipun demikian,
respons imun spesifik dan nonspesifik memiliki
peran yang saling berhubungan (Hewajuli dan
Dharmayanti, 2015).

Respons imun pascavaksinasi ND-AI dapat
dideteksi dengan pemeriksaan titer antibodi
menggunakan uji serologi hemaglutinasi dan
hambatan hemaglutinasi (HA/HI) dan ELISA
(Ali, 2015; Comin et al., 2013; Yang et al., 2011,
Kencana et al., 2016).  Respons imun yang
muncul pascavaksinasi adalah respons imun
spesifik yang diperankan oleh limfosit (Amer et
al, 2013). Hasil penelitian terdahulu dengan
vaksin ND-AI diperoleh titer antibodi ayam
petelur pada pemeriksaan pada minggu ke-2, 3
dan 4 pascavaksinasi ND-AI mengalami
peningkatan dengan tiler ND tertinggi sebesar
8, 73 HI log 2 sedangkan tiler AI 8.4.7 HI unit
yang ditemukan pada periode tiga minggu
pascavaksinasi (Kencana et al ., 2016).
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
respons ayam petelur pasca-vaksinasi dengan
vaksin ND-AI yang diukur berdasarkan atas
jumlah total dan differensial leukositnya.

METODE PENELITIAN

Sebanyak 30 ekor ayam petelur dipelihara
sejak umur satu hari. Ayam petelur sudah
pernah divaksinasi ND dan AI pertama kali pada
saat berumur satu minggu.  Penelitian ini
merupakan vaksinasi yang kedua (vaksinasi
ulangan) yang diberikan pada umur 18 minggu
yakni saat ayam menjelang bertelur. Vaksin
yang digunakan adalah vaksin kombinasi ND-
AI inaktif yang mengandung virus AI subtipe
H5N1 dan virus ND strain Lasota. Vaksinasi
dilakukan pada ayam dengan injeksi vaksin
sebanyak 0,5 mL/ekor secara intramuskuler
melalui otot paha.  Pengambilan sampel darah
ayam dilakukan sebanyak 2 kali yakni dua
minggu dan tiga minggu pascavaksinasi ND-
AI. Pengambilan darah sebanyak 0,5 mL
dilakukan melalui vena brakialis dengan
menggunakan spuit 3 mL, kemudian
ditampung pada tabung yang berisi
antikuagulan ethylene diamine tetra acetic acid
(EDTA).  Pemeriksaan total leukosit dilakukan
di Balai Besar Veteriner Denpasar, sedangkan
pemeriksaan diferensial leukosit dilakukan di
Laboratorium Diagnosisi Klinik dan Patologi
Klinik Veteriner, FKH Unud, di Denpasar.

Perhitungan jumlah total leukosit pada
penelitian ini menggunakan metode yang sudah
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pascavaksinasi adalah sebagai berikut: limfosit
65,5%, eosinofil 0,3%, basofil 0,5%, heterofil
20,1%, dan monosit 13,6%, sedangkan
persentase leukosit tiga minggu pascavaksinasi
adalah limfosit 61,1%, basofil 0,1%, heterofil
26,1%, eosinofil 0,7 %, dan monosit 12%.  Hasil
analisis differensial leukosit periode dua dan tiga
minggu pascavaksinasi ND-AI disajikan pada
Gambar 2.

Hasil perhitungan total leukosit ayam dua
minggu pascavaksinasi ND-AI nilainya berada
di bawah standar normal. Pada kondisi normal,
leukosit ayam adalah 12.000 sel/μL, sedangkan
pada penelitian total leukosit ayam sebesar
10.855 sel/μL. Penurunan total leukosit diikuti
dengan penurunan jumlah heterofil dengan
demikian kemungkinan besar heterofil
menyebabkan leukopenia. Heterofil ayam
berkisar antara  3.000-6.000 sel/μL, sedangkan
hasil  penelitian menunjukkan jumlah heterofil
ayam adalah sebesar 2.277,30 sel/μL.

Akan tetapi, menurut Amer et al. (2013)
leukositosis pascavaksinasi ditandai dengan
peningkatan jumlah limfosit akibat adanya efek
imunostimulator dari vaksin yang digunakan.
Leukositosis adalah jumlah leukosit yang
nilainya di atas standar normal, sedangkan
limfositosis ditandai dengan meningkatnya
jumlah sel limfosit dari standar normal.
Limfosit merupakan sel darah yang berperan
dalam respons imun spesifik yang dapat memicu
pembentukan antibodi pascavaksinasi.  Hal ini
sesuai dengan laporan Siswanto et al. (2016)
yang menunjukkan bahwa jumlah limfosit dan
titer antibodi mengalami peningkatan
pascavaksinasi ND pada ayam pedaging.
Demikian juga dengan vaksinasi ND-EDS
mampu menghasilkan titer antibodi protektif
pada ayam petelur (Kencana et al., 2017).

Beberapa faktor yang kemungkinan dapat
memengaruhi penurunan total leukosit dan
heterofil adalah obat-obatan (Bhatt dan Saleem,
2004; Pick dan Nystrom., 2014), infeksi mikrob
(McGuirk dan Peek, 2015; Santos et al., 2002),
pemberian hormon  dan akibat stress (Whalan,
2015). Penggunaan obat-obatan jenis antibiotik
dapat mengakibatkan heteropenia (Scheetz et
al., 2007), namun heteropenia pada penelitian
ini kemungkinan tidak disebabkan oleh obat-
obatan karena antibiotik tidak diberikan.
Khattab et al. (2010) menyatakan bahwa
antibiotik memiliki  withdrawal time selama
tujuh hari, sehingga residu antibiotik tidak ada
pada saat pengambilan sampel.

Selain obat-obatan, kemungkinan lain yang

rutin dilakukan oleh Balai Besar Veteriner
Denpasar.  Darah yang sudah berisi EDTA
diisap dengan pipet Thoma sampai tanda 0,5
kemudian ditambahkan dengan aquades sampai
tanda 11, dengan demikian terjadi pengenceran
20 kali. Perhitungan leukosit dilakukan pada
kamar hitung. Lensa objektif yang digunakan
adalah objektif 10 kali (10 x). Penghitungan total
leukosit dilakukan dengan mengalikan jumlah
leukosit yang tampak pada kamar hitung dengan
50 (Total leukosit = jumlah leukosit x 50).

Pembuatan preparat hapusan darah
dilakukan dengan metode hapusan darah cepat.
Darah yang sudah tercampur dengan
antikoagulan diambil menggunakan pipet lalu
diteteskan pada salah satu ujung dari gelas
objek. Gelas penghapus diletakkan dekat dengan
tetesan darah membentuk sudut 30-45Ë% dengan
gelas objek, kemudian digeser kearah tetesan
darah sehingga darah tersebar ke seluruh
permukaan gelas penghapus. Dengan cepat
kemudian gelas ditarik berlawanan dengan arah
tadi sehingga darah akan merata di atas gelas
objek sebagai lapisan tipis (Woronzoff-Dashkoff,
2002). Hapusan darah segera dikeringkan
dengan cara mengangin-anginkan di udara.
Preparat hapusan darah selanjutnya difiksasi
dengan methanol dan diangin-anginkan selama
lima menit. Setelah itu preparat dikeringkan
dan dilanjutkan dengan pewarnaan Giemsa
selama 25-30 menit (Petithory et al., 2005).
Preparat hapusan darah kemudian diperiksa di
bawah mikroskop cahaya dengan pembesaran
1.000 kali untuk menentukan jumlah masing-
masing sel leukosit.  Hasil penghitungan jumlah
total dan differensial leukosit selanjutnya
dianalisis secara deskriptif kuantitatif.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian menunjukkan pada periode
dua minggu pascavaksinasi ND-AI total leukosit
ayam mengalami penurunan dibandingkan
dengan nilai normalnya.  Total leukosit ayam
normal adalah 12.000-30.000 sel/μL, sedangkan
hasil penelitian menunjukkan total leukosit
adalah sebanyak 10.855 sel/μL.  Hasil
pemeriksaan total leukosit periode tiga minggu
pascavaksinasi nilainya berada pada kisaran
standar normal, yakni 12.530 sel/μL. Hasil
analisis rataan total leukosit dengan waktu
pengambilan sampel darah pascavaksinasi ND-
AI disajikan pada Gambar 1.

Persentase differensial leukosit dua minggu
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Gambar 1. Hubungan nilai total leukosit pascavaksinasi ND-AI dengan waktu pengambilan darah
(0= total leukosit ayam normal,  2 = dua minggu pascavaksinasi, 3= tiga minggu
pascavaksinasi).

Gambar 2. Hubungan nilai differensial leukosit pascavaksinasi ND-AI dengan waktu  pengambilan
darah (0=,diferensial leukosit ayam normal,  2 = dua minggu pascavaksinasi, 3= tiga
minggu pascavaksinasi).
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dapat menyebabkan heteropenia adalah  infeksi
mikroorganisme. Mikroorganisme yang umum
ditemukan pada peternakan unggas dan dapat
menyebabkan heteropenia adalah Salmonella
(CFSPH, 2013; Mc Guirk  dan Peek, 2015;
Santos et al., 2002). Akan tetapi pada penelitian
ini ayam petelur yang diteliti tidak
menunjukkan tanda-tanda klinis Salmonellosis,
dengan demikian, kemungkinan besar ayam
tidak terinfeksi mikroorganisme.

Pada penelitian ini ayam petelur berumur
18 minggu dan sudah mulai berproduksi. Pada
masa estrus ayam akan mengalami peningkatan
hormon estrogen (Christensen et al., 2013) yang
dapat menyebabkan leukopenia (Whalan, 2015).
Berdasarkan pemaparan di atas, kemungkinan
leukopenia ayam pada penelitian disebabkan
oleh pengaruh hormon.

Handling yang dilakukan saat pengambilan
darah kemungkinan menjadi penyebab stres
pada ayam. Menurut Clauer (2009) stres akibat
handling dapat menjadi salah satu penyebab
penurunan produksi telur.  Hal tersebut
didukung oleh adanya penurunan produksi telur
pasca pengambilan sampel darah. Selain itu,
kehadiran orang baru di kandang dapat menjadi
pemicu stres pada ayam.

 Total leukosit akibat stres tergantung dari
perbandingan jumlah heterofil dan limfosit. Pada
spesies yang memiliki jumlah limfosit lebih
tinggi dari jumlah heterofilnya akan mengalami
leukopenia, limfopenia dan heterofilia,
sedangkan pada spesies hewan yang memiliki
jumlah heterofil lebih tinggi dibandingkan
dengan limfositnya akan mengalami leukositosis,
limfopenia, dan heterofilia (Whalan, 2015).  Stres
pada ayam akan meningkatkan kortikosteroid
yang bersifat imunosupresif. Kortikosteroid
menyebabkan terjadinya leukopenia pada satu
jam pertama dan pada 4-12 jam pemberian yang
menyebabkan leukositosis (Davidson dan Flack.,
1981). Jadi kemungkinan ayam pada penelitian
ini mengalami leukopenia akibat stres yang
timbul saat dilakukan pengambilan darah.

SIMPULAN

Disimpulkan bahwa hasil pemeriksaan total
dan differensial leukosit periode dua minggu
pascavaksinasi ND-AI menunjukkan ayam
mengalami leukopenia dan heteropenia.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
tentang respons imun ayam petelur
pascavaksinasi ND-AI. Penelitian tersebut akan
menghasilkan titer antibodi ND dan AI sehingga
hasilnya menjadi lebih akurat jika dibandingkan
dengan hasil pemeriksaan total dan differensial
leukositnya.
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