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ABSTRAK

Eimeria tenella termasuk salah satu dari tujuh spesies Eimeria, suatu protozoa intraseluler patogen
penyebab koksidiosis pada unggas. Infeksi oleh parasit ini dimulai dengan tertelannya ookista yang
telah bersporulasi. Tujuan penelitian ialah melihat perendaman ookista E. tenella dalam ekstrak sambiloto
(Andrographis paniculata Ness) sebelum diinfeksikan berpengaruh pada jumlah ookista pada tinja, sel
radang pada sekum, dan pertambahan bobot badan. Sebanyak 115 ekor ayam pedaging (CP 707) umur
satu hari dibagi ke dalam lima kelompok perlakuan, masing-masing kelompok perlakuan terdiri atas 23
ekor ayam. Pada umur 14 hari, masing-masing ayam diinfeksi dengan E.tenella sebanyak 10° ookista.
Kelompok pertama hanya diberi air tanpa ookista sebagai kontrol negatif, kelompok kedua diinfeksi
dengan ookista direndam dalam aquades sebagai kontrol positif, tiga kelompok ayam yang lain diinfeksi
dengan ookista bersporulasi yang telah direndam ekstrak sambiloto dengan waktu rendam masing-
masing selama 2, 4, dan 6 jam. Pada hari ke-5 sampai 14 setelah infeksi dilakukan penghitungan
jumlah ookista dalam tinja, hari ke 0,3,6.9, dan 14 setelah infeksi masing-masing tiga ekor ayam dipotong,
sekum diambil dibuat preparat histopatologi selanjutnya dihitung jumlah heterofil serta makrofag, dan
pertambahan bobot badan diukur dengan melakukan penimbangan ayam tiap minggu sampai ayam
umur lima minggu. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa waktu perendaman ookista bersporulasi
dalam ekstrak sambiloto selama enam jam sebelum diinfeksikan menurunkan jumlah ookista yang
dikeluarkan bersama tinja, jumlah sel radang (makrofag dan heterofil) dalam sekum, dan meningkatkan
pertambahan bobot badan. Simpulan penelitian ini memperlihatkan bahwa perendaman ookista E.tenella
bersporulasi dalam ekstrak sambiloto menurunkan patogenesitas ookista E.tenella, hal ini menunjukkan
bahwa ekstrak sambiloto mempunyai potensi yang baik sebagai antikoksidia.

Kata kunci: Perendaman, ookista Eimeria tenella, sambiloto, ekstrak metanol, ayam pedaging.

ABSTRACT

Eimeria tenella is one of the nine of Eimeria species, a pathogenic intraseluler protozoa causing avian
coccidiosis. Infection was initiated by the ingestion of sporulated oocysts. The aim of this study was to
investigate the effect of E. tenella oocyst incubation in methanol extract of Andrographis paniculata before
infection in broiler performance. This research used 115 broiler DOC (CP 707) devided into five groups,
each group consisted of 23 broilers. The infection with 1x10°oocyst were done at the 14*day old of chicken.
The 1 group was placebo (KN), while the 2* group was infected with unincubated oocyst (KP), and the
other three groupsi.e.: 3", 4% 5t were infected with incubated oocyst in A. paniculata extract for 2, 4, and
6 hours, respectively. The number of oocysts in feces were counted on day 5% to 14" post-infection, the
heterophile and macrophages were counted from caecum histology preparation, by slaughtered three
chickens of each of groups on the day 0,3,6.9, and 14 post infection, and accretion body weight was
measured by weighing chickens per week to five-week old chickens. The results of this study indicated that
the incubation period the sporulated oocyst in the extract of A.paniculata for six hours before infection,
reduced the number of oocysts production in the feces, the number of inflammatory cells (macrophages and
heterophile) in the cecum, and increases body weight (gain). In conclusion A.paniculata extract decreased
the pathogenisity of E.tenella oocyst, so the extract of A.paniculata has good potential as anticoccidia. It
is high likely that A. paniculata extract has a potential to be anticoccidia.

Key words: Incubated oocyst Eimeria tenella, Andrographis paniculata methanol extract, broiler
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PENDAHULUAN

Koksidiosis unggas merupakan salah satu
penyakit intestinal dan penyebab kerugian yang
utama dalam industri perunggasan. Kerugian
ekonomi setiap tahun akibat penyakit ini pada
industri perunggasan di seluruh dunia mencapai
sekitar US $ 1 miliar, yaitu dalam bentuk
penurunan performa ayam dan peningkatan
biaya produksi (Chapman 1997; Berezin et al.,
2008). Di Amerika Serikat, kerugian yang
dicapai akibat penyakit ini diperkirakan sebesar
US $ 1,5 miliar tiap tahun (Allen dan Fetterer
2002).

Koksidiosis disebabkan oleh protozoa
intraseluler, yaitu Eimeria yang termasuk ke
dalam filum Apikompleksa. Eimeria
menyebabkan kerusakan pada usus sehingga
menurunkan efisiensi penggunaan pakan,
pertambahan bobot badan, penurunan daya
tahan tubuh, dan penurunan produksi telur
(Minet al., 2004 ). Eimeria tenella adalah salah
satu dari sembilan spesies Eimeria yang paling
patogen terdapat pada ayam, berpredileksi di
sekum dan meyebabkan koksidiosis sekum
(Muazu et al., 2008). Ookista dari parasit
tersebar dengan kemampuan reproduksi yang
sangat besar, sehingga tidak mungkin ayam
bebas dari koksidia, terutama pada ayam yang
dipelihara secara intensif. Siklus hidup genus
Eimeria sangat kompleks, yaitu ekstraseluler,
intraseluler, stadium seksual, dan aseksual
sehingga pemberian vaksin menjadi tidak efektif
(Lillehoj 1998).

Kontrol terhadap koksidiosis dilakukan
dengan menambahkan antikoksidia dalam
pakan. Sampai saat sekarang pemakaian obat
tersebut masih merupakan pilihan utama dalam
industri perunggasan, karena pemberian obat
lebih efektif dibandingkan hanya mengandalkan
respons imun hewan (Alfaro et al., 2007).
Penggunaan obat secara rutin dalam waktu
lama, telah menimbulkan resistensi koksidia
terhadap obat (Tipu et al., 2002), sehingga
penggunaan antikoksidia dan antibiotik perlu
dikurangi.

Telah banyak dilakukan penelitian untuk
mencari obat alternatif pengganti antibiotik dan
antikoksidia. Obat pengganti kebanyakan
berasal dari tanaman karena tidak menim-
bulkan residu dalam produk ternak. Tanaman
yang dapat digunakan sebagai antikoksidia
antara lain ekstrak daun Azadirachta indica
(Biu et al., 2006) dan ekstrak Sophora
flavescens (Youn dan Noh, 2001).
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Salah satu obat alternatif yang berasal dari
tumbuhan yang perlu dipertimbangkan adalah
tanaman sambiloto (Andrographis paniculata).
Tanaman ini telah biasa digunakan masyarakat
Indonesia sebagai bahan jamu. Sambiloto dapat
digunakan sebagai antibiotik dan tonikum
(Chopra et al., 1992), protozoasidal (Mishra et
al., 2007), dan antiradang (Sheeja et al., 2006).
Sidharta et al., (2010) melaporkan bahwa
flavonoid dan tanin pada sambiloto mempunyai
potensi sebagai antelmintik. Sambiloto secara
in vitro mempunyai daya hambat terhadap a-
glucosidase kapang (Subramanian et al., 2008).
Diterpenoid dan flavonoid merupakan
kandungan kimia utama sambiloto (Tang dan
Eisenbrand, 1992; Saxena et al., 2000).
Komponen bioaktif utama tanaman ini adalah
andrografolid, suatu diterpenoid yang memiliki
rasa yang sangat pahit (Mishra et al., 2007).

Penambahan sambiloto dalam pakan ayam
pedaging dapat meningkatkan konversi pakan,
bobot hidup, dan menurunkan angka kematian
(Tipikorn 2002). Cahyaningsih et al., (2003)
dalam penelitian pemberian ekstrak sambiloto
pada ayam diinfeksi E.tenella terhadap
gambaran diferensial leukosit melaporkan
bahwa sambiloto mampu meningkatkan jumlah
sel fagosit ayam yang diinfeksi E. tenella.
Pemberian campuran sambiloto dalam pakan
unggas mampu mencegah penyakit serta
meningkatkan performa ayam sehingga
sambiloto dapat dipakai sebagai pengganti
antibiotik (Srihanam 2008).

Infeksi meningkatkan jumlah sel radang di
lokasi infeksi yang bertujuan antara lain
mengeliminir agen infeksi dan meningkatkan
daya tahan tubuh. Heterofil dan makrofag
merupakan bagian utama dari respon immun
bawaan (innate) pada unggas (Stabbler et al.,
1994). Heterofil datang kelokasi infeksi yang
bersifat akut. Selanjutnya diikuti makrofag
yang mempunyai peranan antara lain berupa
respons imun dapatan serta bertanggung jawab
terhadap pembersihan dan penghancuran
patogen ekstraseluler dan intraseluler melalui
fagositosis (Dalloul dan Lillehoj 2006).

Masih sedikit informasi tentang potensi
sambiloto untuk pengobatan koksidiosis
sehingga perlu dilakukan penelitian untuk
mencari strategi alternatif dalam pengobatan
infeksi E. tenella menggunakan ekstrak
sambiloto. Berdasarkan fungsi sambiloto yang
luas maka muncul hipotesa bahwa dengan
merendam ookista yang telah bersporulasi
sebelum diinfeksi dalam ekstrak sambiloto akan
melindungi ayam terhadap infeksi koksidia.
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Penelitian ini bertujuan mengukur
pengaruh perendaman ookista bersporulasi
dalam ekstrak sambiloto terhadap produksi
ookista dan performa ayam pedaging dengan
membanding-kan empat parameter yaitu
jumlah ookista yang keluar bersama tinja,
jumlah sel radang dalam sekum (heterofil dan
makrofag), serta pertambahan bobot badan.

METODE PENELITIAN

Penyiapan Ekstrak Tanaman dan
Penapisan Fitokimia

Serbuk sambiloto yang terdiri atas batang
dan daun tanaman sambiloto diperoleh dari Balai
Penelitian Tanaman Rempah dan Obat
(BALITRO) Bogor. Ekstraksi dilakukan dengan
metode maserasi memakai pelarut metanol,
yaitu sebanyak 1000 g serbuk sambiloto
direndam dalam 3 liter pelarut metanol selama
24 jam lalu disaring. Ampas direndam lagi
dengan pelarut metanol. Perendaman dilakukan
4 kali sampai warna pelarut menjadi bening.
Proses ekstraksi dilakukan agar metabolit
sekunder terekstraksi. Filtrat yang diperoleh
divapkan dengan rotary evaporator, dan
diperoleh ekstrak pekat yang selanjutnya disebut
ekstrak metanol herbal sambiloto. Selanjutnya
dilakukan uji fitokimia yang meliputi flavonoid,
alkaloid, tanin, terpenoid/steroid, saponin, dan
kuinon (Harborne 1987). Uji fitokimia
dilakukan di laboratorium analitik FMIPA- IPB

Perbanyakan Ookista E. tenella
Perbanyakan ookista E. tenella dilakukan
secara in vivo dengan menginfeksi ayam
pedaging umur 14 hari dosis 10° ookista
bersporulasi (dosis ini dipakai berdasarkan hasil
penelitian pendahuluan). Tinja dikoleksi mulai
hari ke-5 sampai hari ke-14 setelah infeksi.
Pemisahan ookista dari tinja dilakukan dengan
metode konsentrasi menggunakan garam jenuh
lalu disentrifus selama 10 menit dengan
kecepatan 1500 rpm. Supernatan yang
mengandung ookista ditampung, kemudian
ditambahkan air sebanyak lima kali volume
supernatan, lalu disentrifus lagi. Endapan yang
mengandung ookista dilarutkan dengan kalium
bikhromat. Ookista selanjutnya disporulasi
selama tiga hari dalam suhu kamar. Setelah
terjadi sporulasi, ookista dibersihkan dari kalium
bikhromat dengan cara disentrifus berkecepatan
1500 rpm selama 10 menit. Setiap kali
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pencucian, supernatan dibuang (Tampubolon
2004). Endapan yang mengandung ookista siap
digunakan.

Perendaman QOokista dengan Ekstrak
Sambiloto

Lima cawan petri diberi label untuk wadah
perendaman ookista yang telah bersporulasi
dengan ekstrak sambiloto konsentrasi 180 mg/L.
Pemilihan dosis 180 mg/L adalah berdasarkan
rangkaian penelitian sebelumnya bahwa
pemberian dosis ekstrak sambiloto 180 mg/L
pada ayam diinfeksi E.tenella nyata (P<0.05)
menurunkan jumlah ookista dibandingkan
Kontrol Positif (KP), namun tidak berbeda
dibandingkan pemberian dengan preparat
sulfakloropirazin (belum publikasi). Cawan
pertama kelompok air tanpa ookista E.tenella
Kontrol Negatif (KN), Cawan kedua untuk
kelompok perlakuan perendaman ookista
dengan air (KP), Tiga cawan yang lain untuk
perendaman ookista E.tenella dengan ekstrak
sambiloto, masing-masing selama 2,4, dan 6
jam pada suhu kamar. Tiap-tiap cawan, kecuali
kelompok KN, diisi dengan 25x105 ookista yang
telah bersporulasi. Setelah direndam, ookista
dibersihkan dari ekstrak sambiloto dengan cara
disentrifus selama 10 menit dengan kecepatan
1500 rpm. Setelah bersih dari bahan perendam,
selanjutnya ookista siap untuk diinfeksikan.

Rancangan Percobaan

Penelitian ini menggunakan 115 ekor ayam
pedaging (CP 707) umur satu hari yang dibagi
ke dalam lima kelompok perlakuan, masing-
masing perlakuan terdiri atas 23 ekor ayam.
Tiga kelompok ayam diinfeksi dengan ookista
E.tenella yang telah direndam ekstrak sambiloto
dengan waktu perendaman masing-masing
selama 2, 4, dan 6 jam (K2, K4, K6), satu
kelompok diinfeksi dengan ookista tanpa
direndam sebagai kontrol positif, dan satu
kelompok dengan aquades sebagai kontrol
negatif. Vaksinasi dengan vaksin tetelo galur
LaSota diberikan setelah ayam berumur empat
hari melalui tetes mata.

Pada saat ayam berumur 14 hari, ayam
diinfeksi dengan E.tenella telah direndam dalam
ekstrak sambiloto sebanyak 10° ookista melalui
oral (berdasarkan penelitian pendahuluan).
Pakan yang diberikan adalah pakan standar
tanpa antibiotik (enhancer) dan antikoksidia.
Pakan dan minum diberikan secara ad libitum.
Bobot badan ditimbang setiap minggu. Pada hari
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ke-0, 3, 6,9, dan 14 setelah infeksi, pada masing-
masing kelompok perlakuan tiga ekor ayam
dikorbankan nyawanya.

Pembuatan Sediaan Histopatologi.

Setelah ayam dikorbankan sekum diambil,
sekum dimasukkan masing-masing kedalam
kantong plastik dan direndam dalam BNF 10%.
Setelah 24 jam, sekum dipotong 0.5 cm di
bagian distal, diletakkan dalam ¢issue cassate
kemudian didehidrasi dengan alkohol
konsentrasi bertingkat, dijernihkan dengan
xylol dan dilakukan embedding dalam parafin.
Blok parafin dipotong 0.4 um dengan mikrotom,
sayatan diletakkan di atas gelas objek.
Selanjutnya dilakukan deparafinisasi dengan
xylol, kemudian rehidrasi dengan alkohol.
Kemudian sediaan dibilas dengan air. Sediaan
kemudian diwarnai dengan pewarnaan
hematoksilin dan eosin/HE.

Pengumpulan Data

Pengamatan terhadap performa ayam
dilakukan berdasarkan analisis pertambahan
bobot badan yang diamati setiap minggu.
Jumlah ookista yang dihasilkan per gram tinja
dihitung mulai hari ke-5 sampai hari ke-14
setelah infeksi dengan menggunakan kamar
hitung McMaster (Jang et al., 2007). Jumlah
makrofag dan heterofil dihitung dari preparat
histopatologi yaitu pada bagian epitel sekum
dengan pembesaran 100 kali pada 10 lapang
pandang pada setiap preparat. Kemudian
dirata-ratakan.

Analisis Data

Data dianalisis menggunakan software SAS
versi 9.1 dengan pengujian sidik ragam dan uji
lanjut Duncan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji Fitokimia Ekstrak Metanol Sambiloto

Hasil ekstraksi sambiloto dengan metanol
didapatkan rendemen sebesar 21,43%. Hasil
ini lebih tinggi dibandingkan hasil ekstraksi
metanol sambiloto oleh Sheeja et al., (2006)
dalam penelitian aktivitas antiradang dan anti
oksidan tanaman sambiloto mendapatkan
rendemen 14%. Baik dalam serbuk maupun
ekstrak sambiloto ditemukan semua bahan
kimia, yaitu alkaloid, flavonoid, fenol
hidroquinon, steroid, tannin, saponin, dan tidak
terdapat triterpenoid, namun ekstrak sambiloto
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pada penelitian ini tidak mengandung senyawa
saponin dan triterpenoid.

Menurut De Padua et al., (1999) kandungan
kimia tanaman sambiloto adalah diterpen,
flavonoid, dan tanin yang mempunyai peranan
sebagai antiradang. Komponen bioaktif utama
sambiloto adalah andrografolid (Chen dan Liang
1982). Pada penelitian ini ditemukan
kandungan komponen bioaktif andrografolid
sebesar 26%.

Produksi Ookista

Pengaruh perendaman ookista bersporulasi
sebelum diinfeksi dengan ekstrak sambiloto
disajikan pada Gambar 1. Infeksi ookista
bersporulasi tanpa direndam ekstrak sambiloto
pada ayam, nyata meningkatkan jumlah ookista
dalam tinja (99,8%) dibandingkan kelompok
tidak diinfeksi. Perendaman ookista
bersporulasi dalam ekstrak sambiloto selama
2,4, dan 6 jam sebelum diinfeksi menurunkan
produksi ookista masing-masing sebesar 97,5%,
97,7%, dan 98,2%. Perbedaan lama waktu
perendaman tidak mempengaruhi jumlah
ookista yang dikeluarkan bersama tinja, namun
perendaman ookista dalam ekstrak sambiloto
selama enam jam menurunkan jumlah ookista
dalam tinja paling tinggi yaitu 98,2%. Tidak
terjadi perbedaan waktu perendaman ookista
dalam ekstrak sambiloto terhadap produksi
ookista, hal ini mungkin karena jarak lama
waktu perendaman yang pendek (2 jam).

Hasil penelitian ini sejalan dengan Titilincu
et al., (2008) yang melaporkan bahwa waktu
perendaman ookista dengan campuran tiga
ekstrak minyak tanaman Artemisia anua,
Hyssopus officinalis, dan Pimpinella anisum (3
polioel) selama 96 jam menghasilkan persentase
kerusakan ookista sebesar 33,4% dibandingkan
perendaman 72 dan 48 jam masing-masing
sebesar 8,4% dan 3% pada pengenceran media
kultur 1:100. Perendaman ookista dengan
ekstrak pinus selama 48 jam pada suhu kamar
menyebabkan gangguan sporulasi yaitu
terbentuk lebih banyak sporokista yang tidak
normal dibandingkan dengan perendaman
dengan kalium bikhromat (Molan et al., 2009).

Hasil uji fitokimia ekstrak sambiloto pada
penelitian ini adalah flavonoid, tannin, alkaloid,
dan triterpenoid. Diduga tannin dan alkaloid
yang terdapat dalam ekstrak sambiloto
menurunkan kemampuan invasi sporozoit
sehingga menurunan jumlah ookista
dikeluarkan bersama tinja pada kelompok ayam
diinfeksi dengan ookista yang direndam dalam

310



Jurnal Veteriner Desember 2011

Vol. 12 No. 4: 307-318

1400
1159 32

& 1200 -
\E{
£ 1000 -
; 800
=)
= 600 7 B Seriesl
L0
S 400 -
E"

il -
g 07 . 2850 2610 208

0 : N B— E——_—
EM EF K2 E4 Ee
Perlakuan

Gambar 1. Jumlah total ookista dalam tinja ayam mulai hari ke-5 sampai ke-14 setelah ayam
diiinfeksi dengan ookista E.tenella yang telah direndam dalam ekstrak sambiloto.

Keterangan. KN= Kelompok tidak diinfeksi. KP = Kelompok diinfeksi dengan ookista tanpa rendam.
K2= Kelompok diinfeksi dengan ookista yang direndam dalam ekstrak sambiloto selama 2
jam. K4= Kelompok diinfeksi dengan ookista yang direndam dalam ekstrak sambiloto
selama 4 jam. K6= Kelompok diinfeksi dengan ookista yang direndam dalam ekstrak
sambiloto selama 6 jam. Huruf yang berbeda menunjukkan hasil beda nyata (P<0,05)

ekstrak sambiloto. Tanin antara lain
mempunyai kemampuan menghambat aktivitas
enzim endogenus (Horigome et al., 1988).
Kerusakan sporokista akibat perendaman
ookista dalam ekstrak kulit pinus (Pinus
radiata) disebabkan tanin dalam ekstrak Pinus
radiata mampu menembus dinding sel ookista
selanjutnya merusak sitoplasma (sporont)
sehingga menyebabkan sporokista menjadi
rusak (Molan et al., 2009).

Tanin yang terdapat dalam ekstrak green
tea secara in vitro mempunyai aktivitas
antiparasit, penghambatan pertunasan telur
dan larva parasit serta menginaktifkan larva
yang infektif (Molan et al., 2009). Schubert et
al., (2005) dalam penelitian inkubasi sporozoit
dalam ryanodin, menghasilkan bahwa riodin
(suatu alkaloid herbal) menurunkan
kemampuan invasi sporozoit E.tenella ke sel
induk semang secara in vitro.

Jumlah Heterofil

Infeksi selalu memicu datangnya sel radang
ke lokasi infeksi yang bertujuan antara lain
untuk memfagositosis agen penyebab infeksi.
Respon akibat peradangan ialah migrasi sel-sel
pertahanan dari pembuluh darah ke tempat
peradangan yang ditandai dengan akumulasi sel

polimorfnukleus dan makrofag. Jumlah
heterofil pada sekum ayam akibat infeksi ookista
E. tenella yang telah direndam dalam ekstrak
sambiloto sebelum diinfeksi disajikan pada
Gambar 2.

Pada saat akan diinfeksi tidak ada
perbedaan jumlah heterofil pada sekum ayam
pada semua kelompok ayam perlakuan, hal
ini menunjukkan ayam tidak dalam kondisi
terinfeksi dengan agen penyakit lain. Pada hari
ketiga setelah ayam diinfeksi dengan ookista
E.tenella bersporulasi tanpa perendaman
terlihat peningkatan jumlah heterofil dalam
sekum, ini menunjukkan infeksi berpengaruh
terhadap modulasi heterofil dalam sekum.
Perendaman ookista E.tenella dalam ekstrak
sambiloto sebelum infeksi menurunkan jumlah
heterofil dalam sekum ayam, sedangkan waktu
perendaman yang berbeda tidak membedakan
jumlah heterofil dalam sekum.

Pada hari ke-3 setelah infeksi adalah fase
terbentuk skizon dalan epitel sekum sedangkan
hari ke-6 setelah infeksi adalah fase ookista
keluar bersama tinja, hal ini memperlihatkan
pada perendaman ookista selama enam jam
menurunkan jumlah heterofil dalam sekum
yang paling tinggi yaitu masing-masing sebesar
80% dan 92% dibandingkan terhadap kelompok
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Gambar 2. Jumlah heterofil dalam sekum ayam setelah diinfeksi dengan ookista E.tenella yang
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KN= Kelompok tidak diinfeksi. KP = Kelompok diinfeksi dengan ookista tanpa rendam.
K2= Kelompok diinfeksi dengan ookista yang direndam dalam ekstrak sambiloto selama 2
jam. K4= Kelompok diinfeksi dengan ookista yang direndam dalam ekstrak sambiloto
selama 4 jam. K6= Kelompok diinfeksi dengan ookista yang direndam dalam ekstrak
sambiloto selama 6 jam.

Huruf yang berbeda pada kelompok hari setelah infeksi yang sama menunjukkan beda
nyata p<0.05.
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Hari setelah infeksi

Gambar 3. Jumlah makrofag dalam sekum ayam setelah diinfeksi dengan ookista E.tenella

Keterangan.

yang telah direndam dalam ekstrak sambiloto.

KN= Kelompok tidak diinfeksi. KP = Kelompok diinfeksi dengan ookista tanpa rendam.
K2= Kelompok diinfeksi dengan ookista yang direndam dalam ekstrak metanol selama 2
jam. K4=Kelompok diinfeksi dengan ookista yang direndam dalam ekstrak metanol selama
4 jam. K6= Kelompok diinfeksi dengan ookista tanpa rendam. K6= Kelompok diinfeksi
dengan ookista yang direndam dalam ekstrak metanol selama 6 jam.

Huruf yang berbeda pada kelompok hari setelah infeksi yang sama menunjukkan beda
nyata p<0.05
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diinfeksi tanpa perendaman. Pada hari ke-9
setelah infeksi adalah fase akhir puncak
produksi ookista, perendaman ookista dalam
ekstrak sambiloto selama dua jam menurunkan
heterofil dalam sekum sebesar 80%. Pada hari
ke-14 setelah infeksi adalah fase ookista telah
keluar semua dari tubuh ayam, perendaman
ookista selama empat jam menurunkan heterofil
sebesar 80%.

Hasil ini menunjukkan bahwa perendaman
ookista E.tenella selama enam jam dalam
ekstrak sambiloto menurunkan jumlah heterofil
paling tinggi.

Heterofil merupakan sel pertama yang
datang ke tempat infeksi, merupakan pertahan
sel baris pertama dan terlibat dalam innate
imunitas. Menurut Harmon (1998) heterofil
setara dengan neutrofil pada manusia yang
mempunyai fungsi antara lain sebagai fagosit.
Hasil penelitian Andreasen et al., (1991) pada
penelitian fungsi heterofil terhadap kesehatan
hewan menunjukkan bahwa jumlah heterofil
dalam jaringan meningkat akibat infeksi oleh
bakteri. Tanin dan alkaloid dalam ekstrak
sambiloto menyebabkan kerusakan ookista
sehingga kemampuan invasi parasit ke sel induk
semang menjadi lemah, sehingga rangsangan
heterofil untuk datang ke epitel sekum menjadi
rendah. Heterofil bersifat fagositik (Stabbler et
al., 1994), setelah heterofil memfagositosis maka
secara cepat jumlahnya menurun (Andreasen
et al., 1991). Secara in vitro bahwa aktivitas
flavonoid dari sambiloto mampu menekan
genetik ekspresi neutrofil sebagai agen
inflamasi (Buyoke dan Musbau., 2011).

Perbedaan waktu perendaman tidak
mempengaruhi jumlah heterofil dalam sekum,
hal ini mungkin karena perbedaan jarak waktu
perendaman yang pendek, sehingga tingkat
kerusakan ookista tidak terlalu berbeda.

Jumlah Makrofag

Jumlah makrofag dalam sekum ayam
akibat infeksi ookista E. tenella yang direndam
dalam ekstrak sambiloto ditampilkan pada
Gambar 3. Makrofag bertanggung jawab atas
pembersihan dan perusakan patogen intraseluler
dan ekstraseluler melalui fagositosis. Pada
koksidiosis, makrofag terlibat pada stadium
yang berbeda dalam respons imun. Pada hari
ke nol setelah infeksi telah ditemukan makrofag
dalam sekum. Selanjutnya pada hari ke-3
setelah infeksi terlihat peningkatan jumlah
makrofag dibandingkan pada hari nol setelah
infeksi. Hal ini menunjukkan infeksi
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meningkatkan jumlah makrofag pada lokasi
infeksi. Perendaman ookista dalam ekstrak
metanol sebelum diinfeksi pada ayam,
menurunkan jumlah makrofag dalam sekum.

Pada hari ke-3 setelah infeksi adalah fase
skizon masih ada dalam sel epitel, maka
perendaman ookista selama dua, empat, dan
enam jam menurunkan jumlah makrofag
masing-masing sebesar 16,45%, 50%, dan 61%.
Pada hari ke-6 setelah infeksi, adalah fase
ookista ditemukan kembali dalam tinja,
penurunan jumlah makrofag pada perendaman
ookista selama 2, dan 6 jam sebelum diinfeksi
menurunkan jumlah makrofag masing-masing
sebesar 31% dan 44% sedangkan perendaman
ookista selama 4 jam dalam ekstrak sambiloto
terjadi peningkatan jumlah makrofag sebesar
4%.

Pada hari ke-9 setelah infeksi adalah fase
akhir puncak ookista keluar bersama tinja,
jumlah makrofag meningkat pada kelompok
yang diinfeksi dengan ookista direndam dalam
ekstrak sambiloto sebelum diinfeksi.
Perendaman ookista selama enam jam dalam
ekstrak sambiloto sebelum diinfeksipaling besar
menghambat datangnya makrofag ke lokasi
infeksi yaitu sebear 30%. Pada hari ke-14 setelah
infeksi adalah tahap akhir keluar ookista
bersama tinja. Penurunan jumlah makrofag
pada kelompok diinfeksi dengan ookista
direndam dalam ekstrak sambiloto sebelum
diinfeksi selama 2,4, dan 6 jam masing-masing
sebesar 6%, 37%, dan 46,5%.

Jumlah makrofag turun dalam sekum
ayam yang diinfeksi dengan ookista yang
direndam dalam ekstrak sambiloto, diduga
karena sporozoit mengalami kerusakan
sehingga kemampuan untuk menginvasi sel
induk semang turun, mengakibatkan jumlah
parasit dalam sel epitel sekum rendah sehingga
jumlah makrofag juga akan turun. Lama waktu
perendaman berpengaruh pada penurunan
jumlah makrofag. Perendaman ookista dalam
ekstrak sambiloto selama enam jam pada semua
fase siklus E. tenella menghasilkan makrofag
paling rendah, kemungkinan karena semakin
banyak ookista yang rusak sebelum diinfeksi
sehingga tidak mampu melakukan invasi.

Hasil penelitian yang dilakukan oleh
Schubert et al., (2005) melaporkan bahwa
sporozoit yang diinkubasi dalam 200uM rianodin
(alkaloid dalam tanaman) secara in vitro mampu
menghambat invasi sporozoit E.tenella ke sel
induk semang sampai 70% dengan cara rianodin
berikatan dengan kanal kalsium (Ca*? internal
channel) sporozoit sehingga menghambat influks
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Pertambahan Bobot Badan/ekor/gram

Gambar 4.

Keterangan:

2 jam djam 6 jam

Perlakuan

Pertambahan bobot badan ayam pedaging yang diinfeksi ookista E. tenella yang
direndam dalam ekstrak sambiloto.
Huruf yang beda menunjukkan berbeda nyata ( p<0.05) . KN= kelompok tidak diinfeksi.

KP= Kelompok diinfeksi dengan ookista tanpa direndam. K2= Kelompok diinfeksi dengan
ookista bersporulasi direndam dalam ekstrak sambiloto selama 2 jam. K4= Kelompok
diinfeksi dengan ookista bersporulasi yang direndam dalam ekstrak sambiloto selama 4

jam. K6=
sambiloto selama 6 jam.

ion kalsium. Sifat menghambat kanal kalsium
oleh ekstrak kering sambiloto diperlihatkan pada
penelitian Burgos et al., (2000) yang mana pada
pemberian konsentrasi 0,4 mg/mL ekstrak
kering sambiloto dalam media inkubasi vas
deferens tikus, terlihat penghambatan influks
ion kalsium secara total.

Apikompleksa parasit mengandalkan
Calcium-mediated signaling untuk sekresi
protein, pergerakkan, invasi ke sel induk
semang ( Nagamuneet al ., 2008). Alkaloid yang
terdapat dalam ekstrak sambiloto kemungkinan
berikatan dengan kanal kalsium parasit,
sehingga ikatan senyawa merusak sporozoit
sehingga menghambat invasi sporozoit karena
terjadi gangguan sekresi kalsium, akibatnya
jumlah parasit menjadi turun serta terjadi
penurunanan modulasi makrofag menga-
kibatkan jumlah makrofag rendah ditemukan
dalam sekum.

Pertambahan Bobot Badan

Pengaruh perendaman ookista pada
pertambahan bobot badan dapat dilihat pada
Gambar 4. Ayam yang diinfeksi dengan ookista
yang direndam dengan ekstrak sambiloto

= Kelompok diinfeksi dengan ookista bersporulasi direndam dalam ekstrak

mempunyai pertambahan bobot badan yang
lebih besar dibandingkan dengan kelompok
kontrol positif. Lama waktu perendaman
ookista dengan ekstrak sambiloto sebelum
diinfeksi meningkatkan pertambahan bobot
badan dibandingkan dengan kelompok kontrol
positif. Persentase pertambahan bobot badan
dengan waktu perendaman 2, 4, dan 6 jam
masing-masing adalah 11,5%, 25,7%, dan 30,2%
dibandingkan dengan kontrol positif. Persentase
pertambahan bobot badan paling tinggi terdapat
pada perendaman ookista dalam ekstrak
sambiloto selama 6 jam, tapi tidak berbeda
dengan kelompok ayam diinfeksi dengan ookista
direndam dalam ekstrak sambiloto selama 4
jam. Hal tersebut menunjukkan indikasi
peningkatan pertambahan bobot badan seiring
dengan semakin lamanya waktu perendaman
ookista dengan ekstrak sambiloto.
Pertambahan bobot badan paling rendah
ditemukan pada kelompok ayam yang diinfeksi
dengan ookista tanpa direndam. Menurut Min
et al., (2004) infeksi oleh Eimeria mengakibat-
kan kerusakan yang ektensif pada sel epitel usus
ayam sehingga menyebabkan terjadi penurunan
efisiensi pakan dan pertambahan bobot badan.
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Gambar 5: Fotomikrograf sediaan daerah sekum ayam, 6 hari setelah infeksi . (A). Kelompok
ayam diinfeksi dengan ookista tanpa direndam dalam ekstrak sambiloto, (s ) hemorahgi dan
nekrosa, (A) infiltrasi sel radang. (B). Kelompok ayam diinfeksi ookista direndam dalam ekstrak
sambiloto selama 6 jam sebelum diinfeksi. Pewarnaan HE, Pembesaran objektif 40x.

Gambar 6 : Fotomikrograf sediaan daerah sekum ayam 6 hari setelah infeksi, pada kelompok
diinfeksi dengan ookista tanpa direndam dalam ekstrak sambiloto, Eimeria tenella stadium skizon

(m), pewarnaan HE, (pembesaran objektif 40x)

Pada Gambar 5 A, terlihat perdarahan,
nekrosis dan infiltrasi sel radang pada kelompok
ayam diinfeksi dengan ookista tanpa direndam
dalam ekstrak sambiloto sebelum diinfeksi dan
pada Gambar 6 ditemukan skizon epitel sekum.
Menurut McDougald dan Reid (1997) dan Zulpo
et al., (2007) secara mikroskopis kerusakan pada
sekum akibat infeksi E.tenella ditemukan
perdarahan, nekrosis, dan infiltrasi heterofil
pada submukosa sekum, atropi villi, proliferasi
sel epitel kripta usus.

Kerusakan jaringan pada sekum akibat
infeksi E.tenella terjadi pada tahap skizon
generasi ke-2 yaitu pada hari ke-5 sampai ke-6
setelah infeksi dan ookista keluar bersama tinja.
Kerusakan jaringan yang berlebihan
menyebabkan daya regenerasi usus lambat
sehingga penyerapan pakan terganggu. Faktor
lain terjadi penurunan pertambahan bobot
badan antara lain karena ada infeksi, leukosit
terangsang untuk mensekresi sitokin (Jang et
al., 2007). Sitokin menyebabkan terjadi
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penurunan nafsu makan, sehingga terjadi
penurunan konsumsi pakan, pertumbuhan
protein otot, dan meningkatkan kecepatan
metabolik (Klasing dan Korver, 1997). Hal ini
berpengaruh terhadap pertambahan bobot
badan, sehingga pertambahan bobot badan pada
kelompok ayam yang diinfeksi dengan ookista
tanpa perendaman dalam ekstrak sambiloto
menjadi rendah.

Pada Gambar 5B diperlihatkan kelompok
ayam yang diifeksi dengan ookista direndam
dalam ekstrak sambiloto sebelum diinfeksi
menunjukkan villi tidak mengalami kerusakan,
serta tidak ditemukan perdarahan dan nekrosis.
Pada kelompok ini terjadi peningkatan
pertambahan bobot badan pada ayam karena
pengaruh perendaman telah merusak ookista,
menyebabkan kemampuan ookista untuk
menginfeksi menjadi turun. Hal tersebut
berakibat terhadap jumlah leukosit yang datang
ke lokasi infeksi menjadi lebih rendah, sehingga
sekresi enzim antara lain sitokin menjadi
rendah, akibatnya kerusakan sel epitel menjadi
ringan sehingga pertambahan bobot badan lebih
tinggi karena tidak terjadi gangguan
penyerapan makanan.

SIMPULAN

Dari penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa ekstrak sambiloto menunjukkan potensi
yvang baik (efektif) sebagai antikoksidia.
Perendaman ookista E.tenella bersporulasi
dalam ekstrak sambiloto selama enam jam
sebelum diinfeksi menurunkan jumlah ookista
dalam tinja, sel radang (heterofil dan makrofag)
dalam sekum dan peningkatan pertambahan
bobot badan ayam.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
perendaman ookista dengan ekstrak sambiloto
dengan konsentrasi yang berbeda dan jarak
waktu perendaman yang lebih panjang sehingga
dapat diketahui konsentrasi dan waktu yang
lebih optimal untuk kontrol terhadap infeksi
E.tenella.
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