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Abstract

Diabetes mellitus (DM) is a chronic condition which caused by insulin secretion disorder, insulin
resistance or both. High number of diabetics per year has led many researchers to conduct research to find the
most safe and effective medicine for DM treatment. Flavonoid are known to act as inhibitors of a-amylase as
a parameter of pancreatic damage and help lower blood glucose levels. One source of flavonoids is purslane.
The aim of this study was to examine the effect of purslane ethanol extract on glucose and a-amylase levels
in rat. Twenty rats Rattus novergicus L. strain Wistar are divided into 5 groups; control, positive control, and
three test groups, each was given purslane ethanol extract of 100 mg/kg BW, 200 mg/kg BW, and 300 mg/kg
BW. Blood glucose and body weight were measured before alloxan induction, after induction, as well as day-
7, 14, 21, and 28; while feed and drink consumption were measured everyday starting with the administration
of purslane ethanol extract. Blood glucose were tested using strip glucometer method. The a-amylase test
was carried out on the 28" day using enzymatic UV determination of degradation product of maltose and
glucose method. The analysis result showed that rats blood glucose and a-amylase decreased in each group
with purslane extract. The antioxidant content of flavonoids in purslane ethanol extract has been shown to have
anti-diabetic effects by repairing pancreatic function.

Key words: Alloxan; anti-diabetes; Ethanol extract; flavonoid; Portulaca oleracea L.

Abstrak

Diabetes Mellitus (DM) merupakan kondisi kronis yang disebabkan oleh gangguan sekresi insulin,
resistensi insulin atau keduanya. Tingginya penderita diabetes, mendorong peneliti melakukan penelitian untuk
menemukan obat yang aman dan efektif untuk pengobatan DM. Flavonoid diketahui mampu menjadi inhibitor
enzim digesti a-amylase sebagai parameter kerusakan pankreas dan membantu menurunkan kadar gula
darah. Salah satu sumber flavonoid yang dapat dimanfaatkan adalah krokot. Penelitian ini bertujuan menguji
efek ekstrak etanol krokot terhadap kadar glukosa dan a-amylase pada darah tikus. Dua puluh tikus Ratfus
novergicus strain Wistar dikelompokkan ke dalam 5 kelompok yaitu kontrol, kontrol positif, dan tiga kelompok
uji diberi ekstrak etanol krokot sebanyak 100 mg/kg BB, 200 mg/kg BB dan 300 mg/kg BB. Glukosa darah
dan berat badan diukur pra induksi, post induksi, serta hari ke-7, 14, 21, dan 28; konsumsi pakan dan minum
diukur setiap hari bersamaan dengan pemberian ekstrak etanol krokot. Glukosa darah diukur menggunakan
metode strip glucometer. a-amylase diuji pada hari ke-28 dengan metode enzimatik determinasi UV produk
degradasi maltosa dan glukosa. Hasil analisis menunjukkan kadar gula darah tikus dan a-amylase mengalami
penurunan pada kelompok perlakuan ekstrak krokot. Kandungan antioksidan flavonoid pada ekstrak etanol
krokot terbukti memiliki efek anti-diabetik dengan cara memperbaiki fungsi pankreas.

Kata kunci: Aloksan; anti-diabetes; Ekstrak etanol; flavonoid; Portulaca oleracea L.
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Pendahuluan

Diabetes atau lebih tepat disebut Diabetes
Mellitus merupakan suatu kondisi kronis di-
mana terjadi peningkatan glukosa dalam darah
atau disebut hiperglikemia. Ozougwu et al.
(2013), menyatakan bahwa diabetes merupakan
kelainan metabolik yang dihasilkan dari gang-
guan sekresi insulin, resistensi insulin atau
keduanya. Gangguan tersebut terjadi karena
pankreas tidak dapat menghasilkan insulin se-
cara cukup untuk mengatur keseimbangan
kadar glukosa dalam darah. Resistensi insulin
dapat disebabkan oleh beberapa hal tergantung
dari jenis atau tipe diabetes yang dialami. Ber-
dasarkan pernyataan Ozougwu et al. (2013),
resistensi insulin dapat disebabkan oleh obesitas,
diabetes gestasional, polycystic ovary disease
(PCOS), autoimun, mutasi reseptor insulin. Dia-
betes mellitus merupakan epidemik terbesar.
Epidemi diabetes di Indonesia masih mengalami
peningkatan. Berdasarkan data International
Diabetes Federation (2017), tercatat Indonesia
menduduki peringkat ke-6 di dunia setelah Cina,
Amerika Serikat, India, Brazil dan Meksiko.
Diabetes menjadi penyakit mematikan ketiga
di Indonesia berdasarkan peningkatan penderita
dari 6,9% pada tahun 2013 menjadi 8,5% atau
sekitar 16 juta jiwa di tahun 2018 (Kemenkes,
2014).

Obat-obatan yang umum diberikan ke-
pada penderita diabetes adalah metformin, gli-
benklamid, glimepirid, dan sulfonilurea. Ber-
dasarkan Badan POM (2014), penggunaan
obat-obatan diabetes oral dalam jangka pan-
jang dapat menyebabkan gangguan kronis
seperti gagal ginjal dan gangguan fungsi hati,
sedangkan untuk gangguan akut meliputi
gangguan gastrointestinal seperti muntah, mual,
diare dan konstipasi.

Salah satu senyawa alternatif yang berperan
sebagai agen antidiabetik adalah senyawa fla-
vonoid. Flavonoid banyak ditemukan dalam
buah-buahan dan sayur-sayuran berwarna cerah.
Studi menyatakan bahwa flavonoid bekerja
dengan mengganggu digesti glukosa kompleks
dan absorpsi gula ke dalam tubuh (Hussain dan
Marouf, 2013). Tumbuhan yang dapat dijadikan
sumber flavonoid adalah krokot (Portulaca
oleacea L.). Antioksidan yang terkandung di
dalam krokot yaitu flavonoid, senyawa ini
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dipercaya dapat digunakan sebagai anti diabetes.
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh
Russo et al. (2019), flavonoid bekerja dengan
cara menghambat protein tirosin phospatase
(PTP1B) dan translokasi glukosa transporter 4
(GLUT4) pada otot skeletal serta meningkatkan
ekspresi reseptor substrat insulin 1 (IRS-1) yang
menyebabkan sekresi insulin meningkat. Se-
lain itu, flavonoid juga diketahui dapat menjadi
inhibitor enzim a-amylase. Mahmood (2014)
menyatakan, turunan polifenol meliputi querce-
tagetin, fisetin, dan quercetin yang tergabung da-
lam keluarga flavonoid efektif menghambat al-
pha-amylase mamalia normal maupun diabetes.

Penelitian ini bertujuan untuk menguji efek
ekstrak etanol krokot (Portulaca oleracea L.)
terhadap kada glukosa dan a-amylase dalam
darah tikus (Rattus novergicus L.) hiperglikemik
yang diinduksi aloksan. Penelitian ini diharapkan
dapat memberikan informasi kepada masyarakat
mengenai manfaat ekstrak etanol krokot pada
kasus hiperglikemia dan diabetes.

Materi dan Metode

Penelitian ini menggunakan ekstrak etanol
krokot (Portulaca oleracea L.), glibenklamid
5mg (“Indofarma) dan aloksan monohidrat
(Sigma Aldrich®) serta hewan coba tikus (Rattus
novergicus L.) strain Wistar jantan berusia 2-3
bulan didapatkan dari peternakan tikus Star-
bio, Dusun Jaddan, Kecamatan Kasihan Ban-
tul, Yogyakarta. Penelitian ini dilaksanakan
dibawah izin dan pedoman Komisi Etik Pene-
litian Kesehatan Fakultas Kedokteran Univer-
sitas  Diponegoro nomor: 105/EC/H/FK-
UNDIP/X/2020.

Persiapan Kandang, Hewan Uji dan AKkli-
matisasi

Kandang yang digunakan merupakan kan-
dang individu yang terbuat dari kotak plastik
dan penutup kawat berjaring dengan alas bed-
ding berupa sekam padi kering. Hewan uji
yang dipergunakan dalam penelitian ini yaitu
tikus (Rattus novergicus L.) strain Wistar jantan
berusia 2-3 bulan dari peternakan tikus Starbio,
Dusun Jaddan, Kecamatan Kasihan Bantul,
Yogyakarta. Tikus dibagi menjadi 5 kelompok
perlakuan dan diaklimatisasi selama kurang
lebih 2 minggu.
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Persiapan Ekstrak Etanol Krokot (Portulaca
oleracea L.)

Tumbuhan krokot segar dikumpulkan
dari Kopeng, Salatiga, Kabupaten Semarang.
Pembuatan ekstrak dilakukan di Laboratorium
Terpadu Universitas Diponegoro. Daun dike-
ringkan dengan oven 60°C selama + 3 jam,
lalu daun dihaluskan dengan mortar dan pestel.
Tahap selanjutnya, bubuk krokot di ekstrak
dengan metode maserasi menggunakan pelarut
etanol 70% (Sudaryati et al., 2017). Larutan ha-
sil maserasi disaring menggunakan kertas saring
kemudian diuapkan hingga terbentuk ekstrak
kental.

Pemberian Perlakuan

Pemberian perlakuan dilakuakan selama 28
hari. Pemberian aloksan dilakukan setelah tikus
berpuasa selama 10 jam dengan dosis sebanyak
150 mg/kg BB. Hal tersebut ditujukan supaya
terjadi hiperglikemia yang mana sesuai dengan
pernyataan Mourya et al. (2016). Satu jam
setelah induksi aloksan tikus diberi pakan dan
minum standar seperti awal aklimatisasi.

Tikus kembali dipuasakan 24 jam pasca
pemberian aloksan. Tikus dipuasakan selama
12 jam lalu dilakukan pengambilan darah untuk
dilakukan pemeriksaan dalam darah tikus.
Apabila kadar glukosa dalam darah diatas
200 mg/dl maka tikus dinyatakan mengalami
hiperglikemia. Tikus normal memiliki kadar
glukosa sekitar 50-100 mg/dl pada kondisi
puasa, sedangkan tikus asumsi hiperglikemia
memiliki kadar glukosa darah mencapai 150-
300 mg/dl sesuai pernyataan King (2012).
Perlakuan selanjutnya setelah diinjeksi alok-
san di Laboratorium Biologi Struktur dan
Fungsi Hewan Fakultas Sains dan Matematika
Universitas Diponegoro, masing-masing tikus
pada P1 diberi Glibenklamid dengan dosis 0,45
mg/kg BB sekali sehari selama 28 hari. Lama
penggunaan glibenklamid diberikan dengan
dosis 5 mg per hari sesuai pedoman Badan
POM (2014). Kelompok P2, P3 dan P4 berturut-
turut diberi ekstrak etanol krokot dengan dosis
masing-masing 100 mg/kg BB, 200 mg/kg BB,
dan 300 mg/kg BB selama 28 hari.

Sampling Darah dan Uji glukosa

Sampling darah dilakukan sebelum induksi
aloksan, 36 jam pasca induksi aloksan, hari
ke-7, hari ke-14, hari ke-21 dan hari ke-28.
Pengambilan sampel darah berjarak 7 hari
dilakukan dengan tujuan agar luka pada ekor
tikus diharapkan sudah mengering. Sampel
darah masing-masing perlakuan (Kontrol, P1,
P2, P3 dan P4) diambil melalui vena lateralis
lalu di uji dengan glucometer (Glucodr™)
untuk mengetahui kadar glukosa darah pada
tikus. Masing-masing mencit diambil 3 ekor
dari setiap kelompok untuk mewakili setiap ke-
lompok perlakuan.

Uji Kadar a-Amylase

Sampling darah akhir melalui jantung
dilakukan pada hari ke-28 dengan prosedur
pembedahan. Tikus dibius menggunakan kloro-
form hingga pingsan lalu proses pembedahan
dilakukan. Darah diambil dari jantung tikus
menggunakan syringe dan dimasukkan ke
dalam tabung EDTA. Sampel tersebut dianalisis
dengan uji a-amylase dilakukan di laboratorium
klinik IBL Semarang dengan metode enzimatik
menggunakan determinasi uv produk degradasi
maltosa dan glukosa. Harley et al. (2020) me-
nyatakan, uji a-amylase dilakukan dengan me-
larutkan bubuk 250 a-amylase dengan 500 ml
0,02 M bufer fosfat (pH 6.9) untuk digunakan
sebagai kontrol uji. Larutan pati dimasukkan
ke dalam sampel uji dan diinkubasi selama 10
menit 25°C. Tahap selanjutnya yaitu larutan
enzim dimasukkan pada setiap sampel uji dan
diinkubasi kembali selama 10 menit 25°C. 1.0
ml asam dinitrosalisilik (DNS) sebagai colour
reagent dimasukkan pada masing-masing sam-
pel dan perubahan warna pada larutan sampel
diuji dengan spektrofotometer 540 nm. Masing-
masing tikus diambil 3 ekor dari setiap kelompok
untuk mewakili setiap kelompok perlakuan.

Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis mengguna-
kan One-way Anova, lalu dilanjutkan Post Hoc
dengan uji Duncan. Semua perhitungan analisis
statistik dilakukan dengan bantuan Sofiware
personal komputer Statistical Product and
Service Solution (SPSS) versi 22.0.
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Hasil dan Pembahasan

Hasil rerata per minggu kadar glukosa darah
puasa (GDP) tikus putih (Rattus novergicus
L.) strain Wistar hiperglikemik yang diinduksi
aloksan setelah pemberian ekstrak etanol krokot
disajikan dalam Tabel 1.

Kadar Glukosa Darah

Data hasil penelitian menunjukkan, penu-
runan kadar glukosa darah puasa (GDP) terlihat
pada kelompok kontrol positif (P1) sampai
kelompok uji dosis 3 (P4), sedangkan kelompok
kontrol normal (K0O) mengalami peningkatan.
Berdasarkan data hasil uji Anova di atas
diketahui bahwa kelompok uji dosis 2 (P3)
mengalami penurunan terbesar yaitu 196 mg/dl
diikuti dengan kelompok uji dosis 3 (P4) dengan
selisih 184.67 mg/dl.

Berdasarkan data 4 minggu sebagaimana
dijelaskan pada Tabel 1 dapat diketahui bah-
wa ekstrak krokot yang cukup konsisten da-
lam menurunkan kadar gula darah ada pada
kelompok P3 dan P4. Penurunan kadar GDP
diduga dipengaruhi oleh kandungan flavonoid
quercetin dan rutin pada esktrak etanol krokot
yang dapat menjadi agen dalam menurunkan
kadar GDP pada tikus uji. Flavonoid khususnya
quercetin dapat berperan sebagai aktivator jalur
phosphoinositide 3-kinase (PI3K). Berdasarkan
pernyataan Russo et al. (2019), quercetin yang
termasuk dalam kelas flavonol diketahui dapat
meningkatkan  sensitivitas insulin dengan
mengembalikan ikatan antara reseptor insulin
(IR) dengan substrat reseptor insulin (IRSI).

Tabel 1. Rerata Mingguan Kadar Glukosa Darah Tikus Uji

Ikatan antara IR dengan IRS menyebabkan
jalur PI3K menjadi aktif sehingga hal tersebut
menyebabkan translokasi GLUT 4 menjadi
normal kembali dan membuat glukosa dalam
darah menjadi stabil.

Mekanisme penurunan GDP terjadi karena
flavonoid membantu memperbaiki struktur pa-
nkreas yang rusak akibat dari senyawa diabe-
togenik aloksan. Aloksan merupakan senyawa
bersifat toksik yang dapat menyebabkan diabetes
tipe 1. Menurut pernyataan Lenzen (2008),
aloksan secara selektif dapat menghambat
sekresi insulin dengan mempengaruhi sen-
sor glukosa pada sel beta langerhans. Alok-
san juga mempunyai kemampuan untuk
membentuk Reactive Oxygen Species (ROS)
yang menghasilkan nekrosis selektif pada sel
pankreas. Flavonoid melindungi sel pankreas
dari nekrosis akibat ROS dengan mengurangi
stres oksidatif. Studi oleh Russo et al. (2019)
menyatakan bahwa quercetin, epicachetin,
dan narigenin menurunkan tingkat ROS dan
lemak peroksidan pada sel beta pankreas serta
melindungi dari apoptosis sel. Menurut Bao
et al. (2017), flavonoid melindungi sel dari
apoptosis dengan meningkatkan kerja enzim
tubuh yaitu superoksida dismutase (SOD) dan
katalase (CAT) guna mengurangi stress oksidatif
sehingga sel terhindar dari kerusakan.

Parameter lain yang diamati dalam pene-
litian ini adalah enzim a-amylase. Berdasarkan
data hasil penelitian, data uji rerata enzim
a-amylase disajikan pada Tabel 2.

Lama Perlakuan Selisih
Variabel  Perlakuan penurunan
Post Induksi Minggu 1 Minggu?2 Minggu 3 Minggu 4 (mg/dl)
KO 112.67+6.43 101.00°+11.27 110.339+29.31 108.00+9.17 116.00°+5.29 +3.33
P1 248.33£75.22  197.339+122.66 87.00+17.62 119.33°£10.07  150.67%+32.32 97.66
Gula Darah P2 275.67657.74  206.004180.71 264.674251.02 248.00:135.82 151.67+105.84 124
Puasa (mg/dl)

P3 498.00"+163.85  252.00£35.59

P4 495.00°+71.14  444.67°+£50.50

396.67"+£42.44

349.00°495.92  274.33¢159.40

462.00+81.54  302.67°+155.77 196

310.33+82.40 184.67

Keterangan: Tanda (+) menunjukkan peningkatan kadar glukosa darah
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Tabel 2. Rerata Hasil Uji Enzim a-amylase

. Perlakuan
Variabel Kontrol Pl P2 P3 P4
o-Amylase 3016.0°+ 136.9 3089.0+ 10429  1504.7“+ 467.3 1521.7°+ 537.1 1413.7“+273.5

Keterangan: Superskrip huruf yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan nyata (P<0,05) antara kelompok perlakuan berdasarkan
ANOVA dengan menggunakan uji Duncan sebagai uji beda.

Kadar Enzim a-Amylase

Data hasil penelitian menunjukkan nilai
a-amylase terendah dimiliki oleh kelompok uji
dosis 3 (P4) dan diikuti kelompok uji dosis 1
(P2). Nilai a-amylase tertinggi dimiliki oleh
kontrol positif (P1). Analisis variansi (ANOVA)
disajikan pada Tabel 2 menunjukkan bahwa
perlakuan yang diberikan signifikan (P<0,05)
terhadap kadar enzim a-amylase tikus putih
hiperglikemik.

Penurunan alpha amylase penting untuk
diamati karena enzim ini merupakan variabel
yang digunakan untuk menentukkan derajat
kerusakan pankreas pada penderita pankreatitis
akut. Menurut pernyataan Kaphalia (2014),
a-amylase merupakan suatu enzim yang banyak
digunakan untuk mengidentifikasi kerusakan
yang terjadi pada pankreas khususnya
pankreatitis akut dan trauma pada pankreas.
Level a-amylase dapat dijadikan standar untuk
mengetahui derajat kerusakan organ pankreas
dilihat dari peningkatan jumlah serum a-amylase
dalam darah, urin maupun saliva.

Berdasarkan data penelitian terlihat kadar
a-amylase pada kelompok kontrol normal
dan kontrol positif lebih tinggi dibandingkan
perlakuan dengan ekstrak etanol krokot. Hal
tersebut diduga senyawa obat glibenklamid
dapat menurunkan GDP namun belum bisa
memperbaiki kerusakan yang diakibatkan oleh
agen diabetogenik aloksan, sedangkan pa-
da kontrol normal mengalami peningkatan
walaupun tanpa perlakuan diduga merupakan
akibat dari kematian sel alami yang terjadi
pada setiap sel di dalam tubuh khususnya sel
pankreas sehingga enzim a-amylase selalu ada
di dalam darah. Hal tersebut sesuai dengan
pernyataan Schlesinger (2013), bahwa setiap
sel mengalami kematian sel terprogram yang
disebut sebagai apoptosis. Keadaan ini meru-
pakan suatu mekanisme kematian sel yang
dapat dipicu oleh faktor eksternal dan internal.
Oleh karena itu, pada tikus normal serum

a-amylase meningkat sebagai akibat dari
apoptosis pada sel pankreas secara alami.
Menurut Kaphalia (2016), Kerusakan organ
pankreas dikarenakan faktor eksternal maupun
internal dapat berakibat pada peningkatan
atau penurunan enzim oa-amylase dikarenakan
enzim tersebut merupakan parameter untuk
pankreatitis akut. Berbeda dengan kedua ke-
lompok sebelumnya, pada kelompok P2, P3,
dan P4 terlihat penurunan kadar a-amylase
yang diasumsikan sebagai akibat dari aktivitas
flavonoid yang bekerja melindungi sel dari
apoptosis. Hal tersebut dapat membantu dalam
penekanan ROS dan membuat sel pankreas
mampu menghasilkan insulin kembali. Hussain
dan Marouf (2013) menyatakan, flavonoid
khususnya quercetin dilaporkan mempunyai
aktivitas antidiabetes yang dapat meningkatkan
regenerasi sel pankreas dan kemungkinan
meningkatkan produksi insulin pada tikus
diabetes yang diinduksi streptozotocin.

Kesimpulan

Ekstrak etanol krokot (Portulaca oleracea
L.) menunjukkan efek penurunan kadar GDP
dan kadar enzim a-amylase dalam darah tikus
uji. Hal tersebut menunjukkan bahwa kandungan
antioksidan flavonoid pada ekstrak etanol kro-
kot terbukti memiliki efek anti hiperglikemik
dengan cara memperbaiki fungsi pankreas.
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Abstract

Mung bean sprouts have various pharmacological benefits that are highly potential to improve health.
This study was conducted to explore the safety of the administration of mung bean sprouts maceration through
determination of hematological profile and biochemistry. A total of 15 female Sprague Dawley rats, aged
8-week old, weighed 220-230 g, and had never been pregnant were randomly assigned to 3 treatment group
(n=5 rats), i.e control group (administered with mineral water); mung bean sprouts 1%; and mung bean sprouts
5%. Maceration was given through drinking water and administered for 20 days. The results showed that the
mung bean sprouts maceration did not have a significant effect (P>0.05) on the hematological and biochemical
profiles of experimental rats. There was a significant increase (P>0.05) in hemoglobin level in the 1% mung
bean sprout maceration group compared to the control, which was higher than normal value. Similar finding
also observed in the neutrophil count which was higher than the normal value but not significantly different
compared to the control (p>0.05). Meanwhile, all parameters showed values non-significant different values
compared to the control group and were in the normal range. This findings indicates that the administration
of mung bean sprouts maceration at doses of 1 and 5% did not have a negative and toxic effect on the blood
profile and liver function and kidney.

Key words: body; health; herbs; mung bean sprous.

Abstrak

Taoge memiliki berbagai manfaat farmakologis yang berpotensi besar untuk meningkatkan kesehatan.
Penelitian ini dilakukan untuk mengeksplorasi keamanan dari konsumsi maserasi taoge melalui pengamatan
terhadap profil hematologi dan biokimia darah. Sebanyak 15 ekor tikus betina galur Sprague Dawley berumur
8 minggu, memiliki bobot badan 220-230 g, dan belum pernah bunting dikelompokkan secara acak ke dalam
3 kelompok perlakuan (n=5 tikus), yaitu kelompok kontrol (diberi air mineral); kelompok maserasi taoge 1%;
dan kelompok maserasi taoge 5%. Pemberian maserasi dilakukan melalui air minum dan dilaksanakan selama
20 hari. Hasil menunjukkan bahwa secara umum perlakuan maserasi taoge tidak memberikan pengaruh nyata
(P>0,05) terhadap profil hematologi dan biokimia darah tikus percobaan. Terdapat peningkatan signifikan
(P>0,05) pada kadar hemoglobin pada kelompok maserasi taoge 1% dibandingkan dengan kontrol yang lebih
tinggi dari nilai normal. Hal yang serupa juga terjadi pada nilai neutrofil yang lebih tinggi dari nilai normal
namun tidak berbeda nyata dengan kontrol (p>0,05). Selain keduanya, semua parameter menunjukkan nilai
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yang tidak berbeda nyata dibandingkan dengan kelompok kontrol dan berada pada rentang nilai normal.. Hal
ini mengindikasikan bahwa pemberian maserasi tauge tidak memberikan pengaruh toksik pada dosis 1 dan 5%

terhadap profil darah serta fungsi organ hati dan ginjal.

Kata kunci: herbal; jamu; kesehatan; tubuh.

Pendahuluan

Tumbuhan dan produk tumbuhan telah
dimanfaatkan sejak lama sebagai alternatif untuk
meningkatkan kesehatan karena kandungan
antioksidannya yang tinggi (Li ef al., 2013;
Manikandaselvi et al., 2015). Menurut WHO
(2010), tanaman obat memiliki kontribusi yang
signifikan terhadap kesehatan manusia yang
bersifat promotif, kuratif dan rehabilitatif,
serta dalam pencegahan penyakit. Taoge atau
kecambah dari kacang hijau (Vigna radiata
L.) telah banyak dikonsumsi oleh masyarakat
karena kandungan nutrisinya yang tinggi seperti
protein, asam amino esensial, serat, dan vitamin
terutama vitamin C dan E (Ganesan dan Xu
2018). Selain itu, diketahui juga bahwa taoge
mengandung lebih banyak kandungan metabolit
sekunder seperti flavonoid, asam fenolat, sterol,
triterpenoid, dan aldehida yang berfungsi sebagai
antioksidan yang poten, dibandingkan dengan
kacang hijau dalam bentuk biji (Jom et al., 2011;
Huangetal.,2014; Wongsirietal.,2015). Khasiat
farmakologis lain dari taoge juga telah banyak
dilaporkan, yaitu sebagai hepatoprotektor (Wu
et al. 2001; Lopes et al., 2018), antiinflamasi
(Kang et al., 2015; Venkateshwarlu et al., 2016),
antimikroba (Wang et al., 2004; Wang et al.,
2009), dan antidiabetes (Yao et al., 2008; Yeap
et al., 2012). Berdasarkan kandungan senyawa
bioaktif yang dimilikinya, taoge sangat potensial
untuk dimanfaatkan sebagai bahan alami untuk
alternatif pengobatan dan perbaikan kesehatan.

Penggunaan hewan coba seperti tikus
penting dilakukan untuk meneliti keamanan
maupun toksisitas dari sediaan obat termasuk
yang berasal dari bahan alam. Salah satu
parameter yang digunakan untuk mengetahui
informasi mengenai respon tubuh terhadap
sebuah perlakuan adalah nilai hematologi dan
biokimia darah (Delwatta et al., 2018). Selain
penting untuk studi toksisitas, pemeriksaan
hematologi dan biokimia darah juga dapat
digunakan untuk menilai keadaan kesehatan dan
penyakit yang terkait dengan diagnosis kelainan

darah, penyakit menular, sistem kekebalan, serta
fungsi hati dan ginjal (He et al.,2017). Nilai yang
tidak normal dari parameter-parameter tersebut
dapat menandakan bahwa terjadi keadaan yang
mengarah ke kondisi patologis di dalam tubuh
(Everds 2015).

Penelitian ini dilakukan sebagai kajian dasar
untuk mengetahui keamanan dari pemberian
sediaan maserasi taoge yang dinilai dari profil
hematologi serta biokimia darah yang berkaitan
dengan fungsi hati dan ginjal dari tikus betina.

Materi dan Metode

Sebanyak 15 ekor tikus betina galur Spra-
gue Dawley yang sudah dewasa kelamin,
berumur 8§ minggu, memiliki bobot badan 220-
230 g, dan belum pernah bunting diperoleh
dari iRatco Veterinary Laboratory Services,
Bogor. Hewan yang digunakan berjenis kelamin
betina karena lebih sensitif terhadap perlakuan.
Tikus percobaan ditempatkan di dalam kandang
berupa box plastik berukuran 30x40 cm, yang
dilengkapi dengan bedding berupa serbuk
gergaji yang telah dioven. Tikus diberi pakan
standar dengan total energi 3000-3100 kkal/kg
secara ad libitum. Semua perlakuan terhadap
hewan coba dalam penelitian ini telah mendapat
persetujuan dari Komisi Etik Hewan Coba
Fakultas Kedokteran Hewan Institut Pertanian
Bogor dengan nomor 007/KEH/SKE/1/2020.

Sediaan maserasi taoge dibuat dengan cara
menggerus kasar taoge segar di dalam mortar.
Gerusan taoge tersebut selanjutnya dimasukkan
ke dalam air mendidih (100°C) dan diaduk
sampai tercampur sempurna. Sediaan maserasi
kemudian didinginkan di suhu ruang selama
satu jam dan selanjutnya disaring menggunakan
saringan 100 pm mesh untuk mendapatkan
larutan stok. Larutan stok tersebut kemudian
dicampurkan ke dalam air minum untuk men-
dapatkan dosis larutan maserasi taoge 1% dan
5%. Sediaan maserasi disimpan dalam botol
dan dimasukkan ke dalam kulkas (suhu 4°C).
Sediaan dibuat setiap 3 hari sekali. Tikus
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percobaan diaklimatisasi terlebih dahulu selama
7 hari, dan selanjutnya dikelompokkan secara
acak ke dalam tiga kelompok (n=5 tikus), yaitu
kelompok kontrol yang diberikan air mineral,
kelompok maserasi taoge 1%, dan kelompok
maserasi taoge 5%. Maserasi taoge diberikan
melalui air minum yang diganti setiap 12 jam
sekali. Pemberian maserasi taoge dilakukan
selama 20 hari.

Tikus dieutanasi di akhir perlakuan meng-
gunakan ketamin (100 mg/kg BB) dan xylazin
(3 mg/kg BB) dengan diadministrasikan secara
intrapertitoneal. Pengambilan darah dilakukan
secara intrakardial untuk mendapatkan jumlah
darah yang optimal. Pertama, darah diambil
sebanyak 1 ml dan dimasukkan ke dalam tabung
EDTA untuk uji hematologi. Selanjutnya, se-
banyak 3 ml darah diambil dan disimpan
ke dalam tabung plain (Onehealth Medica
Indonesia). Tabung tersebut didiamkan selama 1
jam di suhu ruang, dan selanjutnya disentrifugasi
(1500g selama 20 menit) untuk mendapatkan
serum darah yang selanjutnya dipanen untuk uji
biokimia darah.

Uji hematologi dilakukan menggunakan Min-
dray BC-2800 hematology analyzer (PT. Mindray
Medical Indonesia) dengan petunjuk
penggunaan alat. Parameter hematologi yang diuji
yaitu meliputi jumlah eritrosit, kadar hemoglobin,
nilai hematokrit, total leukosit, dan diferensial

sesuai

leukosit (limfosit, monosit, neutrofil, eosinofil,
dan basofil). Parameter biokimia darah yang diuji
meliputi Serum Glutamic Pyruvic Transaminase
(SGPT), Serum Glutamic Oxaloacetic Transaminase
(SGOT), ureum dan kreatinin. Uji biokimia darah

Serum Glutamic Pyruvic Transaminase (SGPT), Se-
rum Glutamic Oxaloacetic Transaminase (SGOT),
ureum dan kreatinin dilakukan dengan metode
spektrofotometer UV (Arkray Spotchem TM EZ
4430).

Data hasil penelitian yang telah didapatkan
kemudian dianalisis menggunakan uji statistik
ragam satu arah (One way) ANOVA pada taraf
kepercayaan 95% (p<0,05) dengan uji lanjutan
Tukey untuk melihat perbedaan antar perlakuan.
Pengujian statistik dilakukan menggunakan
aplikasi Microsoft Excel 2019 dan Minitab 16.

Hasil dan Pembahasan

Hasil uji statistik terhadap pemberian per-
lakuan maserasi taoge 1% dan 5% ke dalam
air minum tikus terhadap profil hematologi
tikus betina disajikan dalam Tabel 1. Uji
statistik menunjukkan bahwa pemberian sedia-
an maserasi taoge pada dosis 1% dan 5 %
tidak memberikan pengaruh nyata (p>0,05)
terhadap jumlah eritrosit dan nilai hematokrit
tikus percobaan dibandingkan dengan kontrol.
Perlakuan maserasi taoge 1% cenderung me-
ningkatkan jumlah eritrosit, namun menurunkan
nilai hematokrit tikus (Tabel 1). Sementara itu,
pemberian maserasi taoge dosis 5% cenderung
menurunkan baik jumlah eritrosit maupun
nilai hematokrit dibandingkan dengan kontrol.
Jumlah eritrosit dan nilai hematokrit yang
didapatkan dalam penelitian ini berada di
bawah rentang normal menurut referensi yang
ditentukan oleh Delwatta et al., (2018) dan He
et al., (2017) yaitu berturut-turut sebesar 2,9-
6,8x10%pL dan 40-46%.

Tabel 1. Profil hematologi tikus betina setelah pemberian perlakuan maserasi taoge 1% dan 5% selama 20 hari

Parameter Referensi* Kontrol Taoge 1% Taoge 5%
Jumlah eritrosit (x10%uL) 2,9-6,8 5,38+1,22¢ 5,91+1,07° 4,86+0,50°
Hematokrit (%) 10-47 44,4142,96* 42,6243,30* 432742412
Hemoglobin (g/dL) 8,6-15.38 14,36+2,52% 17,97+0,68* 13,87+1,98°
Jumlah leukosit (x103/uL) 3,6-14,5 3,96+1,61° 3,01+2,62¢ 2,64+0,88"
Limfosit (x10*/uL) 2,45-7,66 3,70+1,33¢ 3,57+1,99° 3,20+1,70°
Monosit (x10/uL) 0,17-0,76 0,0240,01° 0,03+0,03 0,03+0,02
Neutrofil (x10%/uL) 0,19-0,91 1,28+0,64° 1,30+0,30° 0,62+0,42°
Eosinofil (x10%/uL) 0,03-0,21 0,10+0,03¢ 0,12+0,08® 0,11+0,07°
Basofil (x10%/uL) 0,0-0,02 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00°

Keterangan: superskrip huruf a,b yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan hasil yang berbeda nyata (p<0,05)

*Heetal 2017, Qili et al. 2018
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Berbeda halnya pada parameter kadar he-
moglobin, tikus yang diberi perlakuan maserasi
taoge dosis 1% mengalami peningkatan kadar
hemoglobin yang berbeda nyata (p<0,05) ter-
hadap kontrol, yaitu dengan rataan senilai 17,9 g/
dL. Angka tersebut berada sedikit di atas rentang
normal kadar hemoglobin pada tikus betina dara
yaitu 12,9-15,4 g/dL (He et al., 2017).

Kenaikan nilai hemoglobin pada tikus yang
diberi perlakuan maserasi taoge dosis 1% ini
diduga dipicu oleh adanya kenaikan produksi
eritrosit dengan kemampuan pengangkutan
oksigen yang lebih tinggi. Penelitian sebelumnya
telah mendemonstrasikan khasiat dari simplisia
taoge yang dapat mempertahankan nilai he-
matologi dan mencegah anemia dari tikus yang
diinduksi fenil hidrazin, dengan cara mencegah
hemolisis akibat lipid peroksidase dan memicu
eritropoiesis (Manikandaselvi et al.,, 2015).
Selain itu, penelitian yang dilaksanakan oleh
Wijayanti et al., (2017) juga menyatakan bah-
wa suplementasi ekstrak kacang hijau dapat
meningkatkan kadar hemoglobin dan Ferritin
pada tikus yang diberi diet rendah Fe. Hal ini
menandakan bahwa suplementasi maserasi
taoge dapat meningkatkan asupan Fe bagi tubuh
sehingga kadar hemoglobin meningkat. Zat besi
merupakan komponen penting yang dibutuhkan
untuk pembentukan hemoglobin sehingga fung-
si hemoglobin dalam transport oksigen dapat
optimal (McDowell 2003).

Selanjutnya, uji statistik pada jumlah leu-
kosit (Tabel 1) tidak menunjukkan adanya per-
bedaan nyata (p>0,05) antara kelompok mase-
rasi taoge 1% dan 5% dan kelompok kontrol.
Jumlah leukosit justru mengalami penurunan
pada pemberian maserasi taoge 1% dan 5%,
meskipun nilai tersebut masih berada pada ren-
tang normal menurut He et al., (2017) yaitu
2,58-7,34x10°/uL, yang menandakan bahwa
pemberian maserasi taoge tidak menurunkan

imunitas dari tikus karena kandungan dalam
taoge seperti genistein, vitexin, dan isovitexin
yang berfungsi sebagai imunomodulator (Che-
g et al., 2007). Hasil yang serupa juga dapat
diamati pada parameter diferensial leukosit.
Kadar limfosit teramati lebih rendah pada tikus
yang diberi perlakuan maserasi taoge 1 dan 5%
terhadap kontrol meskipun tidak berbeda nyata
(p>0,05) dan nilainya masih berada dalam ren-
tang normal yaitu 2,09-6,39 x10/uL (He et al.,
2017).

Pemberian maserasi taoge 1% dan 5% juga
tidak memberikan pengaruh nyata terhadap ka-
dar monosit, neutrofil, dan eosinofil dibanding-
kan dengan kontrol (p>0,05). Namun, terjadi
peningkatan yang cukup besar pada kadar neu-
trofil tikus terhadap pemberian maserasi taoge
1% yang bahkan sampai melewati rentang nor-
mal nilai neutrofil yaitu sebesar 0,19-0,91x10%/
uL (He et al., 2017). Peningkatan nilai neutro-
fil ini diduga berkaitan dengan asupan Fe yang
tinggi. Kelebihan Fe dalam tubuh dapat memicu
adanya pembentukan reactive oxygen species
(ROS) yang toksik melalui reaksi Fenton, yang
dapat menyebabkan kerusakan sel-sel dalam tu-
buh (Bystrom et al., 2014). Adanya kerusakan
sel kemudian memicu pembentukan neutrofil
yang berfungsi untuk memfagosit sel-sel yang
rusak tersebut (Filep dan Ariel 2020). Kerusakan
sel yang terjadi pada tikus kelompok maserasi
taoge 1% lebih besar dibandingkan dua kelom-
pok lainnya namun tidak signifikan sehingga
tidak terjadi peningkatan kadar komponen-
komponen leukosit lain dan total leukosit. Se-
lain itu, tidak terdapat efek pemberian maserasi
taoge 1% dan 5% terhadap kadar basofil tikus.

Telah dijelaskan sebelumnya bahwa peme-
riksaan biokimia darah umum dilakukan untuk
mengetahui apakah ada efek toksik dari sebuah
perlakuan terhadap subjek penelitian yang dapat
diketahui dari pemeriksaan fungsi hati dan

Tabel 2. Biokimia darah tikus betina setelah pemberian perlakuan maserasi taoge 1% dan 5% selama 20 hari

Parameter Referensi* Kontrol Taoge 1% Taoge 5%
SGPT (Unit/L) 14-30 19,20+5,40° 23,60+4,98° 23,80+3,96°
SGOT (Unit/L) 60-139 104,80+11,82* 104,60+15,66° 91,40+16,47°
Ureum (mmol/L) 12,33-77,6 10,96+1,43° 8,16+1,96* 9,47+1,412
Kreatinin (umol/L) 39,41-59,67 44,46+5,67° 42,60+6,54° 45,64+9,04°

Keterangan: superskrip huruf a,b yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan hasil yang berbeda nyata (p<0,05)

*Heetal. 2017
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ginjal. Parameter biokimia darah yang umum
diuji yaitu SGPT dan SGOT untuk pemeriksaan
terhadap fungsi hati, sedangkan parameter ureum
dan kreatinin digunakan untuk pemeriksaan
terhadap fungsi ginjal. Hasil uji statistik efek
pemberian maserasi taoge terhadap biokimia
darah tikus betina disajikan pada Tabel 2

Hasil menunjukkan bahwa pemberian
sediaan maserasi taoge tidak berpengaruh nya-
ta (p>0,05) terhadap SGOT dan SGPT, serta
ureum dan kreatinin dibandingkan dengan kon-
trol. Terjadi kenaikan pada nilai SGPT tikus
yang diberi sediaan maserasi taoge 1% dan 5%,
sedangkan nilai SGOT cenderung mendekati
kontrol . Hal yang serupa juga teramati pada
nilai ureum dan kreatinin yang tidak berbeda
jauh dibandingkan kontrol, bahkan nilai ke-
duanya cenderung menurun pada pemberian
maserasi taoge terutama pada dosis 1% mes-
kipun tidak berbeda nyata (p>0,05). Semua
nilai parameter biokimia darah yang diuji pada
penelitian ini berada dalam rentang nilai normal
yaitu 14-30 U/L untuk SGPT, 60-139 U/L untuk
SGOT, 5,56-12,67 mmol/L untuk ureum, dan
34,91-59,67umol/L untuk kreatinin (He et al.
2017).

SGPT dan SGOT umum dikenal dan di-
gunakan sebagai marker terhadap fungsi dan
integritas sel hati. Peningkatan di atas normal
dari level kedua enzim ini menandakan bahwa
terjadi kerusakan pada sel-sel hati (Rivadeneyra-
Dominguez et al., 2018). Suplementasi maserasi
taoge 1% dan 5% ke dalam air minum tikus tidak
menyebabkan kerusakan hati tikus percobaan.
Selain itu, kandungan antioksidan yang dimiliki
oleh taoge berfungsi sebagai hepatoprotektor
yang dapat melindungi fungsi hati dan
mempertahankan nilai SGPT dan SGOT pada
tikus yang telah diinduksi oleh sediaan toksik
berupa parasetamol (Wu et al., 2001).

Ureum dan kreatinin merupakan dua pro-
duk ekskresi ginjal yang digunakan untuk
mengetahui adanya kerusakan sel-sel ginjal.
Ginjal yang rusak tidak dapat mengekskresikan
keduanya keluar dari tubuh secara optimal,
sehingga sirkulasinya di dalam darah akan lebih
tinggi dari normal (Rivadeneyra-Dominguez
et al., 2018). Pemberian maserasi taoge pada
dosis 1% dan 5% tidak memberikan efek toksik
pada ginjal sehingga tidak terjadi kerusakan
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pada ginjal dan nilai ureum serta kreatinin
tidak melebihi batas normal. Hal tersebut juga
didukung oleh kandungan antioksidan yang
terdapat dalam taoge (Yeap et al.,2014) sehingga
memungkinkan bagi taoge untuk memiliki efek
nefroprotektif bagi tikus.

Kesimpulan

Pemberian sediaan maserasi taoge 1% dan
5% ke dalam air tidak memberikan efek toksik
bagi tikus yang ditunjukkan dengan profil darah
merah, diferensial darah putih, maupun nilai
SGPT, SGOT, ureum, dan kreatinin yang berada
dalam rentang normal. Dosis maserasi taoge 1%
meningkatkan kadar hemoglobin secara nyata
dibandingkan dengan dosis 5%.

Ucapan Terima Kasih

Penulis mengucapkan terimakasih kepada
Unit Pengelola Hewan Laboratorium Fakultas
Kedokteran Hewan IPB dan Laboratorium
Farmakologi yang telah memberikan fasilitas
pada penelitian ini.

Daftar Pustaka

Bystrom, L.M., Guzman, M.L. dan Rivella,
S. (2014). Iron and reactive oxygen
species: friends or foes of cancer cells?
Antioxidants & Redox Signaling. 20 (12):
1917-1924.

Cherng, J.M, Chiang, W. dan Chiang, L.C.
(2007). Immunomodulatory activities of
edible beans and related constituents from
soybean. Food Chemistry. 104 (2007):
613-618.

Delwatta, S.L., Gunatilake, M., Baumans, V.,
Seneviratne, M.D., Dissanayaka, M.L.B.,
Batagoda, S.S., Udagedara, A.H. dan
Walpola, P.B. (2018). Reference values
for selected hematological, biochemical
and physiological parameters of Sprague-
Dawley rats at the Animal House, Faculty
of Medicine, University of Colombo, Sri
Lanka. Animal Model and Experimental
Medicine. 1(4): 250-254.

Everds, N.E. (2015). Evaluation of clinical
pathology data: correlating changes with

other study data. Toxicologic Pathology.
43 (1): 90-97.



Efek pemberian maserasi taoge (Vigna radiata) terhadap profil hematologi dan biokimia ....

Filep, J. G. dan Ariel A. (2020). Neutrophil
heterogeneity and fate in inflamed
tissues: implications for the resolution
of inflammation. American Journal of
Physiology-Cell Physiology. 319 (3):
C510-C532.

Ganesan, K. and Baojun, X. (2018). A critical
review on phytochemical profile and
health promoting effects of mung bean

(Vigna radiata). Food Science and Human
Wellness. 7 (1): 11-33.

He, Q., Su, G., Liu, K., Zhang, F., Jiang, Y.,
Gao, J., Liu, L., Jiang, Z., Jin, M. dan
Xie, H. (2017). Sex-specific reference
intervals of hematologic and biochemical
analytes in Sprague-Dawley rats using the
nonparametric rank percentile method.
PLoS One. 12 (12): e0189837.

Huang, X., Cai, W. dan Xu, B. (2014). Kinetic
changes of nutrients and antioxidant
capacities of germinated soybean
(Glycine max L.) and mung bean (Vigna
radiata L.) with germination time. Food
Chemistry. 143 (2014): 268-276.

Jom, K.N., Frank, T. dan Engel, K.H. (2011). A
metabolite profiling approach to followthe
sprouting process of mung beans (Vigna
radiata). Metabolomics 7: 102-117.

Kang, L., Choi, S., Ha, T.J., Choi, M., Wi, H.R,,
Lee, B.W. dan Lee, M. (2015). Effects
of mung bean (Vigna radiata L.) ethanol
extracts decrease proinflammatory cyto-
kine-induced lipogenesis in the KK-
Ay diabetes mouse model. Journal of
Medicinal Food. 18 (8): 841-849.

Li, S., Li, S., Gan, R., Song, F., Kuang, L. dan
Li, H. (2013). Antioxidant capacities and
total phenolic contents of infusions from
223 medicinal plants. Industrial Crops
and Products. 51 : 289-298.

Lopes, L.A.R., Martins, M.D.C.C.E., Farias,
L.M., Brito, AK.D.S., Lima, G.M,,
Carvalho, V.B.L., Pereira, C.F.C., Conde
Junior, A.M., Saldanha, T., Aréas, J.A.G.,
Silva, K.J.D.E. dan Frota, K.M.G. (2018).
Cholesterol-lowering and liver-protective
effects of cooked and germinated mung

beans (Vigna radiata L.). Nutrients. 10
(7): 821.

Manikandaselvi, S., David Raj, C., Aravind,
S., Ravikumar, R., Thina-garbabu, R.
dan Nandhini, S. (2015). Anti-anemic
activity of sprouts of Vigna radiata L. in
male albino rats. International Journal of
Pharmacy and Pharmaceutical Sciences.

7 (2015): 237-263.

McDowell, L.R. (2003). Minerals in Animal
And Human Nutrition. 2™ ed. Elsevier
Science, Amsterdam.

Rivadeneyra-Dominguez, E., Becerra-Con-
treras, Y., Vazquez-Luna, A., Diaz-Sobac,
R. dan Rodriguez-Landa, J.F. (2018).
Alterations of blood chemistry, hepatic
and renal function, and blood cytometry
in acrylamide-treated rats. Toxicology
Reports. 5: 1124-1128.

Venkateshwarlu, E., Reddy, K.P. dan Dilip, D.
(2016). Potential of Vigna radiata (L.)
sprouts in the management of inflam-
mation and arthritis in rats: Possible
biochemical alterations. Indian Journal of
Experimental Biology. 54 (1): 37-43.

Wang, P.F., Ye, S.Y. dan Rao, X.Y. (2004).
Research progress on the biological
activities and functions of mung beans.
Journal of Chinese Institute of Food
Science and Technology.1: 26.

Wang, S,, Rao, P. dan Ye, X. (2009). Isolation
and biochemical characterization of a
novel leguminous defense peptide with
antifungal and antiproliferative potency.

Applied Microbiology and Biotechnology.
82 (1): 79-86.

WHO. (2010). Traditional herbal remedies for
primary health care. Retrieved January
23, 2022, from http://apps.who.int/iris/
handle/10665/206024.

Wijayanti, H., Nasihun, T. dan Husaana A.
(2017). Administration of mung bean
extract (Phaseolus radiatus) in increasing
Hb and Ferritin level and decreasing
malondyaldehide (MDA) level in anaemic
rats. Sains Medika. 8 (2): 54-60

249



Andriyanto, et. al.

Wongsiri, S., Ohshima, T. dan Duangmal, K.

(2015). Chemical composition: aminoacid
profile and antioxidant activities of
germinated mung beans (Vigna radiata),
Journal of Food Processing and
Preservation. 39 (2015): 1956-1964.

Wu, S.J., Wang, J.S., Lin, C.C. dan Chang, C.H.

(2001). Evaluation of hepatoprotective
activity of legumes. Phytomedicine. 8:
213-219.

Yao, Y., Chen, F., Wang, M., Wang, J. dan

250

Ren, G. (2008). Antidiabetic activity of
Mung bean extracts in diabetic KK-Ay

mice. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. 56 (19): 8869-8873.

Yeap, S.K., Beh, B.K., Ali, N.M., Mohd Yusof,

H., Ho, W.Y., Koh, S.P., Alitheen, N.B.
dan Long, K. (2014). In vivo anti-stress
and antioxidant effects of fermented and

germinated mung bean. Biomed Research
International. 2014: 694842.

S.K., Mohd Ali, N., Mohd Yusof,
H., Alitheen, N.B., Beh, B.K., Ho,
W.Y., Koh, S.P. dan Long, K. (2012).
Antihyperglycemic effects of fermented
and nonfermented mung bean extracts on
alloxan-induced-diabetic mice. Journal
of Biomedicine and Biotechnology. 2012:
285430.



Jurnal Sain Veteriner, Vol. 40. No. 3. Desember 2022, Hal. 251-255
DOI : 10.22146/jsv.53112

ISSN 0126-0421 (Print), ISSN 2407-3733 (Online)

Tersedia online di https://jurnal.ugm.ac.id/jsv

Fiksasi Sacroiliac Fraktur-Dislokasi menggunakan bone plate 2.0 dengan screw 2.0 mm
cortical self-tapping dan 2.7 mm cortical non self-tapping

Fixation of Sacroiliac Fraktur-Luxation Using Plate 2.0 with screw 2.0 mm cortical
self-tapping and 2.7 mm cortical non self-tapping

Erwin Erwin", Rusli Rusli', Amiruddin Amiruddin', Teuku Fadrial Karmil', Muhammad Fauzih Asjikin?,
Afif Yuda Kusuma’

"Laboratorium Klinik dan Bedah, Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Syiah Kuala,
Banda Aceh, Indonesia
?Pendidikan Profesi Dokter Hewan, Fakultas Kedokteran Hewan,
Universitas Syiah Kuala, Banda Aceh, Indonesia
3Klinik Hewan Anugerah Satwa, Bumi Serpong Damai, Tangerang, Indonesia
Email: erwin2102@unsyiah.ac.id

Diterima: 3 Maret 2020 direvisi: 28 Juli 2022, disetujui: 4 Oktober 2022

Abstract

The Mixed Shih-Tzu dog, 3 years old and 4.3 kg body weight, had clinical signs of unable to stand, both
rear limbs suffer from diplegic lameness so that they are only able to rely on both forelimbs. The owner said
that her dog is traumatized by a four-wheeled vehicle. The results of blood profile before surgery showed
physiological, only an increase in leukocyte cells 18.83 x10°/uL. The radiographic examination with a ventral-
dorsal position shows oblique fractures in the pelvic dexter and dislocation of the pelvic sacroiliac sinister
bone. The method of handling using a 2.0 veterinary cuttable plate (VCP) bone plate with a 2.0 mm cortical
self-tapping screw for pelvic fractures and 2.7 mm cortical non-self-tapping for sacroiliac dislocations. The
dog walked and showed a good progress in one week after, based on clinical and post-operative radiographic
examinations, sacroiliac fracture-dislocation fixation using VCP with 2.0 mm self-tapping screw cortical for
pelvic fracture and 2.7 mm non self-tapping for sacroiliac dislocation provides excellent stabilization and no
visible complications.

Key words: Bone plate; fraktur; luxation; screw

Abstrak

Anjing Mixed Shih-Tzu yang berumur 3 tahun dengan berat badan 4,3 kg memperlihatkan gejala
klinis tidak mampu untuk berdiri, kedua ekstremitas kaudalis mengalami diplegic lameness sehingga hanya
mampu bertumpu dengan kedua ekstremitas kranialis. Pemilik hewan mengatakan anjingnya mengalami
trauma akibat tergilas kendaraan roda empat. Pemeriksaan profil darah sebelum tindakan bedah menunjukkan
kondisi fisiologis, hanya peningkatan sel leukosit mencapai 18,83 x10%/uL. Pemeriksaan radiografi dengan
posisi ventro-dorsal menunjukkan fraktur oblique pada bagian dexter pelvis dan dislokasi sacroiliac sinister
tulang pelvis. Penanganan menggunakan bone plate 2.0 veterinary cuttable plate (VCP) dengan screw 2.0 mm
cortical self-tapping untuk fraktur pelvis dan 2.7 mm cortical non self-tapping untuk dislokasi sacroiliac. Satu
minggu setelah tindakan anjing menunjukkan perkembangan yang baik, mampu berdiri dan mulai berjalan.
Berdasarkan pemeriksaan klinis dan radiografi pasca bedah, fiksasi sacroiliac fraktur-dislokasi menggunakan
VCP dengan screw cortical 2.0 mm self-tapping untuk fraktur pelvis dan 2.7 mm non self-tapping untuk
dislokasi sacroiliac memberikan stabilisasi sangat baik dan tidak menunjukkan komplikasi.

Kata kunci: Bone plate; fraktur; luxations screw
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Pendahuluan

Fraktur keadaan patahnya bagian tulang
atau kartilago yang disebabkan oleh trauma
atau penyakit. Tulang pelvis terdiri dari tulang
ilium, ischium dan pubis. Ketiga tulang tersebut
digabungkan oleh ligamentum sacroiliac yang
merupakan struktur bantalan panggul. Anjing
sering mengalami fraktur pelvis (Cabassu,
2005) dengan tingkat kejadian 21 % dari seluruh
kejadian fraktur (Ergin et al., 2016) dan 45 %
kasus ilium dari semua fraktur pelvis (DeCamp,
2005). Hewan yang terlindas dari arah kaudal
tubuh, umumnya memperlihatkan kombinasi
fraktur dan dislokasi pada satu bagian atau
kedua sendi sacroiliac (Averill et al., 1997).
Fraktur ilium paling sering ditemukan dengan
presentasi kejadiannya mencapai 46% dari
keseluruhan kejadian fraktur pelvis (DeCamp,
2005; Shales et al., 2009). Dislokasi sacroiliac
merupakan dislokasi sendi yang terjadi akibat
pergeseran pelvis dari sakrum dan biasanya
kejadian dislokasi sacroiliac selalu disertai
dengan cedera ortopedi berat lainnya (Fischer et
al., 2012).

Pemilihan alat fiksasi harus mampu men-
stabilkan kedua fragmen dan menimbulkan
trauma seminimal mungkin untuk rehabilitasi
yang baik, dan rehabilitasi dilakukan secepat
mungkin setelah tindakan bedah (Stiffler, 2004;
Tercanlioglu & Sarierler, 2009). Fiksasi fraktur
Sacroiliac Fraktur-Dislokasi sangat ditentukan
oleh kestabilan antara fragmen fraktur, disam-
ping itu penggunaan alat fiksasi juga membantu
proses kesembuhan (Erwin et al., 2019). Artikel
ini bertujuan melaporkan pemilihan fiksasi vet-
erinary cuttable plate (VCP) bone plate 2.0 mm
dengan screw 2.0 mm dengan panjang 10 mm
self-tapping untuk fraktur pelvis dan 2.7 mm
cortical non self-tapping dengan panjang 26
mm untuk dislokasi sacroiliac.

Metode Penelitian

Gejala Klinis

Anjing yang dilaporkan dalam artikel ini
adalah pasien Klinik Hewan Anugerah Satwa,
Bumi Serpong Damai, Tangerang, Indonesia
pada bulan November 2020. Seekor anjing
mixed Shit-zu yang berjenis kelamin betina
bernama Coco, berwarna hitam, dengan berat
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badan 4,2 kg dengan umur + 3 tahun. Pemilik
anjing mengatakan anjing mengalami trauma
akibat tertabrak kendaraan bermotor. Anjing
menunjukkan gejala klinis tidak bisa berjalan
(diplegic lameness) pada kedua ekstremitas
kaudalis dan respon nyeri di area tulang pelvis.

Pemeriksaan klinis diawali dengan ob-
servasi pada sikap tubuh serta pengamatan pa-
da bagian kranial hingga kaudal tubuh yang
meliputi pemeriksaan mata, hidung, mulut,
telinga, kelenjar limfe, ekstremitas kranial dan
kaudal, saluran respirasi, saluran kardiovaskular,
saluran pencernaan, saluran urinaria, dan saluran
reproduksi serta memeriksa status hidrasi dan
nutrisi sebelum tindakan bedah.

Pemeriksaan profil darah menunjukkan
peningkatan sel leukosit mencapai 18,93 x 10°
/uL, sedangkan parameter darah lainnya dalam
angka normal. Pemeriksaan radiografi dengan
posisi ventro-dorsal menunjukkan dislokasi
dan fraktur tulang pelvis area sacroiliac yang
disajikan pada Gambar 1a.

Prosedur Bedah

Anjing di anastesi menggunakan zola-
zepam-tiletamin (Zoletil® 50, Virbac, New
Zealand) dosis 30 mg/kg bobot badan secara
im dan selanjutnya dipertahankan dengan
pemberian anastesi inhalasi sevofluran dosis
0,5-2 % dengan udara dorong menggunakan
oksigen tunggal sesuai volum tidal (Erwin,
2019). Anjing diberikan infus larutan asering
untuk menggantikan cairan yang hilang selama
tindakan bedah. Tindakan bedah pertama, he-
wan diposisikan left lateral recumbency untuk
penanganan fraktur illium. Area bedah di
disinfeksi menggunakan povidone iodin dan
dilanjutkan dengan melakukakan insisi area
pelvis mengikuti sumbu panjang tulang ilium
kira-kira 5-7 cm, jaringan subkutan dan fascia
disayat dan dikuakkan dan dijepit menggunakan
allis tissue forceps. Musculus gluteus medius dan
musculus tensor fascia lata sampai musculus
bicep femoris dikuakkan menggunakan retraktor
sampai terlihat tulang ilium yang mengalami
fraktur. Bagian fragmen tulang fraktur dire-
posisikan ke posisi semula, selanjutnya difiksasi
menggunakan bone plate 2.0 VCP (sesuaikan
kontur plate dengan permukaan lateral tulang)
dan dilubangi menggunakan bor tulang untuk
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pemasangan screw 2.0 mm cortical self-tapping
yang disajikan pada Gambar 1b (Erwin et al.,
2019).

Tindakan bedah kedua untuk penanganan
dislokasi sacroiliac dengan posisi hewan right
lateral recumbency. Selanjutnya melakukan
insisi kulit dimulai dari krista illiaca dorsal
dan memanjang sejajar ke arah kaudal tulang
vertebrae untuk memisahkan otot tensor fascia
lata dan musculus gluteus medius, sertamusculus
gluteus superficialis. Selanjutnya retraksi otot
mengguunakan retraktor untuk pemasangan
screw. Reduksi dengan bone holding forceps,
fiksasi area yang mengalami dislokasi dengan
cara mengebor bagian persendian sacroiliac
untuk memasang screw cortical 2.7 mm non
self-tapping yang merekatkan kedua fragmen.
Foto radiografi pasca bedah menunjukkan
kedua segmen fraktur terfiksasi dengan baik
yang disajikan pada Gambar lc.

Area luka dibersihkan dengan larutan
antiseptik chlorhexidine, muskulus (simple
interrupted pattern) dan fascia lata (simple
continuous pattern) menggunakan benang
polyglactin polyglicolyc acid 3/0 HR 22 (Safil®,
B Braun, Indonesia). Jaringan subkutis (simple
continuous pattern) dijahit dengan benang
polyglicolyc acid 3/0 HR 22 (Safil®, B Braun,
Indonesia) dan kulit (simple interrupted pattern)
menggunakan benang sutera 3/0 (Silkam®,
BRAUN, Indonesia).

Perawatan luka bedah menggunakan salep
gentamisin sulfat (Genoint®, Erela, Semarang,
Indonesia) dan dibalut dengan kasa dengan
pemasangan tubular bandage untuk mencegah
perban dikedua sisi tubuh terbuka. Perawatan
pasca bedah dengan pemberian antibiotik
amoxicillin dan clavulanic acid 10 mg/kg BB
(Claneksi®, Sanbe Farma, Indonesian) dan
karprofen (Rimadyl®, Pfizer/Zoetis, USA) 2,2
mg/kg BB secara PO selama 12 hari sebanyak
2 kali sehari.

Hasil dan Pembahasan

Dislokasi dan fraktur sacroiliac adalah
trauma umum yang sangat sering terjadi pa-
da anjing dan kucing. Terapi konservatif se-
ring dilakukan untuk penanganan dislokasi
dan fraktur, namun sering berakhir dengan
komplikasi berupa konstipasi yang parah
(obstipasi). Anjing dan kucing terlihat sembuh
secara klinis setelah terapi konservatif, namun
gangguan persendian sacroiliac dan perubahan
degeneratif pada persendian [umbosacral
dapat terlihat. Disisi lain, manajemen bedah
dan pemilihan alat fiksasi untuk stabilisasi
dislokasi dan fraktur sacroiliac memungkinkan
pengembalian yang cepat dan mencegah
terjadinya konstipasi (Ergin et al., 2016).

Fraktur pelvis (ilium, ischium dan pubis)
hampir selalu diakibatkan dari trauma besar dan
berakibat fatal bila tidak ditangani dengan baik

Gambar 1. (a) foto radiografi sacroiliac fraktur-dislokasi, fraktur tulang pelvis (tanda panah) dan dislokasi sacroiliac (lingkaran putih);
(b) tindakan bedah pemasangan screw; (c) foto radiografi sacroiliac fraktur-dislokasi pasca bedah, pemasangan bone plate
2.0 veterinary cuttable plate (VCP) dengan screw 2.0 mm cortical self-tapping untuk fraktur pelvis (tanda panah) dan 2.7
mm cortical non self-tapping untuk dislokasi sacroiliac (lingkarang putih).
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(Erwin et al., 2019). Hewan yang terlindas dari
arah kaudal tubuh umumnya memiliki kombinasi
trauma yaitu dislokasi sendi sacroiliac bilateral
atau unilateral yang berasosiasi dengan kejadian
fraktur pelvis. Fraktur oblique bilateral atau
unilateral ilium dan beberapa jenis fraktur
lainnya yang diakibatkan oleh kekuatan geseran
yang kuat dari ligamentum sacroiliac (Sing et
al., 2016). Fraktur pada body of ilium selalu
menunjukkan patahan yang miring (oblique),
dengan fragmen kaudal mengalami pergeseran
ke-arah kranial dan medial (Shales ez al., 2010).

Dislokasi dan fraktur sacroiliac nyeri
yang hebat, instabilitas, dan paling umum di-
sertai gangguan saraf (Piermattei et al., 2000).
Dislokasi dan fraktur sacroiliac menyebabkan
perpindahan kraniodorsal ilium. Reposisi secara
terbuka dengan tindakan bedah pemasangan
plate dan screw yang tepat menghasilkan
stabilisasi yang baik. Apabila alat fiksasi fraktur
pelvis tidak menghasilkan stabilisasi yang baik,
maka berpotensi menyebabkan penyempitan
saluran pelvis bagian kaudal yang diikuti dengan
gangguan saluran urinaria, usus besar dan
plexus lumbo-sakralis sebagai tempat cabang
saraf sciatic yang menginervasi kaki belakang
(Harasen, 2007).

Tindakan bedah ortopedik merupakan
alternatif terbaik penanganan sacroiliac fraktur-
dislokasi. Tindakan bedah ortopedik dengan
pemasangan bone plate adalah cara paling
umum dilakukan dengan tingkat keberhasilan
yang baik (DeCamp, 2005; Shales et al., 2010)
dan sangat membantu pada kejadian fraktur
pelvis karena memiliki stabilitas yang sangat
baik sebagai fiksasi dan sangat membantu hewan
untuk lebih cepat dalam mempertahankan bobot
tubuhnya (Denny, 1978). Penanganan fraktur
pelvis yang bersifat tertutup menggunakan
metode ORIF (Open Reduction Internal
Fixation) merupakan reposisi secara terbuka
(invasif) yang diikuti dengan fiksasi interna.
Metode ORIF memiliki keuntungan berupa
fiksasi yang kokoh sehingga pemasangan gips
tidak lagi diperlukan pasca pembedahan, dan
mobilisasi bisa dilakukan untuk pemulihan
(D¢jardin et al., 2016). Penanganan sacroiliac
fraktur-dislokasi dapat diperbaiki dengan me-
lakukan pemasangan screw atau bone plate
dengan mempertimbangkan bentuk fragmen
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patahan (Shales et al., 2010). Keberhasilan suatu
penanganan sacroiliac fraktur-dislokasi sangat
bergantung dari kedalaman screw, bentuk screw
dan ukuran ulir (cancellous) yang berdampak
terhadap kerugian berupa risiko infeksi pada
tulang (Sing et al., 2016).

Kesimpulan

Pemilihan fiksasi bone plate 2,0 veterinary
cuttable plate (VCP) dan screw cortical 2,0
mm self-tapping untuk fraktur pelvis dan 2,7
mm non self-tapping untuk dislokasi sacroiliac
dalam penanganan sacroiliac fraktur-dislokasi
menghasilkan stabilisasi sangat baik dan
tidak menimbulkan komplikasi berdasarkan
pemeriksaan klinis dan radiografi pasca bedah.
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Abstract

Growth Promoter Antibiotics are used to prevent disease and promote growth and production in poultry.
Repeated admnistration of feed can have a microorganic resistance effect, accumulation of antibiotic residues
in animal and environmental products and imbalance of normal microflora in the intestine. The antibacterial
and carbohydrate content of some natural ingredients can be potential as a replacement candidate for AGP.
This study aims to determine the role of a combination of wild ginger, honey, and probiotics (Bacillus subtilis
and Lactobacillus acidophilus) as AGP candiate in Vitro. The antibacterial activity of the combination of wild
ginger and honey against pathogens (£. coli) and their use against probiotics was tested by disk diffusion
method, while the calculation of optical density values to determine the minimum inhibitory concentration
and minimum bactericidal concentration was carried out on E. coli. The ability of inhibition of probiotics
against pathogens is also done by the disk diffusion method. The disk diffusion test results showed the best
combination was extract of 25% wild ginger aquades + 100% Lombok honey with inhibition zone diameter
(8,53 %, 03). Optical density values indicate this combination is able to inhibit and kill £. coli (DO 0,00 =,
002) and support B. subtilis (DO 0,18 £, 002) and L. acidophilus (DO 0.25 £, 005) significantly better than
positive control. MIC value of wild ginger aquades extract and honey combination against E. coli is wild
ginger aquades extract 3.13% + Lombok honey 25%, while MBC value is wild ginger aquades extract 6,25%
+ Lombok honey 25%. The combination of B. subtilis and L. acidophilus showed the largest inhibitory zone
diameter against E. coli (7,30 £, 02 mm) compared to individual colonies. The combination of wild ginger and
honey, in addition to inhibiting also able to kill pathogens and support the growth of probiotics, so this formula
can be used as one of the replacement candidates for AGP.

Key words: antibiotic growth promoter; E. coli; honey; probiotics; wild ginger

Abstrak

Antibiotik Growth Promoter digunakan untuk mencegah penyakit serta pemacu pertumbuhan dan produksi
pada unggas. Pemberian berulang pada pakan dapat memberikan efek resistensi mikroorganisme, akumulasi
residu antibiotik pada produk hewani dan lingkungan serta ketidakseimbangan mikroflora normal pada usus.
Kandungan antibakteri dan karbohidrat pada beberapa bahan alami dapat berpotensi sebagai kandidat pengganti
AGP. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui peran kombinasi temulawak, madu, dan probiotik (Bacillus
subtilis dan Lactobacillus acidophilus) sebagai kandiat AGP secara in Vitro. Aktivitas antibakteri kombinasi
temulawak dan madu terhadap patogen (E. coli) serta pemanfaatanya terhadap probiotik diuji dengan metode
difusi disk, sedangkan perhitungan nilai densitas optikal untuk menentukan minimum inhibitory concentration
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dan minimum bactericidal concentration dilakukan terhadap E. coli. Kemampuan daya hambat probiotik
terhadap patogen juga dilakukan dengan metode difusi disk. Hasil uji difusi disk menunjukkan kombinasi
terbaik adalah ekstrak aquades temulawak 25% + madu Lombok 100% dengan diameter zona hambat
(8,53,03). Nilai densitas optikal menunjukkan kombinasi ini mampu menghambat dan membunuh £. coli (DO
0,00,002) serta mendukung B. subtilis (DO 0,18,002) dan L. acidophilus (DO 0,25,005) signifikan lebih baik
dari kontrol positif. Nilai MIC kombinasi ekstrak aquades temulawak dan madu terhadap E. coli adalah ekstrak
aquades temulawak 3,13% + madu Lombok 25%, sedanglan nilai MBC adalah ekstrak aquades temulawak
6,25% + madu Lombok 25%. Kombinasi B. subtilis dan L. acidophilus menunjukkan diameter zona hambat
terbesar terhadap E. coli (7,30,02 mm) dibandingkan koloni individu. Kombinasi temulawak dan madu, selain
menghambat juga mampu membunuh patogen serta mendukung pertumbuhan probiotik, sehingga formula ini

dapat digunakan sebagai salah satu kandidat pengganti AGP.

Kata kunci: antibiotik growth promoter; E. coli; madu; probiotik; temulawak

Pendahuluan

Antibiotik digunakan dengan tujuan me-
ningkatkan pertumbuhan dan produksi ser-
ta mencegah penyakit pada unggas. Efek po-
sitif tersebut dapat berubah fungsinya saat
penggunaan antibiotik sudah tidak sesuai
anjuran dan dosis yang ditetapkan (Bahri et al.,
2005) sehingga dapat memberikan efek negatif
seperti resistensi mikroorganisme, pengurangan
bakteri baik pada usus, serta residu antibiotik
pada produk hewani dan lingkungan. Food
and Agriculture Organization menyatakan bah-
wa kejadian resistensi antibiotik baik pada
manusia maupun hewan telah mencapai tingkat
mengkhawatirkan di sebagian besar belahan
dunia dan kini telah diakui sebagai ancaman
yang muncul secara signifikan terhadap
kesehatan masyarakat global dan keamanan
pangan (Food and Agriculture Organization,
2016). Solusi alternatif yang dilakukan saat
ini ialah eksplorasi berbagai bahan alami un-
tuk memanfaatkan kemampuan aktivitas anti-
bakteri serta meningkatkan produktivitas ter-
nak. Penelitian mengenai kombinasi jamu
lengkuas, jahe, temulawak dan madu dengan
berbagai konsentrasi terbukti dapat mening-
katkan produktivitas dan berat karkas ayam
broiler (Kusuma, 2018). Suplementasi pakan
dengan probiotik Lactobacillus, Bacillus, dan
Clostridium dapat meningkatkan pertumbuhan
(Deniz et al., 2011), kecernaan nutrisi (Mount-
zourisetal.,2010), dan kekebalan humoral (Yang
et al., 2012). Penelitian ini dirancang untuk
membentuk formula kombinasi temulawak
dan madu serta probiotik yang belum pernah
dilakukan sebelumnya. Tujuan dari penelitian ini

untuk mengetahui peran kombinasi temulawak,
madu, dan probiotik (Bacillus subtilis dan
Lactobacillus acidophilus) sebagai kandidat
pengganti AGP secara in Vitro.

Materi dan Metode

Materi berupa alat yang digunakan adalah
cawan petri, tabung reaksi, spatula, konikel,
autoclave, incubator, refrigerator, pinset, ose,
bunsen, mikroskop, spuit, microplate, micro-
plate reader, jangka sorong digital, centrifuge,
dan vortex. Bahan yang digunakan adalah
Eschercia coli ATCC® 11775 (patogen) dan
Bacillus subtilis ATCC® 6633 (probiotik) yang
diperoleh dari Balai Veteriner (BVET), serta
Lactobacillus  acidophilus (probiotik) yang
diperoleh dari koleksi Pusat Antar Universitas
(PAU) UGM, Yogyakarta, Indonesia, Broth
Heart Infusion (BHI, Merck™), phosphate
buffered saline (pH 7.4, Sigma™), Mueller
Hilton agar (MHA, Merck™), ekstrak aquuades
temulawak (konsentrasi 25%, 12,5%, 6,25%,
3,13%, 1,56%), madu Lombok (konsentrasi
100%), aquades, blank disk (Oxoid™), antibiotik
chloramphenicol disk (C 30ug, Oxoid™).

Metode yang digunakan untuk menguji
aktivitas antibakteri adalah difusi disk Kirby-
bauer (Bauer et al. 1966) yaitu kultur bakteri
patogen dan probiotik yang telah dikultur pada
masing - masing media diresuspensi dengan
Phosphate Buffered Saline (pH 7,4, Sigma™)
sampai konsentrasi 1,5 x 10* CFU/mL (Niamsa
dan Sittiwet, 2009). Blank disk (Oxo0id™)
diteteskan sebanyak 50 pl (Valgas et al., 2007)
kombinasi ekstrak aquades temulawak dan madu
kemudian diletakkan pada permukaan media
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MHA (Merck™) yang masing - masing telah
dikultur E. coli, B. subtilis, dan L. acidophilus.
Chloramphenicol disk (C 30ug, Oxoid™)
digunakan sebagai kontrol positif, sedangkan
aquades steril disk digunakan sebagai kontrol
negatif kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Pengamatan dilakukan dengan
mengukur diameter zona hambat serta zona
pertumbuhan disekitar disk. Zona hambat (clear
zone) yang mengelilingi disk menggambarkan
adanya aktivitas antibakterial dari bahan alami
terhadap patogen, sedangkan zona pertumbuhan
di sekitar disk menunjukkan kemampuan bahan
alami untuk mendukung pertumbuhan kandidat
probiotik.

Metode selanjutnya berupa dilusi untuk
menghitung nilai densitas optikal pada mi-
croplate 96-well dengan dasar round yang dije-
laskan dalam Clinical and Standard Institute
MO07-A9 dan Clinical Institute Standard
Institute M11-A8 {CLSI MO07-A9, (2012);
CLSI M11-A8, (2012); Prakasita et al. (2019).
Ekstrak kombinasi dengan volume 25 pl
(dalam 100 pl media broth, BHI untuk media
kultur E. coli dan B. subtilis serta MRS broth
untuk media kultur L. acidophilus) diletakkan
pada sumuran pertama, kemudian dilakukan
pengenceran dua kali lipat pada setiap sumuran
berikutnya hingga konsentrasi terendah 1,56%.
Sepuluh mikroliter masing - masing suspensi
bakteri dengan konsentrasi 1,5 x 10® CFU/mL
ditambahkan pada tiap sumuran. Media broth
yang ditambahkan ekstrak herbal berbagai
kosentrasi digunakan sebagai kontrol negatif,
sedangkan media broth yang dikultur dengan
masing - masing bakteri dengan konsentrasi
1,5 x 10* CFU/mL digunakan sebagai kontrol
positif. Microplate diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam kemudian nilai densitas optikal
media kultur dibaca pada microplate reader
dengan panjang gelombang 570 nm. Penentuan
MIC merupakan hasil pengenceran empat kali
dari konsentrasi awal ekstrak kombinasi terpilih
yang dihitung nilai densitas optikalnya. Nilai
densitas optikal yang menunjukkan angka 0,00
nm terhadap E. coli selanjutnya dikultur pada
media MHA (Merck™) untuk menentukan
MBC.Penentuan MBC dilakukan dengan teknik
lawning (metode sebar) (Hacek et al.,1999).
Larutan ekstrak kombinasi terpilih berdasarkan
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hasil uji MIC diambil dari sumur plat mikrodilusi
sebanyak 100 pl kemudian disebar pada 15 ml
media MHA (Merck™) yang telah dipersiapkan
kemudian diinkubasikan pada suhu 37°C selama
24 jam. Media agar yang tidak ditumbuhi bakteri
ditetapkan sebagai MBC.

Pengujian antagonis probiotik terhadap
patogen juga dilakukan dengan metode difusi
disk (Son et al., 2017 ; Prakasita et al., 2019).
Isolat kandidat probiotik yang sebelumnya telah
dikultur pada media broth (Merck™) kemudian
diresuspensi hingga konsentrasi 1,5 x 10% cfu/
ml, kemudian dikultur pada media MHA
(Merck™) dengan metode agar tuang. Sebanyak
20 pl suspensi B. subtilis, L. acidophilus dan
kombinasinya dengan konsentrasi 1 x 10° cfu/ml
diteteskan pada blank disk (Oxoid™). Kontrol
positif yang digunakan adalah Chloramphenicol
disk (C 30pg, Oxoid™) sedangkan disk yang
diteteskan PBS sebagai pelarut suspensi dija-
dikan kontrol negatif. Media diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam dan dilakukan
pengukuran diameter zona hambat (mm). Semua
metode pengujian dilakukan sebanyak tiga kali
ulangan untuk meminimalisir hasil yang bias
(Prakasita et al., 2019).

Hasil dan Pembahasan

Ekstrak aquades temulawak dengan ber-
bagai konsentrasi dikombinasikan dengan
madu Lombok. Kombinasi ini diharapkan dapat
menghasilkan formulasi kombinasi ekstrak yang
bekerja sinergis agar mampu menghasilkan
efek terbaik terhadap pertumbuhan bakteri.
Kombinasi ekstrak terbagi atas 5 kelompok
yaitu, kombinasi ekstrak 1: ekstrak aquades 25%
+ madu Lombok; kombinasi ekstrak 2: ekstrak
aquades 12,5% + madu Lombok; kombinasi
ekstrak 3: ekstrak aquades 6,25% + madu
Lombok; kombinasi ekstrak 4: ekstrak aquades
3,13% + madu Lombok; kombinasi ekstrak 5:
ekstrak aquades 1,56% + madu Lombok. Hasil
pengujian terhadap pertumbuhan ketiga bakteri
disajikan pada Tabel 1, 2, 3.

Kombinasi ekstrak aquades temulawak
konsentrasi 25% + madu Lombok konsentrasi
100% menunjukkan adanyazonahambatterbesar
terhadap E. coli (Gambar 1) serta adanya zona
pertumbuhan terhadap B. subtilis (Gambar 2A)
dan L. acidophilus (Gambar 2B) yang lebih baik
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Tabel 1. Hasil uji aktivitas antibakteri kombinasi ekstrak aquades temulawak dan madu terhadap E. coli

Kombinasi ekstrak Konsentrasi ekstrak aquades

Diameter zona hambat terhadap E. coli (mm)

Madu Lombok (100%)
Temulawak 25% 8,53,03
12,5% 7,34,02
6,25% 6,65,02
3,13% 6,95,04
1,56% 6,96,03

Tabel 2. Hasil uji difusi disk kombinasi aquades temulawak dan madu terhadap B. subtilis

Kombinasi ekstrak Konsentrasi ekstrak aquades

Diameter zona hambat terhadap B. subtilis (mm)

Madu Lombok
Temulawak 25% <6
12,5 % <6
6,25% 6,94,02
3,13% 7,03,02
1,56% 7,06,02

Ket : <6 = zona hambat tidak terbentuk disekitar disk

Tabel 3. Hasil uji difusi disk kombinasi ekstrak aquades temulawak dan madu terhadap L. acidophilus

Kombinasi ekstrak Konsentrasi ekstrak aquades

Diameter zona hambat terhadap L. acidophilus (mm)

Madu Lombok
Temulawak 25% <6
12,5 % <6
6,25% <6
3,13% <6
1,56% <6

Ket : <6 = zona hambat tidak terbentuk disekitar disk

dan berbeda secara signifikan dengan kontrol
positif (P<0,05). Kombinasi yang menunjukkan
diameter terbesar terhadap pertumbuhan E. coli
serta mendukung pertumbuhan B. subtilis dan
L. acidophilus dipilih untuk sebagai kombinasi
ekstrak yang akan dihitung nilai densitas optikal
untuk menentukan konsentrasi hambat minimum
(MIC) dan konsentrasi bunuh minimum (MBC)
terhadap pertumbuhan E. coli serta untuk melihat
kemampuan maksimal dari ekstrak kombinasi
untuk mendukung pertumbuhan B. subtilis dan
L. acidophilus

..Nilai densitas optikal ditentukan dari
selisih nilai densitas optikal kombinasi ekstrak
terpilih dengan nilai densitas optikal kontrol
negatif (kombinasi ekstrak + media broth sesuai
jenis bakteri). Hasil perhitungan nilai densitas
optikal yang didapatkan merupakan hasil empat
kali pengenceran dari konsentrasi awal ekstrak

kombinasi terpilih (25% dan 12,5% untuk
ekstrak aquades temulawak dan 100% utntuk
madu). Data hasil pengujian disajikan pada
Tabel 4.

Gambar 1. Hasil uji difusi disk kombinasi ekstrak aquades
temulawak + madu Lombok dengan konsentrasi
kombinasi ekstrak 1 (1), kombinasi ekstrak 2 (2),
kombinasi ekstrak 3 (3), kombinasi ekstrak 4 (4),
kombinasi ekstrak 5 (5), kontrol negatif (6), kontrol
positif (7) terhadap E. coli.
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Gambar 2. Hasil uji difusi disk kombinasi ekstrak aquades temulawak + madu Lombok
dengan konsentrasi kombinasi ekstrak 1 (1), kombinasi ekstrak 2 (2), kombinasi
ekstrak 3 (3), kombinasi ekstrak 4 (4), kombinasi ekstrak 5 (5), kontrol negatif (6),
kontrol positif (7) terhadapterhadap B. subtilis (A) dan L. acidophilus (B).

Tabel 4. Nilai densitas optikal pada media yang diperkaya ekstrak aquades temulawak dan madu terhadap bakteri

Kombinasi ekstrak (konsentrasi sebelum pengenceran)

Nilai denistas optikal terhadap bakteri (nm)

E. coli B. subtilis L. acidophilus
Madu Lombok + ekstrak aquades temulawak 25% 0,00,002 0,18,002 0,25,005
Madu Lombok + ekstrak aquades temulawak 12,5% 0,01,005 0,16,004 0,25,006
Kontrol positif 0,15,005 0,11,004 0,14,004

Secara umum, nilai densitas optikal
kombinasi ekstrak aquades temulawak dengan
madu yang dianalisis dengan statistik Kruskal-
Wallis  dan  Mann-Whitney  menunjukkan
perbedaan yang signifikan (P<0,05) dengan
kontrol positif. Hasil kombinasi ekstrak aquades
temulawak 12,5% (diencerkan empat kali
menjadi 3,13%) dengan madu Lombok 100%
(diencerkan menjadi 25%) menujukkan adanya
penambahan nilai densitas optikal (0,01,005)
yang dapat diinterpretasikan bahwa kombinasi
ekstrak ini mampu menghambat pertumbuhan
E. coli namun belum mampu membunuh
bakteri tersebut. Hasil berbeda ditunjukkan oleh
kombinasi ekstrak aquades temulawak 25%
(diencerkan empat kali menjadi 6,25%) dengan
madu Lombok 100% (diencerkan menjadi 25%)
yaitu tidak adanya penambahan nilai densitas
optikal (0,00,002) yang dapat diinterpretasikan
bahwa efek bakterisidal bekerja maksimal
terhadap pertumbuhan E. coli sehingga bakteri
ini tidak dapat bertumbuh dan berkembang
dengan baik. Berdasarkan nilai densitas optikal
yang didapatkan maka MIC kombinasi ekstrak
aquades temulawak dan madu Lombok ialah
kombinasi ekstrak aquades 3,13% + madu
Lombok 25% dan MBC kombinasi ekstrak
aquades temulawak dan madu Lombok adalah
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kombinasi ekstrak aquades temulawak 6,25%
+ madu Lombok 25%. Pengujian lanjutan
dilakukan untuk memastikan serta menentukan
konsentrasi bunuh minimum (MBC) dengan
metode sebar dilakukan pada larutan kombinasi
ekstrak dari metode dilusi yang nilai densitas
optikalnya 0,00. Hasil pengujian membuktikan
bahwa kombinasi ekstrak aquades temulawak
25% (diencerkan empat kali menjadi 6,25%)
dengan madu Lombok 100% (diencerkan
menjadi 25%) mampu membunuh E. coli yang
dibuktikan dengan tidak adanya pertumbuhan
koloni bakteri pada media agar (MHA). Data
hasil pengujian MIC dan MBC kombinasi
ekstrak disajikan pada Tabel 5.

Perhitungan nilai denistas optikal dengan
konsentrasi yang sama juga dilakukan pada
kandidat probiotik. Nilai densitas optikal
kedua kandidat probiotik yang dianlisis dengan
statistik Kruskal-Wallis menunjukkan adanya

Tabel 5. MIC dan MBC ekstrak kombinasi terhadap E. coli

Kombinasi ekstrak aquades temulawak +

Bakteri madu (%)
MIC MBC
Ekstrak aquades Ekstrak aquades
E. coli temulawak 3,13 + temulawak 6,25 + madu
madu Lombok 25 Lombok 25




perbedaan yang signifikan (P<0,05) dengan
kontrol positif. Penambahan nilai densitas
optikal ditunjukkan oleh kandidat probiotik B.
subtilis dan L. acidophilus. Kombinasi ekstrak
aquades temulawak 12,5% (diencerkan empat
kali menjadi 3,13%) dengan madu Lombok
100% (diencerkan empat kali menjadi 25%)
dan kombinasi ekstrak aquades temulawak 25%
(diencerkan empat kali menjadi 6,25%) dengan
madu Lombok 100% (diencerkan empat kali
menjadi 25%) menggambarkan kemampuan
kombinasi ekstrak aquades temulawak dan
madu Lombok untuk mendukung pertumbuhan
kandidat probiotik. Efek yang sinergis antara
kedua bahan alami ini, menyebabkan kandidat
probiotik B. Subtilis dan L. acidophilus dapat
bertumbuh dengan maksimal yang dibuktikan
dengan nilai densitas optikal lebih tinggi dari
kontrol positif (media broth).

Formulasi kombinasi ekstrak terbaik dite-
tapkan berdasarkan metode difusi, perhitungan
nilai densitas optikal, penentuan MIC dan
penentuan MBC. Ekstrak aquades temulawak
6,25 % + madu Lombok 25% (konsentrasi
setelah empat kali pengenceran pada metode
dilusi) ditetapkan sebagai kombinasi terbaik
yang mampu membunuh E. coli serta men-
dukung pertumbuhan B. subtilis dan L.
acidophilus dengan maksimal secara in vitro.
Berdasarkan data hasil perbandingan MIC dan
MBC dapat dilihat bahwa ekstrak aquades temu-
lawak dengan konsentrasi 0,39% (3,9 mg/ml)
sudah cukup mampu menghambat pertumbuhan
E. coli sedangkan untuk madu Lombok dan
madu komersial dibutuhkan 25% (250 mg/
ml) untuk menghambat pertumbuhan E. coli.
Ekstrak individu temulawak maupun madu
belum mampu membunuh E. coli sehingga
MBC ekstrak individu tidak bisa ditentukan.
Perbandingan hasil ini menunjukkan secara
nyata bahwa dibutuhkan kombinasi kombinasi
ekstrak aquades temulawak 6,25% (6,25 mg/
ml) dan madu Lombok 25% (250 mg/ml) untuk
membunuh E. coli. Formulasi ekstrak individu
maupun kombinasi ekstrak dengan kosentrasi
ini juga mampu mendukung pertumbuhan B.
subtilis dan L. acidophilus secara maksimal.

Perbedaan aktivitas antibakteri dari setiap
bahan uji dapat dipengaruhi oleh 4 faktor
yaitu, konsentrasi ekstrak, kandungan senyawa
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metabolit, daya difusi ekstrak dan jenis bakteri
yang dihambat (Jawetz et al., 1996). Pelczar
dan Chan (1988), menyatakan bahwa salah
satu faktor yang mempengaruhi akivitas ba-
han antimikroba, yaitu konsentrasi bahan anti-
mikroba. Daya hambat yang dihasilkan oleh
bahan antimikroba akan semakin tinggi apabila
konsentrasinya juga tinggi (Amrie et al.,
2014). Faktor lain yang dapat mempengaruhi
hasil diameter zona hambat dengan metode
Kirby-Bauer adalah kemampuan ekstrak untuk
berdifusi kedalam kertas cakram. Ekstrak
yang digunakan dalam uji ini termasuk dalam
ekstrak kental. Semakin tinggi konsentrasi
ektrak yang digunakan maka semakin tinggi
pula viskositasnya (Madan dan Singh, 2010).
Menurut Priyatmoko (2008), semakin tinggi
viskositas suatu ektrak maka proses difusi suatu
zat antibakteri kedalam media akan semakin
rendah sehingga akan mempengaruhi hasil
diameter zona hambat.

Rimpang temulawak memiliki senyawa
utama antimikroba yang khas yaitu xanthorrizol
(XNT) dari golongan terpenoid yang lebih
besar (> 6%) dibandingkan pada kunyit (> 3%).
Temulawak secara umum mengandung senyawa
antibakterial yang termasuk dalam golongan
minyak atsiri (Sidik et al., 1995 ; Hernani dan
Haryani, 2001). Aktivitas antimikroba dari
setiap jenis minyak atsiri dapat dipengaruhi
oleh jenis dan jumlah komponen aktif yang
dikandungnya, varietas atau kultivar, faktor
iklim dan tanah tempat tumbuh/daerah asal,
bentuk rimpang segar atau kering, serta metode
ekstraksi dan jenis pelarut yang digunakan (Burt,
2004). Demikian pula untuk produksi bahan
aktif lain seperti senyawa - senyawa terpenoid
dalam minyak atsiri juga sangat dipengaruhi
oleh kondisi geografis habitat tumbuhan serta
faktor - faktor spesifik lain yang berpengaruh
yang belum diketahui (Li ef al., 2011).

MenurutHidayathullaezal. (2011), ekstraksi
aquades, methanol, etil asetat, dan n-heksan
akan menghasilkan larutan yang mengandung
senyawa terpenoid, fenol dan alkaloid karena
tingkat kepolaran pelarut yang digunakan sama,
yaitu dari pelarut polar sampai semi polar atau
non polar. Siswandono dan Soekardjo (1995),
menyatakan bahwa turunan senyawa fenol akan
berinteraksi dengan sel bakteri melalui proses
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adsorbsi yang melibatkan ikatan hidrogen
dan dapat merubah permeabilitas membran
sel. Penetrasi fenol dengan kadar yang tinggi
ke dalam sel dapat menyebabkan koagulasi
protein dan lisis pada membran sel, sedangkan
senyawa fenol dengan konsentrasi rendah dapat
membentuk ikatan lemah dan mudah terurai
sehingga apabila terjadi penetrasi fenol ke dalam
sel dapat menyebabkan koagulasi protein dan
lisis pada membran sel dapat terjadi (Parwata
dan Dewi, 2008).

Mekanisme peran antibakteri lainya da-
ri unsur minyak atsiri yaitu terpenoid yang
diduga melibatkan pemecahan membran oleh
komponen - komponen lipofilik (Cowan, 1999)
dan kurkumin yang memiliki efek fototoksik
terhadap bakteri ketika terkena cahaya dengan
memproduksi hidrogen peroksida yang dapat
menyebabkan kerusakan membran sitoplasma
(Dahl et al., 1989). Terpenoid, phenol, dan
hidrogen peroksida diduga bekerja pada bakteri
dengan cara merusak membran sitoplasma, hal
ini mengakibatkan ion anorganik yang penting
(trace element yaitu Fe, Cu, Zn), nukleotida,
koenzim, dan asam amino merembes keluar sel,
sertamencegahmasuknyabahan-bahanmakanan
atau nutrisi yang diperlukan bakteri untuk
menghasilkan energi (Volk dan Wheeler, 1993).
Membran sitoplasma bertugas melaksanakan
metabolisme energi dalam sel - sel prokariotik
sehingga, jika membran sitoplasma rusak maka
metabolisme energi tidak akan berlangsung. Hal
inilah yang menyebabkan ketidakmampuan sel
untuk tumbuh dan menyebabkan kematian sel.
Ekstrak aquades jahe merah dan temulawak
dengan masing - masing kosentrasi terbukti
mampu menghambat E. coli yang dibuktikan
dengan adanya penurunan nilai densitas optikal
larutan berbagai konsentrasi ekstrak, jika
dibandingkan dengan kontrol positif.

Beberapa studi menunjukkan bahwa
umumnya minyak atsiri lebih aktif terhadap bak-
teri Gram positif dibandingkan dengan bakteri
Gram negatif. Bisping dan Amtsberg (1988),
menyatakan bahwa reaksi yang disebabkan
oleh senyawa fenolik herbal akan berpengaruh
terhadap dinding sel bakteri. Penyusunan dinding
sel yang sederhana pada bakteri Gram positif
dan tidak adanya selaput luar menyebabkan se-
nyawa antibakteri dapat menembus dinding sel
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serta menganggu proses biosintesis dinding sel
(Ajizah et al., 2007). Penelitian sebelumnya
terkait penggunaan temulawak sebagai bahan
fitobiotik telah banyak dilakukan, namun
kemampuanya untuk mengontrol pertumbuhan
E. coli (APEC) masih jarang diteliti secara in
vitro.

Zhou et al. (2016), menyatakan bahwa kan-
dungan polifenol pada ekstrak herbal merupakan
senyawa yang mempunyai aktivitas antioksidan
tinggi untuk mengatasi radikal bebas dan
berperan dalam mengatasi stres oksidatif yang
dihasilkan oleh aktivitas metabolik dengan
menyediakan lingkungan mikroaerofilik bagi
probiotik. Kandungan minyak atsiri pada herbal
juga mampu merangsang dan meningkatkan
pertumbuhan bakteri menguntungkan (misalnya,
Lactobacilli dan Bifidobacteria) pada usus
(Vidanarachchi et al., 2006). Pendapat lain oleh
Xue dan Meng (1996), menyatakan bahwa kom-
ponen polisakarida dianggap sebagai komponen
aktif imun yang paling penting.

Penelitian sebelumnya mengenai kemam-
puan ekstrak kombinasi ekstrak temulawak
dan ekstrak jahe merah untuk mendukung
pertumbuhan L. acidophilus yang dilakukan
oleh Prakasita et al. (2019), membuktikan bahwa
kombinasi ekstrak etanol jahe merah maupun
ekstrak aquades temulawak mampu mendukung
pertumbuhan kandidat probiotik ini serta
meningkatkan kemampuan adhesi yang lebih
baik dari bakteri patogen pada sel epitel usus
ayam. Penjelasan lain mengenai mekanisme
senyawa pada herbal yang mendukung hasil
penlitian ini disampaikan oleh Bisping dan
Amtsberg (1988), bahwa perbedaan ketebalan
dinding sel bakteri non patogen dan patogen
berpengaruh terhadap reaksi yang disebabkan
oleh senyawa fenolik. Dinding sel bakteri non
patogen akan mengalami dehidrasi sehingga pori
- pori akan mengecil sehingga menyebabkan
daya rembes dinding sel dan fungsi membran
menurun dan meminimalisir kerusakan dinding
sel probiotik.

Aktivitas antibakteri madu dapat dipe-
ngaruhi oleh beberapa faktor seperti kadar gula
yang tinggi, kelembaban yang rendah, pH yang
rendah, dan hidrogen peroksida (Kwakman
dan Zaat, 2012). Pendapat lain oleh Aggad dan
Guemour (2014), menyatakan bahwa aktivitas



antibakteri pada madu dipengaruhi oleh osmo-
laritas, pH, aktivitas senyawa peroksida dan non
peroksida. Mekanisme aktivitas antibakteri yang
berkaitan dengan osmolaritas madu diakibatkan
daya osmosis madu yang tinggi, karena 84%
komponen kandungan madu adalah glukosa dan
fruktosa sedangkan air hanya berikisar 15 - 21%
(Nadhilla, 2014). Osmolaritas menyebabkan
interaksi kuat antara molekul gula dengan
molekul air dan meninggalkan molekul air yang
sedikit untuk bakteri, sehingga pertumbuhan
bakteri sulit terjadi (Suranto 2004). Faktor lain
berupa hidrogen peroksida yang terkandung
dalam madu dihasilkan oleh proses glukosa
oksidase merupakan komponen penting yang
mampu menghambat pertumbuhan bakteri
(Molan, 2006). Madu juga mengandung se-
nyawa flavonoid yang dapat merusak dinding
sel bakteri yang bereaksi dengan gugus alkohol
pada senyawa flavonoid sehingga flavonoid
dapat masuk ke dalam inti sel dan bereaksi
dengan DNA dan menyebabkan bakteri lisis
kemudian mati (Lingga dan Rustama, 2005).
Hasil ini juga sesuai dengan penelitian Astrini et
al. (2014) yang menyatakan bahwa madu pahit
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
uji Gram negatif maupun Gram positif.

Madu mengandung karbohidrat sekitar 80%
yang terdiri dari monosakarida, polisakarida
(Landry et al., 2016), dan oligosakarida (Kari-
mah et al., 2011). Kandungan oligosakarida
telah banyak digunakan dalam berbagai produk
makanan dengan tujuan sebagai sumber pre-
biotik yang merupakan komponen pangan yang
tidak tercerna dan memberikan keuntungan
melalui modulasi mikroba yang berguna bagi
kesehatan usus besar (probiotik) (FAO 2007).
Karimah (2010), menyatakan bahwa aktivitas
prebiotik isolat oligosakarida madu lokal asal
Sumbawa memiliki aktivitas prebiotik yang
lebih tinggi dibanding dengan inulin yang
merupakan prebiotik komersil. Rosendale et
al. (2008), juga membuktikan adanya efek
sinergis dari madu Manuka (UMF 20+) yang
dapat meningkatkan pertumbuhan probiotik
(L. reuteri, L. rhamnosus, dan B. lactis) dan
menghambat patogen (S. typhimurium, dan S.
aureus). Gibson dan Roberfroid (1995), juga
menyatakan bahwa mikroflora normal seperti
Lactobacillus dan bifidobacteria akan mem-
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fermentasi oligosakarida pada madu yang tidak
dapat dicerna, untuk kepentingan metabolisme
bakteri tersebut sehingga dapat memberikan ke-
untungan bagi tubuh inang. Kandungan prebiotik
pada madu juga dapat menjaga pertumbuhan
dan stabilitas spesies (Gibson ef al., 2010).

Hasil penelitian ini sejalan dengan ha-
sil penelitian Zhou et al. (2016) yang mem-
buktikan bahwa pemberian formulasi kom-
binasi herbal pada ayam broiler berpotensi
menjaga keseimbangan mikrofloranormal pada
saluran pencernaan. Kusuma (2018), juga me-
nunjukkan bahwa pemberian kombinasi ja-
mu lengkuas, jahe, temulawak, dan madu
dengan berbagai konsentrasi terbukti dapat
meningkatkan produktivitas, dan berat karkas
ayam broiler. Peningkatan produktivitas ayam
broiler paling baik ditunjukkan setelah pem-
berian kombinasi jamu selama 17 hari dengan
konsentrasi 2,5%. Pendapat lain oleh Cavallini
et al. (2009), menyatakan bahwa probiotik juga
dapat menurunkan aktivitas acetyl coenzim
A carboxylase yaitu enzim yang bertanggung
jawab terhadap laju sintesis asam lemak, de-
ngan cara menghasilkan statin sebagai inh-
ibitor pembentukan lemak di dalam hati.
Ashayerizadeh et al. (2011), menunjukkan
penggunaan probiotik yang dilengkapi dengan
prebiotik dapat meningkatkan efisiensi energi
dan protein serta dapat menurunkan kandungan
kolesterol darah daripada penggunaan probiotik
dan prebiotik secara parsial. Penambahan pro-
biotik dan prebiotik tidak berpengaruh negatif
terhadap ayam broiler sehingga memiliki per-
tumbuhan yang sama dengan ayam yang diberi
antibiotik, bahkan dapat meningkatkan aktivitas
antioksidan sehingga oksidasi lemak dapat
dihambat (Aristides et al., 2012).

Pengujian sifat antagonis antara probiotik
dan patogen dengan metode difusi Kirby - bauer
dilakukan untuk mengetahui kemampuan B.
subtilis dan L. acidophilus untuk menghambat
pertumbuhan E. coli (Gambar 3). Data diameter
zona hambat yang dihasilkan, dapat dilihat pada
Tabel 6.

Kandidat probiotik B. subtilis, L. acido-
philus dan kombinasinya menunjukkan adanya
kemampuan menghambat pertumbuhan E. coli
dengan diameter zona hambat yang lebih dari
6 mm disekitar disk yang masing - masing me-
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ngandung B. subtilis, L. acidophilus, kombinasi
B. subtilis + L.acidophilus, dan kontrol positif
(Chloramphenicol), sedangkan kontrol negatif
(PBS) tidak menunjukkan adanya zona hambat
disekitar disk. Hasil perhitungan diameter zona
hambat yang dianalisis dengan statistik Anova
One way menunjukkan adanya perbedaan yang
signifikan pada masing - masing bakteri dan
juga kombinasi kedua bakteri tersebut (P<0,05).
B. subtilis menunjukkan diameter zona hambat
yang lebih besar (7,18,02) dibandingkan L.
acidophillus  (6,95,03), namun kombinasi
kedua kandidat probiotik memiliki diameter
zona hambat yang paling baik yaitu 7,30,02
dan signifikan berbeda (P<0,05) dibandingkan
dengan kandidat probiotik individu.

Tabel 6. Hasil uji difusi disk B. subtilis, L. acidophilus dan
kombinasinya terhadap pertumbuhan E. coli
Kandidat probiotik

Diameter zona hambat kandidat

probiotik terhadap E. coli (mm)

B. subtilis 7,18 ,02
L. acidophilus 6,95 .,03
Kombinasi 7,30 ,02

Aktivitas antibakteri oleh probiotik dipe-
ngaruhi oleh beberapa faktor penting. Sinha
(1986), melaporkan bahwa metabolit utama
bakteri asam ialah asam lemak rantai pendek
dan asam laktat yang dapat menghambat per-
tumbuhan bakteri patogen di usus seperti E. coli.
Lactobacillus aciodophilus menghasilkan dua
komponen bacteriocin yaitu bacteriosin lacta-
cin B, dan acidolin yang merupakan komponen
ekstraseluler berupa peptida atau senyawa be-
rupa protein antimikroba yang dapat membe-

Gambar 3. Hasil uji aktivitas antibakteri kandidat probiotik B.
subtilis (1), L. acidophilus (2), kombinasi (3), kontrol
negatif (4), kontrol positif (5) terhadap E. coli.
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rikan respon antagonis dengan menghambat
berkembangnya organisme patogen (Jagadess-
wari, 2010). Hal serupa juga ditunjukkan oleh
mekanisme penghambatan B. subtilis yang
menghasilkan antibiotik bersifat toksik terhadap
mikroba lain seperti iturin A yang merupakan
lipoprotein, subtilin yang merupakan senyawa
peptida, dan basitrasin. Basitrasin merupakan
polipeptida yang bekerja menghambat pemben-
tukan dinding sel (Soesanto, 2008).

Probiotik dapat menjadi alternatif potensial
pengganti antibiotik untuk menghambat per-
tumbuhan serta mengurangi kolonisasi patogen
enterik pada usus unggas (FAO, 2016). Pene-
litian yang dilakukan oleh El-Naggar (2004)
menyatakan bahwa secara in vitro B. subtilis
memiliki aktivitas antagonis terhadap patogen E.
coli O157:H7 dan S. thyphymurium yang lebih
baik dibandingkan dengan Lactobacilli. Manin
(2009) juga menyatakan bahwa penggunaan
probiotik seperti B. subtilis, B. thuringiensis,
dan L. acidophilus melalui air minum dilaporkan
dapat menggantikkan peran antbiotik, menjaga
kesehatan saluran pencernaan ternak serta me-
nurunkan jumlah E. coli. Pendapat lainya oleh
Fuller (1989), menjelaskan bahwa konsen-
trasi 107 - 10® CFU/g dari Lactobacillus efektif
menekan pertumbuhan bakteri patogen secara
signifikan karena penurunan keasaman atau pH
dari produksi asam laktat.

Kesimpulan

Kombinasi ekstrak aquades temulawak
dengan madu Lombok merupakan formulasi
yang dapat dijadikan sebagai pengganti AGP.
Pertumbuhan kombinasi probiotik B. subtilis,
dan L. acidophilus efektif menghambat pertum-
buhan E. coli.
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Abstract

One of the native catfish to Indonesia is the baung fish (Hemibagrus). Baung fish are found in rivers in
Sumatra, Kalimantan and Java. The catfish population is declining, thus conservation is needed to prevent
extinction. To conduct an effective conservation efforts, molecular studies are needed to confirm the fish species
from the three islands. Mitochondrial DNA is one of the markers that is often used to see the lineage and
kinship of animals for conservation purposes. The purpose of this study is to determine the genetic diversity of
the NADH Dehydrogenase Subunit [ (ND1) gene catfish from each of these locations, can be used as a genetic
marker. Samples were obtained from their natural habitat, namely Magelang (5), Palembang (3), Riau (2),
Samarinda (2), 2 from Sintang, and 3 from Banjarmasin. The DNA of the fish sample was then isolated and
then used as a template for amplification of DNA fragments using PCR techniques. Amplikon (PCR product)
was then purified by gel extraction and then sequenced to determine the DNA sequence. The potential of DNA
sequences as catfish genetic markers was proven by analyzing genetic diversity between species using the
MEGA version 7.0 program (Kumar et al., 2016). The sequencing results 972 nucleotides composing the ND
gene, and found differences in 268 nucleotide sites and 47 amino acid sites. Based on the nucleotide sequence
of the ND1 gene, catfish from the Progo river (Magelang, Central Java), the Musi river (Palembang, Sumatra),
the Kampar river (Riau), the Kapuas river (Sintang, Kalimantan), the Martapura river (Banjarmasin), the
Mahakam river (Kalimantan) is included in the Hemibagrus sp.; catfish from the Elo river (Magelang, Central
Java) belongs to the genus Mystus sp.; catfish from the Bengawan Solo river (Bojonegoro, East Java) belongs
to the Pangasius sp.

Key words: biodiversity; catfish; Indonesia; ND1; sequencing

Abstrak

Salah satu catfish yang merupakan ikan asli Indonesia adalah ikan baung (Hemibagrus). lkan baung
banyak terdapat di sungai di daerah Sumatra, Kalimantan, dan Jawa. Catfish tersebut sudah semakin sedikit
populasinya sehingga diperlukan pelestarian untuk mencegah kepunahan. Agar upaya pelestarian berhasil
guna maka diperlukan kajian molekuler untuk peneguhan dari spesies ikan dari ke tiga pulau tersebut. DNA
mitokondria merupakan salah satu marker yang sering digunakan untuk melihat silsilah dan kekerabatan
dari satwa-satwa untuk tujuan konservasi.Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui adanya keragaman
genetik Gen NADH Dehidrogenase Subunit I (ND1) mitokondria catfish dari masing-masing lokasi tersebut
dan diharapakan dapat dijadikan sebagai penanda genetik. Sampel diperoleh dari habitat aslinya, yaitu
Magelang (5ekor), Palembang (3 ekor), Riau (2 ekor), Samarinda (2 ekor), 2 ekor dari Sintang, dan 3 ekor
dari Banjarmasin. Sampel kemudian diisolasi DNAnya untuk selanjutnya digunakan sebagai cetakan untuk
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amplifikasi fragmen DNA dengan teknik PCR. Amplikon (produk PCR) kemudian dimurnikan dengan ekstraksi
gel dan selanjutnya disekuensing untuk menentukan sekuen DNAnya. Potensi sekuen DNA sebagai penanda
genetik catfish dibuktikan dengan menganalisis keragaman genetik antar spesies menggunakan program
MEGA versi 7.0 (Kumar et al., 2016). Hasil sekuensing diperoleh 972 nukleotida penyusun gen ND, terdapat
268 situs nukleotida yang dan 47 situs asam amino yang berbeda. Berdasar sekuen nukleotida gen ND1, catfish
asal sungai Progo (Magelang, Jawa Tengah), sungai Musi (Palembang, Sumatra), sungai Kampar (Riau),
sungai Kapuas (Sintang, Kalimantan Barat), sungai Martapura (Banjarmasin), sungai Mahakam (Samarinda,
Kalimantan Timur) adalah termasuk ke dalam Hemibagrus nemurus; catfish asal sungai Elo (Magelang, Jawa
Tengah) termasuk ke dalam genus Mystus sp.; catfish asal sungai Bengawa Solo (Bojonegoro, Jawa Timur)

termasuk ke dalam kelompok Pangasius sp.

Kata kunci: catfish; Indonesia; keragaman; ND1; sekuensing

Pendahuluan

Salah satu catfish yang merupakan ikan
asli Indonesia adalah ikan baung (Hemibagrus).
Ikan baung banyak terdapat di sungai di daerah
Sumatra, Kalimantan, dan Jawa. Saat ini,
jumlah ikan baung sudah semakin berkurang
karena beberapa alasan, misalnya banyak
diburu masyarakat karena memiliki citarasa
yang enak, adanya ikan invasif maupun ikan
invasif asing, berkurangnya ketersediaan pakan,
atau adanya polusi pencemaran pada aliran
sungai. Pelestarian catfish asli Indonesia ini
sangat diperlukan untuk mencegah kepunahan.
Agar upaya pelestarian berhasil guna maka
diperlukan kajian molekuler dari ikan tersebut
untuk peneguhan spesies ikan dari ke tiga pulau
tersebut. DNA mitokondria merupakan salah
satu marker yang sering digunakan untuk melihat
silsilah dan kekerabatan hingga tingkat spesies
dan bahkan dapat untuk menentukan keragaman
genetik antar individu dalam suatu populasi.
Hal ini karena DNA mitokondria (mtDNA)
memiliki kemampuan mutasi yang lebih cepat
dari DNA inti, hanya dapat diwariskan dari
induk (maternally inherited), berukuran kecil
(hanya sekitar 16.000 pasang basa), jumlahnya
copy dalam sel banyak, dan tidak mengalami

rekombinasi (Kolesnikov and Gerasimov,
2012). Salah satu gen mtDNA yang dapat
digunakan untuk melihat adanya keragaman
gentik adalah gen NADH dehydrogenase subunit
[ (ND1). Menurut Kankilic et al. (2018) dengan
menggunakan sekuen nukleotida gen ND1 dapat
untuk identifikasi spesies Dryomys nitedula and
Dryomys laniger. Penelitian Fukuyama et al.
(2019) dengan melihat bentuk morfologi kadal
scincid Larutia Bohme dan sekuen nukleotida
gen ND1 dapat mendeteksi adanya spesies
baru. Penelitian menggunakan gen ND1 pada
catfish asli Indonesia belum pernah dilakukan,
sehingga pada penelitian ini bertujuan untuk
melihat adanya keragaman genetik gen NDI1
pada catfish asli Indonesia dari beberapa daerah
di Jawa, Sumatra, dan Kalimantan. Harapannya
dengan diketahuinya secara pasti spesies catfish
tersebut dapat membantu pelestarian plasma
nutfah, serta keberhasilan budidaya catfih untuk
pemenuhan protein hewani.

Materi dan Metode

Penelitian ini merupakan penelitian labora-
torium, dengan tahapan sebagai berikut:
Ekstraksi dan pemurnian DNA, amplifikasi gen
NDI, sekuensing, dan analisis data.

Tabel 1. Daftar sampel catfih, asal sungai dan daerah asal

No. Sungai Daerah asal Jumlah sampel
1 Progo Magelang, Jawa Tengah 3
2 Elo Magelang, Jawa Tengah 2
3 Bengawan Solo Bojonegoro, Jawa Timur 3
4 Musi Palembang, Sumatra Selatan 3
5 Kampar Riau 2
6 Mahakam Samarinda, Kalimantan Timur 2
7 Kapuas Sintang, Kalimantan Barat 2
8 Martapura Banjarmasin, Kalimantan Selatan 3
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Koleksi sampel. Sampel jaringan catfish
telah diambil sebanyak 20 dari habitat aslinya.
Daftar sampel catfih, asal sungai dan daerah
asal pengambilan sampel catfish disajikan pada
Tabel 1. Pada penelitian ini hanya diambil 2 atau
3 sampel dari masing-masing sungai diharapkan
sudah dapat mewakili karena sudah semakin
langka di habitatnya dan belum ada ikan yang
dibudidayakan.

Isolasi DNA Total. DNA total diekstraksi
dari biopsi jaringan (30 mg). Isolasi dan
purifikasi DNA menggunakan DNA Isolation
Kit (Genaid). DNA hasil isolasi dideteksi dengan
cara dimigrasikan pada gel agarosa 1% dengan
menggunakan buffer 1xTBE dalam piranti
Submarine Electrophoresis (Hoefer, USA).
Pengamatan dilakukan dengan bantuan sinar
UV (A = 260nm) setelah gel diwarnai dengan
DNA staining (Genaid). DNA hasil isolasi
kemudian disimpan pada suhu -20°C sebelum
dipergunakan untuk tahap berikutnya.

Desain Primer. Primer didisain meng-
gunakan Program primer 3 output (http:/
www-genome.wi.mit.edu/cgi.bin/primr3.cgi/
results_from-primer3) berdasar data seku-
en genom mitokondria Hemibagrus nemurus
(Nomor akses KJ573466.1) dan Mystus vitta-
tus (KX177968.1). Urutan basa primer untuk
amplifikasi gen NDl1dari sampel catfish disaji-
kan pada Tabel 2.

Amplifikasi gen NDldengan PCR.
DNA total hasil ekstraksi digunakan sebagai
DNA cetakan untuk proses amplifikasi. Am-
plifikasi DNA dengan PCR pada penelitian
ini menggunakan mesin PCR (Infinigen).
Amplifikasi gen ND1 masing-masing menggu-
nakan sepasang primer yang telah didisain
sendiri berdasar sekuen genom mitokondria
mitokondria Hemibagrus nemurus  (Nomor
akses KJ573466.1) dan Mystus vittatus
(KX177968.1)seperti terlihat pada Tabel 2.
Amplifikasi DNA dilakukan dengan kondisi
sebagai berikut: denaturasi awal selama 2 menit
pada suhu 94°C selanjutnya diikuti dengan

Tabel 2. Urutan basa primer untuk mengamplifikasi gen ND1

94°C selama 30 detik untuk denaturasi, 51°C
selama 45 detik untuk penempelan primer
(annealing), 72°C selama 1 menit 30 detik
untuk pemanjangan (elongation); amplifikasi
dilakukan sebanyak 35 siklus kemudian diakhiri
5 menit pada 72°C. Produk PCR dideteksi de-
ngan cara dimigrasikan pada gel agarosa 1%
dengan menggunakan buffer IXxTBE dalam
piranti Submarine Electrophoresis (Hoefer,
USA). Pengamatan dilakukan dengan bantuan
sinar UV (A = 260nm) setelah gel diwarnai
dengan DNA staining (Genaid). Penanda DNA
dengan ukuran 1000 pb digunakan sebagai
penunjuk berat molekul.

Sekuensing DNA. Produk PCR hasil am-
plifikasi dimurnikan dengan menggunakan
GFX Column purification kit, selanjutnya di-
pergunakan sebagai DNA cetakan untuk reaksi
sekuensing DNA. Masing-masing sampel dila-
kukan dua reaksi sekuensing yaitu menggunakan
pimer forward dan primer reverse. Sekuensing
dilakukan pada semua produk PCR gen NDI.
Hasil sekuensing yang bagus ditandai dengan
grafik spektroferogram yang single peak, tanpa
adanya noise.

Analisis Data. Penjajaran berganda sekuen
nukleotida gen NDI1 dianalisis dengan bantuan
perangkat lunak Clustal W (Thompson et al., 1994).
Analisis hasil berdasarkan sekuen nukleotida gen
ND1ldengan bantuan perangkat lunak MEGA versi
7.0. Jarak genetik dianalisis dengan metode Kimura
dengan dua parameter (Kumar et al., 2006). Pohon
filogenetik dianalisis berdasarkan sekuen nukleotida
dengan metode Neighbor joining dengan nilai
bootstrap 1000 x. Catfish yang digunakan sebagai
pembanding diambil dari data Genbank antara lain
Hemibagrus nemurus (KJ573466.1), Hemibagrus
guttatus (KJ458934.1), Hemibagrus macropterus
(JF834542.1), Hemibagrus sp. (KM507291.1),
Hemibagrus spilopterus (JQ343983.1), Hemibagrus
wyckioides — (KJ624624.1),  Mystus  vittatus
(KX177968.1), Mystus cavasius (KU870465.1),
Mystus rhegma (JQ343984.1), dan Pelteobagrus
eupogon (JQ734476.1).

Nama primer Target gen Urutan basa Tm (°C) Panjang produk
BaungNDI1F NDI 5’ TGATCTGAGTTCAGACCGGAG 3’ 56,96 1327 pb
BaungND1R 5’ CTCCAGAATATGGGTTCGAGTC 3’ 56,98
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Hasil dan Pembahasan

Sepasang primer pada penelitian ini di-
desain untuk mengamplifikasi gen NADH
Dehydrogenase Subunit 1 (ND1). Amplikon
yang diperoleh dengan menggunakan primer
BaungNDI1F dan BaungNDIR adalah 1327
pasang basa (pb). Amplikon selanjutnya dimi-
grasikan pada elektroforesis gel agarose 1%
yang telah diwarnai dengan DNA staining
(Genaid) (Gambar 1).

1500 pb

1000 pb — <+—1327pb

Gambar 1. Amplikon gen NDI beberapa sampel catfish
menggunakan primer Baung ND1F dan BaungNDIR
pada gel agarose 1%.
Keterangan: 1-9 produk PCR dengan ukuran 1327
pb; 1kb adalah DNA Ladder ukuran 1kilo basepair

Berdasarkan sekuen genom DNA mito-
kondria Hemibagrus nemurus (NC_044863.1)
fragmen DNA pada penelitian ini adalah 1327 pb,
yang terletak pada urutan basa ke-2595 sampai

dengan ke-3921 (Wu et al., 2016). Amplikon
pada penelitian ini setelah diplotkan dengan
sekuen Hemibagrus nemurus (NC_044863.1)
terdiri dari 174 pb fragmen gen 16SrRNA, 75 pb
gen tRNA-Leu, 972 pb gen ND1, 1 pb intron, 72
pb gen tRNA-Ile, dan 34 pb fragmen gen tRNA-
Gln (komplemen).

Analisis keragaman nukleotida dan asam
amino dilakukan setelah dilakukan editing dan
multiple alignment dengan data catfish yang
diambil dari genbank. Multiple aligment meng-
gunakan Clustal W yang ada di dalam MEGA
versi 7.0 (Kumar et al., 2016). Hasil sekuensing
sepanjang 1327 nukleotida (nt), selanjutnya di-
pilih 972nt yang merupakan sekuen nukleotida
gen ND1 yang akan menyandi 324 asam amino.
Hasil multiple alignment gen NDlterlihat ada-
nya mutasi dalam bentuk substitusi transisi dan
transversi serta adanya mutasi dalam bentuk in-
sersi dan delesi. Adanya delesi tiga nukleotida
pada kelompok sampel catfish dari Magelang
(Sungai Progo), Sumatra, dan Kalimantan apa-
bila dibandingkan dengan sampel dari Sungai
Elo (Magelang) dan sampel dari Bengawan
Solo (Bojonegoro) mengakibatkan perbedaan
satu asam amino penyusun protein ND1, yaitu
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menjadi 323 asam amino. Delesi nukleotida ber-
ada di urutan nukleotida ke 763, 764 dan 765,
sedangkan asam amino yang mengalami delesi
ada di urutan asam amino ke-255. Hal ini ber-
beda dengan penelitian Widayanti et al. (2019)
tentang keragaman genetik catfish asli Indo-
nesia menggunakan gen COIIl dan Megarani

et al. (2020) menggunakan gen Cytochrome B,
disebutkan bahwa pada gen-gen tersebut hanya
terjadi mutasi substitusi transisi dan transversi
saja tanpa adanya delesi dan insersi.

Hasil analisis nukleotida antar sampel cat-
fish pada penelitian ini terdapat 268 situs nukle-
otida yang berbeda dan terdapat 47 situs asam
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Tabel 4. Matriks perbedaan nukleotida (972 nt) dan asam amino (324 aa) ND1 dari sampel catfish penelitian dengan pembanding

catfish dari Genbank

No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1 Kampar_1 4 5 4 5 0 0 7 5 5 5 29 28 28 31 31 38
2 Kampar 2 42 1 0 1 4 4 5 3 1 3 28 27 27 31 31 36
3 Musi_1 45 3 1 2 5 5 6 2 2 4 29 28 28 32 32 37
4 Musi_2 42 0 3 1 4 4 5 3 1 3 28 27 27 31 31 36
5 Musi_3 44 2 3 2 5 5 6 4 2 4 29 28 28 31 31 36
6 Kapuas 1 1 41 4 41 43 0 7 5 5 5 29 28 28 31 31 38
7 Kapuas 2 2 40 43 40 42 1 7 5 5 5 29 28 28 31 31 38
8 Mahakam 1 2 47 21 24 21 23 46 45 6 6 8 31 30 28 35 35 40
9 Martapura_1 44 8 9 8 10 43 42 23 4 6 31 30 30 34 34 39
10 Progo 12 3 46 6 9 6 8 45 44 23 12 4 27 26 26 30 30 35
11 H nemurus* 47 26 29 26 28 46 47 37 30 30 28 27 25 32 32 37
12 Elo 1 171 162 165 162 164 170 169 171 165 161 161 1 16 29 29 31
13 Elo 2 170 161 164 161 163 169 168 170 164 160 160 1 15 28 28 30
14 M_cavasius* 171 176 179 176 178 172 171 177 179 176 175 131 130 31 31 31
15 B._Solo_1 181 179 181 179 181 182 181 192 183 179 185 157 156 171 0 10
16  B. Solo_2 3 180 178 180 178 180 181 180 191 182 178 184 157 156 171 1 10
17 P_pangasius* 203 191 191 191 191 202 201 196 195 191 193 164 163 179 101 102

*= H nemurus KJ573466.1; M_cavasius KU870465.1; P_pangasius KC572135.1

Kolom kiri bawah: matriks perbedaan nukleotida
Kolom kanan atas:matirks perbedaan asam amino

amino yang berbeda. Situs asam amino yang ber-
beda antar sampel catfish disajikan padla Gam-
bar 2 dan 3. Tanda titik (.) pada Gambar 2 dan
3 menunjukkan sekuen asam amino yang sama
(identik) dengan asam amino catfish Kampar 1.

Matriks perbedaan nukleotida dan asam
amino ND1 dari sampel catfish pada penelitian
ini disajikan pada Tabel 4. Sebagai pembanding
digunakan sekuen nukleotida dari Genbank
yang mempunyai homologi paling besar de-
ngan sampel catfish penelitian ini setelah dila-
kukan alignment dengan program BLAST
pada situs NCBI. Sekuen nukleotida tersebut
adalah Hemibagrus nemurus (KJ573466.1),
Mystus cavasius (KU870465.1), dan Pangasius
pangasius (KC572135.1).

Pada Tabel 4. Menunjukkan bahwa catfish
dari sungai Kampar, Musi, Kapuas, Mahakam,
Martapura, dan Progo memiliki perbedaan nu-
kleotida dan asam amino paling sedikit apabila
dibandingkan dengan Hemibagrus nemurus
(KJ573466.1), yaitu 26-47 nukleotida dan 3-8
asam amino. Bila dibandingkan dengan Mystus
cavasius (KU870465.1) catfish dari sungai Elo
memiliki perbedaan yang paling sedikit, yaitu
130-131 nukleotida dan 15-16 asam amino,

sedangkan bila dibandingkan dengan Pangasius
pangasius (KC572135.1) catfish dari sungai
Bengawan Solo memiliki perbedaan nukleotida
dan asam amino paling sedikit yaitu berturut-
turut 101-102 nukleotida dan 10 asam amino.
Hasil analisis ini sesuai dengan hasil penelitian
Megarani et al. (2019) yang menyebutkan
bahwa dengan menggunakan sekuen nukleotida
gen Cyt B catfish asal sungai Kampar, Musi,
Kapuas, Mahakam, Martapura, dan Progo
memiliki kekerabatan paling dekat dengan
Hemibagrus, catfish asal sungai Elo berkerabat
dekat dengan Mystus dan catfish asal Bengawan
Solo berkerabat dekat dengan Pangasius.
Keragaman nukleotida dan asam amino
di antara sampel catfish pada penelitian ini
dan terhadap data dari Genbank selanjutnya
dibuat suatu filogram untuk menggambarkan
pohon filogenetik (phylogenetic tree) atau
kekerabatannya. Pohon filogenetik dibuat
menggunakan metoda Neighbour joining,
bootstrap 1000 kali pada software MEGA versi
7.0. (Kumar et al.,, 2016). Pohon filogenetik
berdasar sekuen nukleotida gen NDI1 catfish
hasil penelitian dengan pembanding beberapa
catfish dari Genbank disajikan pada Gambar 4.
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Gambar 4. Pohon filogenetik berdasar sekuen nukleotida

gen ND1(972 nt) catfish hasil penelitian dengan
pembanding beberapa catfish dari Genbank

Pohon filogenetik (Gambar 4) terlihat
bahwa catfish asal sungai Kampar (Riau), su-
ngai Musi (Palembang), sungai Progo (Ma-
gelang), sungai Martapura (Banjarmasin),
sungai Kapuas (Sintang) berada dalam sub-
cabang yang sama dengan Hemibagrus, me-
nunjukkan bahwa catfish dari sungai-sungai
tersebut digolongkan dalam genus Hemibagrus,
dengan nilai bootstrap 100%. Hal ini didukung
dengan perbedaan nukleotida yang hanya 26-
47 nukleotida dan 3-8 asam amino. Hal serupa
sama dengan penelitian Ng dan Dodson (1999)
dengan melihat morfologi catfish dan deskripsi
sekuen nukleotida gen Cyt B bahwa catfish yang
berasal dari sungai Musi dan Kapuas adalah
tergolong genus Hemibagrus (Gambar 5).

Catfish asal sungai Elo (Magelang) terlihat
pada cabang yang sama dengan Mystus sp., de-
ngan nilai bootstrap 87%, dan didukung dengan
perbedaan nukleotida dan asam aminonya yai-
tu berturut-turut 130-131 nukleotida dan 15-16
asam amino. Mystus pada penelitian kemung-
kinan sekali berbeda dengan spesies Mystus
yang ada di Genbank apabila melihat perbedaan
jumlah nukleotida dan asam amino yang be-
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sar, tidak seperti sampel yang termasuk dalam
kelompok Hemibagrus yang perbedaan nukle-
otida dan asam aminonya sangat kecil. Hasil
ini sesuai dengan yang dinyatakan Darshan et
al. (2019) yaitu ditemukannya spesies Mystus
prabini yang baru di India dengan jarak genetik
8,6-22,1% menggunakan gen COI. Ng (2002)
juga telah melakukan penelitian tentang Mystus
nigriceps di Asia Tenggara yang menyebutkan
bahwa Mystus sp. juga ditemukan di Jawa dan
Sumatra dengan ciri utama adanya sirip lemak
yang panjang seperti sampel catfish yang ber-
asal dari sumgai Elo, Magelang, Jawa Tengah
(Gambar 5). Vijayakrishnan dan Praveenraj
(2022) berdasarkan morfologi telah menemu-
kan spesies Mystus baru yaitu Mystus irulu di
Western Ghats of Karnataka, India. Selanjut-
nya Esmaeili et al. (2022) berdasar morfologi
dan molekuler menemukan spesies baru Mystus
cyrusi di Timur Tengah. Demikian juga untuk
catfish asal sungai Bengawan Solo (Bojone-
goro) dikelompokkan dalam genus Pangasius
karena perbedaan nukleotida dan asam amino
berturut-turut 101-102 nukleotida dan 10 asam
amino, dan didukung dengan nilai bootstrap
99%. Berdasar morfologi, menurut Dwivedi et
al. (2017) bahwa catfish asal sungai Bengawan
Solo masuk dalam kelompok Pangasius sp.

Kesimpulan

Berdasar sekuen nukleotida dan asam
amino ND1:

1. Catfish asal sungai Progo (Magelang, Ja-
wa Tengah), sungai Musi (Palembang,
Sumatra), sungai Kampar (Riau), sungai
Kapuas (Sintang, Kalimantan), sungai
Martapura (Banjarmasin), sungai Mahakam
(Kalimantan) adalah termasuk ke dalam
Hemibagrus sp.

2. Catfish asal sungai Elo (Magelang, Jawa Te-
ngah) termasuk ke dalam genus Mystus sp.

3. Catfish asal sungai Bengawa Solo (Bojo-
negoro, Jawa Timur) termasuk ke dalam
kelompok Pangasius sp.

4. Gen NDI dapat digunakan sebagai pe-
nanda genetik untuk tujuan konservasi
dalam usaha membantu pelestarian plasma
nutfah, serta keberhasilan budidaya catfih
untuk pemenuhan protein hewani.
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Abstract

Ket-A-Xyl® (Ket-A-Xyl® 20 ml, AgroVet, Peru) is an anesthetic drug that has been widely marketed
in Indonesia for induction of anesthesia in dogs. This study evaluated the use of the drug Ket-A-Xyl® for
castration in cats. The purpose of this study was to determine the effect of giving Ket-A-Xyl® on physiological
parameters in domestic male cats. A total of 53 domestic male cats weighing ranging from 1.5 to 5.68 kg were
fasted for 8 hours and then weighed to determine the anesthetic dose. The cats were injected with the Ket-A-
Xyl® preparation intramuscularly, then their physiological changes were observed and recorded. Likewise,
the onset and duration of the drug were recorded when the cat entered the first stage of anesthesia until the
recovery stage. Physiological parameter data analysis was performed using the SPSS application with paired
sample t-test. The physiological data group of cats at the third stage of anesthesia was compared with the
recovery stage using paired sample t-test. The results of data analysis showed that the Ket-A-Xyl® had a
significant effect on respiratory rate (p <0.05), but not on temperature and pulse frequency. The average onset
and duration of the drug Ket-A-Xyl® showed a shorter time than previous studies using the drug combination
atropine-ketamine-xylazine. Ket-A-Xyl® anesthetic preparation has the potential to be a good anesthetic
drug in domestic cats because it is more efficient, has a short onset and duration, and does not cause a fatal
physiological response during its use.

Key words: domestic cat; duration; Ket-A-Xyl®; onset; physiological parameters

Abstrak

Ket-A-Xyl® (Ket-A-Xyl® 20 ml, AgroVet, Peru) merupakan sediaan anastetika jadi yang telah banyak
dipasarkan di Indonesia untuk induksi anastesi pada anjing. Studi ini menguji penggunaan obat Ket-A-XyI®
untuk kastrasi pada kucing. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui potensi anestetika Ket-A-Xyl®
terhadap parameter fisiologis kucing jantan domestik. Sebanyak 53 ekor kucing jantan domestik dengan berat
badan berkisar 1,5 — 5,68 kg dipuasakan selama 8 jam kemudian ditimbang untuk menentukan dosis anestetika.
Kucing diinjeksikan sediaan Ket-A-Xyl® secara intramuskular, kemudian diamati dan dicatat perubahan
fisiologisnya. Demikian juga untuk onset dan durasi obat dicatat saat kucing memasuki stadium anestesi |
hingga tahap recovery. Analisis data parameter fisiologis dilakukan menggunakan aplikasi SPSS dengan uji
paired sample t-test. Kelompok yang dibandingkan dalam uji paired sample t-test tersebut adalah kelompok
data fisiologis kucing pada tahap stadium III dengan tahap recovery. Hasil analisis data menunjukkan bahwa
sediaan Ket-A-Xyl® menimbulkan efek yang signifikan terhadap frekuensi napas (p<0,05), tetapi tidak pada
suhu dan frekuensi pulsus. Rata-rata onset dan durasi obat Ket-A-Xyl® menunjukkan waktu yang lebih singkat
dibanding studi sebelumnya yang menggunakan obat atropin-ketamin-xylazin. Sediaan anastesi Ket-A-Xyl®
berpotensi sebagai obat anestetika yang baik pada kucing domestik karena tergolong efisien, onset dan durasi
singkat, serta tidak menimbulkan respon fisiologis yang fatal selama penggunaannya.

Kata kunci: durasi; Ket-A-Xyl®; kucing domestik; onset; parameter fisiologis
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Pendahuluan

Anestesi adalah keadaan tanpa rasa yang
bersifat sementara dan dapat kembali kepada
keadaan semula atau reversible (Sudisma,
2010). Kondisi anestesi juga diperlukan untuk
menciptakan kondisi optimal pada tindakan
pembedahan. Kondisi optimal ini meliputi
beberapa komponen diantaranya menghilangkan
nyeri, menghilangkan kesadaran, penghambatan
refleks vegetatif, dan pelemasan otot (Lewar,
2015).

Anestetika adalah obat penghilang kesadaran
dan atau rasa sakit pasien dalam tindakan
operasi (Sudisma, 2010).

Menurut Rahardjo (2004), anestetika dibagi
menjadi dua, yaitu anestetika lokal dan anestetika
umum. Anestetika umum biasa digunakan pada
tindakan pembedahan untuk mencapai keadaan
tidak sadar, merintangi rangsangan nyeri,
memblokir reaksi refleks terhadap manipulasi
pembedahan, dan menimbulkan relaksasi otot
(Tjay & Rahardja, 2007). Anestetika umum
merupakan obat yang dapat menghilangkan rasa
nyeri dan menimbulkan hilangnya kesadaran,
yang disebabkan oleh proses intoksikasi
pada sistem syaraf pusat yang terkontrol dan
reversibel (Rahardjo, 2004; Ross & Ross,
2008). Anestetika umum sendiri dibagi menjadi
dua, volatil dan non-volatil. Anestetika non-
volatil merupakan obat-obat anestetika yang
pemberiannya bukan melalui inhalasi, namun
melalui pembuluh darah. Beberapa contoh
obat anestetika non-volatil adalah tiopental,
diazepam dan midazolam, ketamin dan propofol
(Tjay & Rahardja, 2007).

Sediaan anestetika umum menyebabkan
keadaan anestesi yang dapat dibedakan menjadi
empat stadium anestesi yaitu analgesia atau
induksi atau eksitasi volunteer, delirium atau
eksitasi involunteer, surgical anestesi, dan
yang terakhir adalah paralisa medulla (Tjay
dan Rahardja, 2007). Gambar 1 menunjukkan
kondisi fisik dan fisiologis hewan pada stadium-
stadium anestesi.

Stadium anestesi pertama ditandai de-
ngan perubahan frekuensi pernapasan yang
meningkat, dilatasi pupil, defekasi dan urinasi,
terdapat refleks palpebrae dan kornea, tonus
otot normal, dapat menelan dan batuk. Stadium

analgesia dapat disebut juga stadium induksi
ataupun eksitasi volunter (Ross & Ross, 2008).
Stadium kedua anestesi ditandai dengan tingkat
pernapasan yang meningkat dan bervariasi serta
irreguler, yang bisa menyebabkan gangguan
pernapasan. Tanda-tanda selanjutnya yaitu pupil
dilatasi, gerakan inkoordinasi, peningkatan
pergerakan tonus otot involunter, muntah, dan
masih dijumpai refleks palpebrae dan kor-
nea (Ross & Ross, 2008). Stadium surgical
anaesthesia dibagi lagi menjadi empat plane
yaitu plane 1, plane 2, plane 3, dan plane 4. Salah
satu data penelitian parameter fisiologis kucing
yang diambil adalah ketika memasuki Plane 1
atau light surgical, ditandai dengan respirasi
yang teratur (reguler) dan dalam, berkurangnya
pergerakan bola mata, ukuran pupil mengecil
(konstriksi), refleks palpebrac dan kornea
lemah, refleks konjungtiva dan menelan hilang,
tonus otot berkurang karena stimulasi surgikal
Plane 2 atau Moderate Surgical ditandai dengan
respirasi yang lebih dangkal, refleks kornea
masih ada, refleks palpebrae dan menelan hilang,
aktivitas bola mata terfiksasi (rotasi ventral),
pupil melebar, lakrimasi okuler meningkat,
dan tonus otot berkurang karena stimulasi
surgikal. Plane 3 atau Deep Surgical/True Sur-
gical Anaesthesia ditandai dengan respirasi
yang semakin dangkal, pupil bertambah lebar,
aktivitas bola mata rotasi ventral, dan adanya
kehilangan refleks palpebrae, kornea, dan
menelan. Selain itu, tonus otot berkurang karena
stimulasi surgikal, serta relaksasi dari muskulus
intercostal dan abdominal. Plane 4 atau
Excessive Surgical ditandai dengan respirasi
abdominal yang dangkal dan ireguler, paralisis
diafragma seluruhnya sehingga menyebabkan
apnea, semua refleks yang menurun, dan pupil
dilatasi (Ross dan Ross, 2008)

Aplikasi obat anestetika pada kucing da-
pat digunakan pada prosedur bedah seperti
ovariohisterektomi, kastrasi, sectio caesaria ,
laparotomi, pencabutan gigi serta operasi mata.
(Rahmiati & Wira, 2019). Salah satu tindakan
yang menggunakan obat anestetika adalah kas-
trasi pada kucing.

Kastrasi adalah operasi pengangkatan
kedua buah testis yang sering dilakukan untuk
mengontrol populasi kucing liar (Howe, 2006).
Pemilihan obat-obat anestetika pada tindakan
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operasi diambil berdasarkan spesies dan ras
hewan, usia, keadaan fisik, pengobatan hewan
yang dilakukan secara bersamaan, serta lama
dan jenis operasi atau prosedur yang dilakukan.
Obat-obatan  anestetika  dalam  praktik
kedokteran hewan sangat diperlukan karena
membantu mengatasi kegelisahan hewan selama
pemeriksaan, menjaga kedalaman anestesi,
dan meningkatkan margin keamanan sehingga
memudahkan dalam penanganan (Nesgash ez al.,
2016)hematological, and anesthetic parameters
and also to assess anesthetic complications
and develop anesthetic protocol for dogs. The
bitches were randomly assigned into Group I
and Group II. Anesthetic protocol was achieved
by administration of atropine (0.04 mg/kg BW,
S.C.

Salah satu obat anestetika yang paling
sering digunakan pada kastrasi kucing ada-
lah kombinasi obat ketamin, xylazin, dan
atropin digunakan karena memiliki sifat yang
saling melengkapi antara efek analgesik dan
relaksasi otot serta sangat baik dan efektif
karena memiliki rentang keamanan yang lebar
(Gaol et al., 2016). Efek yang ditimbulkan
ketamin menyebabkan pengaruh analgesik
yang sangat kuat untuk sistem somatik, tetapi
lemah untuk sistem viseral selebih itu juga
dapat menimbulkan terjadinya relaksasi otot
yang dapat berujung pada kekejangan ataupun
depresi ringan pada saluran respirasi. Ketamin
bersifat merangsang tetapi tidak menimbulkan
perubahan yang signifikan terhadap refleks
faring dan laring pada dosis yang tepat, se-
dangkan pada dosis yang tinggi ketamin akan
menekan respirasi (Rianto et al., 2009). Balance
anestesi yaitu mengkombinasikan obat-obatan
dapat dilakukan untuk mengambil kelebihan
masing-masing sifat yang diharapkan dan me-
ngurangi efek samping tidak diinginkan dari
pemakaian obat anestetika tertentu. Penggunaan
kombinasi sediaan ketamin dan xylazin dapat
menimbulkan pengaruh yang cukup signifikan
terhadap sistem kardiovaskular, seperti tekanan
darah yang meningkat, kemudian diikuti dengan
konstriksi pembuluh darah kapiler. Sebagai
refleks normal terhadap peningkatan tekanan
darah dan pemblokiran saraf simpatis, frekuensi
denyut jantung akan menurun sehingga menim-
bulkan bradikardi dan tekanan darah menurun
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mencapai level normal atau subnormal (Arieski
etal., 2018).

Obat anestetika kombinasi atropin-keta-
min-xylazin tersedia dalam bentuk sediaan jadi
bernama Ket-A-Xyl® (Ket-A-Xyl® 20 ml,
AgroVet, Peru). Sediaan tersebut mengandung
ketamin HCI 100 mg, atropin 1 mg dan xylazin
20 mg HCl dalam setiap 1 ml. Produk ini diklaim
mampu memberikan hasil anastesi yang lebih
baik serta mengurangi efek samping pada saat
prosedur bedah ovariohisterektomi, kastrasi,
sectio caesaria, laparotomi, pencabutan gigi
serta operasi mata dengan rentang dosis 0.5-1
ml/10 kg bobot badan dapat diberikan secara
intramuskular (Rahmiati & Wira, 2019).

Penggunaan sediaan Ket-A-Xyl® pada
kucing domestik menunjukkan waktu induksi
yang cepat namun kurang dalam durasi anestesi
(Aprilianti et al., 2020). Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui potensi anestetika Ket-A-
Xyl® pada kucing jantan domestik dan juga
mengembangkan protokol anestesi untuk kucing.
Efek sediaan anestetika yang akan dikaji adalah
pengaruh dari sediaan anestetika Ket-A-Xyl®
terhadap durasi, onset, dan parameter fisiologis
kucing jantan domestik yaitu frekuensi denyut
jantung, frekuensi pernapasan, dan suhu tubuh
pada setiap stadium anestesi.

Materi dan Metode

Penelitian berlangsung pada bulan Agustus
sampai dengan September 2020, bertempat
di shelter kucing Oye, Sleman, Yogyakarta,
Indonesia. Metode penelitian yang digunakan
adalah metode eksperimen, dengan purposive
sample. Pada tahap persiapan, sebanyak 53 ekor
kucing jantan domestik berat badan berkisar
3-5 kg, dibawa menggunakan kandang rio yang
berisi satu kucing pada setiap kandangnya.
Sampel yang digunakan dari penelitian ini
adalah kucing jantan domestik di daerah Kota
Yogyakarta, Indonesia. Sebelum diinduksi
sediaan anestetika Ket-A-Xyl® (Ket-A-Xyl®
20 ml, AgroVet, Peru), kucing dikandangkan
dan dipuasakan terlebih dahulu selama 8 jam.
Kucing dipuasakan selama 8 jam bertujuan
untuk mencgah terjadinya gastroesophageal
reflux (GER) dan aspirasi isi lambung. Selain itu,
pemuasaan kucing sebelum operasi mengurangi
risiko pneumonia. (Robertson et al., 2018)
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Pada pemeriksaan fisik preanastesi, dila-
kukan pengambilan data dengan cara penilaian
variabel fisiologis kucing. Tujuannya adalah
untuk mengetahui keadaan fisik hewan, peru-
bahan yang terjadi dan evaluasi preanestesi.
Semua kucing diperiksa suhu, berat badan,
frekuensi denyut jantung, frekuensi pernapasan,
serta kondisi mukosa sebelum dilakukan in-
duksi anastesi. Pengukuran bobot badan meng-
gunakan timbangan gantung digital yang di-
kaitkan dengan kandang kucing berukuran
60 x 49 x 41 cm, kemudian ditimbang berat
badannya. Pengukuran suhu tubuh menggunakan
termometer ABN (ABN, PT Abadinusa Usaha-
semesta, Indonesia), perhitungan denyut jan-
tung menggunakan stetoskop ABN (ABN, PT
Abadinusa Usahasemesta, Indonesia), perhi-
tungan frekuensi pernapasan dengan observasi
manual dan digital timer. Pengecekan berat
badan ditujukan untuk menentukan volume
Ket-A-Xyl® (Ket-A-Xyl® 20 ml, AgroVet,
Peru) yang akan diinjeksikan sesuai dosis.
Dosis sediaan Ket-A-Xyl® (Ket-A-Xyl®
20 ml, AgroVet, Peru) yang digunakan pada
penelitian ini adalah 0,1 ml/ kg BB dengan
rute pemberian secara intramuskuler pada mus-
kulus semimembranosus menggunakan tuber-
cle bacillus syringe 1ml. Kucing kemudian
dikastrasi menggunakan surgical kit setelah me-
masuki stadium III anestesi oleh dokter hewan.

Setelah pemeriksaan fisik preanestesi,
kemudian dilakukan pencatatan data fisiologis.
Data denyut jantung, frekuensi napas, dan suhu
dicatat pada saat kucing memasuki stadium
Il dan recovery, sedangkan pencatatan onset
dan durasi dilakukan setelah dilakukan injeksi

Tabel 1. Definisi operasional variabel fisiologis kucing

sediaan anestetika Ket-A-Xyl® memasuki
stadium I, II, III dan recovery. Onset dan durasi
serta pengamatan perubahan aktivitas dan
pergerakan pada hewan diamati dan dicatat.
Pengambilan data denyut jantung dan napas
pada kucing dilakukan menggunakan stetoskop
dan timer, sedangkan pengukuran berat badan
menggunakan kandang dan timbangan gantung
digital. Anestetika kemudian disuntikkan
menggunakan spuit 1 ml setelah bagian yang
ingin diinjeksi dibersihkan terlebih dahulu
menggunakankapas danalkohol 70%. Anestetika
disuntikkan pada muskulus semimembranosus.
Penanganan pasca operasi dilakukan dengan
injeksi anti inflamasi deksametason (Glu-
cortin-20, Interchemie, Belanda) dan antibiotik
amoksisilin (Betamox LA 150 mg/ml Injection
100 ml, Norbrook, Inggris) pada 12 kucing,
tolfedin (Tolfedine CS Injection Tolfenamic
acid 40mg/mL, Provetsa,Spanyol) dan antibiotik
amoksisilin (Betamox LA 150 mg/ml Injection
100 ml, Norbrook, Inggris) pada 15 kucing,
deksametason (Glucortin-20, Interchemie, Be-
landa) dan enrofloksasin (Baytril®, Bayer,
Jerman) pada 12 kucing, tolfedin (Tolfedine
CS Injection Tolfenamic acid 40mg/mL, Pro-
vetsa,Spanyol) dan enrofloksasin (Baytril®, Ba-
yer, Jerman) pada 14 kucing.

Data ke-53 kucing dicatat dan diolah
menggunakan program Microsoft Excel. Analisis
data hasil pemeriksaan data parameter fisiologis
kucing sampel dianalisis secara statistik dengan
uji paired sample t-test menggunakan aplikasi
SPSS. Analisis data onset dan durasi sampel
dibandingkan dengan literatur.

Variabel Definisi operasional

Kucing jantan domestik

Kucing jantan domestik yang berada di sekitar daerah Yogyakarta, Indonesia

Waktu induksi

Jumlah waktu yang dibutuhkan obat hingga menimbulkan keadaan anestesi dengan satuan menit

Durasi Jumlah waktu total dari induksi hingga tahap recovery ditandai dengan adanya refleks pupil dengan
satuan jam

Bobot badan Massa kucing yang diukur dengan timbangan gantung digital sebelum dilakukan induksi anestetika
dengan satuan kilogram

Suhu Suhu yang diambil melalui rektal dengan termometer secara manual pada saat sebelum induksi, stadium
I, stadium III dan tahap recovery dengan satuan celcius

Respirasi Nilai frekuensi pernafasan yang didapatkan dengan pengamatan manual pada saat sebelum induksi,
stadium I, stadium 111 dan tahap recovery

Denyut jantung Nilai frekuensi detak jantung yang didapatkan dengan pengamatan manual menggunakan stetoskop

pada saat sebelum induksi, stadium I, stadium III dan tahap recovery
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Hasil dan Pembahasan

Data hasil pemeriksaan fisik dan fisiologis
terhadap 53 kucing jantan domestik dapat dilihat
pada Tabel 1. Pencatatan waktu pada stadium
I ditandai dengan adanya gejala dilatasi pupil,
defekasi, dan urinasi. Stadium II dicatat ketika
kucing menunjukkan gejala inkoordinasi dan
pernapasan makin dalam. Pada penelitian ini
stadium I dan II tidak teramati, menunjukkan
bahwa anestetika memiliki kualitas yang baik.
Stadium III diambil pada plane pertama yaitu
ketika kucing mulai kehilangan kesadaran,
pernapasan makin dalam dan refleks-refleks
syaraf perifer menurun. Tahap recovery ditandai
dengan kembalinya refleks khususnya refleks
konjungtiva dan refleks pedal (Katzung, 2007;
Ross & Ross, 2008). Durasi anestesi adalah
waktu yang diukur ketika obat menimbulkan
efek anestesi hingga kucing mencapai tahap
recovery. Sedangkan onset anestesi adalah waktu
yang diukur ketika anestetika diinduksikan
hingga mulai menimbulkan efek anestesi
stadium I (Aprilianti ef al., 2020).

Kelompok data frekuensi denyut jantung
kucing pada kondisi preanestesi dibandingkan
dengan kelompok data frekuensi denyut
jantung kucing pada stadium III. Hasil olah data
menunjukkan bahwa nilai Sig. (2-tailed) atau
nilai p sebesar 0,536, yang berarti bahwa nilai
p>0,05. Hasil analisis statistik ini menunjukkan
pengaruh yang tidak signifikan, atau dengan
kata lain tidak terdapat perbedaan yang berarti
efek dari sediaan anestetika Ket-A-Xyl® (Ket-
A-Xyl® 20 ml, AgroVet, Peru) terhadap denyut
jantung (Gambar 1).

Frekuensi denyut jantung kucing setelah
diberi anestetika Ket-A-Xyl® (Ket-A-Xyl®

20 ml, AgroVet, Peru) menunjukkan nilai
perubahan yang tidak seragam. Penggunaan
anestetika menggunakan sediaan Ket-A-Xyl®
(Ket-A-Xyl® 20 ml, AgroVet, Peru) memiliki
perbedaan dengan hasil penggunaan anestetika
sediaan kombinasi atropin-ketamin-xylazin
oleh (Nesgash et al., 2016)hematological, and
anesthetic parameters and also to assess anes-
thetic complications and develop anesthetic
protocol for dogs. The bitches were randomly
assigned into Group I and Group II. Anesthetic
protocol was achieved by administration of
atropine (0.04 mg/kg BW, S.C. Hasil penelitian
tersebut menyatakan bahwa rata-rata frekuensi
jantung 161,2 £ 26,9 per menit (Arieski et
al., 2018) dan selalu menunjukkan kenaikan
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Gambar 1.  Frekuensi denyut jantung pada kondisi preanestesi,
stadium III dan tahap recovery

Tabel 2. Hasil pemeriksaan fisik dan fisiologis sampel 53 kucing jantan.

Parameter Preanestesi

Stadium I

Stadium II Stadium III Recovery

Denyut Jantung 148+31.57

(per menit)

- 152426 145+16.51

Frekuensi napas 59+27.70

(per menit)*

- 28+10.43 39+15.45

Suhu (°C) 38.14+1.51

- 38.59+0.67 37.66+0.78

Rata-rata Berat Badan (kg)

3.06 +£0.92

Onset (menit) *

2.39+1.06

Durasi (menit) *

4256+ 8.4

Keterangan : *menunjukkan nilai yang signifikan
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frekuensi denyut jantung di setiap stadium
anestesi. Menurut Pirade (2015) indikasi status
teranestesi pada tahap stadium III khususnya
plane 1 oleh anestetika umum memiliki ciri-ciri
denyut jantung kuat dengan frekuensi >80x/
menit.

Analisis suhu kucing memperoleh hasil
nilai Sig. (2-tailed) atau p sebesar 0,493 dan nilai
p>0,05. Hasil analisis statistik ini menunjukkan
pengaruh yang tidak signifikan, dengan kata
lain tidak terdapat perbedaan yang berarti efek
sediaan anestetika Ket-A-Xyl® (Ket-A-Xyl®
20 ml, AgroVet, Peru) terhadap suhu kucing
(Gambar 2).

Rata-rata suhu kucing menunjukkan adanya
sedikit kenaikan yang tidak signifikan dari
kondisi preanestesi hingga memasuki stadium
IIT setelah diinjeksi anestetika Ket-A-Xyl®
(Ket-A-Xyl® 20 ml, AgroVet, Peru), kemudian
mengalami penurunan yang tidak signifikan dari
stadium III ke tahap recovery. Kucing dengan
keadaan fisik sehat memiliki suhu tubuh 38.1—
39.2°C (Aprilianti et al., 2020).

Analisis data frekuensi pernapasan dida-
patkan nilai Sig. (2-tailed) atau p sebesar
0,00, dan nilai p<0,05. Hasil analisis statistik
menunjukkan pengaruh yang signifikan. Hal ini
dikatakan terdapat perbedaan yang signifikan
bahwa terdapat efek dari sediaan anestetika Ket-
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Gambar 2. Suhu pada kondisi preanestesi, stadium III dan

tahap recovery

A-Xyl® (Ket-A-Xyl® 20 ml, AgroVet, Peru)
terhadap frekuensi napas (Gambar 3).

Rata-rata frekuensi napas kucing jantan
domestik menunjukkan adanya penurunan
yang signifikan dari kondisi preanestesi hing-
ga memasuki stadium III setelah diinjeksi
anestetika Ket-A-Xyl® (Ket-A-Xyl® 20 ml,
AgroVet, Peru) kemudian mengalami kenaikan
yang signifikan dari stadium III ke tahap re-
covery. Onset dan durasi rata-rata kucing
yang diinjeksikan sediaan kombinasi ketamin,
xylazin, dan atropin menurut Nesgash et al.
( 2016) secara berurutan adalah 9.67 + 1.211
menit dan 59.17 + 1.94 menit. Onset dan durasi
rata-rata kucing yang diinjeksi sediaan jadi Ket-
A-Xyl® (Ket-A-Xyl® 20 ml, AgroVet, Peru)
pada penelitian ini menunjukkan hasil 2.39 +
1.06 menit dan 42.56 + 8.4 menit yang berarti
sediaan kombinasi ketamin, xylazin, dan atropin
memiliki onset dan durasi anestesi yang lebih
lama dibanding onset dan durasi obat Ket-A-
Xyl® (Ket-A-Xyl® 20 ml, AgroVet, Peru).
Suhu normal kucing berkisar 38.1-39.2°C,
frekuensi denyut jantung yaitu 100-259 kali
per menit, frekuensi pernapasan yaitu 20-30
kali per menit (Aprilianti et al., 2020). Anastesi
yang ideal adalah yang memiliki onset cepat dan
durasi panjang (Aprilianti et al., 2020). Hasil
pengamatan onset dan durasi pada penelitian
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Gambar 3.  Frekuensi napas pada kondisi preanestesi, stadium
IIT dan tahap recovery
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sediaan kombinasi atropin, ketamin, dan xylazin
maka sediaan Ket-A-Xyl® (Ket-A-Xyl® 20
ml, AgroVet, Peru) lebih baik dari segi onset
tetapi tidak dari segi durasi. Hasil ini sesuai
dengan penelitian (Aprilianti et al., 2020) yang
mengatakan bahwa penggunaan sediaan jadi
berupa kombinasi ketamin hidroklorida, atropin
sulfat, dan xylazin hidroklorida unggul dalam
waktu induksinya yang cepat namun kurang
dalam durasi anestesinya. Namun demikian
durasi anestesi yang pendek dibutuhkan pada
operasi dan penanganan ringan seperti kastrasi
atau tindakan luka dan trauma superfisialis.
Penggunaan kombinasi atropin-ketamin-xylazin
memerlukan dua kali injeksi, yang pertama
injeksi atropin baru kemudian injeksi kedua
ketamine-xylazine 10-15 menit setelah injeksi
pertama, sedangkan anestetika Ket-A-Xyl®
(Ket-A-Xyl® 20 ml, AgroVet, Peru) hanya
memerlukan satu kali injeksi saja. Pemberian
sediaan anestetika Ket-A-Xyl® (Ket-A-Xyl®
20 ml, AgroVet, Peru) menyebabkan potensi
anestetik pada kucing jantan domestik ditandai
dengan adanya efek yang signifikan terhadap
perubahan frekuensipernapasan, tetapitidak pada
suhu dan denyut jantung kucing. Berdasarkan
analisis data dapat ditarik kesimpulan bahwa
penggunaan sediaan anestetika Ket-A-Xyl®
(Ket-A-Xyl® 20 ml, AgroVet, Peru) memiliki
onset yang lebih cepat dan durasi anestesi lebih
singkat dari kombinasi atropin-ketamin-xylazin.
Selain itu, dengan mempersingkat prosedur
anestesi dari dua kali injeksi menjadi satu kali
injeksi dapat meminimalkan penggunaan alat
medis seperti spuit serta mengurangi rasa stres
pada hewan.

Kesimpulan

Pemberian sediaan anestetika Ket-A-Xyl®
(Ket-A-Xyl® 20 ml, AgroVet, Peru) memiliki
potensi anestesi pada kucing jantan domestik
ditandai dengan adanya efek yang signifikan
terhadap perubahan frekuensi pernapasan, tetapi
tidak pada suhu dan denyut jantung kucing.
Sediaan anastesi Ket-A-Xyl® berpotensi sebagai
obat anestetika yang baik pada kastrasi kucing
domestik karena lebih efisien, onset cepat dan
durasi singkat, serta tidak menimbulkan respon
fisiologis yang fatal selama penggunaannya.
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Abstract

Haemonchus contortus infection or haemonchosis generally occurs in sheeps. Haemonchus contortus is
the most pathogenic species in small ruminants and lives in the abomasum. Animal infected by H. contortus will
gradually suffer anemia due to the activity of this blood-sucking worms. In addition to causing anemia, sheeps
will also experience weight loss due to decreased digestibility. The infection can run acutely or chronically
and under certain conditions can also cause death in animals. Therefore an effective and efficient smart device
is needed to identify the presence of Haemonchus contortus egg as a fast detection tool for worm eggs. This
study aim to make a smart device based on YOLOV3 algorithm that is able to quickly detect and identify the
presence of H. contortus eggs. This study uses the You Only Look Once (YOLO) Algorithm version 3 which is
an algorithm developed to help detect object in real time. The YOLO Algorithm used the anaconda application
framework and choose pycharm and OPENCV. To identify H. contortus eggs it is necessary to tag the dataset
to create weight training file for YOLO. The result of trials using a light microscope and smartphone show that
the YOLOv3 Algorithm is able to identify H. contortus eggs with a average confidence value more than 90%.
Meanwhile the result using Laptop and Dino-Lite® connected to a light microscope showed that Dino-Lite®
was unable to identify H. contortus eggs because access was restricted. Automatic detection of H. contortus
eggs can be done by utilizing the YOLOV3 algorithm which is assisted by hardware and has ability to identify
with high level of accuracy.

Key words: egg worm; Haemonchus contortus; Smartphone; YOLOv3

Abstrak

Infeksi Haemonchus contortus atau haemonchosis umumnya terjadi pada ruminansia kecil seperti
domba. Cacing parasit H. contortus adalah spesies yang paling patogenik pada ruminansia kecil dan berhabitat
di abomasum. Hewan yang terinfeksi H. contortus secara berangsur-angsur akan mengalami anemia karena
aktivitas cacing yang menghisap darah. Selain menimbulkan anemia, domba akan mengalami penurunan
bobot badan akibat penurunan daya cerna. Infeksi tersebut dapat berjalan secara akut maupun kronis dan dalam
kondisi tertentu dapat juga mengakibatkan kematian pada hewan. Oleh karena itu dibutuhkan perangkat yang
efektif dan efisien untuk mengindentifikasi keberadaan telur cacing H. contortus sebagai alat deteksi cepat
telur cacing. Tujuan penelitian ini adalah membuat perangkat cerdas berbasis algoritma YOLOvV3 yang mampu
mendeteksi dan mengidentifikasi telur cacing H. contortus secara cepat. Penelitian ini menggunakan algoritma
You Only Look Once (YOLO) versi 3 yang merupakan algoritma yang dikembangkan untuk membantu
mendeteksi objek secara realtime. Algoritma YOLO dijalankan dalam framework aplikasi anaconda dengan
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menggunakan pycharm dan aplikasi OPENCV. Identifikasi telur H. contortus secara otomatis berhasil dilakukan
dengan proses tagging pada dataset dan membuat file weight training bagi YOLO. Hasil uji coba menggunakan
mikroskop cahaya dan smartphone menunjukan bahwa bahwa Algoritma YOLO mampu mengidentifikasi
telur H. contortus dengan nilai rata-rata akurasi lebih dari 90%. Penggunaan perangkat Dino-Lite® yang
terhubung pada mikroskop cahaya menunjukan algoritma YOLO tidak dapat berjalan karena adanya enkripsi
pada perangkat tersebut. Otomatisasi pendeteksian telur Haemonchus contortus dapat dilakukan dengan
memanfaatkan Algoritma YOLOV3 yang dibantu dengan hardware berupa laptop dan smartphone android
serta memiliki kemampuan identifikasi dengan tingkat akurasi yang tinggi.

Kata kunci: Haemonchus contortus; smartphone; telur cacing; YOLOvV3

Pendahuluan

Iklim Indonesia yang tropis menjadi tan-
tangan tersendiri bagi peternak dalam mengelola
kesehatan ternaknya. Dengan kondisilingkungan
yang mendukung, berbagai agen penyakit
yang bersumber dari bakteri, virus, dan parasit
dapat dengan mudah tumbuh dan berkembang.
Penyakit parasitik seperti kecacingan menjadi
permasalahan yang cukup populer pada ternak
ruminansia. Pada kondisi iklim tropis, cacing
parasit dapat melangsungkan siklus hidupnya
sepanjang tahun. Hal inilah yang meningkatkan
risiko terjadinya reinfeksi dan autoinfeksi pada
ternak. Salah satu cacing parasit yang sering
menyerang dan menimbulkan kerugian pada
ternak ruminansia adalah cacing Haemonchus
contortus (Ahmad et al. 2020)

Infeksioleh H. contortus atau haemonchosis
umumnya terjadi pada ruminansia kecil seperti
kambing dan domba. Haemonchus contortus
adalah spesies yang paling patogenik pada
ruminansia kecil dan berhabitat di abomasum
(Pathak etal.2013; Basieretal. 2016). Spesies ini
merupakan nematoda gastrointestinal penghisap
darah (Selemon 2018). Hewan yang terinfeksi
Haemonchus contortus secara berangsur-angsur
akan mengalami anemia karena aktivitas cacing
yang menghisap darah (Arsenopoulos 2021).
Selain menimbulkan anemia, hewan juga akan
mengalami hipoproteinemia dan kehilangan
darah 200-600 ml per hari (Ehsan 2020). Ternak
juga akan mengalami penurunan berat badan
akibat penurunan daya cerna. Infeksi tersebut
dapat berjalan secara akut maupun kronis dan
dalam kondisi tertentu dapat juga mengakibatkan
kematian pada hewan (Noviana et al. 2017). Hal
tersebut menunjukkan bahwa haemonchosis
secara langsung dapat menimbulkan kerugian
ekonomi yang besar di sektor peternakan

(Roeber et al. 2013). Oleh karena itu deteksi
cepat dan tepat keberadaan H. contortus pada
ternak diperlukan sebagai langkah awal untuk
menegakkan diagnosis sehingga terapi dapat
diberikan secara tepat yang pada akhirnya dapat
mencegah kerugian yang ditimbulkan.

Metode umum yang saatinidigunakanuntuk
mengetahui keberadaan cacing H.contortus
adalah dengan mencari telur cacingnya
yang keluar bersama feses. Identifikasi telur
cacing ini dilakukan untuk mengetahui status
dan derajat infeksi kecacingan pada hewan.
Metode yang umum digunakan dalam hal ini
adalah teknik pemeriksaan McMaster. Metode
McMaster merupakan metode kuantitatif untuk
menduga derajat infeksi kecacingan (Whary
et al 2015). Pada pelaksanaanya, penggunaan
metode McMaster memerlukan waktu yang
lama dan teknisi laboratorium yang terampil
serta terlatih sehingga metode ini kurang efisien
jika digunakan untuk melakukan deteksi cepat
keberadaan telur cacing pada hewan dengan
jumlah sampel yang banyak. Pemanfaatan
teknologi dapat digunakan sebagai terobosan
baru untuk mengembangkan alat deteksi cepat
keberadaan telur cacing berbasis kecerdasan
buatan. Teknologi computer vision dengan target
pendeteksian objek secara otomatis menjadi
salah satu yang paling berkembang. Teknik
ini dapat diimplementasikan melalui salah
satu algoritma Convolutional Neural Network
(CNN) yang paling banyak dikembangkan saat
ini yaitu YOLO.

Algoritma You Only Look Once (YOLO)
adalah metode yang dikembangkan oleh Joseph
Redmond pada sekitar tahun 2015. Algoritma
ini dikembangkan untuk mendapatkan proses
identifkasi objek otomatis secara lebih cepat dan
tepatdibandingkan CNN sehingga saatini YOLO
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banyak dikembangkan untuk mendeteksi objek
secara real time (Fandisyah 2021). Penggunaan
algoritma YOLO sebagai metode cepat untuk
diagnostik parasit dapat dimanfaatkan sebagai
metode yang efektif dan efisien untuk diagnosis
kejadian infeksi oleh H. contortus.

Materi dan Metode

Penelitian ini menggunakan Algoritma
You Only Look Once (YOLO) yang merupakan
sebuah algoritma yang dikembangkan untuk
membantu mendeteksi objek secara realtime
(Fandisyah 2021). Versi yang digunakan dalam
penelitian ini adalah YOLOv3 yang memiliki
performa deteksi objek yang lebih cepat
dibandingkan dengan algoritma CNN lainnya.
Algoritma YOLO dijalankan menggunakan
framework Anaconda melalui perangkat lunak
PyCharm dan aplikasi OPENCV. Untuk dapat
mengidentifikasi telur H. contortus dilakukan
tagging pada database atau dataset untuk selan-
jutnyadihasilkanfile weight training bagi Y OLO.
Pembuatan file weight training menggunakan
aplikasi Visual object tagging tool (VoTT). File
weight training dibuat dengan menginput data
citra telur cacing H. contortus berupa foto telur
cacing dan nama telur cacing yang diberikan.
Pada tahap tersebut telah didapatkan data dasar
untuk menjalankan proses pendeteksian telur
cacing secara otomatis meliputi file weights, cfg,
dan names. Target awal masih menggunakan
satu class yang diujikan sebagai dataset training
YOLOV3 pada penelitian ini.

Pembuatan sediaan telur cacing didapatkan
dari awetan cacing dewasa agar mendapatkan
telur H. contortus murni. Cacing dewasa H.
contortus diletakkan dalam petri disk dengan
media akuades. Cacing tersebut kemudian di-
bedah dan dikoleksi telur cacingnya. Telur yang
telah dikoleksi digunakan sebagai objek uji coba
untuk algoritma YOLO yang telah di-training.
Training algoritma YOLOV3 dilakukan dengan
mengumpulkan image training berupa foto
telur H. contortus dengan berbagai variasi yang
didapatkan dari internet dan dokumentasi pribadi
sebanyak 100 buah untuk kemudian diekstraksi
menjadi file weight dan file cfg. Nama yang
diberikan untuk tagging berjumlah satu class
dengan nama strongyle. Perangkaian hardware
sebagai model prototipe alat diagnostik parasit
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dibuat dengan merangkaikan webcam, smart-
phone, Dino-Lite® dan mikroskop yang se-
lanjutnya dihubungkan secara wireless pada
laptop. Pengujian dilakukan terhadap 20 sampel
telur untuk mendapatkan gambaran akurasi
YOLOvV3 dalam mendeteksi telur cacing H.
contortus.

Hasil dan Pembahasan

Perkembangan alat diagnostik berbasis
teknologi di bidang kedokteran hewan terus
berkembang. Salah satunya adalah pemanfaatan
algoritma YOLO dalam mengidentifikasi
keberadaan telur cacing H. contortus. Algoritma
YOLO saat ini terus dikembangkan untuk
beragam keperluan dengan rata-rata target
objek yang dideteksi berukuran makroskopis.
Dengan memahami prinsip algoritma ini, maka
dapat juga dikembangkan untuk pendeteksian
otomatis pada benda yang berukuran mikro
seperti telur cacing dengan bantuan mikroskop.
Prinsip utama dari YOLO adalah melakukan
prediksi objek target berdasarkan pola dengan
memperhitungkan lebar dan tinggi pada
frame prediksi. Melalui prinsip ini YOLO
mampu melakukan identifikasi objek secara
cepat (Zhao dan Li, 2020). Telur H. contortus
yang merupakan tipe strongyle secara umum
memiliki bentuk yang oval dan berbentuk
relative sama di kedua kutubnya (Ahmad et
al 2020). Selain itu gambaran telur dibawah
mikroskop memperlihatkan dinding telur yang
tipis dan adanya area transparan atau berongga
diantara dinding telur dengan area blastomere
(Supriadi et al 2020). Bagian ciri-ciri tersebut
yang dapat dikenali oleh YOLO melalui
bentuk polanya yang konsisten sehingga dapat
dilakukan otomatisasi deteksinya. Untuk dapat
melakukan identifikasi otomatis ini dilakukan
dua proses utama yaitu pengembangan script
code untuk algoritma YOLOV3 dan perangkaian
hardware alat diagnosisnya. Script code yang
dibuat merupakan penggabungan perintah dari
algoritma YOLOv3 dalam mengenali objek dan
perintah untuk mengakses komponen hardware
yang digunakan. Script code yang dikembangkan
dalam penelitian ini disajikan pada Gambar 1.

Script code yang menjalankan algoritme
YOLOv3 ditujukan untuk dapat mengenali
objek berupa video. Uji coba sebelumnya
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et = cv2.dnn.readNet("yolov3_training_final.weights", "yolov3_testing.cfg")

in f.readlines()]

_names(i[0] - 1] for i in net.getunconnectedoutiayers())
random.uniform(e, 255, size=(len(classes), 3))

# Loading image
cap = cv2.VideoCapture(1)

font = cv2.FONT_HERSHEY_PLAIN

tine, time()

« cap.read()
frame_id 4= 1

height, width, channels = frame.shape

center_x = int(detection[] * width)
i ion[1] * height)
Sdth)

# Rectangle coordinates
x = int(center x - w / 2)
y = int(center_y - h / 2)

boxes.append([x, y, w, h])
confidences.append(float (confidence))
class_ids.append(class_id)

indexes = cv2.dnn,WisBoxes(boxes, confidences, 0.8, 0.3)
for i in range(len(boxes)):

if i in indexes:
, h = boxes[i}
r{el

{
cv2.rectangle(frame, (x, y), (x + w, y + h), color, 2)
cv2.putText(frame, label + = * + str(round(confidence, 2)), (x, y + 2@), font, 3, color, 3)

elapsed_time « time.time() - starting_time

fps = frame_id / elapsed_time

cv2.putText "FPS: " + str(round(fps, 2)), (10, s0), font, 4, (0, ©, ), 3)

<v2. dmshow(

ey = cv2.m

if key == 27:
break

cap.release()
cv2.destroyAl IMindows ()

Gambar 1 Script Code algoritma YOLOv3 untuk deteksi
otomatis telur cacing H. contortus

yaitu data input berupa gambar dapat dengan
mudah bagi YOLO untuk mengenali objek
telur H. contortus. Pada script code YOLOV3
berupa input video, kecepatan deteksi dan nilai
confidence level sistemnya dikonfigurasikan
pada nilai standar untuk menyesuaikan pada ke-
pentingan penggunaannya. Kepentingan peng-
gunaan perangkat ini adalah digunakan pada
mikroskop untuk membantu deteksi otomatis
telur strongyle sehingga tidak terlalu dibutuhkan
nilai waktu kecepatan deteksi yang tinggi.
Melalui konfigurasi tersebut, kecepatan standar
dalam deteksi telur cacing telah memenuhi dan
dengan tetap menjaga nilai confidence level
sistemnya agar tetap memberikan hasil yang
akurat. Melalui input data berupa video dalam
menjalankan YOLO maka deteksi telur cacing
dapat dilakukan secara real time dan hal ini
sangat sesuai dengan penggunaan nantinya
dimana proses pencarian telur cacing di bawah
mikroskop pasti akan menggerakkan gelas
objek.

Selanjutnya, script code untuk mengakses
hardware diujicobakan pada tiga rangkaian
hardware yang berbeda. Pertama, penggunaan

rangkaian laptop dengan webcam. Kedua, uji
coba menggunakan rangkaian mikroskop ca-
haya, laptop ,dan Dino-Lite®. Ketiga, uji coba
menggunakan rangkaian mikroskop cahaya,
laptop, dan smartphone. Uji coba pertama
menggunakan rangkaian laptop dan webcam
menunjukkan bahwa script code dapat meng-
akses perangkat hardware dengan baik. Pada
percobaan ini digunakan print out gambar telur
H. contortus sebagai objek uji cobanya dan
terlihat bahwa algoritme YOLO dapat berjalan
dengan baik dalam mendeteksi objek target.
Hasil uji coba sebanyak tiga kali pada target
berupa print out telur H. contortus disajikan
pada Gambar 2.

Rangkaian hardware laptop dan webcam
ini dapat menjalankan YOLO dan memberikan
hasil yang baik dengan tingkat nilai confidence
level sistem rata-rata adalah 96.7 + 2.26
%. Tingginya nilai tersebut diikuti dengan
kemampuannya mendeteksi seluruh telur tipe
strongyle pada satu area yang diujikan. Gambar
2a juga menunjukkan kemampuan YOLO untuk
mengenali telur strongyle diantara tipe telur
lainnya. Hal tersebut ditunjukkan dari YOLO
yang mampu mendeteksi telur tipe strongyle
namun tidak mendeteksi telur tipe ascarid yang
juga ada pada gambar tersebut. Pada algoritma
ini, baru dikembangkan kemampuan YOLO
untuk mengenali objek berupa telur strongyle
dan belum dikembangkan kemampuan untuk
menghitung jumlah telur yang terdeteksi.
Perangkat webcam yang digunakan dapat
berupa webcam yang sudah tersemat pada laptop
maupun webcam eksternal dengan melakukan
perubahan kode pada baris video capture dengan
mengganti kodenya menjadi 1 atau 0.

Selanjutnya, pada rangkaian hardware
berupa laptop dan Dino-Lite® yang terhubung
pada mikroskop cahaya digunakan sediaan telur
cacing H. contortus murni sebagai objek uji
coba. Hasil pengujian memperlihatkan bahwa
algoritme YOLO tidak dapat berjalan untuk
mengidentifikasi telur cacing. Hal tersebut
terjadi karena script code gagal untuk mengakses
hardware Dino-Lite® yang kemungkinan besar
karena adanya enkripsi pada perangkat tersebut.
Gagalnya akses pada hardware menyebabkan
tidak adanya input image yang dapat diproses
oleh YOLO sehingga proses identifikasi tidak
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Gambar 2 Algoritma YOLO dalam tiga kali pengujian (a, b, dan c) dapat mengenali objek telur strongyle dengan rangkaian

perangkat laptop dan webcam

Gambar 3. Susunan perangkat laptop (a) dengan mikroskop
cahaya (b) dirangkai dengan smartphone (c) yang
terhubung secara wireless

Gambar 4. Hasil pengujian YOLO pada susunan perangkat
laptop dan mikroskop cahaya dengan smartphone
yang terhubung secara wireless

dapat terjadi. Pada uji coba ketiga, perangkat
Dino-Lite diganti dengan smartphone berbasis
android. Susunan perangkatnya adalah laptop
dan mikroskop cahaya yang telah disambungkan
dengan smartphone pada bagian lensa okulernya
menggunakan phone holder. Susunan perangkat
tersebut disajikan pada Gambar 3.

Pada pengujian ini digunakan preparat
telur cacing H. contortus sebagai objek uji
cobanya. Koneksi laptop dengan smartphone
dilakukan secara wireless menggunakan apli-
kasi DroidCam yang sebelumnya telah diinstal
di laptop dan smartphone. Hasil uji coba
menggunakan perangkat ini menunjukan bahwa
bahwa Algoritma YOLO dapat dijalankan dan
mampu mengidentifikasi telur H. contortus
dengan nilai confidence level yang tinggi.
Hasil identifikasi terhadap 10 telur di bawah
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mikroskop didapatkan rata-rata 90.7 £ 3.26
%. Salah satu tangkapan layar hasil pengujian
disajikan pada Gambar 4.

Koneksi secara wireless antara smartphone
dengan laptop tidak memengaruhi jalannya
YOLO dalam mendeteksi telur cacing. Smart-
phone yang terhubung dengan lensa okuler
mikroskop secara real time dapat mengirimkan
datatangkapan kamera ke laptop untuk kemudian
YOLO dapat mengidentifikasi sebagai telur
strongyle. Penggunaan algoritma YOLOvV3 da-
lam pengujian ini memberikan hasil yang bagus
karena YOLOv3 dikenal memiliki performa
yang cukup baik dibandingkan metode deteksi
objek lainnya dengan waktu cepat sehingga
cocok untuk model deteksi secara real time
(Fandisyah 2021). Pada penggunaan YOLOvV3
untuk identifikasi objek berukuran makroskopis
juga didapatkan hasil pengujian yang cepat
secara real time dengan waktu interferensi yang
singkat yaitu 0.9 detik (Liunanda et al. 2020).
Dalam pengembangannya ke depan, script code
dapat terus dimodifikasi pada versi YOLO yang
terbaru sehingga didapatkan kemampuan dan
kecepatan deteksi yang semakin baik. Selain
itu, fungsi algoritma YOLO ini dapat dikemas
dalam bentuk aplikasi terbuka berbasis android
sehingga secara mudah dapat digunakan oleh
praktisi di lapangan.

Kesimpulan

Deteksi otomatis telur tipe strongyle dari
Haemonchus contortus dapat dilakukan secara
real time dengan memanfaatkan algoritma
YOLOV3. Susunan hardware yang dapat diguna-
kan adalah laptop dan smartphone berbasis an-
droid yang terhubung melalui aplikasi Droid-
Cam. Kemampuan deteksi YOLOv3 dalam
mengenali telur H.contortus memiliki nilai
confidence level pada sistem diatas 90% dengan
waktu identifikasi yang baik.
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Abstract

Dogs are one of the pet animals that have a loyal nature and are widely cared for in the community.
It is not uncommon for dogs to often play in parks or outdoor environments that are surrounded by
grass to play with their owners. The grass is a breeding ground for ticks, which can be vectors of
disease carriers for dogs. Babesiosis is a disease caused by Babesia sp. and is transmitted by tick
vectors. In this paper, we will discuss the clinical condition, diagnosis, and treatment of one dog with
babesiosis at the Lilipoet clinic, Yogyakarta. A Shih-Tzu dog has clinical symptoms of fever with a
temperature of 39.9°C, decreased appetite, and has a history of yellow vomiting, and found one tick.
Blood was collected for microscopic examination of blood smears, blood hematologic, and molecular
examination. Hematologic examination of the blood showed the value of thrombocytopenia with
a value of 32 x 10°/uL. Molecular examination with Polymerase Chain Reaction (PCR) showed
positive results of Babesia sp. with visible DNA bands at 490bp. Treatment was carried out by giving
one dose of antiprotozoal diminazen aceturate 3.5 mg/kg BW and doxycycline 10mg/kg BW once a
day for 14 days. Fourteen days after completion of treatment, Shea was declared cured by molecular
examination.

Key words: babesiosis; diminazen aceturate; dog; doxycycline; PCR

Abstrak

Anjing merupakan salah satu hewan kesayangan yang memiliki sifat setia dan banyak diperlihara
oleh masyarakat. Tidak jarang anjing sering bermain ke taman atau lingkungan luar rumah yang
banyak dikelilingi oleh rumput untuk bermain dengan pemiliknya. Rumput menjadi salah satu tempat
untuk perkembangbiakan caplak yang dapat menjadi vektor pembawa penyakit bagi anjing. Babesiosis
merupakan penyakit yang disebabkan oleh Babesia sp. dan ditularkan oleh vektor caplak. Pada
penulisan ini akan membahas mengenai keadaan klinis, diagnosis, dan pengobatan pada salah satu
anjing yang mengalami babesiosis di klinik Lilipoet Yogyakarta. Seekor anjing Shih-Tzu memiliki
gejala klinis demam dengan suhu 39,9°C, nafsu makan berkurang, serta memiliki riwayat muntah
kuning dan ditemukan satu ekor caplak. Darah dikoleksi untuk pemeriksaan mikroskopis apusan
darah, hematologi darah, dan pemeriksaan molekuler. Pemeriksaan hematologi darah menunjukkan
nilai trombositopenia dengan nilai 32x10°/pL. Pemeriksaan molekuler dengan Polymerase Chain
Reaction (PCR) menunjukkan hasil positif Babesia sp. dengan terlihatnya pita DNA pada 490bp.
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Pengobatan dilakukan dengan pemberian sekali dosis antiprotozoal diminazen aceturate 3,5mg/kg
BB dan doksisiklin 10mg/kg BB satu kali sehari selama 14 hari. Empat belas hari setelah pengobatan
selesai, anjing Shea dinyatakan sembuh dengan pemeriksaan molekuler.

Kata kunci: anjing; babesiosis; diminazen aceturate; doksisiklin; PCR

Pendahuluan

Anjing adalah salah satu hewan kesayangan
yang memiliki indra penciuman, pendengaran
dan penglihatan yang sensitif. Anjing juga
merupakan hewan yang setia dan sudah banyak
dipelihara oleh masyarakat baik di dalam rumah
maupun sebagai anjing penjaga. Masyarakat
zaman sekarang sudah menganggap anjing
seperti anggota keluarga sendiri, sehingga tidak
jarang anjing diajak bermain ke taman atau
lingkungan luar rumah. Keadaan tersebut dapat
menjadi salah satu faktor terjadinya penyebaran
penyakit yang dibawa oleh vektor apabila
pemilik tidak membawa anjingnya untuk
melakukan pemeriksakan kesehatan secara
berkala. Ada beberapa penyakit pada anjing
yang penyebarannya melalui vektor caplak.
Salah satunya adalah babesiosis. Babesiosis
disebabkan oleh protozoa darah Babesia sp.
yang terdistribusi di dalam sirkulasi darah.
Babesia sp. berdasarkan bentuk intraeritrositik,
terbagi menjadi babesia kelompok besar dan
kelompok kecil. Babesia kelompok besar
terdiri dari Babesia canis, Babesia vogeli, dan
Babesia rossi yang memiliki ukuran 3um-7um,
sedangkan babesia kelompok kecil terdiri dari
Babesia gibsoni, Babesia vulpes, dan Babesia
conradae yang memiliki ukuran 1pm-3pm
(Birkenhuer, 2013).

Infeksi akibat Babesia sp. dapat bersifat
kronis dan akut, serta memiliki gejala yang
klinis atau subklinis. Gejala klinis yang terlihat
adalah anemia, anoreksia, demam, ikterus,
pembengkanan limfonodus, splenomegaly,
lethargi, dan rambut kasar (Banneth, 2018).
Kasus babesiosis di Yogyakarta sudah pernah
dilaporkan pada tahun 2018 (Priyowidodo dkk.,
2018). Selain itu, di Indonesia babesiosis pada
anjing juga sudah pernah dilaporkan di Bali
(Paramita dan Widyastuti, 2019; Wira dkk.,
2020; Septianingsih dkk., 2021). Pemeriksaan
babesiosis dapat dilakukan secara mikroskopis,
serologis, dan molekuler (Young dkk., 2019).
Pemeriksaan mikroskopis dengan apusan

darah menjadi pemeriksaan awal yang paling
umum dan mudah untuk dilakukan, namun
metode tersebut memiliki sensitifitas yang
rendah sehingga dapat menyebabkan hasil yang
kurang akurat (Akbari, 2018). Pemeriksaan
serologis dapat dilakukan dengan metode
IFAT (Indirect Fluorescent Antibody Test) atau
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).
Metode tersebut dapat menentukan titer antibodi
dari anjing, namun metode tersebut memeliki
beberapa keterbatasan, seperti dapat terjadinya
reaktivitas silang antar spesies dan tidak dapat
membedakan antara infeksi akut atau paparan
yang terjadi sebelumnya (Davitcov, 2015).
Deteksi molekuler dengan metode Polymerase
Chain Reaction (PCR) menjadi salah satu
pilihan dalam mendeteksi protozoa, karena
metode PCR memiliki sensitifitas yang lebih
tinggi (Solano dkk., 2016).

Pengobatan untuk penyakit babesiosis
dapat diberikan dengan terapi antiprotozoal
untuk menghilangkan protozoa darah, trans-
fusi darah apabila anjing memiliki gejala
anemia yang sangat parah, dan terapi suportif
untuk pengobatan komplikasi dan gangguan
metabolisme. Beberapa obat antiprotozoal yang
dapat digunakan adalah imidocarb dipropionate
6,6mg/kg, kombinasi azithromycin 10mg/kg
dan atovaquone 13,5mg/kg, kombinasi azi-
thromycin 10mg/kg dan buparvaquone Smg/
kg, serta diminazene aceturate 3,5-5mg/kg
(Gallego dkk., 2016; Birkenhuer, 2013). Selain
itu, pemberian antibiotik berspektrum luas
yang berfungsi untuk menghambat aktifitas
protozoa juga diperlukan. Antibiotik yang
dapat diberikan adalah doxycycline 10mg/kg
(Gallego dkk., 2016), clindamycin 25mg/kg,
dan metronidazole 15mg/kg (Birkenhuer, 2013).
Pengobatan yang tepat menjadi salah satu faktor
tingkat kesembuhan yang lebih tinggi pada
anjing yang menderita babesiosis.

Babesiosis menjadi salah satu penyakit
yang harus diperhatikan dengan baik untuk
pencegahan serta pengobatannya. Penyakit
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babesiosis pada anjing yang memiliki infeksi
subklinis menjadi salah satu kekhawatiran
karena tidak terlihatnya gejala namun tetap
dapat menjadi pembawa penyakit tersebut.
Pemeriksaan dengan PCR menjadi metode yang
sangat tepat dalam mengidentifikasi penyakit
tersebut. Tulisan ini diharapkan bisa memberikan
gambaran mengenai keadaan klinis, diagnosis
serta pengobatan pada kasus babesiosis yang
terjadi di Klinik Lilipoet Yogyakarta.

Materi dan Metode

Sampel yang digunakan untuk pemeriksaan
merupakan sampel darah anjing Shih-Tzu betina
bernama Shea berumur 2 tahun memiliki bobot
badan 6,78kg. Sampel darah anjing didapatkan
dari Lilipoet Klinik di Yogyakarta, Indonesia
pada tanggal 6 Desember 2021. Sebelum
dilakukan pengambilan darah dan pemeriksaan
lanjut, dilakukan anamnesa kepada pemilik
dan dilakukan pemeriksaan fisik terhadap
anjing terlebih dahulu. Sebelum dilakukannya
pemeriksaan fisik anjing dikonfirmasi terinfeksi
caplak dan mengalami muntah berwarna
kuning. Setelah itu, dilakukan pemeriksaan fisik
meliputi suhu, turgor kulit, dan selaput lendir.
Pemeriksaan fisik dilakukan untuk meng-
identifikasi temuan klinis. Anjing tampak lesu,
nafsu makan berkurang dan demam dengan
suhu 39,9°C. Pengambilan darah dilakukan
untuk pemeriksaan hematologi, mikroskopis
dan molekuler. Sampel darah diambil dari vena
chepalica sebanyak 2ml menggunakan spuid
3ml dan dimasukkan kedalam tabung EDTA
3ml.

Sampel darah yang diambil melalui vena
chepalica kemudian diteteskan pada objek glass
dan diapus menggunakan objek glass lainnya.
Hasil apusan difiksasi menggunakan methanol
absolute selama 5 menit, kemudian diwarnai
dengan pewarnaan Giemsa 10% selama 30 menit,
lalu dibilas dengan air mengalir dan dikeringkan.
Preparat hasil apusan ditetesi dengan minyak
emersi dan diamati di bawah mikroskop cahaya
dengan pembesaran 100x. Darah pada tabung
EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid)
digunakan untuk pemeriksaan hematologi rutin
meliputi hemoglobin, hematokrit, eritrosit,
leukosit, trombosit, Mean Corpuscular Volume
(MCV), Mean Corpuscular Hemoglobin (MCH),
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Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration
(MCHC), dan diferensial leukosit meliputi
neutrophil, basophil, eosinophil, limfosit serta
monosit. Pemeriksaan hematologi dilakukan
untuk melihat perubahan patologi klinis yang
terjadi.

Sebelum dilakukannya pemeriksaan mole-
kuler sampel darah diekstrasi DNA terlebih
dahulu. Ekstraksi DNA menggunakan kit ekstrasi
Purelink™ genomic DNA mini kit (Invitrogen).
Amplifikasi DNA menggunakan primer dengan
mentargetkan gen 18S rRNA. Dengan urutan
primer forward (5’-GGC TAC CAC ATC TAA
GGA AG-3’) dan primer reverse (5’-CTA AGA
ATT TCA CCT CTG ACA G-3”) (Priyowidodo
dkk., 2018). Pengaturan suhu dan waktu yang
digunakan untuk amplifikasi DNA adalah pre-
denaturation dengan suhu 940C selama 5 menit,
denaturation 940C selama 1 menit, annealing
560C selama 30 detik, extention 720C selama
30 detik, dan final extention 720C selama 10
menit. Siklus dilakukan sebanyak 30 kali. Hasil
Polymerase Chain Reaction (PCR) ditambahkan
dengan loading dye buffer, lalu dimasukkan
pada agarose gel 1,5% dan di elektroforesis
pada tegangan 100 V selama 25 menit. Hasilnya
divisualisasikan pada UV transilluminator.

Pengobatan yang diberikan berupa pem-
berian sekali dosis diminazen aceturate 3,5
mg/kg BB yang merupakan kelompok obat
diamidin aromatik untuk pengobatan protozoa
darah, dan pemberian antibiotik doksisiklin
10mg/kg BB satu kali sehari selama 14 hari.
Setelah pengobatan selama 14 hari selesai,
dilakukan pemeriksaan molekuler kembali dan
mendapatkan hasil yang negatif.

Hasil dan Pembahasan

Hasil anamnesa dan pemeriksaan fisik
menunjukkan anjing tampak lesu (Gambar
la), demam dengan suhu 39,90C, nafsu makan
berkurang, serta memiliki riwayat muntah ku-
ning dan terdapat satu ekor caplak pada ming-
gu sebelum dilakukan pemeriksaan. Hasil
pemeriksaan hematologi menunjukkan bah-
wa anjing mengalami trombositopenia tan-
pa menunjukkan adanya anemia dengan nilai
trombosit 32x103/uL (Tabel 1). Setelah pe-
meriksaan hematologi dilanjutkan dengan
pemeriksaan mikroskopis. Hasil pemeriksaan



mikroskopis ulas darah tipis tidak ditemukan
adanya protozoa darah Babesia sp.. Setelah
dilakukan pemeriksaan molekuler dengan me-
tode Polymerase Chain Reaction (PCR) di-
dapatkan hasil yang positif dengan terlihatnya
pita DNA Babesia sp. pada 490bp. Hasil PCR
dapat dilihat pada Gambar 1b. Berdasarkan
hasil pemeriksaan menunjukkan bahwa anjing
Shea menderita babesiosis. Anjing Shea dibe-
rikan pengobatan sekali dosis antiprotozoal
diminazen aceturate dan antibiotik doksisiklin
selama 14 hari. Setelah pengobatan, anjing Shea
dilakukan pemeriksaan hematologi dan PCR
kembali untuk melihat perubahan yang terjadi.
Hasil hematologi darah didapatkan peningkatan
pada nilai trombosit menjadi 75x103/uL (Tabel
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1), dan pada pemeriksaan molecular PCR
didapatkan hasil yang negatif.

Infeksi Babesia sp. diakibatkan oleh adanya
vektor caplak Haemaphysalis elliptica atau
Rhipicephalus sanguineus yang terinfeksi oleh
Babesia sp. Penularan yang terjadi dari caplak ke
anjing membutuhkan waktu 24 jam, kemudian
masa inkubasi Babesia sp. antara gigitan
hingga timbulnya gejala klinis membutuhkan
waktu selama 2 minggu (Taenzler dkk., 2015;
Lobetti 2006). Sebagian besar kasus babesiosis
terjadi pada musim kemarau yang bersamaan
dengan terjadinya peningkatan populasi caplak.
Gejala klinis yang ditunjukkan oleh anjing
yang mengalami babesiosis adalah lemah,
tidak nafsu makan, demam, anemia, anoreksia,

K- An:Ehlc o K-

Shea

Gambar 1. (a) Anjing Shea tampak lesu; (b) Hasil positif Babesia sp. terdapat pita DNA pada 490bp (ditunjuk oleh tanda panah)

Tabel 1. Hasil pemeriksaan profil darah rutin anjing Shea

Parameter Hasil® Hasil® Nilai Normal™ Satuan
WBC 11,16 9.79 5.0-14.1 x 103/uL
Limfosit 1,65 2.11 0.4-2.9 x 103/uL
Monosit 0,29 0.26 0.1-1.4 x 10%/uL
Neutrofil 8,97 7.05 2.9-12.0 x 103/uL
Eosinofil 0,23 0.34 0-1.3 x 103/uL
Basofil 0,01 0.03 0-0.14 x 103/uL
RBC 7,05 6.83 4.95-7.87 x 10%pL
Hemoglobin 16,6 14.3 11.9-18.9 g/dl
Hematokrit 47,63 45.77 35-57 %
MCV 68 67 66-77 g/dL
MCH 23,6 21 21.0-26.2 x 103/uL
MCHC 34,9 31.3 31.0-36.3 fL
Trombosit 32" 75 211-612 x 103/uL

¢ Hasil pemeriksaan sebelum pengobatan, "Hasil pemeriksaan setelah pengobatan, *Dibawah nilai normal,

**Sumber: Latimer, 2011; Weis dan Wardrop, 2010
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pembengkakan limfonodus dan splenomegali.
Gejala tersebut disertai dengan adanya infestasi
caplak pada tubuh anjing (Ubah dkk., 2019).
Namun, menurut Schoeman (2009), terdapat
beberapa anjing yang menderita babesiosis akan
tetapi tidak menunjukkan gejala klinis.

Infeksi Babesia sp. yang menyerang eritro-
sit akan memicu respon imun dari inang yang
akan menyebabkan terjadinya peningkatan
sitokin secara berlebih. Sitokin yang dihasilkan
akan melawan protozoa darah Babesia sp.
dengan menimbulkan efek sebagai pirogen.
Pirogen merupakan zat yang menyebabkan
demam dengan tujuan untuk menciptakan
kondisi lingkungan yang tidak sesuai bagi
perkembangan mikoorganisme sehingga mem-
bantu efektifitas kerja respon imun dalam meng-
eliminasi protozoa darah tersebut (Septianingsih
dkk., 2021). Menurut Wahyuni dkk. (2018),
respon imun tidak mampu secara tuntas untuk
mengeliminasi infeksi dari Babesia sp. sehingga
hewan yang dinyatakan sembuh dari babesiosis
bisa menjadi karier kronis.

Morfologi Babesia sp. jika diamati se-
cara mikroskopis memiliki bentuk seperti
buah pir (the pearshaped form) yang berada
di dalam sel darah merah (intraerythrocytic)
anjing yang terinfeksi (Septianingsih, 2021).
Morfologi secara mikroskopis dapat dilihat
dengan melakukan pemeriksaan ulas darah tipis.
Pemeriksaan ulas darah tipis dijadikan sebagai
skrining tes awal dan menjadi pemeriksaan yang
paling sederhana, mudah untuk dilakukan, serta
tidak membutuhkan biaya yang banyak. Akan
tetapi, pemeriksaan ulas darah tipis memiliki
spesitifitas dan sensitivitas yang rendah (Solano
dkk., 2016). Menurut Priyowidodo dkk. (2018),
pemeriksaan ini tidak bisa dilakukan untuk
mengidentifikasi spesies dari Babesia sp.
tersebut. Selain itu, apabila tingkat parasitemia
didalam darah masih rendah maka parasit darah
tidak akan ditemukan pada pemeriksaan ini
(Caccio dkk., 2002). Didalam kasus ini, pada
pemeriksaan mikroskopis ulas darah tipis tidak
ditemukan adanya protozoa darah Babesia
sp.,hal tersebut dapat dikaitkan dengan tingkat
parasitemia yang ada pada darah anjing memiliki
nilai yang rendah.

Kelainan patologi klinis utama yang
terjadi pada anjing yang menderita babesiosis
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adalah trombositopenia, anemia non-regeneratif
pada infeksi Babesia sp. kelompok besar,
anemia regeneratif pada infeksi Babesia sp.
kelompok kecil, hiperbilirubinaemia, bili-
rubinuria, leukositosis, leukopenia dan neu-
tropenia (Gallego dan Baneth, 2016). Keadaan
trombositopenia dapat terjadi pada kasus yang
bersifat sedang hingga berat. Trombositopenia
juga dapat terjadi tanpa adanya anemia (Barr
dan Bowman, 2006). Hasil pemeriksaan hema-
tologi anjing Shea hanya menunjukkan trom-
bositopenia tanpa adanya anemia. Mekanisme
trombositopenia belum sepenuhnya dipahami
pada kasus babesiosis, namum tingkat keparahan
dari trombositopenia berhubungan dengan spe-
sies dari Babesia sp. yang menginfeksi anjing
tersebut (Sivajothi dkk., 2014). Menurut Kettner
dkk. (2003), keadaan trombositopenia juga
dapat terjadi apabila adanya ko-infeksi dengan
ehrlichiosis dan adanya immune-mediated
hemolytic anemia (IMHA).

Pemeriksaan secara molekuler seperti
Polymerase Chain Reaction (PCR) memiliki
efisiensi dan sensitivitas yang lebih tinggi untuk
mendeteksi dan mengidentifikasi Babesia sp.
(Castro dkk., 2020). Pemeriksaan molekuler
PCR memiliki teknik untuk membedakan spesies
dari Babesia sp. dan menjadi pemeriksaan
yang paling dapat dipercaya untuk mendeteksi
DNA Babesia sp. pada darah dan jaringan
(Khanmohammadi dkk., 2021), sehingga teknik
ini menjadi sangat berguna dalam menentukan
prognosis dan diagnosis yang lebih tepat serta
dapat menentukan terapi yang lebih efektif
terhadap jenis Babesia sp. yang menginfeksi
anjing (Gallego dkk., 2016).

Pengobatan babesiosis dapat dilakukan
dengan pemberian antiprotozoal diminazene
aceturate dengan sekali dosis 3,5 mg/kg BB
secara intramuscular (Church dkk., 2008; Siva-
jothi dkk., 2014; Davis dan Gookin, 2018;
Swammy dkk., 2019). Pemberian pengobatan
tunggal diminazene aceturate efektif untuk
penyembuhan babesiosis pada anjing. Obat
ini  memungkinkan penyembuhan terhadap
hemolitik akut dan gejala klinis yang ditim-
bulkan akibat babesia (Davis dan Gookin,
2018). Dimenazine aceturate dan imidocarb
dipropionate adalah dua jenis babesiacides
yang paling umum digunakan di seluruh dunia.



Komplikasi serius akibat pemberian obat ini
sangatlah jarang (<0,1%) (Boozer dan Macintire,
2005). Namun, pemberian diminazene aceturate
dengan dosis berlebih dapat memungkinkan
terjadinya resistensi terhadap obat tersebut
(Bhat dkk., 2019). Selain itu pemberian dosis
berlebih dapat menyebabkan komplikasi sa-
raf yang fatal setelah 24-48 jam. Tanda-tanda
klinis yang terlihat akibat dari toksisitas di-
minazen adalah depresi atau pingsan, voka-
lisasi terus menerus, ataksia, opisthotonos,
kekakuan ekstensor, nistagmus dan kejang
(Vishwakarma dan Nandini, 2020). Diminazen
aceturate termasuk kedalam golongan obat
diamidin aromatik. Golongan ini menyebabkan
disorganisasi struktural DNA superkoil kine-
toplast, menghambat replikasi, polimerisasi
RNA dan sintesis protein dari protozoa (Church
dkk., 2008).

Doksisiklin merupakan obat golongan
tetrasiklin yang sering digunakan untuk
terapi penyakit yang disebabkan oleh vektor
caplak (Viviano, 2020). Pemberian antibiotik
doksisiklin efektif mencegah manifestasi klinis
infeksi B. canis jika diberikan dengan dosis 10
mg/kg BB dua kali sehari selama 11 hari (Davis
dan Gookin, 2018). Menurut Gallego dkk.
(2016), antibiotik bukanlah pengobatan pilihan
untuk piroplasmosis. Akan tetapi, doksisiklin
mampu mengurangi keparahan dari gejala
klinis dan membuat penurunan morbiditas dan
mortalitas dari infeksi B. canis dan B. gibsoni
dengan dosis 10 mg/kg BB sehari sekali selama
30 hari.

Selain terapi dengan pemberian obat-obatan
untuk mengeliminasi protozoa darah Babesia
sp., beberapa terapi lain yang dapat diberikan
adalah terapi suportif pada anjing dengan gejala
klinis yang parah, pemberian terapi cairan
kristaloid intravena pada anjing yang mengalami
dehidrasi atau hipovolemik, dikarenakan terapi
cairan juga penting untuk pemeliharaan volume
darah, diuresis dan pencegahan sludging sel
darah merah di kapiler. Selain itu pada anjing
yang memiliki anemia, transfusi sel darah
merah juga dapat diberikan (Gallego dkk., 2016;
Vishwakarma dan Nandini, 2020). Pemberian
terapi, tetap direkomendasikan pada anjing
yang terinfeksi babesiosis dan memiliki gejala
subklinis (Boozer dan Macintire, 2005).

Diagnosis dan Pengobatan Babesiosis pada Anjing Shih-Tzu ....

Anjing yang memiliki infestasi caplak
dan tidak menunjukkan gejala klinis babesiosis
sebaiknya dilakukan pemeriksaan hematologi
rutin dan apusan darah untuk melihat tingkat
infeksi dari Babesia sp.. Anjing dewasa yang
tidak menunjukkan gejala klinis dan memiliki
tingkat parasitemia yang rendah akan sulit untuk
dideteksi pada pemeriksaan ulas darah tipis,
sehingga pemeriksaan PCR menjadi pilihan
untuk mendeteksi Babesia sp. lebih akurat
dan dapat mencegah terjadinya penularan dari
anjing dewasa ke anak anjing (Priyowidodo,
2018). Diagnosis yang tepat serta pengobatan
dini pada anjing yang mengalami babesiosis
sangat diperlukan, sehingga akan mendapatkan
prognosis yang lebih baik (Sivajothi dkk., 2014).

Kesimpulan

Berdasarkan hasil pemeriksaan klinis,
peneguhan diagnosa dengan pemeriksaan he-
matologi, dan pemeriksaan molekuler PCR,
disimpulkan anjing Shea menderita Babesiosis.
Terapi yang diberikan adalah antiprotozoal
diminazen aceturate dan antibiotik doksisiklin
selama 14 hari. Empat belas hari setelah
pengobatan selesai, anjing Shea dinyatakan
sembuh dengan pemeriksaan molekuler.

Ucapan Terima Kasih

Ucapan terima kasih ditujukan kepada para
kolega dokter hewan di Lilipoet klinik, atas
Kerjasama dan bantuannya dalam melakukan
pemeriksaan dan koleksi sampel.
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Abstract

The objective of this study was to determine the presence of £. coli O157:H7 and to analyze the association
between factors and the occurrence of E. coli in chicken meat sold at Kaget Market, Pagi Market, and
Pembangunan Market in Pangkalpinang City. A total of 30 chicken meat samples were collected proportionally
using simple random sampling. A cross-sectional method was used for this study. The testing for E. coli was
based on SNI 2897:2008 on the test method for microbial contamination in meat, eggs and milk and their
processed products. The E. coli 0157 was confirmed with O157 latex agglutination test and H7 antiserum test.
The data were analyzed using a descriptive test and risk factors were analyzed using chi-square and odds ratio.
The results showed that E. coli O157:H7 was found in 2 of 30 samples (6,7%) isolated from Traditional Market
with MPN values of 1100 and >1100 MPN/g. The significant risk factors (P<0,005) for the presence of E. coli
were traders older than 45 years, kiosk distance of less than 5 meters from the highway, and washing hands
using unclean water. The presence of E. coli O157:H7 poses a risk to consumer health.

Key words: chicken meat; E. coli O157:H7,; risk factor

Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keberadaan E. coli O157:H7 dan menganalisis hubungan
faktor-faktor dengan kejadian E. coli pada daging ayam yang dijual di Pasar Kaget, Pasar Pagi, dan Pasar
Pembangunan Kota Pangkalpinang. Sampel daging ayam diambil sebanyak 30 sampel secara proporsional
menggunakan simple random sampling. Metode cross sectional digunakan untuk penelitian ini. Pengujian
E.coli berdasarkan SNI 2897:2008 tentang Metode Pengujian Cemaran Mikroba dalam Daging, Telur, dan
Susu serta Hasil Olahannya. E. coli O157 dikonfirmasi dengan uji aglutinasi lateks O157 dan uji antiserum
H7. Analisa data menggunakan uji deskriptif dan analisa faktor risiko menggunakan chi-square dan odds ratio.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa E. coli O157:H7 ditemukan pada 2 dari 30 sampel (6,7%) yang diisolasi
dari Pasar Tradisional dengan nilai MPN 1100 dan >1100 MPN/g. Faktor risiko yang signifikan (P<0,005)
terhadap keberadaan E.coli adalah pedagang yang berumur lebih dari 45 tahun, jarak kios kurang dari 5 m
dari jalan raya, dan cuci tangan menggunakan air yang tidak bersih. Kehadiran E. coli O157:H7 menimbulkan
risiko bagi kesehatan konsumen.

Kata kunci : daging ayam; E. coli O157:H7; faktor risiko
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Pendahuluan

Bakteri Escherichia coli (E. coli) meru-
pakan salah satu jenis bakteri yang secara
normal hidup dalam saluran pencernaan baik
manusia maupun hewan yang sehat. E. coli
sering dijadikan sebagai bakteri indikator untuk
memantau tingkat sanitasi dan higiene personal,
kualitas produk pangan atau kemungkinan
adanya cemaran feses pada tahapan produksinya
(Susanto, 2014). E. coli dapat menjadi patogen,
apabila jumlah dalam saluran pencernaan
meningkat atau berada di luar usus (Amyati,
2018). Keberadaan E. coli patogen pada karkas
ayam dapat menjadi penyebab foodborne
disease yang membahayakan kesehatan manusia
(Ekawati et al., 2017). E. coli patogen memiliki
kemampuan untuk menempel pada usus halus
dan meyebabkan diare, infeksi saluran kemih,
sepsis serta meningitis bahkan bisa menye-
babkan kematian (Viazis dan Gonzalez, 2011).
E. coli patogen juga dapat menghasilkan toksin
yang berisiko bagi kesehatan manusia (Seventer
dan Hamer, 2017).

Escherichia coli O157:H7 merupakan salah
satu serotype E. coli patogen yang menyebabkan
diare dan kolitis berdarah pada manusia.
Kolitis berdarah dapat berkembang menjadi
hemorraghic colitis (HC) dan hemolytic-uremic
syndrome (HUS) (Feng et al., 2011) yang dapat
menyebabkan gagal ginjal dan kematian (CDC,
2021). Peluang infeksi kolitis menjadi HUS
sebesar 10% (EFSA, 2013), dengan tingkat
kematian berkisar antara 2—-7% (WHO, 2011).

Balai Pengawas Obat dan Makanan
(BPOM) Pangkalpinang melaporkan 3 kasus
keracunan makanan dengan total jumlah
penderita 154 orang pada tahun 2018 dan
berdasarkan hasil pengujian mikrobiologi pada
11 sampel pangan yang diambil diperoleh
semua sampel positif E. coli (BPOM, 2018).
Kasus diare di Provinsi Bangka Belitung pada
tahun 2019 tercatat sebanyak 18 ribu kasus
(Dinkes Prov Bangka Belitung, 2019). Kasus
diare menurut Setyarini ef al. (2020), sebanyak
15% disebabkan oleh bakteri dengan penyebab
paling umum adalah E. coli. Berdasarkan data
yang diperoleh, pengujian tidak dilaksanakan
sampai dengan identifikasi serotipe E. coli.

Tujuan penelitian ini adalah mengidenti-
fikasi keberadaan E. coli O157:H7 serta meng-

Kontaminasi Escherichia coli O157:H7 Pada Daging Ayam .....

analisa hubungan antara faktor dan keberadaan
E. coli O157:H7 pada daging ayam broiler yang
dijual di Pasar Kaget, Pasar Pagi dan Pasar
Pembangunan Kota Pangkalpinang, Provinsi
Bangka Belitung, yang berpotensi menyebabkan
foodborne disease.

Materi dan Metode

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan
September sampai dengan November 2021.
Pengambilan sampel dilaksanakan di Pasar
Kaget, Pasar Pagi dan Pasar Pembangunan Kota
Pangkalpinang. Pengujian sampel dilakukan
di unit pelaksana teknis daerah (UPTD) Labo-
ratorium Kesehatan Kota Pangkalpinang dan
Balai Besar Penelitian Veteriner Bogor.

Desain penelitian ini adalah kajian lintas
seksional (cross sectional study). Ukuran sam-
pel dihitung dengan menggunakan software
WinEpiscope 2.0 asumsi tingkat kepercayaan
95%, prevalensi dugaan 10%, tingkat kesalahan
5%, sehingga diperoleh ukuran sampel se-
banyak 30 sampel. Teknik pengambilan sam-
pel secara proporsional di tiga lokasi pasar
masing-masing 10 sampel menggunakan acak
sederhana dengan cara menyusun sampling
frame atau daftar yang memuat data seluruh
pedagang yang terdapat pada populasi sampling,
kemudian ditetapkan ukuran sampel yang akan
diambil. Alat pemilihan sampel menggunakan
daftar bilangan teracak. Pengambilan data
menggunakan teknik wawancara dan observasi
melalui lembar kuesioner terhadap pedagang
daging ayam di Pasar Kaget, Pasar Pagi, dan
Pasar Pembangunan.

Sebanyak 400 sampai 600 g sampel dag-
ing ayam diambil dari 30 kios penjual daging
ayam yang telah ditentukan di Pasar Kaget,
Pasar Pagi, dan Pasar Pembangunan. Sampel
daging ayam berupa setengah bagian belakang
tubuh ayam (paha dan bursa fabricius atau kloa-
ka). Pengambilan sampel dimulai sejak pukul
06.00 sampai dengan 08.00 WIB, karena ped-
agang daging ayam mulai berjualan pada rent-
ang waktu tersebut serta sampel daging masih
segar. Sampel daging diambil secara aseptik
dan dimasukkan ke dalam kantong plastik ste-
ril, diberi label sesuai lokasi pengambilan, lalu
ditempatkan dalam cool box bersuhu 4-10 °C.
Sampel langsung dibawa ke UPTD Laboratori-
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um Kesehatan Kota Pangkalpinang untuk diuji
Most Probable Number (MPN) E. coli berdasar-
kan SNI 2897:2008 tentang Metode Pengujian
Cemaran Mikroba Dalam Daging, Telur dan
Susu, Serta Hasil Olahannya (BSN, 2008a).
Tahapan Tahapan pengujian dimulai dari
penyiapan contoh yaitu daging ayam ditimbang
sebanyak 25 g secara aseptik kemudian di-
masukkan ke dalam wadah steril. Larutan
buffered peptone water (BPW) 0,1% sebanyak
225 mL ditambahkan ke dalam kantong steril
yang berisi contoh, kemudian dihomogenkan
dengan stomacher selama satu menit. La-
rutan yang didapat berupa larutan dengan
pengenceran 10! yang selanjutnya dilakukan
pengujian dengan seri tiga tabung. Larutan
pengenceran 10" dipindahkan sebanyak 1 mL
dengan menggunakan pipet steril ke dalam
larutan tabung yang berisi 9 mL BPW 0,1%
untuk mendapatkan pengenceran 102. Larutan
pengenceran 102 kemudian diambil sebanyak
1 mL dan dipindahkan ke dalam larutan tabung
yang berisi 9 mL BPW 0,1% untuk mendapatkan
pengenceran 107°. Setiap tingkat pengenceran
kemudian diambil menggunakan pipet masing-
masing sebanyak 1 mL dan dimasukkan ke
dalam tiga seri tabung lauryl sulfate tryptose
broth (LSTB) yang berisi tabung Durham.
Tabung LSTB tersebut kemudian diinkubasi
pada suhu 35 °C selama 24 jam sampai 48 jam.
Hasil uji dinyatakan positif ditandai dengan
terbentuknya gas di dalam tabung Durham.
Biakan positif pada tabung LSTB dari
pengujian sebelumnya diambil menggunakan
jarum inokulasi ke dalam tabung Escherichia
coli Broth (ECB) yang berisi tabung Durham
untuk dilakukan uji konfirmasi. Tabung ECB
kemudian diinkubasi pada suhu 45,5 °C se-
lama 24 jam, jika hasilnya negatif tabung
ECB tersebut diinkubasikan kembali selama
48 jam. Hasil uji dinyatakan positif apabila
terbentuk gas di dalam tabung Durham. Jumlah
tabung ECB yang positif kemudian dicatat dan
diinterpretasikan menggunakan tabel MPN.
Biakan positif dari tabung ECB kemudian
digoreskan pada media eosin methylene blue
agar (EMBA) dan diinkubasi pada suhu 35
°C selama 18 jam sampai 24 jam. Koloni E.
coli berwarna hijau metalik dengan bagian
pusat koloni berwarna hitam/gelap pada media
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EMBA. Koloni terduga E. coli diinokulasi
sebanyak dua kali untuk mendapatkan biakan
murni pada media EMBA. Koloni terduga
E. coli pada media EMBA dipindahkan ke
dalam tabung berisi nutrient agar (NA) miring
kemudian dilakukan uji biokimia dengan uji
indole, Voges-Proskauer, methyl red, citrate
(IMViC). Setelah bakteri diidentifikasi sebagai
E. coli, kultur selanjutnya ditanam di sorbitol
Macconkey agar (SMAC) di tambah cefixime-
tellurite kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 16 sampai 20 jam untuk uji aglutinasi
O157:H7 (Rachmawati dan Ariyanti, 2017).

Semua isolat E. coli ditumbuhkan pada
media NA dan diinkubasi pada suhu 37 °C
selama =+ 24 jam kemudian disuspensikan dengan
larutan NacCl fisiologis dengan kekeruhan setara
dengan Mc Farland No. 10. Suspensi bakteri
dipanaskan sampai suhu 100 °C selama 2 jam
atau pada 121 °C selama 1 jam, kemudian
didinginkan dan diperiksa dengan antiserum
O157 monospesifik. Tes aglutinasi dilakukan
dengan menggunakan 20 pL antigen E. coli
(sampel) dicampur dengan 20 pL antiserum
O157 monospesifik. Reaksi positif ditandai
dengan terbentuknya gumpalan halus seperti
pasir (presipitasi) setelah 1 sampai 3 menit pada
kertas lateks sesuai dengan kontrol.

Semua isolat E. coli ditumbuhkan pada
media semi padat dalam tabung dilengkapi
dengan craigic tube dan diinkubasi pada suhu
37 °C selama £+ 24 jam. Sel bakteri tumbuh
di luar craigic tube ditanam ke media NA
dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama + 24
jam. Kultur E. coli pada media NA diambil
menggunakan Ose dan diletakkan pada objek
kaca, kemudian ditambahkan 20 pL aquades
steril dan campurkan dengan 20 puL antiserum
H7 monospesifik untuk uji aglutinasi. Aglutinasi
terjadi dalam 1 sampai 3 menit.

Karakteristik penjual daging ayam diper-
oleh melalui kuesioner terstruktur dengan cara
observasi dan wawancara untuk mengetahui
faktor-faktor yang mendukung terhadap keber-
adaan E. coli O157:H7 pada daging ayam. Isi
kuesioner terdiri atas data responden, karak-
teristik responden, kondisi kios, dan praktik
pedagang serta penyuluhan.

Data yang diperoleh dari hasil penelitian
di laboratorium dan kuesioner dianalisis secara



deskriptif dan analitik dan uji chi-square untuk
melihat hubungan serta odds ratio antara
variabel dan kejadian E. coli O157:H7 pada
daging ayam yang dijual di Pasar Tradisional
Kota Pangkalpinang.

Hasil dan Pembahasan

Keberadaan Escherichia coli O157:H7

Hasil pengujian MPN E. coli pada semua
sampel di Pasar Kaget, Pasar Pagi, dan Pasar
Pembangunan menunjukkan hasil 100% positif
dengan level melampaui batas SNI 7388:2009
tentang Batas Maksimum Cemaran Mikroba
dalam pangan yaitu 1x10"' MPN/g (BSN, 2008b).
Jumlah MPN E. coli dalam daging ayam yang
dijual di pasar tradisional Kota Pangkalpinang
disajikan dalam Tabel 1.

Tabel 1. MPN E. coli pada daging ayam di pasar tradisional

Kota Pangkalpinang
MPN/g Frekuensi
>1100 26
1100 1
240 1
26 1
23 1
Total 30

Hasil isolasi dan identifikasi E. coli menun-
jukkan 8 dari 30 sampel (26,67%) positif E. coli.
Persentase E. coli di Pasar Kaget 3 dari 10 sampel
(30%) dan Pasar Pembangunan 5 dari 10 sampel
(50%), sedangkan di Pasar Pagi tidak ditemukan
E. coli (Tabel 2). Studi ini mendapatkan 2 dari
30 sampel daging ayam mengandung E. coli
serotipe O157:H7, yang hanya didapat dari
sampel daging ayam yang diperoleh dari Pasar
Kaget. Hasil isolasi dan identifikasi E. coli
O157:H7 pada daging ayam di pasar tradisional
Kota Pangkalpinang disajikan dalam Tabel 2.

Kontaminasi Escherichia coli O157:H7 Pada Daging Ayam .....

Adanya kontaminasi E. coli pada daging
terkait rendahnya sanitasi dalam proses
penanganan daging. Kontaminasi bakteri pada
daging di pasar dapat terjadi karena pengerjaan
karkas yang tidak higienis, sumber air yang
digunakan kotor dan tidak mengalir, dan
kebersihan alat penyembelihan (Sugioto et al.,
2015). Daging ayam yang dijual berdasarkan
pengamatan di lapangan, masih berupa karkas
utuh yang akan dipotong menjadi beberapa
bagian serta dibersihkan dari jeroan dan kotoran,
apabila ada yang membeli daging ayam. Hal ini
menjadi risiko kontaminasi E. coli pada daging
ayam di kios pedagang lebih besar dibandingkan
dengan karkas ayam telah dibersihkan di tempat
pemotongan unggas (Septiani et al., 2020).

Keberadaan E. coli O157:H7 pada daging
ayam sangat berbahaya, terutama jika daging
ayam dimasak tidak sempurna. Masalah kera-
cunan makanan akibat mengonsumsi daging
yang terkontaminasi E. coli O157:H7 merupakan
cara transmisi pada sebagian kasus infeksi pada
manusia (CFSPH, 2016). Keberadaan E. coli
O157:H7 pada daging sapi ditemukan di Rumah
Potong Hewan Lubuk Buaya Padang sebanyak
7 (70%) dari 10 sampel (Rananda et al., 2016)
dan di pasar tradisional Denpasar, Badung dan
Klungkung sebesar 25,6% (Purniwirathi, 2019).

Bakteri E. coli O157:H7 termasuk bakteri
yang cukup tahan panas (Mercer et al., 2015)
dan dapat mati dengan pemanasan pada suhu 60
°C selama 30 menit (Fikri et al., 2017). Daging
yang terkontaminasi E. coli O157:H7 apabila
dikonsumsi dapat menyebabkan hemorraghic
colitis (HC) dan hemolytic uremic sindrome
(HUS) (Feng et al., 2011), penyebab penting
dari gagal ginjal akut pada anak-anak dan
kematian pada orang dewasa (Tafida et al.,
2014). Bakteri ini hanya membutuhkan dosis
infeksi yang rendah, yaitu 10 cfu/mL sehingga

Tabel 2. Keberadaan Escherichia coli O157:H7 pada daging ayam di pasar tradisional Kota Pangkalpinang

MPN E. coli Hasil laboratorium
Nama Pasar Besarail . . Jumlah positif Jumlah positif
sampe Dibawah SNI (%)  Diatas SNI (%) E coli %* E coli O157-17 Op**
Kaget 10 0 100 3 30 2 66,7
Pagi 10 0 100 0 0 0 0
Pembangunan 10 0 100 5 50 0 0

* Persentase dari jumlah sampel
** Persentasi dari jumlah positif E. coli
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paparan minimalpun dapat menyebabkan sa-
kit dan menyebar secara cepat (Fedio, 2011;
CFSPH, 2016). Infeksi berpeluang 10% menjadi
HUS (EFSA, 2013), dengan tingkat kematian
berkisar antara 2—-7% (WHO, 2011).

Bakteri E. coli O157:H7 juga dapat menim-
bulkan kontaminasilingkungan (Taoetal.,2012),
bertahan lama di lingkungan hingga berbulan-
bulan (Daly et al., 2017) sehingga diperlukan
penanganan yang higienis dan sanitasi yang baik
untuk meminimalkan kontaminasi bakteri pada
daging selama proses penanganan daging (Fikri
etal.,2017). Masalah ini harus menjadi perhatian
serius bagi pemerintah daerah mengingat kasus
diare di Kota Pangkalpinang cukup tinggi yaitu
sebesar 18 ribu kasus (Dinkes Prov Bangka
Belitung, 2019) dan sebanyak 15% kasus diare
disebabkan oleh E. coli (Setyarini et al., 2020),
sedangkan untuk kasus keracunan makanan
sebanyak 3 kasus dengan total jumlah penderita
154 orang pada tahun 2018 dan berdasarkan
hasil pengujian mikrobiologi pada 11 sampel
pangan yang diambil diperoleh semua sampel
positif E. coli (BPOM, 2018). Pencegahan
penyebaran E. coli O157:H7 perlu dilakukan
untuk meminimalkan terjadinya penyakit ba-
waan makanan pada manusia. Pengendalian
dapat dilakukan sepanjang rantai distribusi dari
peternakan sampai ke meja konsumen. Tindakan
pencegahan yang paling efektif dengan menjaga

kesehatan ternak di peternakan. Hal ini terbukti
intervensi yang paling efektif dalam menekan
penyakit bawaan makanan pada manusia
(Ayscue et al., 2009).

Faktor-Faktor yang Memengaruhi Keber-
adaan E. coli pada Daging Ayam

Hasil analisis E. coli pada sampel daging
ayam dan kuesioner diolah menggunakan pro-
gram statistik. Kajian analisis data dihasilkan
untuk mengetahui faktor-faktor terhadap keja-
dian E. coli pada daging ayam di pasar tra-
disional Kota Pangkalpinang dengan beberapa
variabel disajikan pada Tabel 3.

Hasil pada Tabel 3 kemudian dilakukan
kajian analisis untuk mengetahui hubungan
karakteristik pedagang dan praktik berjualan
yang berpengaruh terhadap keberadaan E. coli
pada daging ayam di pasar tradisional Kota
Pangkalpinang (Tabel 4 dan Tabel 5) dengan
menggunakan uji chi square dan odds ratio.

Berdasarkan uji odds ratio, umur pedagang
memiliki nilai odds ratio sebesar 7,5 yang
berarti peluang kejadian E. coli pada daging
ayam yang dijual oleh pedagang usia > 45 tahun
7,5 kali lebih berisiko daging ayamnya tercemar
E. coli dibandingkan daging ayam yang dijual
oleh pedagang usia < 45 tahun. Umur pedagang
berpengaruh nyata terhadap kontaminasi E. coli
pada daging ayam (P<0,05). Penularan E. coli

Tabel 3. Deskripsi data hasil identifikasi faktor-faktor risiko yang terkait dengan kejadian E. coli pada daging ayam di pasar tradisional

> 45tahun = 55,5% (5/9) , < 45 tahun = 14,2% (3/21)
Tinggi = 20% (3/15), Rendah = 33,3% (5/15)

Permanen = 11,1% (1/9), Semi permanen = 33,3% (7/21)
>5 meter = 0 (0/10), < 5 meter = 40% (8/20)

Air kran mengalir = 0 (0/10), air bersih dan diganti jika sudah kotor = 40% (8/20)

Kota Pangkalpinang
No Variabel Identifikasi
1 Umur
2 Tingkat pendidikan
3 Bentuk kios
4 Jarak kios dari jalan raya
5 Ketersediaan sarana air bersih
6 Penggunaan celemek
7 Praktik cuci tangan
8 Ketersediaan lap tangan

Pakai =27,8% (5/18), Tidak pakai = 25% (3/12)
Cuci tangan = 55,6% (5/9), Tidak cuci tangan = 14,3% (3/21)
Ada =22,2% (6/27), Tidak ada = 66,7% (2/3)

Tabel 4. Hubungan karakteristik pedagang ayam terhadap keberadaan Escherichia coli pada daging ayam di pasar tradisional Kota

Pangkalpinang
Positif E. coli Negatif E. coli
Peubah Kategori ol ceat = ot Chi-square  Crude OR SK 95%
n % n %
Umur > 45 tahun 5 16,7 4 133 0,032 7,5 1,246-45,153
<45 tahun 3 10 18 60

Keterangan: n (jumlah sampel), OR (odds ratio), SK 95% (selang kepercayaan pada tingkat kepercayaan 95%)
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dapat terjadi melalui tangan pedagang yang
terkontaminasi (Rananda et al., 2016) terutama
pedagang-pedagang yang telah berusia lanjut
(Daly et al., 2017) sehingga rentan terkena E.
coli patogen karena daya tahan tubuh pada usia
tersebut sangat lemah, dan jika menderita sakit
berpotensi menularkan E. coli patogen (Pitout,
2012). Penyuluhan kepada pedagang mengenai
menjaga sanitasi dan higiene personal dan
menjaga kesehatan pribadi dapat meminimalisir
kemungkinan risiko pencemaran yang berasal
dari manusia. Analisa kemudian dilanjutkan
untuk melihat hubungan praktik berjualan pe-
dagang ayam terhadap keberadaan E. coli pada
daging ayam (Tabel 5).

Jarak kios dengan jalan raya memberikan
peluang cemaran E. coli pada daging ayam
dengan nilai odds ratio sebesar 1,7 yang berarti
daging ayam yang dijual di kios dengan jarak
< 5 meter 1,7 kali lebih tinggi berpeluang
tercemar E. coli dibandingkan daging ayam
yang dijual di kios dengan jarak > 5 meter. Jarak
kios berpengaruh nyata terhadap kontaminasi
E. coli pada daging ayam (P<0,05). Menurut
Haileselassie et al., (2013) dan Selfiana et al.,
(2017), tempat berjualan atau kios daging yang
dekat dengan jalan raya dan kondisi terbuka
berisiko meningkatkan cemaran bakteri pada
daging karena terpapar debu. Debu tersebut
dapat membawa bakteri dan diterbangkan oleh
angin sehingga dapat menyebabkan kontaminasi
pada daging dan mempengaruhi kualitas daging
(Fernstrom dan Goldblatt, 2013; Nourmoradi et
al.,2015; Daly et al., 2017). Pada satu percobaan
E. coli O157:H7 dapat ditransmisikan melalui

Kontaminasi Escherichia coli O157:H7 Pada Daging Ayam .....

aerosol pada jarak 3 meter (CFSPH, 2016). Hal
ini menjadi masukan bagi pemerintah agar kios
daging ayam direlokasi ke dalam pasar dan
berada lebih dari 5 meter dari jalan raya.
Praktik cuci tangan memiliki nilai odds
ratio sebesar 0,1 yang berarti tidak mencuci
tangan mampu menekan 0,1 kali peluang
kontaminasi E. coli pada daging ayam diban-
dingkan mencuci tangan. Praktik cuci tangan
berpengaruh nyata terhadap kontaminasi E.
coli (P<0,05). Praktik cuci tangan menurut
Daly et al. (2017) dapat menekan kejadian E.
coli O157:H7. Namun berdasarkan penelitian
didapat hasil sebaliknya yakni praktik mencuci
tangan menjadi faktor risiko keberadaan E. coli.
Hal ini dapat terjadi karena adanya variabel
penganggu (confounding variable) yaitu berupa
sumber air yang digunakan untuk mencuci ta-
ngan yang ikut memengaruhi variabel dependen
(Morabia, 2010; Vanderweele dan Shpitser,
2013; Lee, 2014) dengan nilai sebesar 60,
menurut Howards (2018) jika hasilnya lebih
dari 10 bisa dikatakan variabel tersebut adalah
variabel pengganggu. Variabel pengganggu ini
diketahui dengan metode stratifikasi Mantel-
Haenzsel dengan cara memisahkan perkiraan
efek exposure terhadap outcome untuk masing-
masing strata covariate sehingga pada praktik
mencuci tangan namun menggunakan air yang
tidak bersih menjadi faktor risiko keberadaan E.
coli. Berdasarkan observasi air yang digunakan
untuk mencuci tangan berasal dari ember yang
airnya juga digunakan untuk mencuci kotoran
dan darah yang menempel pada daging ayam.

Tabel 5. Hubungan praktik berjualan pedagang ayam terhadap keberadaan Escherichia coli pada daging ayam di pasar tradisional

Kota Pangkalpinang
Positif E. coli  Negatif E. coli Chi- Crude
Kategori SK 959
Peubah ategori n % n % square OR &
Jarak kios dengan <5 meter 8 26,7 12 40
0,02 1 1,165-2,384
jalan raya > 5 meter 0 0 10 333 ;029 7 ’ ’
. . Tidak mencuci tangan, hanya dilap 3 10 18 60
Praktik t 0,032 0,1 0,022-0,803
raxteeuctianga— \fencuci tangan 5 16,7 4 13,3 ’ ’ ’ ’
Berasal dari air kran mengalir
Ketersediaan sarana Berasal dari ember yang diisi air 0 0 10 33,3
aifs ieih s bersih kemudian diganti jika air 0,029 1,7  1,165-2,384
ers sudah berwarna merah karena 8 26,7 12 40

darah/kotor

Keterangan: n (jumlah sampel), OR (odds ratio), SK 95% (selang kepercayaan pada tingkat kepercayaan 95%)
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Berdasarkan data analisis pada Tabel 5 juga
diketahui ketersediaan air bersih memberikan
peluang terhadap cemaran E. coli pada daging
ayam dengan nilai odds ratio sebesar 1,7 yang
berarti air yang hanya diganti jika sudah kotor
1,7 kali lebih berpeluang daging ayamnya ter-
kontaminasi E. coli dibandingkan daging ayam
yang dijual di kios yang memiliki sarana air
kran mengalir. Ketersediaan sarana air bersih
berpengaruh nyata terhadap kontaminasi E. coli
(P<0,05). Hal ini juga didukung hasil peneltian
dari Haileselassie et al., (2013) yang menya-
takan sumber cemaran E. coli dapat berasal dari
sumber air yang digunakan untuk mencuci lim-
bah kotoran ataupun darah yang menempel pada
daging ayam. Praktik mencuci tangan dengan
menggunakan air mengalir dapat menekan keja-
dia E. coli. Hal ini sesuai dengan penelitian dari
Daly et al. (2017), yang menyatakan cuci ta-
ngan dengan air mengalir setelah kontak dengan
hewan, lingkungan hewan atau kotoran hewan
dapat mengurangi risiko kontaminasi E. coli.
Hal ini menjadi masukan bagi pemerintah dae-
rah untuk menyediakan fasilitas air bersih dan
fasilitas cuci tangan di pasar-pasar tradisional
khususnya untuk kios daging ayam karena pa-
sar-pasar tradisional yang tidak memiliki fasi-
litas air kran mengalir seperti Pasar Pemba-
ngunan dan Pasar Kaget ditemukan keberadaan
E. coli pada daging yang dijual dibandingkan
Pasar Pagi yang memiliki fasilitas air kran
mengalir di tiap kios daging ayam. Sumber air
yang digunakan di Pasar Pembagunan berasal
dari air bor yang dibeli pedagang per dirigen, se-
dangkan di Pasar Kaget berasal dari rumah war-
ga di sekitar pasar. Hal ini yang menyebabkan
pedagang tidak banyak menggunakan air dan
hanya mengganti jika air sudah terlalu kotor.

Hasil pengujian menunjukkan hasil positif
E. coli O157:H7 berada di Pasar Kaget, namun
jika dianalisis khusus untuk serotipe O157:H7
tidak menunjukkan hubungan yang nyata
antara faktor risiko dengan keberadaan serotipe
O157:H7 pada daging. Setidaknya berdasarkan
temuan serotipe O157:H7 ini menjadi informasi
yang berharga bagi pemerintah daerah untuk
membuat program pencegahan dan surveilans
terhadap E. coli O157:H7 mengingat bahaya
penyakit yang dapat ditimbulkan oleh E. coli
O157:H7.
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Kesimpulan

Keberadaan E. coli O157:H7 ditemukan
pada 2 dari 30 sampel (6,7%), hanya didapat
dari sampel daging ayam yang diperoleh dari
Pasar Kaget. Faktor risiko yang nyata (p<0,05)
keberadaan E. coli adalah pedagang dengan
usia di atas 45 tahun, jarak kios kurang dari 5 m
dari jalan raya, mencuci tangan dengan air tidak
bersih.
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Abstract

The aim of this study was to determine the effect of gonadotropin releasing hormone (GnRH)
administration on increasing spermatozoa quality of Bali cattle. This research used two Bali cattle aged 2
and 4 years. This research was design using the Latin Square Design with 2 treatments and 2 activity time
periods. The treatments applied were P1 (physiological NaCl) and P2 (100 pg GnRH) with interval period of
one week. Semen samples were collected using artificial vagina 3 days after treatment. Data on the quality of
Bali cattle spermatozoa examination were analyzed by Wilcoxon Signed Ranks Test. The results showed that
the administration of 100 ug of GnRH had no significant effect (P>0.05) on color, pH, consistency, volume,
concentration and motility of bali cattle spermatozoa. The color of the semen in both treatments were cream
and milky white. The pH; consistency; volume of semen; concentration of spermatozoa (10°/ml); and the
motility of bali cattle spermatozoa (%) in P1 vs P2 were, 7.0£0.0 vs 7.0£0.0; 2.5+0.71 vs 3.0+0.0; 4.5£2.8 vs
4.84+2.8; 925+106.07 vs 1210+155.56; and 69.0+1.41 vs 71.5+0.7, respectively (P>0.05). It can be concluded
that the administration of 100 pg of GnRH did not affect the increasing bali cattle spermatozoa quality.

Key words: Bali cattle; GnRH; spermatozoa

Abstrak

Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh pemberian gonadotropin releasing hormone (GnRH)
terhadap peningkatan kualitas spermatozoa sapi bali. Dalam penelitian ini digunakan dua sapi bali berumur 2
dan 4 tahun. Rancangan yang digunakan adalah bujursangkar latin 2 perlakuan dan 2 periode perlakuan, yakni
P1 (NaCl fisiologis) dan P2 (GnRH 100 pg) dengan interval periode waktu perlakuan adalah satu minggu.
Sampel semen dikoleksi menggunakan vagina buatan tiga hari setelah perlakuan. Data hasil pemeriksaan
kualitas spermatozoa sapi bali dianalisis dengan uji Wilcoxon Signed Ranks Test. Berdasarkan uji statistik
menunjukkan bahwa pemberian GnRH 100 ug tidak berpengaruh nyata (P>0,05) terhadap pemeriksaan warna,
pH, konsistensi, volume, konsentrasi dan motilitas spermatozoa sapi bali. Hasil pemeriksaan menunjukkan
bahwa warna semen pada kedua perlakuan adalah krem dan putih susu. Derajat keasaman (pH); konsistensi;
volume semen (ml); konsentrasi (10%/ml); dan motilitas spermatozoa (%) sapi bali pada P1 vs P2 adalah
7,0+£0,0 vs 7,0+0,0; 2,5+0,71 vs 3,0+0,0; 4,5+2.8 vs 4,8+2,8; 925+106,07 vs 1210£155,56; dan 69,0+1,41 vs
71,5+0,71 (P>0,05). Disimpulkan bahwa pemberian GnRH 100 pg tidak memengaruhi kualitas spermatozoa
sapi bali.

Kata kunci: GnRH; sapi bali; spermatozoa
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Pendahuluan

Sapi bali (Bos sondaicus) merupakan
sapi asli Indonesia yang cukup penting karena
mempunyai populasi yang cukup besar dan
wilayah penyebarannya sangat luas di Indo-
nesia. Beberapa kelebihan yang dimiliki sapi
bali terutama kemampuan adaptasinya da-
lam lingkungan dengan ketersediaan pakan
berkualitas rendah, namun masih dapat mem-
perlihatkan fertilitas yang sangat baik (Han-
diwirawan dan Subandriyo, 2004). Keunggulan-
keunggulan tersebut harus didorong dengan
implementasi kemajuan teknologi khususnya
teknologi reproduksi Inseminasi Buatan (IB).
Inseminasi buatan bertujuan meningkatkan po-
pulasi dan mutu genetik ternak sehingga dapat
meningkatkan efisiensi reproduksi ternak
(Arifiantini, 2016). Keberhasilan IB ditentukan
oleh beberapa faktor, salah satunya adalah kua-
litas semen yang digunakan (Aisah et al., 2017).

Kualitas semen yang baik dimulai dari kua-
litas semen segar yang dihasilkan oleh pejantan
hingga selanjutnya diproses menjadi semen
beku. Semen beku yang baik merupakan salah
satu faktor penting untuk keberhasilan program
IB (Rahmawati et al., 2015). Kualitas semen
yang baik harus melewati beberapa pemeriksaan
antara lain pemeriksaan makroskopis dan
pemeriksaan mikroskopis. Kualitas semen yang
ditetapkan oleh Standar Nasional Indonesia
(SNI) pada semen segar yang dapat dibekukan
adalah persentase motilitas >70% dan persentase
gerakan massa >2+. Feradis (2010) menyatakan
bahwa volume sapi bali berkisar 5-8 ml. Semen
sapi normal berwarna putih susu atau krem
dengan pH sekitar 7,0 serta konsentrasi sekitar
800-2000 juta sel spermatozoa/ml.

Upaya memperbaiki dan meningkatkan
performa reproduksi dapat dilakukan melalui
pengaturan aktivitas hormon. Proses pemben-
tukan sperma dan fungsi hormon steroid diatur
oleh gonadotropin yang disekresi oleh sel ade-
nohipofisa yang dikeluarkan secara pulsatif
(Susilawati, 2011). Dalam rangka meningkatkan
produktivitas ternak, gonadotropin releasing
hormone (GnRH) telah banyak digunakan
untuk meningkatkan produksi testosteron
(Syafruddin et al., 2021; Armansyah et al.,
2021), meningkatkan kualitas spermatozoa
kambing Peranakan Ettawa (Hamdan, 1999),
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dan meningkatkan kualitas spermatozoa pada
domba (Azawi et al., 2012). Pemanfaatan GnRH
untuk meningkatkan kualitas spermatozoa su-
dah pernah dilaporkan pada kerbau (Ansari et
al., 2007), namun pengaruh GnRH terhadap
kualitas spermatozoa sapi bali belum pernah
dilaporkan.

Hormon GnRH adalah hormon peptida
yang dihasilkan oleh hipotalamus, berfungsi
untuk merangsang hipofisis bagian anterior
untuk mengeluarkan follicle stimulating hor-
mone (FSH) dan [luteinizing hormone (LH)
(Lehninger et al., 2005). Follicle stimulating
hormone diketahui berperan dalam mengontrol
proliferasi sel Sertoli yang mengakibatkan
terjadinya peningkatan volume testis (Hasbi
dan Gustina, 2018). Pada dasarnya LH tidak
bekerja langsung pada proses spermatogenesis,
namun merangsang sintesis dan pelepasan
hormon testosteron dari sel Leydig. Testosteron
berperan dalam memacu pertumbuhan dan
menjaga kelangsungan fungsi kelenjar-kelenjar
kelamin pelengkap untuk menghasilkan plasma
sperma pada saat ejakulasi, memacu keinginan
pejantan untuk kawin (Rachmadi, 2008) dan
berperan dalam proses spermatogenesis di
dalam tubulus seminiferus (Susilawati, 2011).
Oleh karena itu, pemberian GnRH eksogen
mampu meningkatkan ketebalan epitel germinal
testis dan kualitas semen (Herera-Baragan et al.,
2020)

Materi dan Metode

Pada penelitian ini digunakan dua ekor
sapi bali pejantan dalam kondisi sehat milik sa-
lah satu peternak di Kelurahan Teluk Sepang,
Kecamatan Kampung Melayu Kota Bengkulu,
masing-masing berumur 2 tahun dan 4 tahun
dengan bobot badan 150 kg dan 250 kg. Sapi
diberi pakan hijauan dan konsentrat. Perlakuan
yang diberikan adalah penyuntikan GnRH
sintetik (Fertagyl™, yang mengandung 105,08
gonadorelin acetate/ml) tiga hari secara intra-
muskulus. Pelaksanaan perlakuan dirancang
dengan menggunakan pola bujur sangkar latin
2 X 2, sehingga setiap hewan percobaan akan
diinjeksi NaCl fisiologis sebagai kontrol (P1),
dan 100 pg Fertagyl™ (P2). Setiap perlakuan
dilakukan sebanyak dua kali dan tiap perlakuan
dilakukan bergantian setiap minggunya. Secara
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skematis perlakuan yang diberikan pada masing-
masing hewan percobaan disajikan pada Tabel
1.

Tabel 1. Pola perlakuan terhadap hewan percobaan

Perlakuan
. NaCl fisiologis NacCl fisiologis
Periode ®1) (P2)
1 A B
2 B A

Keterangan: A= Sapi 1; B= Sapi 2
Prosedur Penelitian

Penampungan semen

Penampungan semen dilakukan pada pagi
hari. Sapi pejantan bali dibawa ke kandang
jepit untuk dipertemukan dengan betina pe-
mancing agar dapat memberi rangsangan
libido kepada pejantan yang akan ditampung
semennya. Penampungan semen dilakukan
menggunakan vagina buatan oleh kolektor yang
sudah berpengalaman. Penampungan semen
dilakukan sebanyak dua kali ulangan. Sampel
semen dikoleksi masing-masing 3 hari setelah
perlakuan dan langsung diamati.

Parameter pengukuran

Parameter pengukuran yang diamati pada
penelitian ini adalah pemeriksaan semen secara
makroskopis yang meliputi: volume, warna,
konsistensi dan pH. Pemeriksaan semen secara
mikroskopis meliputi: konsentrasi spermato-
zoa, motilitas spermatozoa dan gerakan massa
semen.

Pemeriksaan makroskopis semen

Volume

Volume semen yang sudah ditampung
pada 1 kali penampungan diukur dengan
melihat langsung pada tabung berskala. Tabung
penampung semen sapi bali yang digunakan
adalah 15 ml (Susilawati, 2011).

Warna

Warna semen dapat dilihat langsung pada
tabung penampung. Semen sapi normal ber-
warna krem atau putih susu. Warna kemerahan
merupakan tanda bahwa semen terkontaminasi

oleh darah segar, sedangkan apabila warnanya
mendekati coklat dapat merupakan tanda bahwa
darah yang mengontaminasi semen sudah meng-
alami dekomposisi. Warna kehijauan merupakan
tanda adanya bakteri pembusuk (Susilawati,
2011).

Konsistensi

Penilaian konsistensi semen dapat mem-
berikan gambaran konsentrasi spermatozoa
yang terkandung di dalam semen tersebut. Cara
menilai konsistensi adalah dengan memiringkan
tabung yang berisi semen dan mengembalikan
pada posisi semula. Konsistensi dapat dinilai
berdasarkan kecepatan semen kembali ke dasar
tabung penampung. Katagori konsistensi semen
adalah sebagai berikut: Skor 1, konsistensi encer
(semen akan cepat kembali ke dasar tabung);
skor 2, konsistensi sedang (semen akan segera
kembali ke dasar tabung dengan kecepatan lebih
lambat dibandingkan yang pertama, sebagian
semen masith menempel di dinding tabung); skor
3, konsistensi kental (semen kembali ke dasar
tabung secara perlahan dan menyisakan sebagian
semen di pinggiran tabung) (Susilawati, 2011).

pH (Keasaman)

Pemeriksaan keasaman semen dilakukan
menggunakan kertas indikator pH (buatan
Merck) dengan skala ketelitian yang cukup
sempit, antara 6—8 dengan rentang ketelitian
0,1. Semen pada umumnya memiliki kisaran pH
netral (Susilawati, 2011).

Pemeriksaan mikroskopis semen

Konsentrasi spermatozoa

Konsentrasi spermatozoa dihitung menggu-
nakan pipet haemocytometer dan kamar hitung
Neubauer. Semen dihisap sampai skala 0,5
kemudian ditambahkan dengan larutan NaCl
3% dan dihisap sampai mencapai angka 101.
Kemudian larutan dihomogenkan membentuk
angka 8 selama 2-3 menit, dibuang beberapa
tetes. Sampel diisikan ke dalam kamar hitung
Neubauer yang telah ditutup menggunakan gelas
penutup. kemudian diamati di bawah mikroskop
dengan pembesaran 40 x 10. Penghitungan
spermatozoa dilakukan pada lima kotak besar.
Konsentrasi spermatozoa yang didapatkan ada-
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lah Y x 10° (Y= jumlah spermatozoa pada 5
kotak) (Mughniati et al., 2018).

Motilitas spermatozoa

Pemeriksaan motilitas spermatozoa dilaku-
kan dengan menggunakan object glass yang
ditetesi 10-15 pl semen kemudian diteteskan
10-15 ul NaCl fisiologis dan ditutup dengan
cover glass. Selanjutnya dilakukan pemeriksaan
di bawah mikroskop dengan pembesaran 40
x 10. Penilaian dilakukan dengan melihat
persentase motilitas dan gerakan individu
(velosity) kecepatan spermatozoa bergerak ke
depan. Motilitas dinilai dalam persen, yaitu
perbandingan spermatozoa yang bergerak
aktif progresif dibandingkan dengan gerakan
spermatozoa yang bergerak bergetar di tempat
(vibrator), gerakan spermatozoa yang bergerak
berputar (circular), gerakan spermatozoa yang
mundur (reverse), dan spermatozoa yang mati
atau mengambang. Hal-hal yang diamati dalam
pemeriksaan yaitu persentase spermatozoa yang
motil minimal 70%, spermatozoa yang abnormal
harus kurang dari 10%.

Analisis Data

Penelitian ini dirancang dengan pola bujur
sangkar latin 2 X 2. Data hasil pemeriksaan
kualitas spermatozoa dianalisis dengan uji
Wilcoxon Signed Ranks Test.

Hasil dan Pembahasan

Hasil pemeriksaan volume, warna, pH,
konsistensi, konsentrasi, dan motilitas sperma-
tozoa sapi bali disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Rataan (+SD) pemeriksaan warna, pH, konsistensi,
volume, konsentrasi, dan motilitas spermatozoa sapi
bali antara perlakuan kontrol (NaCl fisiologis) dengan

GnRH 100 pg
Perlakuan
Kriteria Semen Kontrol GnRH 100 pg
(P1) (P2)

Warna Krem Putih Susu
pH 7,0£0,0° 7,0£0,02
Volume (ml) 4,5+2.8° 4,842,8°
Konsistensi 2,5+0,71° 3,0+0,0°
Konsentrasi (10°sel/ml) 9254+106,07° 1210+155,56°
Motilitas (%) 69,0+1,41° 71,5+0,71¢

* Superskrips yang sama pada barsi yang sama menunjukkan
perbedaan yang tidak nyata (P>0,05)
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Hasil evaluasi semen segar merupakan
pemeriksaan awal semen yang dijadikan da-
sar untuk menentukan kelayakan semen yang
akan diproses lebih lanjut (Arifiantini, 2016).
Penilaian semen segar dilakukan secara ma-
kroskopis dan mikroskopis. Penilaian secara
makroskopis meliputi pemeriksaan volume,
warna, pH, dan konsistensi sedangkan penilaian
secara mikroskopis meliputi pemeriksaan kon-
sentrasi, motilitas, dan gerakan massa (Haryani
et al., 2016). Penilaian warna semen sapi bali
yang ditampung pada kedua perlakuan berwarna
normal yakni krem dan putih susu. Hal ini
sesuai dengan pernyataan Susilawati (2011)
yang menyatakan bahwa pada umumnya semen
sapi berwarna krem atau putih susu. Konsistensi
semen sapi bali untuk kedua perlakuan masing-
masing yaitu 2,5+0,71 dan 3,0+0,0. Ramsiyati
et al. (2004) menyatakan bahwa warna semen
erat hubungannya dengan konsistensi semen,
sedangkan konsistensi semen berhubungan de-
ngan konsentrasi spermatozoa. Sujoko et al.
(2009) juga menyatakan warna, konsistensi dan
konsentrasi saling berhubungan erat satu sama
lain. Semakin kental semen yang dihasilkan
oleh ternak, maka konsentrasi semakin tinggi
dan warna akan semakin pekat.

Derajat keasaman (pH) pada P1 dan P2
masing-masing adalah 7,0+0,0 dan 7,0+0,0.
Analisis statistik memperlihatkan bahwa perla-
kuan GnRH 100 pg terhadap pH sapi bali
menunjukkan tidak berbeda nyata (P>0,05).
Hasil yang didapat dalam kondisi normal
sesuai dengan laporan Kartika (2015) yang
melaporkan bahwa pH semen segar sapi bali
adalah 7,0. Hal ini sama dengan hasil yang
diperoleh Saili ef al. (2000) dan Bhakat et al.
(2014) yang menyatakan pH maksimal 7,0 atau
cenderung ke arah basa dengan variasi 6,5 -
6,9. Kondisi derajat keasaman (pH) yang tidak
normal akan memengaruhi proses metabolisme
sperma itu sendiri. Dengan kata lain, semakin
tinggi metabolisme dalam sperma maka derajat
keasaman sperma akan asam, sebaliknya se-
makin sedikit proses metabolisme maka de-
rajat keasaman sperma menjadi basa. Hal ini
disebabkan oleh asam laktat di dalam glikolisis
yang memengaruhi penumpukan, sehingga daya
tahan hidup sperma juga sangat dipengaruhi oleh
keadaan pH sperma itu sendiri (Burhan, 2013).
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Volume semen sapi bali yang diperoleh
setelah ejakulasi pada P1 dan P2 masing-masing
adalah 4,5+2,8 dan 4,8+2,8 ml. Analisis statistik
pada perlakuan P1 dan P2 menunjukkan tidak
berbeda nyata (P>0,05). Siregar dan Hamdan
(2007), menyatakan bahwa volume semen sapi
berkisar antara 4-10 ml. Menurut Kartika (2015),
volume semen sapi bali setiap penampungan
dapat bervariasi karena dipengaruhi oleh be-
berapa faktor antara lain umur sapi, besar tubuh,
status kesehatan, status reproduksi, kualitas
pakan, dan penampungan.

Konsentrasi spermatozoa pada P1 dan
P2 masing-masing adalah 925+106,07 x 10°
dan 1.210+155,56 x 10° sel/ml. Hasil ana-
lisis statistik pengaruh kedua perlakuan me-
nunjukkan tidak berbeda nyata (P>0,05), namun
rata-rata konsentrasi pada perlakuan GnRH
100 pg cenderung mengalami peningkatan di-
bandingkan dengan kontrol. Konsentrasi sper-
matozoa pada kedua kelompok relatif berada
pada kisaran normal. Konsentrasi (10° sel/
ml) pada Pl dan P2 masing-masing adalah
925+106,07 dan 1210+155,56- Konsentrasi
spermatozoa/ml semen sapi adalah sekitar
800-2000 juta (Garner dan Hafez, 2000).
Rataan konsentrasi spermatozoa sapi bali kon-
trol sedikit lebih rendah dibandingkan dari
hasil pemeriksaan yang dilakukan oleh BBIB
Singosari yaitu 946,70+198. Hal ini mungkin
diakibatkan oleh pengaruh pakan, manajemen,
dan individu serta kondisi saat koleksi semen
dilakukan (Hafez dan Hafez, 2000).

Burhan (2013) mengungkapkan bahwa pe-
nilaian terhadap motilitas spermatozoa bersifat
sangat subjektif atau dengan kata lain hasil
pemeriksaan terhadap motilitas spermatozoa
sangat bergantung kepada orang yang melakukan
penelitian, selain itu dibutuhkan pula keahlian
dankecepatankerjadidalam pemeriksaan semen.
Hal ini erat hubungannya dengan ketersediaan
bahan makanan dan kesegaran spermatozoa
yang terkandung di dalam semen. Adapun hasil
rata-rata motilitas individu spermatozoa sapi
bali pada Pl dan P2 masing-masing adalah
69,0+£1,41% dan 71,5+0,71%. Pada penelitian
ini, kedua perlakuan menunjukkan hasil yang
didapatkan masih dalam kisaran normal. Hal ini
sesuai dengan pernyataan Siregar dan Hamdan
(2007), semen yang dapat digunakan untuk

inseminasi buatan adalah semen yang memiliki
>40% spermatozoa progresif. Tingginya persen-
tase spermatozoa progresif menunjukkan ke-
mampuan spermatozoa berenang menuju tempat
fertilisasinya di tuba Fallopii. Analisis statistik
memperlihatkan bahwa perlakuan GnRH 100
ug terhadap motilitas spermatozoa sapi bali
menunjukkan tidak berbeda nyata (P>0,05),
namun rataan persentase dari motilitas yang
diberikan GnRH 100 pg cenderung mengalami
peningkatan dibandingkan dengan kontrol.
Faktor-faktor yang dapat memengaruhi motilitas
spermatozoa yaitu bangsa, individu, umur
ternak, dan perubahan temperatur (Hardijanto et
al., 2008).

Berdasarkan hasil uji statistik menunjukkan
bahwa pemberian GnRH 100 pg pada setiap
kriteria semen sapi bali tidak berpengaruh da-
lam meningkatkan kualitas spermatozoa sa-
pi bali, namun jika dilihat dari rataan se-
tiap kriteria semen cenderung mengalami
peningkatan. Sajjad et al. (2007) melaporkan
bahwa pemberian GnRH tidak berpengaruh
terhadap volume, pH, konsentrasi dan motilitas
spermatozoa kerbau sedangkan Azawi et al.
(2012) melaporkan bahwa pemberian GnRH
50 pg dapat meningkatkan volume semen
dan konsentrasi spermatozoa domba Awassi.
Hamdan (1999) juga melaporkan bahwa
pemberian GnRH 50 pg dan 100 pg berpengaruh
terhadap peningkatan konsentrasi dan motilitas
spermatozoa kambing peranakan Ettawah.
Perbedaan hasil ini kemungkinan berhubungan
dengan jenis hewan yang digunakan.

Mekanisme peningkatan kualitas sperma-
tozoa akibat pemberian GnRH adalah akibat
rangsangan terhadap neuron hipofisis untuk
melepaskan hormon gonadotropin (GtH-I dan
GtH-II). GtH I dan GtH-II berperan dalam
spermatogenesis yang akan merangsang gonad
untuk menghasilkan hormon steroid yaitu
testosteron dan 17B-estradiol. GtH-I berfungsi
merangsang perkembangan sel Sertoli untuk
menghasilkan androgen binding protein (ABP)
yang akan memacu spermatogonium untuk
proses spermatogenesis. GtH-II berfungsi me-
rangsang sel interstitial atau sel Leydig agar
menyekresikan hormon testosteron. Perkem-
bangan tubulus seminiferus dan sel Sertoli
dipengaruhi intertitial cell stimulating hormone
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(ICSH) untuk menghasilkan ABP yang memacu
pembentukan sperma. Testosteron dan ABP
mengendalikan pembentukan spermatozoa dan
berperan dalam proses spermatogenesis untuk
menstimulasi inisiasi perkembangan spermato-
genik (Kusuma et al., 2012).

Korelasi positif yang terjadi antara kadar
hormon testosteron dengan kualitas sperma
disebabkan karena hormon testosteron berperan
penting bagi suatu tahap atau lebih dalam pem-
belahan sel-sel germinal untuk membentuk
spermatozoa, terutama pembelahan meiosis
untuk membentuk spermatosit sekunder (Rach-
mawati et al., 2014). Testosteron berfungsi
merangsang spermatogenesis (Bearden et al,
2004), mempertahankan spermiogenesis dalam
tubulus seminiferus, memperpanjang umur
spermatozoa di epididimis (Herrera-Baragan
et al., 2020), pematangan spermatozoa dalam
epididimis (Susilawati, 2011) dan memengaruhi
aktivitas seksual pejantan (Rachmawati et al.,
2014). Hormon ini disintesis dalam sel Leydig
testis dan sekresinya diatur oleh LH (Silbernagl
dan Agamemnon, 2003).

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat
disimpulkan bahwa pemberian GnRH tidak
berpengaruh terhadap peningkatkan kualitas
spermatozoa sapi bali.
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Abstract

The crop is the part of the chicken’s digestive tract that is more likely to break during processing. This
research aimed to isolate Sa/monella sp. from crop in local chickens and broiler from the Peunayong Chicken
Market in Banda Aceh. Samples were swab contents of crop from 15 crops of local chickens and 15 crops of
broiler. This research is a Cross sectional study with Carter method, starts with a swab of crop contents and
then is inserted into the Selenite Cystine Broth (SCB) media, if the color of the media becomes orange, then
followed by streaking bacteria on Salmonella Shigella Agar (SSA) media. Observed the morphology that
grew on SSA media including size, shape, surface, elevation, edges, aspects and colony color, followed by
Gram stain to observe bacterial morphology microscopically. The research data were analyzed descriptively,
displayed in figures and tables. The results of the isolation showed that 7 from 15 samples (46%) of local
chicken cropping and 15 from 15 samples (100%) of broiler were positive for Salmonella sp. Therefore, it can
be concluded that Salmonella sp. can be isolated from local chicken and broiler, Salmonella sp. prevalence is
higher in broiler than in local chicken.

Key words: Eviserasi; Food borne disease; Gram negatif; Zoonotic disease

Abstrak

Tembolok merupakan bagian saluran pencernaan ayam yang lebih mungkin pecah selama pemrosesan.
Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi Sa/monella sp. pada tembolok ayam buras dan ayam ras yang
berasal dari Pasar Ayam Peunayong Kota Banda Aceh. Sampel berupa swab isi tembolok dari 15 tembolok
ayam buras dan 15 tembolok ayam ras. Penelitian ini merupakan Cross sectional dengan metode Carter dimulai
dari swab isi tembolok kemudian dimasukkan kedalam media Selenite Cystine Broth (SCB), apabila warna
media menjadi orange dilanjutkan dengan penanaman bakteri pada media Salmonella Shigella Agar (SSA).
Diamati morfologi yang tumbuh pada media SSA meliputi ukuran, bentuk, permukaan, elevasi, tepi, aspek dan
warna koloni, dilanjutkan dengan pewarnaan Gram untuk mengamati morfologi bakteri secara mikroskopis.
Data hasil penelitian dianalisis secara deskriptif, ditampilkan dalam bentuk gambar dan tabel. Hasil isolasi
didapatkan bahwa pada 7 dari 15 (46%) sampel tembolok ayam buras dan 15 dari 15 sampel (100%) sampel
tembolok ayam ras positif terdapat Salmonella sp. Oleh sebab itu, dapat disimpulkan bahwa Salmonella sp.
dapat disolasi dari tembolok ayam buras dan ayam ras, prevalensi Salmonella sp. lebih tinggi pada ayam ras
dibandingkan ayam buras.

Kata kunci: Eviserasi; Food borne Disease; Gram negative; Zoonotic disease
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Pendahuluan

Daging ayam bukan ras (buras) dan ayam
ras (broiler) merupakan salah satu bahan pangan
yang sering dikonsumsi masyarakat (Ramdhania
et al., 2020). Meningkatnya permintaan daging
ayam di Indonesia disebabkan meningkatnya
kesadaran masyarakat terhadap nilai gizi. Daging
ayam mengandung gizi cukup tinggi berupa
protein dan energi (Ridha, 2017). Menurut
data Dinas Kesehatan Hewan dan Peternakan
Aceh tahun 2016, di Kota Banda Aceh jumlah
produksi daging ayam kampung dan ayam
broiler meningkat dibandingkan tahun 2015.
Meningkatnya kebutuhan pangan akan daging
menyebabkan tuntutan keamanan pangan ju-
ga meningkat (Arifin, 2015), namun daging
dikategorikan sebagai pangan yang mudah
rusak (perishable food) dan dapat menjadi
sarana penularan penyakit zoonosis apabila
terjadi kontaminasi oleh mikroba patogen
seperti saat pemotongan di Rumah Potong
Unggas (RPU) (Dewi et al., 2016). Menurut
Yana et al. (2017), pemotongan ayam di RPU
Peunayong dilakukan secara tradisional dengan
menggunakan peralatan sederhana dan dilakukan
secara manual sehingga rentan terkontaminasi
oleh mikroorganisme. Mikroorganisme yang
umumnya mengkontaminasi daging ayam po-
tong adalah Salmonella sp.

Salmonella sp. termasuk bakteri Gram ne-
gatif bersifat patogen dan merupakan agen yang
paling sering menyebabkan foodborne disease
di dunia (Sartika et al., 2016). Foodborne
disease ialah suatu penyakit yang diakibatkan
karena mengkonsumsi makanan dan minuman
yang sudah tercemar (Erina ef al., 2019). Kon-
taminasi bakteri pada makanan atau disebut
food borne disease yang menyebabkan peru-
bahan makanan menjadi media suatu penyakit
(Nadifah et al., 2014). Infeksi Salmonella sp.
pada hewan maupun manusia mengganggu sa-
luran pencernaan dan banyak diantaranya dapat
mengakibatkan kematian. Sumber penyebaran
infeksi Salmonella sp. pada unggas paling
sering terjadi yaitu berasal dari pakan. Sistem
pemotongan tradisional, penanganan kebersihan,
dan jarak transportasi juga merupakan penyebab
meningkatnya kejadian salmonellosis. Agen
penyebab wabah salmonellosis mudah ditran-
smisikan dari lingkungan ke hewan dan manusia

baik secara langsung ataupun tidak langsung
(Sartika et al.,2016). Salah satu transmisi wabah
salmonellosis secara langsung pada hewan
terjadi di tembolok (Smith dan Berrang, 2006).

Tembolok pada unggas merupakan tempat
penyimpanan makanan sementara seperti pakan
dan air. Menampung sementara makanan yang
masuk dan setelah tembolok penuh maka ayam
akan berhenti makan (Widodo, 2018). Selan-
jutnya, denganbantuansalivadarikelenjar mulut,
esophagus dan tembolok makanan dilunakkan
(Yasin, 2010). Potensi untuk meningkatkan
produktivitas dan kesehatan unggas seperti ke-
amanan daging dan telur dipengaruhi oleh sifat
makanan, khususnya pemasukan pakan dan
keberadaan tembolok (Classen et al., 2016).

Data penelitian pada tembolok menurut
Hargis et al. (1995), menunjukkan bahwa tem-
bolok lebih mungkin pecah (sebanyak 86 kali
lipat) dari pada usus selama pemrosesan, ber-
akibat meningkatnya kemungkinan kontaminasi
karkas dengan Salmonella sp. yang berasal
dari isi tembolok. Menurut Smith dan Berrang
(2006), isi tembolok mengandung lebih banyak
bakteri dari pada isi gizzard dan mengandung
insiden yang lebih tinggi dari kontaminasi Esch-
erichia coli, Campylobacter sp. dan isi dalam
tembolok juga merupakan sumber ingesta serta
rentan terhadap kerusakan selama pemrosesan.
Lactobacilli mendominasi komunitas bakteri
dari tembolok, tetapi coliform, streptococci dan
bifidobacteria juga telah ditemukan, namun ma-
sih sedikit informasi mengenai Salmonella sp.
pada tembolok (Classen et al., 2016).

Dari penjelasan diatas dan beberapa pene-
litian terdahulu, masih terbatasnya penelitian
tentang isolasi bakteri Salmonella sp. pada
tembolok (ingluviens) ayam buras dan ayam
ras. Oleh sebab itu, perlu dilakukan penelitian
tentang isolasi keberadaan bakteri Salmonella
sp. pada tembolok ayam buras dan ayam ras,
dimana penelitian ini difokuskan pada aspek
mikrobiologi.

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi
Salmonella sp. dan menentukan prevalensinya
pada tembolok ayam buras dan ayam ras ber-
dasarkan tempat pengambilan sampel yaitu di
Pasar Ayam Peunayong Kota Banda Aceh. Hasil
penelitian ini diharapkan dapat memberikan in-
formasi tentang keberadaan Salmonella sp. pada
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tembolok ayam buras dan ras sehingga dapat
mencegah kontaminasi dari tembolok ke daging
ayam serta mengetahui prevalensi Salmonella
sp. pada tembolok ayam buras dan ayam ras.
Selanjutnya informasi yang akan diperoleh, di-
harapkan bermanfaat dalam meminimalisir ter-
jadinya salmonellosis pada masyarakat.

Materi dan Metode

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Hewan
Universitas Syiah Kuala, Banda Aceh pada
bulan Desember 2020. Sampel dalam penelitian
ini berjumlah 30 sampel yaitu 15 tembolok
ayam buras dan 15 tembolok ayam ras yang
diambil secara acak dari Pasar Ayam Peunayong
Kota Banda Aceh. Penelitian ini merupakan
Cross sectional berdasarkan metode Carter
yang dimulai dengan swab tembolok kemudian
dimasukkan ke dalam tabung yang berisi Selenite
Cystine Broth (SCB), selanjutnya ditanam pada
media Salmonella Shigella Agar (SSA) dan
dilanjutkan dengan pewarnaan Gram.

Sebanyak 30 Sampel tembolok ayam di-
ambil secara acak dan dikemas dalam plastic
steril, kemudian dibawa ke Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Hewan
Universitas Syiah Kuala. Tembolok dibelah
terlebih dahulu menggunakan gunting steril,
selanjutnya tembolok yang telah dibelah di
ambil isinya menggunakan swab steril sebanyak
+ 1 gr, kemudian dimasukan ke dalam tabung
reaksi yang berisi Selenite Cystein Broth (SCB)
10 ml. Diinkubasikan dalam inkubator selama
24 jam dengan suhu 37°C.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini
antara lain: tabung reaksi (Pyrex®), cawan petri
(Pyrex®), inkubator (Memmert™), mikroskop
(Olympus™), sterilisator, gunting steril, kantung
plastik steril, pinset, swab steril, object glass,
autoclave, lampu bunsen, osse, label, tisu, dan
spidol. Bahan yang digunakan dalam penelitian
ini antara lain: selenite cystine broth (Oxoid™),
salmonella shigella agar (Oxoid™), NaCl
fisiologis, alkohol 96%, Kristal Violet, Lugol,
Safranin dan minyak emersi.

Setelah diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37°C di dalam inkubator, kemudian
diamati perubahan warna pada media Selenite
Cystein Broth (SCB). Hasil positif ditunjukkan
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dengan perubahan warna menjadi orange.
Selanjutnya dilakukan isolasi Salmonella sp.
dengan menggunakan osse, biakan dari tabung
reaksi yang berisi Selenite Cystein Broth (SCB)
dipindahkan ke media Salmonella Shigella Agar
(SSA) dengan Teknik T streaking, diinkubasi
suhu 37°C dan diamati morfologi koloni yang
tumbuh selanjutnya dilakukan pemeriksaan
mikroskopis dengan pewarnaan Gram. Pada
pengamatan morfologi koloni bakteri dilakukan
secara visual dengan mengamati ukuran, bentuk,
permukaan, aspek koloni, tepi koloni, elevasi,
dan warna koloni bakteri yang tumbuh pada
media SSA.

Pewarnaan Gram dengan cara pada
objek glass diteteskan NaCl 1 tetes, kemudian
koloni bakteri pada media SSA diambil dan
diletakkan pada objek glass tersebut kemudian
diratakan difiksasi diatas bunsen. Sediaan yang
telah difiksasi selanjutnya diteteskan larut-
an kristal violet selama 3-5 menit, zat warna
dibilas menggunakan air mengalir. Kemudian,
diteteskan /ugol/ dan ditunggu 1 menit. Sisa
lugol dibuang dengan air mengalir, selanjutnya
diteteskan alkohol 96% selama 10 detik untuk
melunturkan zat warna dan dicuci kembali
dengan air mengalir. Selanjutnya, sediaan di-
genangi dengan safranin selama 30-60 detik,
buang safranin dan cuci dengan air mengalir.
Kemudian dikering anginkan diudara dan dite-
teskan minyak emersi, lalu diamati mengguna-
kan mikroskop dengan perbesaran 1000x.

Parameter dalam penelitian ini adalah
adanya pertumbuhan koloni yang mencirikan
morfologi Salmonella sp. pada media Salmo-
nella Shigella Agar (SSA) dengan ditemukan
sejumlah koloni bewarna kemerahan dan inti be-
warna hitam (Cappuccino dan Sherman, 1983).
Berdasarkan pemerikaan mikroskopis dengan
pewarnaan Gram ditemukan adanya bakteri
Gram negatif berbentuk batang panjang bewar-
na merah (Yunus et al. 2017 dan White et al.,
2001). Data yang diperoleh pada penelitian ini
dianalisa secara deskriptif berdasarkan morfolo-
gi koloni dan pewarnaan Gram, ditabulasikan
dalam bentuk tabel dan gambar.

Hasil dan Pembahasan

Hasil isolasi bakteri dari tembolok (inglu-
viens) ayam buras dan ayam ras pada media
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Gambar 1. Hasil pembiakan sampel tembolok ayam pada media SCB.(a) Sebelum diinkubasi;(b)
Setelah diinkubasi.

SCB, setelah diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37°C seperti terlihat pada Gambar 1.
Gambar diatas memperlihatkan sampel
yang ditanam pada media SCB mengalami
perubahan warna media menjadi orange yang
terjadi pada semua sampel baik Ayam Buras
(TAB1-TAB15) dan Ayam Ras (TAR1-TAR15)
yang mengindikasikan adanya Salmonella sp.
SCB merupakan media selective enrichment
digunakan untuk deteksi dan isolasi dari
Salmonella sp. (Corry et al, 2003). Perubahan
warna media SCB menjadi orange, disebabkan
karena kandungan inhibitor natrium selenit
yang kemudian tereduksi menjadi selenium
(Kusuma, 2009). Sampel yang biasa digunakan
yaitu makanan, produk susu, air dan bahan
lain yang penting bagi kesehatan dan media ini
dirckomendasikan oleh ISO 6785, American
Public Health Association (APHA) dan
Food and Drug Administration (FDA) untuk
isolasi Salmonella sp. (Liofilchem, 2016).
SCB menghambat pertumbuhan awal bakteri
Coliforms, kandungan berupa pepton sebagai
sumber nitrogen, vitamin dan asam amino
esensial untuk pertumbuhan, laktosa sebagai
sumber energi dan Sodium selenite berfungsi
menghambat bakteri Gram positif serta sebagian
bakteri Gram negatif enterik, kecuali Salmonella
sp. saat bereaksi dengan asam amino yang
mengandung sulfur (Kusuma, 2009). Sodium
Selenite terdaftar sebagai bahan berbahaya dan
dilaporkan menyebabkan embriotoksik dan
teratogenik berdasarkan penelitian pada hewan
(June et al, 1995). Dilakukan penambahan
cystine mampu mengurangi toksisitas dari
selenite terhadap mikroorganisme (Bridson,

2006). Berdasarkan Gambar 1 menunjukkan
hasil positif yaitu terjadinya perubahan warna
pada media SCB menjadi orange yang meng-
indikasikan bahwa terdapat pertumbuhan mi-
kroba pada sampel tersebut. Menurut Liofilchem
(2016), hasil dari penanaman pada media SCB
yaitu terlihat kekeruhan yang menunjukkan
pertumbuhan mikroba.

Pada penelitian ini semua sampel yang
digunakan menunjukkan adanya perubahan
warna menjadi orange. Selanjutnya dilakukan
penanaman pada media SSA. Hal ini sesuai
dengan pernyataan Liofilchem (2016) bahwa
untuk melengkapi isolasi dari Salmonella sp.
selanjutnya dilakukan penanaman pada media
padat selektif yaitu media SSA. Pada penelitian
ini diperoleh hasil biakan koloni pada media
SSA yang dapat dilihat secara makroskopis
pada Gambar 2.

SSA adalah media yang sangat selektif
digunakan untuk isolasi Salmonella sp. Selek-
tivitas diperoleh karena adanya konsentrasi
garam empedu yang tinggi dan brilliant green
yang menghambat pertumbuhan bakteri Gram

Gambar 2. Koloni Salmonella sp. yang tumbuh pada media SSA
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positif. Adanya sitrat dan thiosulfate dapat
menekan pertumbuhan bakteri Gram negatif
lainnya, namun beberapa Coliform masih dapat
tumbuh (Scharlab, 2011).

Menurut Srianta dan Rinihapsari (2003),
pada media SSA pertumbuhan Salmonella sp.
ditandai dengan koloni berbentuk bulat, ping-
giran rata, mengkilat, cembung, berukuran 2-3
mm dan bagian tengah bewarna hitam atau black
center. Warna hitam dihasilkan dari kemampuan
Salmonella sp. dalam menghasilkan gas H.S
(Cappuccino dan Sherman, 1983), karena
kombinasi thiosulfate dengan besi sebagai
pembentuk sulfida (Bridson, 2006). Selain itu
menurut Rahmiati (2016), koloni bewarna merah
muda (pink) juga merupakan Salmonella sp.
Koloni bewarna hitam dan merah muda diamati
morfologinya yaitu ukuran, bentuk, permukaan,
aspek koloni, tepi koloni, elevasi, dan warna
koloni bakteri yang tumbuh pada media SSA.
Hal ini dapat dilihat pada Tabel 1 untuk ayam
buras dan Tabel 2 untuk ayam ras.

Berdasarkan hasil pengamatan pada Tabel
1 menunjukkan bahwa dari 15 sampel tembolok

ayam buras yang ditanam pada media SSA, 2
sampel yaitu TAB10 dan TAB14 menghasilkan
koloni berbentuk bulat, permukaan halus,
mengkilap, tepi rata, cembung dan bewarna
hitam, hasil ini mencirikan adanya Sa/monella
sp. dan pada sampel TAB2, TAB3, TAB4,
TAB11, dan TABI13 menunjukkan koloni
bewarna merah muda, juga merupakan hasil
positif dari pertumbuhan Salmonella sp. pada
media SSA. Sedangkan pada sampel TABI,
TABS, TAB6, TAB7, TABS, TAB9, TABI2,
dan TABIS5 tidak ditemukannya pertumbuhan
koloni bakteri pada media SSA.

Hasil pengamatan pada Tabel 2 menun-
jukkan bahwa 15 sampel tembolok ayam
ras yang ditanam pada media SSA, semua
sampel (TARI1-TAR15) menghasilkan koloni
berbentuk bulat, permukaan halus, mengkilap,
tepi rata, cembung dan bewarna hitam, hasil ini
mencirikan adanya Salmonella sp.

Setelah dilakukan pengamatan morfologi
koloni pada media SSA, dilanjutkan dengan
pewarnaan Gram untuk memastikan bahwa
bakteri tersebut termasuk kedalam kelompok

Tabel 1. Pengamatan morfologi Salmonella sp. pada media SSA (Sampel ayam buras)

No Kode Sampel Ukuran Bentuk Permukaan Aspek Tepi Elevasi Warna

1. TABI1 - - - - - -

. Merah

2. TAB2 &TAB3 1 mm Bulat Halus Mengkilap Rata Cembung Muda

. Merah

3. TAB4 1,5 mm Bulat Halus Mengkilap Rata Cembung Muda

4. TAB5 -TAB9 - - - - - -

5. TABI10 2 mm Bulat Halus Mengkilap Rata Cembung Hitam

Merah

6. TABI11 1 mm Bulat Halus Mengkilap Rata Cembung M?j(?a

7. TAB12 - - - - - -

8. TAB13 I mm Bulat Halus Mengkilap Rata Cembung 11\\44?2:

9. TAB14 2 mm Bulat Halus Mengkilap Rata Cembung Hitam

10. TABI15 - - - - - -
Keterangan: (-) tidak ada pertumbuhan Salmonella sp.
Tembolok Ayam Buras (TAB)
Tabel 2. Pengamatan morfologi Salmonella sp. pada media SSA (Sampel ayam ras)

No Kode Sampel Ukuran Bentuk  Permukaan  Aspek Koloni  Tepi Koloni Elevasi Warna
1. TARI1 1 mm Bulat Halus Mengkilap Rata Cembung Hitam
2. TAR2 &TAR3 1,5 mm Bulat Halus Mengkilap Rata Cembung Hitam
3. TAR4 2 mm Bulat Halus Mengkilap Rata Cembung Hitam
4. TARS 1,5 mm Bulat Halus Mengkilap Rata Cembung Hitam
5. TARG6 -TAR13 1 mm Bulat Halus Mengkilap Rata Cembung Hitam
6. TAR14 2 mm Bulat Halus Mengkilap Rata Cembung Hitam
7. TARIS I mm Bulat Halus Mengkilap Rata Cembung Hitam

Keterangan: Tembolok Ayam Ras (TAR)

318



Isolasi Salmonella sp. dan Prevalensinya pada Tembolok (/ngluviens) Ayam Buras ....

Gambar 3. Hasil pewarnaan Gram Salmonella sp. diamati menggunakan mikroskop dengan
pembesaran (1000x). Keterangan: (a) Sampel ayam buras dan (b) Sampel ayam
ras

Gram negatif dengan mengambil koloni yang
tumbuh terpisah. Dari hasil pewarnaan Gram
pada 7 sampel yang berasal dari tembolok ayam
buras dan 15 sampel yang berasal dari tembolok
ayam ras, didapatkan hasil yaitu bakteri
berbentuk batang panjang dan bewarna merah
muda (Gambar 3).

Hal ini sesuai dengan pernyataan Yunus
et al. 2017 dan White et al., 2001, interprestasi
hasil positif (+) jika ditemukan bakteri berbentuk
batang bewarna merah dan jika tidak ditemukan
bakteri berbentuk batang bewarna merah
menunjukkan hasil negatif (-). Hasil pewarnaan
Gram dapat dilihat Tabel 3.

Pewarnaan Gram bertujuan untuk menge-
lompokkan bakteri menjadi bakteri Gram
negatif dan bakteri Gram positif. Perbedaan
kedua bakteri tersebut yaitu dari struktur dan
komposisi dinding selnya. Prinsip pewarnaan
Gram berdasarkan kemampuan bakteri mem-
pertahankan kompleks kristal violet-iodine
setelah diberikan alkohol 96% (Kleuring, 2001).
Bakteri yang tidak dapat mempertahankan zat
warna kristal violet termasuk bakteri Gram
negatif sedangkan bakteri yang mempertahankan
warna kristal violet setelah dicuci dengan
alkohol termasuk Gram positif. Ketika dilakukan

uji pewarnaan Gram, suatu pewarna penimbal
(counterstain) yaitu Safranin ditambahkan
setelah kristal violet, yang membuat semua
bakteri Gram negatif menjadi berwarna merah
atau merah muda. Selain itu, komposisi dinding
sel bakteri Gram negatif terdiri dari lipid dan
peptidoglikan terutama lapisan lipopolisakarida
(dikenal juga dengan LPS atau endotoksin).
Dengan komponen tersebut spesies bakteri
Gram negatif banyak yang bersifat patogen
(Pelczar dan Chan, 1988).

Berdasarkan hasil isolasi 15 sampel
tembolok ayam buras dan 15 sampel tembolok
ayam ras, diperoleh hasil bahwa pada sampel
tembolok ayam buras 7 sampel positif Sa/monella
sp. dengan prevalensi 46 % dan pada sampel
tembolok ayam ras 15 sampel positif Sa/monella
sp. dengan prevalensi 100%. Menurut Ferasyi
(2008), angka prevalensi merupakan jumlah
sampel positif berbanding dengan jumlah
seluruh sampel yang diperiksa. Dimana hasil
positif didapatkan dari pengamatan morfologi
pada media SSA yaitu diperoleh koloni bewarna
hitam (black center) atau merah muda (pink)
dan dilanjutkan uji pewarnaan Gram dengan
hasil bakteri Gram negatif yaitu bewarna merah
muda dan batang panjang.

Tabel 3. Hasil pengamatan koloni pada pewarnaan Gram

No Kode Sampel Bentuk Warna Kelompok Gram
Ayam Buras
1 TAB2 -TAB4 Batang Panjang Merah Muda Negatif
2 TAB10 &TAB11 Batang Panjang Merah Muda Negatif
3 TAB13 &TAB14 Batang Panjang Merah Muda Negatif
Ayam Ras
1 TARI-TARIS Batang Panjang Merah Muda Negatif

Keterangan: Tembolok Ayam Buras (TAB) dan Tembolok Ayam Ras (TAR)
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Hasil positif yang didapatkan dari isolasi
Salmonella sp. pada tembolok menunjukkan
bahwatembolok dapat menjadi salah satu sumber
kontaminasi pada tempat pemotongan ayam di
Pasar Ayam Peunayong Kota Banda Aceh. Hal
ini sesuai dengan yang telah diteliti sebelumnya
oleh Yana et al. 2017 bahwa pemotongan ayam
di Pasar Ayam Peunayong belum sepenuhnya
menerapkan standar ketika melaksanakan proses
pemotongan sehingga resiko kontaminasi sangat
tinggi. Saat di penampungan ayam buras dan
ayam ras juga dapat kontak dengan air maupun
lingkungan. Hal ini sesuai dengan pernyataan
Wulandari et al. (2020), bahwa faktor yang
dapat mempengaruhi pertumbuhan bakteri salah
satunya adalah faktor lingkungan apabila kurang
diperhatikan penerapan higiene dan sanitasi.

Pemotongan ayam buras dan ayam ras
dilakukan secara terpisah namun masih dalam
lokasi yang sama dimana ayam buras disembelih
saat ada pesanan dari pembeli sedangkan ayam
ras telah disembelih dahulu dan diletakkan di
meja-meja penjual sehingga memungkinan
terjadinya kontaminasi Salmonella sp. pada saat
proses pemotongan dan pengeluaran jeroan.

Keberadaan Salmonella sp. yang diisolasi
dari tembolok ayam buras dan ayam ras
didapatkan hasil lebih tinggi pada tembolok
ayam ras dari pada ayam buras. Tingginya
keberadaan Salmonella sp. pada ayam ras
dibandingkan ayam buras berhubungan dengan
sumber penularan (transmisi) dari Salmonella
sp. yaitu dapat terjadi secara vertikal dan
horizontal. Menurut Harry (1957), pada unggas,
Salmonella sp. dapat ditularkan secara langsung
(vertikal) yaitu dari induk ke anak ayam dan
tidak langsung (horizontal) yaitu melalui
makanan yang tercemar kotoran ayam sakit
atau karier. Hal ini sesuai dengan beberapa
penelitian yang menyebutkan keberadaan
Salmonella sp. pada ayam buras da ras di Aceh
yaitu untuk ayam buras penelitian Sartika et al.
(2016), yaitu isolasi Salmonella sp. pada usus
ayam kampung (buras) di Aceh diperoleh hasil
positif terinfeksi Salmonella sp. dimana sumber
penyebarannya berasal dari pakan. Penelitian
Mukhtaruddin et al. (2018), ayam kampung
(buras) yang dipelihara di desa Lampuja
Kecamatan Darussalam terinfeksi bakteri jenis
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Salmonella typical dan Salmonella enteritidis
dan untuk ayam ras penelitian Masturina et
al. (2017), mengisolasi Salmonella sp. pada
salah satu kandang ayam broiler (ras) di Aceh
Besar didapatkan hasil adanya Salmonella sp.
pada kandang ayam. Kemudian Afriyani et al.
(2016), melakukan penelitian pada feses anak
ayam broiler (ras) di Banda Aceh didapatkan
keberadaan Salmonella sp. pada anak ayam
tersebut.

Dari penelitian-penelitian tersebut me-
nyatakan bahwa sumber penularan dari Sal-
monella sp. terjadi secara vertikal yaitu dari
induk ke anak dan secara horizontal melalui
makanan ataupun lingkungan yang tercemar.
Sehingga peternak ayam dapat memperhatikan
manajemen pemeliharaan yang baik yaitu bibit,
pakan serta kandang dan perlu dilakukan upaya
pengendalian Salmonella sp. Pengendalian
Salmonella sp. dapat dimulai pada peternakan
atau tingkat produksi dengan memasukkan
bibit anak ayam yang berasal dari induk
bebas Salmonella sp. kemudian melakukan
sistem pemeriksaan menyeluruh pada pakan
ternak mulai dari penerimaan pakan, produksi
pakan, kebersihan peralatan dan personal yang
terlibat dalam proses produksi (Sudirman,
2005 dan Wanasuria, 2010). Dalam proses
penanganan di tempat pemotongan juga harus
diperhatikan untuk mencegah terjadinya
kontaminasi Salmonella sp. pada daging ayam
dimana menurut OIE (2018), Salmonella sp.
harus dicegah dengan menerapkan biosafety,
biosecurity dan prosedur penanganan yang
sesuai dengan analisis risiko biologi.

Kesimpulan

Salmonella sp. dapat diisolasi dari tembolok
ayam buras dan ayam ras, prevalensi Salmonella
sp. lebih tinggi pada ayam ras dibandingkan
ayam buras.
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Abstract

This study was aimed to examine the concentration of the hormone prolactin in Ettawa, Sapera, and
Saanen goats in their different periods: lactating, adult (females), pregnancy, and yearling. This study involved
a total of randomly selected 79 goats comprising 26 Ettawa crossbreed goats (8 lactating, 6 adult females, 6
pregnant, and 6 yearlings), 32 Sapera goats (8 lactating, 6 adult females, 12 pregnant, and 6 yearlings), and
21 Saanen goats (5 lactating, 4 adult females, 6 pregnant, and 6 yearlings). All goats were declared clinically
healthy. Their blood samples were extracted through the jugular vein of each goat. Subsequently, the serums
were then analyzed using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to discover the prolactin concentration
contain in each. The highest prolactin concentrations were found in Saanen goats’ serums (588.06 + 440.28 1U/
ml). The serums extracted from Sapera (311.72+199.27 IU/ml) and Ettawa crossbreeds (316.38 + 254.29 1U/
ml) had lower prolactin concentrations. Based on their physiological status, high prolactin concentrations were
found in the serums extracted from pregnant Saanen goats (701.69+633.05 IU/ml) and Ettawa crossbreeds
(505.94£267.62 1U/ml), while those of pregnant Sapera goats (268.35£236, 19 IU/ml) were the lowest. In
conclusion, goat breeds and physiological status influenced prolactin concentrations.

Key words: lactation, prolactin, Saanen, Sapera, Ettawa crossbred

Abstrak

Penelitian ini bertujuan mengkaji konsentrasi hormon prolaktin pada kambing Peranakan Ettawa, Sapera
dan Saanen laktasi, betina dewasa, bunting dan dara. Penelitian ini menggunakan total 79 ekor kambing yang
dipilih secara random dengan rincian 26 kambing Peranakan Ettawa (8 ekor laktasi, 6 ekor betina dewasa, 6
ekor bunting dan 6 ekor dara), 32 ekor kambing Sapera (8 ekor laktasi, 6 ekor betina dewasa, 12 ekor bunting
dan 6 ekor dara) dan 21 ekor kambing Saanen (5 ekor laktasi, 4 ekor betina dewasa, 6 bunting dan 6 ekor
dara). Seluruh kambing dinyatakan sehat secara klinis. Sampling darah dilakukan melalui vena jugularis pada
masing-masing hewan, kemudian serum yang terbentuk dianalisis dengan Enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) untuk menentukan konsentrasi prolaktin. Konsentrasi prolaktin signifikan lebih tinggi ditemukan
pada kambing Saanen (588,06 +440,28 IU/ml) dibandingkan dengan Sapera (311,72+199,27 1U/ml) dan
Peranakan Ettawa (316,38 + 254,29 IU/ml). Berdasarkan status fisiologi, konsentrasi prolaktin yang tinggi
ditemukan pada kambing bunting Saanen (701,69+633,05 IU/ml) dan Peranakan Ettawa (505,94+£267,62 1U/
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ml) dibandingkan kambing Sapera bunting (268,35+236,19 IU/ml). Disimpulkan bahwa konsentrasi prolaktin
dipengaruhi oleh jenis ras dan variasi status fisiologi kambing.

Kata kunci: laktasi, prolaktin, Saanen, Sapera, Peranakan Ettawa

Pendahuluan

Pemerintah Indonesia terus mengembang-
kan ternak kambing perah untuk mendorong
peningkatan produksi susu nasional. Budi daya
kambing perah dinilai mudah, ekonomis dan
cepat menghasilkan produksi susu. Beberapa
rumpun kambing perah di Indonesia yang telah
dikembangkan untuk menghasilkan susu antara
lain kambing Peranakan Ettawa, Saanen dan
Sapera. Upaya meningkatkan kualitas dan kuan-
titas susu kambimg lokal tersebut dilakukan de-
ngan menyilangkan kambing lokal Indonesia
dengan kambing unggul seperti kambing Saanen.

Prolaktin adalah salah satu hormon penting
untuk inisiasi dan pemeliharaan laktasi pada be-
berapa spesies kambing. Pada sapi dilaporkan
bahwa sekresi prolaktin periparturient sangat
penting untuk memaksimalkan sintesis susu
pada periode postpartum (Akersr et al., 1981).
Prolaktin berperan dalam membantu perkem-
bangan mamae pada periode prepartum pada
domba (Mikolayunas et al., 2008) dan galacto-
poiesis (Hooley et al., 1978) dan memacu dife-
rensiasi struktural secara lengkap epitel alveo-
lar susu sapi (Akers et al., 1981). Prolaktin juga
berperan dalam meregulasi glandula mamae
(Hooley et al., 1978) dan meningkatkan daya
hidup sel epitel mamae ( Flint & Knight, 1997).

Variasi konsentrasi hormon prolaktin per-
nah dilaporkan pada kambing Angora di Turki
(Pehlivan et al., 2018), pada kambing Saanen
di Belanda (Kornalijnslijper et al., 1997) dan
kambimg Kashmir di Cina (Zhang et al., 2021).
Variasi gen prolaktin ditemukan antara kamb-
ing Barki, Damascus dan Zaraibi di Mesir (Ab-
del-Aziem et al., 2018). Variasi prolaktin pada
sapi perah dilaporkan dipengaruhi oleh stimula-
si sebelum pemerahan dan frekuensi pemerahan
(Lacasse & Ollier, 2014). Penelitian pada kam-
bing Saanen dilaporkan bahwa status fisiologi
berefek pada konsentrasi prolaktin (Kalyesu-
bula, et al., 2021). Prolaktin pada kambing dan
sapi dilaporkan meningkat pada akhir kebuntin-
gan sampai 18-22 jam sebelum partus (Johxe et
al., 1971). Variasi konsentrasi hormon prolaktin
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kambing Peranakan Ettawa, Sapera dan Saanen
laktasi, betina dewasa, bunting dan dara di In-
donesia belum pernah dilaporkan. Kajian kon-
semtrasi prolaktin kambing Peranakan Ettawa,
Sapera dan Saanen menjadi sangat dibutuhkan
sebagai salah satu pertimbangan dalam melaku-
kan seleksi kambing perah dan upaya mene-
mukan kambing dengan produksi susu tinggi
secara alami. Penelitian ini bertujuan mengkaji
konsentrasi hormon prolaktin pada kambing
Peranakan Ettawa, Sapera dan Saanen laktasi,
betina dewasa, bunting dan dara.

Materi dan Metode

Ethical clearance

Seluruh metoda penelitian ini telah men-
dapat persetujuan Komisi Ethical Clearance
untuk penelitian praklinik Laboratorium Pene-
litian dan Pengujian Terpadu, Universitas Gad-
jah Mada Yogyakarta dengan nomor sertifikat:
00017/04/LPPT/VI11/2021.

Hewan coba

Penelitian ini menggunakan total 79 ekor
kambing yang secara klinis sehat yang di-
pilih secara acak dengan rincian 26 kambing
Peranakan Ettawa (8 ekor laktasi, 6 ekor betina
dewasa, 6 ekor bunting dan 6 ekor dara), 32 ekor
kambing Sapera (8 ekor laktasi, 6 ekor betina
dewasa, 12 ekor bunting dan 6 ekor dara) dan
21 ekor kambing Saanen (5 ekor laktasi, 4 ekor
betina dewasa, 6 bunting dan 6 ekor dara).

Kritteria kambing yang digunakan adalah
kambing laktasi kedua; dengan usia laktasi
1-2 bulan; kambing buntimg adalah kambing
betina umur 2-3 tahun, sedang bunting pada
trisemester pertama pada kebuntingan ke-2 atau
ke-3; kambing betina dewasa adalah kambing
betina tidak bunting dan tidak laktasi dengan
usia 2-3 tahun, dan kambing dara usia 90-120
hari. Hewan penelitian ini dipelihara di dalam
kandang panggung individual (ukuran 2,5 m x
1,5 m) secara intensif dan diberi pakan berupa
bungkil kedelai, kopra, jagung giling, pollard,
dan mineral.
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Lokasi dan waktu penelitian

Penelitian dilakukan di daerah Seyegan,
Sleman, Yogyakarta pada bulan Mei- Juli 2021.

Sampling darah

Darah dikoleksi sekali pada pagi hari se-
belum kambing mendapatkan pakan pagi.
Masing-masing kambing penelitian diambil
darahnya melalui vena jugularis sebanyak 5 ml
kemudian ditampung dalam tabung (vacuum
tube) tanpa Ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) (PT. Jayamas Medica Industri, Sidoarjo,
Indonesia), kemudian disentrifus 3000 RPM
selama 15 menit untuk mendapatkan serum;
selanjutnya disimpan pada suhu -20°C sampai
dilakukan analisis hormon prolaktin.

Analisis hormon prolaktin

Pemeriksaan kadar prolaktin menggunakan
Prolaction ELISA Kit (Wuhan Fine Biotech
Co. Ltd,China). Prosedur pengerjaan pengujian
hormon mengikuti cara kerja yang tertulis da-
lam prosedur manual kit. Kit yang digunakan
mempunyai sensitivitas <18,75 TU/ml dengan
koefisien variasi intra assay 1,62%-5,36 % dan
inter assay 6,3% - 9,68%. Kadar prolaktin stan-
dar yang digunakan adalah 31,25 sampai 2000
[U/ml. Sumuran dibaca dengan ELISA reader
dengan panjang gelombang 450 nm. Hasil per-
olehan data yang berupa optical density (OD)
diinterpolasikan secara komputerisasi dengan
menggunakan rumus umum: y=-a Ln(x) + b.

Analisis statistika

Hormon prolaktin yang diperoleh dari
masing-masing kambing dianalisis dengan pro-
sedur General Linear Model (GLM). Analisis
dilanjutkan dengan uji jarak berganda Duncan
(Duncan’s Multiple Range Test / DMRT) untuk
menentukan perbedaan konsentrasi prolaktin
masing-masing kambing dan interaksinya de-
ngan status fisiologi. Signifikansi ditentukan
pada p<0,05.

Hasil dan Pembahasan

Konsentrasi hormon prolaktin berdasarkan
ras kambing

Tabel 1 menyajikan variasi konsentrasi

prolaktin kambing Peranakan Ettawa, Sapera dan
Saanen. Berdasarkan perbedaan ras kambing,

maka rata-rata konsentrasi hormon prolaktin
kambing Saanen lebih tinggi dibandingkan
kambing Sapera dan Peranakan Ettawa. Hasil
penelitian ini sesuai dengan laporan Praharani et
al. (2015). Hasil ini juga dikuatkan oleh Lacasse
et al. (2011) dan Forsyth & Wallis (2002)
bahwa konsentrasi prolaktin dipengaruhi oleh
ras. Variasi konsentrasi prolaktin pada kambing
Angora di Belanda dilaporkan dipengaruhi
oleh fotoperiode dan temperatur lingkungan
(Pehlivan et al., 2018).

Berkaitan dengan fungsi hormon prolaktin,
tingginya prolaktin pada kambing Saanen
dibandingkan kambing Sapera dan Peranakan
Ettawa menunjukkan kelebihan kambing Saa-
nen dalam parameter laktasi dan produksi susu
(Misztal et al, 2018). Prolaktin dilaporkan
memiliki peran penting dalam mengontrol lak-
tasi (Lacasse & Ollier, 2014), perkembangan
gladula mamae (Svennersten-Sjaunja & Olsson,
2005), menstimulasi sintesis kasein susu dan
lipid susu (Choi et al., 1988; Goodman et al.,
1983), dan menstimulasi proliferasi epitel sel
mamae (Boutinaud ef al., 2012; Olazabal et
al., 2000), serta sebagai hormon galaktopoitik
(Lollivier et al., 2015).

Tabel 1. Perbandingan konsentrasi prolaktin antara kambing
Peranakan Ettawa, Sapera dan Saanen

Konsentrasi prolaktin (IU/ml)
316,38 +254,29°
311,72+£199,27°

588,06 +440,28¢

Ras kambing
Peranakan Ettawa (n=26)
Sapera (n=32)

Saanen (n=21)

+> Superskrip yang berbeda dalam satu kolom menunjukkan
perbedaan signifikan (P<0,05)

Konsentrasi hormon prolaktin berdasarkan
status fisiologi

Berdasarkan status fisiologi, kambing bun-
ting cenderung lebih tinggi meskipun tidak sig-
nifikan (p>0,05) dibandingkan kambing lak-
tasi betina dewasa dan dara (Tabel 2). Status
fisiologi berefek pada konsentrasi prolaktin
pernah dilaporkan oleh Forsyth (1986) bahwa
prolaktin meningkat pada akhir kebuntingan
ternak. Prolaktin dilaporkan nilainya rendah
pada sapi pada masa kering (Crawford et al.,
2015).
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Tabel 2. Konsentrasi prolaktin berdasarkan variasi status
laktasi, betina dewasa, bunting dan dara

Status fisiologi konsentrasi prolaktin (IU/ml)

Bunting (n=24) 436,08+422,73
Laktasi (n=21) 421,78+244,26
Betina dewasa (n=16)  419,18+220,93
Dara (n=18) 336,60+251,41

Interaksi antara ras dan status fisiologi
(Tabel 3) menunjukkan bahwa kambing bunting
Saanen memiliki rata-rata prolaktin lebih tinggi
dibandingkan kambing Sapera bunting (p<0,05),
tetapi tidak berbeda dengan kambing Peranakan
Ettawa bunting (p>0,05). Tingginya prolaktin
pada kambing bunting Saanen demikian juga
pada kambing Peranakan Ettawa dibandingkan
kambing Sapera menunjukkan tingginya sintesis
susu pada kambing Saanen dan Peranakan Etta-
wa (Akersr et al., 1981). Konsentrasi maksimal
prolaktin ini tetap sampai menjelang partus dan
mulai menurun pada saat laktasi dan berada
pada nilai rendah pada masa kering (Crawford
et al., 2015). Konsentrasi prolaktin yang tinggi
pada kambing bunting dibutuhkan dalam me-
micu pertumbuhan glandula mamae (Gow et
al., 1983), memicu munculnya perilaku ke-
ibuan pada kambing dengan mengaktifkan
“neural circuit” yang diperlukan untuk ekspresi
perilaku kepengasuhan selama laktasi (Sairenji
et al. 2017). Stimulasi sebelum pemerahan
dan frekuensi pemerahan dilaporkan mampu
meningkatkan pelepasan prolaktin pada sapi
serta kecepatan pengisian kembali kelenjar
susu (Lacasse & Ollier, 2014). Pada kambing
Saanen di Belanda dilaporkan bahwa prolaktin
meningkat pada saat bunting pada musim panas
(Kornalijnslijperetal., 1997), sebaliknya Gebbie
et al. (1999) melaporkan prolaktin meningkat

ditemukan pada kambing betina tidak bunting
pada musim panas dan konsentrasi prolaktin
rendah pada musim dingin.

Kesimpulan

Konsentrasi prolaktin berdasarkan ras kam-
bing ditemukan paling tinggi pada Saanen diband-
ingkan kambing Peranakan Ettawa dan kambing
Sapera. Berdasarkan status fisiologi, konsentrasi
prolaktin yang tinggi ditemukan pada kambing
bunting Saanen dan Peranakan Ettawa diband-
ingkan kambing Sapera bunting. Disimpulkan
bahwa konsentrasi prolaktin dipengaruhi oleh
jenis ras dan status fisiologi kambing.
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Abstract

Parkinson’s disease is a neurodegenerative disease with motor disorders such as bradykinesia, rigidity,
and tremors that can affect body balance. This happens because of a decrease in dopamine levels that can be
triggered by oxidative stress. Turmeric (Curcuma longa) contains curcumin which has potential antioxidative
and neuroprotective activity so that it can prevent neurodegenerative disorders due to oxidative stress.
The purpose of this study was to determine the activity of turmeric rhizome extract in haloperidol-induced
Parkinson’s model mice. Extraction of turmeric rhizome was carried out by maceration with 96% ethanol
as solvent. A total of 60 mice were divided into 6 groups, each of which was treated as follows: The normal
group was given CMC-Na orally (po) and 0.9% NacCl intraperitoneally (ip), the haloperidol group was given
CMC-Na (po) and haloperidol solution ip (1 mg/kg BW), the levodopa group was given levodopa (po) and
haloperidol solution, the extract groups were given turmeric extract at a dose of 100, 200 and 400 mg/kg BW
and haloperidol ip. The treatments were given for 21 days. Fifteen minutes after the last day of treatment,
all mice except group 1 were injected with haloperidol at a dose of 1 mg/kg BW by i.p. Then the rod test,
spinning wheel test, geotactic reflex test, cliff avoidance reflex test and olfactory ability test were carried out
at minutes 5, 60, 120 and 180. The data obtained were analyzed using a one-way ANOVA test followed by a
post hoc LSD test. The results of data analysis showed that the administration of haloperidol could increase
the catalepsy time, increase the number of falls and accelerate the first fall time, decrease the geotactic reflex,
increase the avoidance reflex time and decrease the sense of smell. While the administration of turmeric extract
doses of 200 and 400 mg/kgBW can reduce catalepsy time, reduce the number of falls and prolong the time
of first falling, reduce geotactic reflexes, decrease the length of time on the avoidance reflex test and improve
the ability of the sense of smell when compared to Haloperidol (P< 0.05). The administration of 200 and 400
mg/kg extracts was not significantly different (P>0.05) with levodopa administration. Based on the results,
it can be concluded that turmeric rhizome extract doses of 200 and 400 mg/kgBW have activity to prevent
Parkinson’s in mice given haloperidol.

Key words : Curcuma longa L; Haloperidol; Parkinson

Abstrak

Penyakit Parkinson merupakan penyakit neurodegeneratif dengan gangguan motorik seperti bradikinesia,
rigiditas, dan tremor yang dapat mempengaruhi keseimbangan tubuh. Hal ini terjadi karena penurunan kadar
dopamin yang dapat dipicu oleh adanya stres oksidatif. Kunyit (Curcuma longa) mengandung kurkumin yang
mempunyai aktivitas antioksidatif dan neuroprotektif yang potensial sehingga dapat mencegah gangguan
neurodegeneratif karena stres oksidatif. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas ekstrak
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rimpang kunyit pada mencit model Parkinson yang diinduksi haloperidol. Ekstraksi rimpang kunyit dilakukan
secara maserasi dengan pelarut etanol 96%. Sebanyak 60 ekor mencit dibagi menjadi 6 kelompok, masing-
masing mendapat perlakukan sebagai berikut : Kelompok normal diberi CMC-Na per oral (p.o) dan NaCl
fisiologis intraperitoneal (i.p), kelompok haloperidol diberi CMC -Na (p.o) dan larutan haloperidol i.p (1 mg/
kg BB), kelompok levodopa diberi levodopa (p.o) dan larutan haloperidol i.p, Kelompok ekstrak 100 diberi
ekstrak kunyit dosis 100 mg/kg BB dan larutan haloperidol i.p , Kelompok ekstrak 200 diberi ekstrak kunyit
dosis 200 mg/kg BB dan larutan haloperidol i.p, Kelompok ekstrak 400 diberi ekstrak kunyit dosis 400 mg/kg
BB dan larutan haloperidol i.p. Pemberian CMC-Na, levodopa dan ekstrak kunyit diberikan selama 21 hari.
Lima belas menit setelah pemberian perlakuan hari terakhir, semua hewan uji kecuali kelompok 1 diinjeksi
haloperidol dosis 1 mg/kg BB secara i.p. Kemudian dilakukan uji batang, uji roda berputar, uji refleks geotaksis,
uji refleks menghindari jurang dan uji kemampuan penciuman pada menit ke 5, 60, 120 dan 180. Data yang
diperoleh dianalisis menggunakan uji anova satu jalur dilanjutkan dengan uji post hoc LSD. Hasil analisis
data menunjukkan bahwa pemberian haloperidol dapat meningkatkan waktu katalepsi, meningkatkan jumlah
jatuh dan mempercepat waktu jatuh pertama kali, menurunkan refleks geotaksis, meningkatkan waktu refleks
menghindari jurang serta menurunkan kemampuan indera penciuman. Sedangkan pemberian ekstrak kunyit
dosis 200 dan 400 mg/kg BB dapat menurunkan waktu katalepsi, menurunkan jumlah jatuh dan memperlama
waktu jatuh pertama kali, menurunkan refleks geotaksis, menurunkan lama waktu pada uji refleks menghindari
jurang serta meningkatkan kemampuan indera penciuman jika dibandingkan dengan Haloperidol (P<0.05).
Pemberian ekstrak 200 dan 400 mg/kg tidak berbeda bermakna (P>0,05) dengan pemberian levodopa.
Berdasarkan hasil dapat disimpulkan bahwa ekstrak rimpang kunyit dosis 200 dan 400 mg/kg BB memiliki
aktivitas untuk mencegah terjadinya Parkinson pada mencit yang diberi haloperidol.

Kata kunci: Curcuma longa L; Haloperidol; Parkinson;

Pendahuluan tuk memperbaiki gejala motorik seperti L-3,4-
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA), agonis
reseptor dopamin dan pada kasus tertentu digu-
nakan apomorfin (Gunawan et al., 2017; Gutt-
man et al., 2003). Namun demikian penggunaan
jangka panjang obat-obat tersebut dapat menim-
bulkan efek samping seperti hipotensi, dyski-
nesia, aritmia, gangguan gastrointestinal, serta
gangguan pernafasan. Gangguan psikiatrik juga
dapat muncul seperti ansietas, halusinasi pen-
dengaran, dan gangguan tidur (Weintraub et al.,
2008; Brantigan et al., 2007).

Kunyit (Curcuma longa L.), mengandung
kurkumin, senyawa polifenol yang banyak ter-
dapat pada rimpang kunyit, yang memiliki
efek antioksidatif dan neuroprotektif yang
potensial. Kurkumin memiliki karakter lipofilik
yang tinggi sehingga mampu melewati blood
brain barrier. Kajian in vitro dan in vivo me-

2001). Kerusakan sel saraf dopaminergik dapat ~ Munjukkan kurkumin dapat mencegah proses
dipicu oleh penuaan dan adanya stres oksidatif neurodegeneratifkarenastres oksidatif(Schuckit,

(Hwang, 2013). Stres oksidatif berkontribusi 2014). Selain itu di dalam rimpang kunyit juga

pada kaskade yang menyebabkan degenerasi mengandqng Senyawa tur.unan kurkqmin yai‘Fu
sel-sel dopamin otak (Golbe ef al., 2001). demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin

yang juga memiliki aktivitas antioksidan yang
tinggi (Setyowati et al., 2014).

Penyakit Parkinson merupakan penyakit
neurodegeneratif dengan gangguan motorik
seperti bradikinesia, katalepsi (kekakuan otot)
dan tremor yang dapat mempengaruhi kese-
imbangan tubuh. Penyakit Parkinson menempati
urutan ke 2 sebagai penyakit neurodegeneratif
yang paling banyak setelah demensia Alzheimer.
Penyakit Parkinson terjadi karena adanya adanya
degenerasi sel-sel saraf pusat di bagian ganglia
basal dan juga hilangnya sel-sel saraf tertentu
di substansia nigra bagian batang otak. Sel sel
tersebut menghasilkan neurokimiadopaminyang
berkontribusi untuk koordinasi gerakan normal.
Penurunan kadar dopamin, menyebabkan
reseptor dopamin di bagian striatum tidak cukup
dirangsang, sehingga mengakibatkan gangguan
gerakan berupa tremor, kelambatan, kekakuan
dan gangguan keseimbangan (Golbe et al.,

Selama ini obat yang diberikan untuk pe-
nyakit Parkinson meliputi obat-obatan oral un-
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Haloperidol merupakan obat antipsikotik
yang dapat memblokade dopamin pada reseptor
pasca sinaptik neuron di otak, terutama di
sistem limbik dan sistem ekstrapiramidal (Ma-
slim, 2013). Penelitian Reinke (Reinke et al.,
2004) melaporkan bahwa haloperidol dapat
menyebabkan kerusakan sel-sel di striatum
dan hippocampus pada tikus. Haloperidol ju-
ga menyebabkan terjadinya stres oksidatif
yang ditunjukkan dengan meningkatkannya
kadar MDA, oksida nitrat dan penurunan
GSH di beberapa daerah otak (Mariapia et al.,
1999). Pemberian haloperidol pada hewan uji
menunjukkan gejala katalepsi, ketidakseim-
bangan motor dan perlambatan gerakan, dengan
demikian pemberian haloperidol pada hewan
uji dapat digunakan untuk membuat model
Parkinson. Tujuan khusus penelitian ini adalah
untuk mengetahui aktivitas neuroprotektif eks-
trak kunyit pada pada mencit model Parkinson
yang diinduksi haloperidol.

Materi dan Metode

Materi yang digunakan dalam penelitian ini
adalah rimpang kunyit yang diperoleh dari CV.
Merapi Farma Yogyakarta, etanol 96% (Sigma
Aldrich, USA), CMC-Na (Sigma), Haloperidol
(PT. Mesifarma TM), Levodopa (PT. Meprofarm
Bandung), Sodium Chloride 0,9%, (PT Widatra
Bhakti), aquades, Kit dopamin (Elabscience,
Cina), Formalin (PT Jatika Nusa, Jakarta),
larutan Ammonia 25 % (Emsure)

Ekstraksi rimpang kunyit

Ekstraksi rimpang kunyit dilakukan dengan
metode maserasi. Sebanyak 50 g serbuk kunyit
dilarutkan dengan 250 ml etanol 96%. Sebelum
dilakukan maserasi selama 2 x 24 jam, larutan
dibuat homogen menggunakan shaker selama
2 x 5 menit. Larutan kemudian disaring dengan
kertas whatman no 42. Filtrat yang diperoleh
diuapkan dengan rotary vacum evaporator
hingga diperoleh larutan kental.

Uji aktivitas ekstrak kunyit sebagai Anti-
Parkinson

Perlakuan hewan uji dalam penelitian ini
sudah mendapat persetujuan etik dari Komite
Etik Penelitian UAD dengan No. 012106033.
Mencit, jantan, umur 2 bulan, berat 30-40g

dibagi menjadi 6 kelompok. Sebelum mendapat
perlakuan, mencit diadaptasikan selama 7 hari
dengan kondisi laboratorium pada suhu kamar
(suhu 25-26 °C, kelembaban 50-60%) dan siklus
paparan cahaya 12 jam terang dan gelap dengan
mendapat pakan dan minum ad libitum. Mencit
kemudian dibagi menjadi 6 kelompok perlakuan
masing-masing 6 ekor dengan perlakuan sebagai
berikut:

Normal : diberi CMC-Na per oral (p.o) dan
NaCl fisiologis intraperitoneal
(i.p).

Haloperidol : diberi CMC -Na (p.o) dan larutan
haloperidol i.p (1 mg/kg BB)

Levodopa : diberi levodopa (p.o) dan larutan

haloperidol i.p
diberi ekstrak kunyit dosis 100
mg/kg BB dan larutan haloperidol
1.p
diberi ekstrak kunyit dosis 200
mg/kg BB dan larutan haloperidol
i.p
diberi ekstrak kunyit dosis 400
mg/kg BB dan larutan haloperidol
i.p

Pemberian CMC-Na, levodopa dan
ekstrak kunyit diberikan selama 21 hari. Lima
belas menit setelah pemberian perlakuan hari
terakhir, semua hewan uji kecuali kelompok 1
diinjeksi haloperidol dosis 1 mg/kg BB secara
i.p. Kemudian dilakukan uji batang, uji roda
berputar, uji refleks geotaksis negatif, uji refleks
menghindari jurang pada menit ke 5, 60, 120
dan 180.

Ekstrak 100 :

Ekstrak 200 :

Ekstrak 400 :

Uji Katalepsi

Mencit diletakkan dengan posisi kedua kaki
depan diangkat dan beristirahat di batang kayu
yang berdiameter 0,5 cm dan tinggi 15 cm di
atas permukaan. Waktu mulai mencit diletakkan
sampai kedua kaki depan telah berpindah
posisi dari batang kayu atau jika posisi kepala
hewan pindah dengan cara eksplorasi dicatat
dan dianggap sebagai waktu latensi. Waktu
yang digunakan untuk pengukuran katalepsi
maksimal 180 detik (Mohajjel ef al., 2010).

Uji Rotarod

Mencit diletakkan pada batang rotarod
yang berputar dengan kecepatan 11 rotasi per
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menit (rpm) selama 3 menit. Waktu selama tikus
bertahan di batang rotarod dan jumlah jatuh
mencit di alat uji rotarod dicatat

Refleks Geotaksis Negatif

Mencit diletakkan pada tempat dengan sudut
kemiringan 45°. Kemudian diamati reaksi mencit
dan dicocokkan dengan skor (Grabow, 2001) :

Skor 0: Mencit tidak dapat menahan berat
tubuhnya dan menukik turun ke bagian
dasar tempat miring

Skor 1: Mencit diam saja di posisinya

Skor 2 : Mencit berhasil menahan berat tubuh-

nya dan memutar posisi tubuhnya

Kemampuan Penciuman

Mencit digenggam supaya diam, lalu
hidungnya didekatkan ke cotfon bud yang telah
dicelupkan ke dalam amonia. Kemudian diamati
reaksi mencit dan dicocokkan dengan skor:
Skor 0 : Mencit tidak menghindar ketika cotton

bud didekatkan

Skor 1: Mencit menghindar ketika cotton bud
didekatkan tetapi refleksnya lama
Skor 2 : Mencit menghindar ketika cotton bud

didekatkan dengan refleks normal atau
tersentak
Data berupa skor dihitung persentase dengan
rumus: ;X 100%

Keterangan : X= Rata-rata skor pada waktu ke-n

Refleks Menghindari Jurang

Disiapkan meja dengan ketinggian tertentu,
kemudian mencit diletakkan dengan posisi
ujung jari kaki, depan dan mulut sejajar dengan
tepi meja. Mencit ditahan sebentar kemudian
lepas, dan dicatat waktu yang diperlukan mencit
untuk menaiki tepi meja.

Analisis Data

Data kemampuan motorik dan sensorik di-
analisis statistik uji normalitas dengan Shapiro
Wilk dilanjutkan uji One Way Anova kemudian
dilakukan perbandingan antar kelompok pada
tiap waktu dengan uji LSD. Analisis data
dilakukan dengan program SPSS. Signifikansi
hasil ditetapkan jika p<0.05.

Hasil dan Pembahasan

Parkinson adalah penyakit neurodegene-
ratif dengan gangguan motorik seperti bradik-
inesia, kekakuan otot (katalepsi) dan tremor
yang dapat mempengaruhi keseimbangan tu-
buh. Penyakit Parkinson menempati urutan ke
2 penyakit neurodegeneratif setelah penyakit
Alzheimer. Penyakit ini pertama kali dilaporkan
sebagai shaking palsy oleh James Parkinson ta-
hun 1817. Berkurangnya neuron dopaminergik
terutama di substansia nigra menjadi penyebab
dari penyakit Parkinson (Yang, 2016).

Pada penelitian ini uji katalepsi dilakukan
untuk mengetahui adanya gejala kekakuan pada
mencit setelah pemberian haloperidol. Kekakuan
pada mencit ditunjukkan dengan kehilangan
refleks gerak badan sehingga menyebabkan
waktu yang lebih lama menggunakan dua kaki
depannya pada batang.

Tabel 1 menunjukkan bahwa pemberian
Haloperidol meningkatkan waktu lama kata-
lepsi secara signifikan (p<0.05) di tiap waktu
pengamatan jika dibandingkan dengan kelompok
Normal. Peningkatan paling tinggi terjadi pada
menit ke 120. Pemberian ekstrak dosis 100,
200 dan 400 mg/kg BB kunyit menunjukkan
penurunan lama katalepsi pada menit ke 120
dibandingkan dengan kelompok haloperidol.
Sedangkan pemberian levodopa menunjukkan
penurunan lama katalepsi yang tidak berbeda

Tabel 1. Hasil pengamatan lama katalepsi (+ SD) mencit pada uji batang (detik)

) Kelompok
Menit ke-
Normal Haloperidol Levodopa Ekstrak 100 Ekstrak 200 Ekstrak 400
5 1.50 £ 0.54 9.50 £ 1.04* 5.83+£0.75 7.83+2.23* 5.83 £2.23% 11.83 £ 4.66*
60 2.33+0.51 13.00 + 1.26* 5.5+0.83 8.83+3.43% 7.00 + 1.89* 8.33+1.36"
120 2.00+0.89 15.67 £ 1.36* 8.16+1.47 11.67 + 1.47% 9.00 + 1.26* 9.16 £2.31*
180 1.5+0.54 10.67 +1.21* 8.33+£1.36 8.5+ 1.64" 9.33 +1.36" 7.83 £0.98"

*p<0.05= berbeda signifikan dengan kelompok normal

#p<0.05=berbeda signifikan dengan haloperidol
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signifikan dengan pemberian kunyit dosis 200
mg/kg BB.

Tabel 2 menunjukkan pemberian haloperi-
dol mempercepat waktu jatuh yang berbeda
secara signifikan (p<0.05) dengan kelompok
normal. Pemberian ekstrak dosis 100, 200 dan
400 mg/kg BB kunyit memperlama waktu jatuh
dan tidak berbeda signifikan dengan kelompok
levodopa.

Mencit yang memiliki koordinasi motorik
dan keseimbangan yang baik akan mampu
bertahan lebih lama pada batang rotarod. Tabel
3 menunjukkan bahwa pemberian Haloperidol
meningkatkan jumlah jatuh mencit dari batang

Tabel 2. Hasil uji waktu jatuh pertama kali

rotarod. Sedangkan pemberian kunyit dosis 200
dan 400 mg/kg BB mampu menurunkan jumlah
jatuh mencit di batang rotarod pada menit ke 120
dan 180 yang tidak berbeda signifikan dengan
dengan pemberian levodopa.

Geotaksis adalah jenis taksis yang dise-
babkan oleh adanya stimulus berupa gaya
gravitasi bumi. Tabel 4 menunjukkan bahwa
pemberian Haloperidol menurunkan refleks
geotaksis secara signifikan (p<0.05) di tiap
waktu pengamatan jika dibandingkan dengan
kelompok Normal. Peningkatan paling tinggi
terjadi pada menit ke 120. Pemberian ekstrak
dosis 200 mg/kg BB dan 400 mg/kg BB dapat

Jatuh Pertama kali Detik ke-

Menit ke-
Normal Haloperidol Levodopa Ekstrak 100 Ekstrak 200 Ekstrak 400
5 13,66+6,59 2,66+0,51* 11,66+7,25 11,66+2,06" 8,50+1,04" 9,66+4,13%
60 12,66+7,42 2,50+0,83* 9,16£5,63 8,660+1,86* 11,50+3,01% 10,83+1,32%
120 20,00+9,85 3,66+0,81%* 14,50+5,24 13,16+2,31%* 13,83+3,48" 12,16+4,21%
180 16,50+7,66 3,00+1,26* 12,50+5,00 9,00£1,26%* 11,16:4,11* 12,00+4,64%
*p<0.05= berbeda signifikan dengan kelompok normal
#p<0.05=berbeda signifikan dengan haloperidol
Tabel 3. Jumlah jatuh mencit mencit pada uji rotarod
Meni ke. Jumlah jatuh
Normal haloperidol Levodopa Ekstrak 100 Ekstrak 200 Ekstrak 400
5 9,33+6,02 19,66+2,73* 16,66+2,16" 16,16+2,92* 15,70£3,77* 14,77+3,45"
60 8,50+3,39 17,50+2,42% 15,83+5,07* 14,66+3,14* 14,50+2,07* 13,33+2,73*
120 8,16+2,85 17,83£1,83* 10,33+2,06" 14,33+1,86"* 9,66+1,50% 8,66+1,63"
180 9,83+3,65 19,00+2,68* 11,83+3,43" 15,0043,57 10,00+3,03* 9,83+3,06"
*p<0.05= berbeda signifikan dengan kelompok normal
#p<0.05=berbeda signifikan dengan haloperidol
Tabel 4. Hasil scoring uji refleks geotaksis dan menghindari jurang
Menit Scoring
ke- Normal Haloperidol Levodopa Ekstrak 100 Ekstrak 200  Ekstrak 400
5 2,00 +£0,00 1,00+0,00%* 1,66+0,51 1,50+0,54 1,66+0,51 1,83+0,40
60 2,00 +£0,00# 1,000,00%* 1,16+0,48%* 1,00+0,63* 1,00+0,00* 1,00+0,00*
120 2,00 +0,00# 0,50+0,54* 0,83+0,40%* 0,83+0,40* 1,00+0,00*#  1,16+0,40*#
Refleks geotaksis 180 2,00 £0,00# 0,50+0,54* 0,83+0,40* 0,83+0,40* 1,33+0,51* 1,50+0,54
5 6,16+1,16* 80,16+£29,64"  28,83+8,70™  35,00£17,83"%  15,50+2,66™  43,50+3,68"

60 9,5042,42%
120 8,33+3,26"
12,2642,16*

97,66+14,13"
119,00+11,74"

Menghindari jurang 180 107,50+5,12°

25,66+9,99"%
35,66+12,20¢
15,83+4,21"

40,50+16,42"
75,83+7,70"
57,5047,34

26,83+7,30"
35,16+8,68
28,00+10,77"

21,16£6,27%
27,00+6,13"
13,33+4,67*

*p<0.05= berbeda signifikan dengan kelompok normal
#p<0.05=berbeda signifikan dengan haloperidol
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mengembalikan refleks geotaksis pada waktu
180 menit. Pemberian ekstrak 200 dan 400 mg/kg
BB memiliki efek yang tidak berbeda signifikan
dengan levodopa. Pemberian Haloperidol juga
meningkatkan waktu lama refleks menghindari
jurang secara signifikan (p<0.05) di tiap waktu
pengamatan. Pemberian ekstrak dosis 200 mg/
kg BB dan 400 mg/kg BB dapat menurunkan
waktu lama pada uji refleks menghindari
jurang pada waktu 180 menit dan tidak berbeda
signifikan dengan levodopa (P>0.05)

Pada Tabel 5 menunjukkan bahwa pem-
berian Haloperidol menurunkan indra penciuman
secara signifikan (p<0.05) di waktu 120 dan 180
menit pengamatan jika dibandingkan dengan
kelompok Normal. Penurunan paling tinggi
terjadi pada menit ke 180. Pemberian ekstrak
dosis 200 mg/kg BB dan 400 mg/kg BB dapat
meningkatkan indra penciuman pada mencit
yang mengalami penurunan indra penciuman.
Pemberian ekstrak dosis 200 mg/kg BB, dan 400
mg/kg BB pada waktu 180 menit menunjukkan
nilai signifikansi yang tidak berbeda bermakna
(p>0,05) dengan kelompok Normal.

Pemberian haloperidol dalam penelitian ini
menyebabkan penurunan fungsi motorik dan
sensorik. Haloperidol adalah generasi pertama
(antipsikotik tipikal) yang memberikan aksi
antipsikotiknya dengan memblokir reseptor
dopamin D2 di otak, khususnya di mesolimbik
dopamin pathways (Umasangadji, 2018). Ke-
tika 72% reseptor dopamin diblokir, obat ini
mencapai efek maksimalnya. Haloperidol tidak
selektif untuk reseptor D2. Ia juga memiliki
tindakan penghambatan noradrenergik, koli-
nergik, dan histaminergik. Pemblokiran reseptor
ini dikaitkan dengan berbagai reaksi obat yang
merugikan (Gao et al., 2008). Obat antipsikotik
tipikal seperti haloperidol memiliki korelasi
dengan gejala ekstrapiramidal karena blokade
jalur dopamin di otak (Chokhawala, 2021).
Blokade jalur dopaminergik menyebabkan
penurunan ATP dan energi yang signifikan
dalam sel-sel di otak (Mariapia et al.,1999).
Efek tersebut menyebabkan kerusakan sel-sel
saraf otak yang memproduksi dopamin maka
kadar dopamin dalam otak tidak mencukupi
sehingga dapat terjadi peningkatan waktu
katalepsi, peningkatan jumlah jatuh dan mem-
percepat waktu jatuh pertama kali, penurunan
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refleks geotaksis, peningkatan waktu refleks
menghindari jurang, penurunan kemampuan
indera penciuman, penurunan kadar dopamin
serum serta perubahan gambaran mikroskopik
otak pada substansia nigra pars kompakta.
Haloperidol juga menyebabkan kerja kor-
pus striatum berkurang karena adanya penu-
runan kadar dopamin sehingga terjadi ketidak-
seimbangan antara dopamin dan asetilkolin
(Purnomo, 2011). Penurunan kadar dopamin
akan mengakibatkan asetilkolin yang bersifat
eksitatorik bertambah sehingga dapat menye-
babkan tremor pada tangan saat istirahat,
hipokinesia, kekakuan anggota tubuh dan keluar
air liur berlebihan, akathisia, dystonia akut, dys-
kinesia tardive (Purnomo, 2011). Penyidikan
Efek Samping Haloperidol dan Chlorpromazine:
Studi Kasus pada Pasien Rawat Inap Rumah
Sakit Jiwa Daerah Dr. Amino Gondohutomo
Semarang Periode 2005. Jurnal Ilmu Farmasi
dan Farmasi Klinik, 4(1): 4 — 9 (Susilowati, S.
(2005).

Rimpang kunyit mengandung senyawa
fenol alami berupa kurkumin. Seperti yang di-
laporkan dalam beberapa penelitian in vitro
dan in vivo, kurkumin memiliki aktivitas an-
tioksidan, antiinflamasi, antiapoptosis, dan po-
tensi terapeutik pada gangguan neurodegene-
ratif. Kurkumin melindungi saraf dopaminergik
dari kerusakan saraf akibat 1-methyl-4-phe-
nyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP). Hal
tersebut menyebabkan peningkatan dopamin
dan tyrosin hidroxilase (TH), dengan mengham-
bat protein glial fibrillary acidic protein (GFAP)
dan ekspresi protein inducible nitric oxide syn-
thase (iINOS). Kurkumin juga melindungi neu-
ron dari kerusakan oksidatif dengan memulih-
kan potensi membran mitokondria, peningkatan
regulasi Cu-Zn superoxide dismutase (SOD),
dan menghambat produksi reactive oxygen spe-
cies (ROS) intraseluler (Bhat et al., 2021; Prati-
wiet al., 2021).

Kunyit juga melindungi saraf terhadap pen-
uaan otak, kematian saraf, defisit perilaku, dan
kerusakan sawar darah otak. Selain itu, keman-
jurannya juga telah teruji pada gangguan neu-
rodegeneratif seperti penyakit Parkinson (PD).
Studi menunjukkan bahwa kurkumin mem-
berikan fungsi antioksidan dan meningkatkan
tingkat dopamin striatal dalam model tikus Par-



Aktivitas Ekstrak Rimpang Kunyit (Curcuma longa L) pada Mencit Parkinson ....

kinson (PD) (Pratiwi et al., 2021). Selain itu,
pengobatan kurkumin pada sel saraf dopami-
nergik dan model tikus cenderung mengurangi
efek deplesi glutathione (GSH) sehingga mem-
berikan perlindungan terhadap oksidasi protein.
Kurkumin juga memelihara aktivitas mitokon-
dria kompleks I dan memberikan perlindungan
terhadap stres nitrosatif dan kerusakan mitokon-
dria otak secara in vitro. Oleh karena itu, ber-
dasarkan temuan di atas, terlihat jelas bahwa
kunyit memberikan potensi yang sangat besar
dan dapat menjadi kandidat obat yang poten-
sial untuk studi klinis dalam penyakit Parkin-
son (PD) (Pratiwi et al., 2021); Srivastav et al.,
2017). Efek antioksidan dari kurkumin dapat
melewati sawar darah otak dan meningkatkan
kadar dopamin striatal pada neuron SNpc (Pra-
tiwi et al., 2021; Carrera et al., 2019).

Pada penelitian ini pemberian ekstrak
rimpang kunyit dengan dosis 100, 200, dan
400 mg/kg BB memiliki efektivitas yang sa-
ma dengan levodopa dalam meningkatkan in-
dera penciuman pada mencit yang memiliki
efek samping Parkinson. Hal ini dikarenakan
levodopa dapat memulihkan neurotransmisi
dopaminergik pada korpus striatum dengan cara
meningkatkan sintesis dopamin pada neuron
yang masih bertahan di substansia nigra. Pada
pasien yang masih berada di stadium awal
penyakit, jumlah neuron dopaminergik yang
tersisa dalam substansia nigra (biasanya se-
kitar 20% dari normal) sudah cukup untuk
mengkonversikan levodopa menjadi dopamine
(Harvey, 2013). Levodopa merupakan prekursor
metabolik dopamin. Levodopa merupakan terapi
farmakologi yang paling efektif untuk mengatasi
gejala Parkinson, terutama bradykinesia dan
rigidity. Levodopa di otak dikonversi melalui
dekarboksilasi menjadi dopamin oleh /-amino
acid decarboxylase (L-AAD). Dopamin hasil
konversi tersebut kemudian disimpan di neuron
presinaps sampai kemudian dirangsang untuk
dilepaskan ke celah sinaps, kemudian akan ber-
ikatan dengan reseptor D1 dan D2. Aktivitas
dopamin diakhiri dengan reuptake ke neuron
presinaps melalui dopamin transporter atau
dimetabolisme oleh monoamine oxidase (MAO)
dengan cathecol O-Methyltransferase (COMT)
(Bruton et al., 2010). Dosis levodopa yang dapat
menembus sawar darah otak kurang dari 1% dari

dosis awal karena adanya konversi oleh L-amino
acid decarboxylase (L-AAD) di perifer. Oleh
karena itu, levodopa dikombinasikan dengan
L-AAD inhibitor (misal carbidopa), yang tidak
dapat menembus sawar darah otak, sehingga
jumlah levodopa yang masuk ke otak meningkat
serta mengurangi efek samping dopamin (DA)
di perifer, misal mual dan hipertensi (Hamidah,
2016).

Kesimpulan

Ekstrak rimpang kunyit (Curcuma longa
L) dosis 200 dan 400 mg/kg BB mempunyai
aktivitas mencegah terjadinya gejala penyakit
Parkinson pada mencit yang diinduksi Halo-
peridol. Dan mempunyai aktivitas yang tidak
berbeda signifikan dengan kontrol positif Levo-
dopa (p > 0,05).
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Abstract

One of the effort to provide superior rams is to pay attention to the provision of feed that has good
substances and is able to improve the quality of sperm. Based on studies, snail flour has a fairly high protein
content and snails can be an alternative source of protein in additional feed. This study aims to improve the
quality of sheep sperm using an additional feed of snail flour (Achatina fulica) which can increase the use
value and economic value. Eight sheep used in this research were divided into one group as the control and two
groups as the treatment. The control group was given standard sheep forage, while the treatment groups were
given standard sheep forage added with flour snail of 5% and 10%. Sperm collection using castration method.
Parameters observed were motility, viability, and concentration of sperms. The conclusion of the study that
the addition of snail flour as additional feed for sheep affected sperm quality with a significant increase in
concentration parameters, while motility and viability did not show a significant increase.

Key words: concentration; motility; sperma; viability

Abstrak

Salah satu upaya penyediaan bibit unggul adalah dengan memperhatikan pemberian pakan yang
mempunyai zat gizi baik dan sanggup meningkatkan kualitas sperma. Berdasarkan studi tepung bekicot
memiliki kadar protein yang cukup tinggi dan bekicot dapat berpotensi menjadi alternatif sumber protein
pada pakan tambahan. Penelitian ini bertujuan untuk meningkatkan kualitas sperma domba menggunakan
pakan tambahan tepung bekicot (Achatina fullica) yang mampu meningkatkan nilai guna dan nilai ekonomis.
Delapan ekor domba digunakan dalam penelitian ini, dibagi menjadi satu kelompok kontrol dan dua kelompok
perlakuan. Kelompok kontrol diberi pakan domba standar, sedangkan kelompok perlakuan diberi pakan
standar ditambah tepung bekicot 5% dan 10%. Koleksi sperma menggunakan metode kastrasi. Parameter yang
diamati motilitas, viabilitas, dan konsentrasi sperma. Data yang diperoleh dianalisi menggnggakan ANOVA.
Hasil dari penelitian dapat disimpulkan bahwa pemberian tepung bekicot sebagai pakan tambahan pada domba
mempengaruhi kualitas semen dengan peningkatan yang signifikan pada konsentrasi domba perlakuan tepung
bekicot 10%, sedangkan motilitas dan viabilitas tidak menunjukkan peningkatan yang signifikan.

Kata kunci: konsentrasi; motilitas; sperma; viabilitas
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Pendahuluan

Domba merupakan salah satu jenis hewan
ternak yang banyak dimanfaatkan terutama da-
gingnya untuk konsumsi masyarakat sebagai
sumber protein hewani. Permintaan pasar yang
terus meningkat akan berpengaruh terhadap per-
tumbuhan produktivitas ternak domba. Salah
satu faktor yang mendukung peningkatan popu-
lasi ternak domba adalah manajemen reproduksi
terutama peningkatan mutu genetiknya. Dalam
upaya meningkatkan mutu genetik ternak dibu-
tuhkan betina dan pejantan yang memiliki spe-
sifikasi baik. Kriteria pejantan yang baik harus
memperhatikan ukuran tubuh, kemurnian bang-
sa, libido, dan kualitas sperma (Yendraliza dkk.,
2019).

Produktivitas domba dapat ditingkatkan
dengan memperbaiki penampilanreproduksinya.
Reproduksi yang baik ditentukan oleh kemam-
puan domba untuk menghasilkan sperma yang
berkualitas. Spermatozoid atau sel sperma
merupakan sel dari sistem reproduksi jantan
yang merupakan unit penting dalam sistem
reproduksi. Perkembangan teknologi dan riset
terus dilakukan demi menyempurnakan dan me-
ningkatkan produktivitas (Munarto dkk., 2016).

Dethan dkk. (2010) menjelaskan bahwa
pakan merupakan faktor penting untuk mem-
peroleh kualitas sperma yang baik. Rosandi dan
Sjafarjanto (2015) berpendapat pakan dengan
sumber protein yang tinggi diperlukan untuk
menghasilkan kualitas sperma yang baik. Selain
kadar protein, keseimbangan nutrisi dalam
pakan juga dapat membantu ternak dalam
pertumbuhan dan reproduksi secara normal.
Salah satu alternatif dalam upaya penyediaan
bibit unggul adalah dengan memperhatikan
pemberian pakan yang mempunyai zat gizi baik
dan sanggup meningkatkan kualitas sperma
(Widhyari dkk., 2015). Berdasarkan penelitian

Berdasarkan Sandjojo dkk. (2014), peman-
faatan bahan utama penyusun dari pakan buatan
yaitu tepung ikan merupakan bahan impor.
Tepung ikan ini memiliki kandungan penting
yang dibutuhkan pada pakan seperti protein
juga asam amino esensial namun sudah terdapat
kebijakan penggunaan sumber akuatik dimana
ikan juga merupakan kebutuhan manusia yang
semakin berkurang ketersediaannya.
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Indonesia sebagai negara yang kaya akan
biodiversitas memiliki banyak potensi untuk
memanfaatkan fauna yang ada, salah satunya
hewan yang dianggap hama oleh masyarakat
yaitu bekicot (Achatina fulica). Berdasarkan
data pengujian Kurniawati dkk. (2015), di-
ketahui bahwa kadar protein yang terkandung
dalam tepung olahan bekicot (Achatina fulica)
mencapai 61,60%. Berdasarkan penelitian Ro-
sandi dan Sjafarjanto (2015), pemberian pakan
tambahan tepung bekicot terhadap mencit
(Mus musculus) dapat menyebabkan terjadinya
kenaikan motilitas dan viabilitas sperma.

Mempertimbangkan kemampuan peternak
menengah ke bawah di Indonesia untuk meng-
gunakan tepung ikan yang cukup mahal, sub-
stitusi tepung ikan dengan tepung bekicot sebagai
pakan tambahan diharapkan dapat menjadi solusi
untuk meningkatkan kualitas sperma ternak
jantan serta mensejahterakan peternak Indonesia

Berdasarkan uraian tersebut perlu dilakukan
penelitian untuk untuk mengetahui potensi dari
tepung bekicot (Achatina fulica) sebagai sumber
protein yang ditambahkan pada pakan untuk
meningkatkan kualitas semen domba. Hasil
penelitian ini diharapkan mampu memberikan
informasi terkait pemanfaatan tepung bekicot
sebagai potensi alternatif sumber protein pada
pakan tambahan yang dapat meningkatkan
kualitas semen domba sekaligus dapat mening-
katkan nilai guna dan nilai ekonomis.

Materi dan Metode

Penelitian ini menggunakan delapan ekor
domba jantan berumur satu tahun, sehat, dan
sudah dewasa kelamin. Domba dibagi kedalam
3 kelompok yaitu kelompok kontrol (2 ekor) dan
dua kelompok perlakuan terdiri masing-masing
3 ekor domba. Kelompok kontrol diberi pakan
standar. Kelompok perlakuan diberi pakan
standar ditambah tepung bekicot 5% dan 10%
dari jumlah pakan. Pemberian tepung bekicot
dilakukan selama 30 hari. Tepung bekicot diper-
siapkan dengan cara dikeringkan kemudian
dibuat serbuk. Uji proksimat dilakukan untuk
mengetahui kandungan tepung bekicot seperti
air, lemak, abu, protein total, serat kasar, kar-
bohidrat, dan kalori. Uji proksimat dilakukan
di Laboratorium Fakultas Teknologi Pertanian
Universitas Gadjah Mada (FTP UGM).
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Pengambilan sampel

Pengambilan sampel sperma dilakukan
dengan metode kastrasi pada testis sebelah ka-
nan setiap domba. Koleksi cairan sperma ha-
rus melalui pembedahan organ reproduksi
testis tepatnya pada bagian cauda epididimis
yang disayat menggunakan blade kemudian
spermatozoa diambil menggunakan mikropipet
dan microtube sebanyak100 puL

Pemeriksaan sampel

Metode pemeriksaan sampel dilakukan 3
tahap yaitu pemeriksaan motilitas individu, via-
bilitas, dan konsentrasi. Pemeriksaan motilitas
individu dilakukan dengan cara memasukkan
10 uL sperma ke dalam tabung mikro kemu-
dian ditambahkan NaCl 0,9% sebanyak 10
pL, selanjutnya diambil 1 tetes diletakkan di
atas object glass ditutup dengan deck glass
agar penyebarannya merata lalu diperiksa di
bawah mikroskop dengan perbesaran 40x10.
Pemeriksaan viabilitas dilakukan dengan cara
sperma diletakkan di atas object glass sebanyak
1 tetes lalu ditambahkan dengan NaCl 0,9%
sebanyak 100 pL lalu dicampur, setelah itu
campuran tersebut diambil sebanyak 10 pL,
diletakkan di atas object glass dan dicampur
dengan eosin negrosin sebanyak 10 pL, dibuat
apusan pada deck glass, selanjutnya difiksasi
dengan bunsen lalu diamati di bawah mikroskop
dengan  perbesaran 40x10. Pemeriksaan
konsentrasi menggunakan alat hemositometer
dengan perbesaran 40x10.

Metode Analisis

Metode yang digunakan adalah eksperimen
dan Rancangan Acak Kelompok (RAK). Data
yang telah diperoleh dianalisa secara statistik
dengan menggunakan sidik ragam (4nalysis of
Variance/ ANOVA).

Hasil dan Pembahasan

Pada uji proksimat tepung bekicot diperoleh
kandungan protein sebesar 15,63 % dan 15,78 %
yang menjadi pokok nutrisi utama dalam tepung
bekicot tersebut. Kandungan protein yang cukup
tinggi dari tepung bekicot diperlukan untuk
menghasilkan kualitas sperma yang baik .

Kandungan Tepung Bekicot
Tabel 1. Hasil analisa tepung bekicot

Macam analisa Ulangan 1 Ulangan 2
Air (%) 3,05 3,00
Lemak (% Wb) 0’77 0,80
Protein total, fk : 6,25
(% wb) 15,63 15,78
Serat kasar (% wb) 2,67 2,20
Karbohidrat by Diff 5,17 4,89
(% wb) 6731 67,02
Kalori (Kal/100g)

75,39 75,53

Abu (% wb)

Keterangan: wb= wet basis, fk= faktor koreksi, kal= kalori

Konsentrasi Sperma

Tabel 2. Rataan konsentrasi sperma domba yang diberi tepung

bekicot (Achatina fulica)
X + SD
Perlakuan (juta/ml)
PO (Kontrol) 2975 +1308.148°
P1 (tepung bekicot 5%) 3116.67 +539.29*
P2 (tepung bekicot 10%) 5100 + 606.218°

Keterangan: *° superskrip yang berbeda menunjukkan adanya
perbedaan nyata (p<0,05)

Rataan nilai konsentrasi sperma yang diper-
oleh dari hasil penelitian pada domba kontrol,
domba dengan perlakuan tepung bekicot 5%,
dan domba dengan perlakuan tepung bekicot
10 % berturut-turut adalah 2975 juta sel/m,
3116 juta sel/m, dan 5100 juta sel/m. Hasil uji
statistik menunjukkan bahwa pemberian pakan
tambahan tepung bekicot 10% terlihat berbeda
nyata dengan perilaku 5% dan kontrol sehingga
pemberian tepung bekicot berpengaruh dalam
meningkatkan konsentrasi sperma domba.

Berdasarkan Senger (1999), konsentrasi
sperma pada cauda epididimis hewan mamalia
sebesar 10.000-50.000 juta/ml. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa konsentrasi yang diperoleh
masih di bawah rentang konsentrasi normal.
Perbedaan tersebut diduga karena perbedaan
metode penghitungan dan jenis domba. Berda-
sarkan Tethool dkk. (2012), konsentrasi sper-
matozoa sangat penting untuk menentukan ke-
mampuan seekor pejantan dalam membuahi
ovum. Konsentrasi sperma ditentukan oleh
ukuran testis dan aktivitas spermatogenesis
yang sebanding dengan perkembangan seksual
dan kedewasaan, serta kualitas pakan dan status
kesehatan dari pejantan. Menurut Noakes dkk.
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(2016), spermatogenesis merupakan proses dasar
reproduksi hewan jantan yang menghasilkan
reproduksi spermatozoa. Berdasarkan Martin
dkk. (2009), dari studi histologis jelas bahwa
nutrisi memengaruhi diameter tubulus semini-
ferus, proporsi relatif testis yang ditempati
oleh tubulus seminiferus dan proporsi tubulus
seminiferus yang ditempati oleh epitel semini-
ferous. Nutrisi mempengaruhi fungsi reproduksi
laki-laki dalam dua jenis proses fisiologis: (a)
melalui pusat metabolisme dan reproduksi
otak, yang menyebabkan perubahan output
gonadotropin-releasing hormone (GnRH); (b)
melalui jalur yang tampaknya tidak bergantung
pada perubahan sekresi GnRH. Hasil dari ja-
lur gabungan adalah perubahan masa testis,
terutama jaringan seminiferus dan efisiensi
spermatogenesis.

Pada Noviana dkk. (2011) seluruh proses
spermatogenesis domba memerlukan waktu
sekitar 49 hari. Menurut Zeng dkk. (2006),
siklus spermatogenesis pada domba berlangsung
selama 10,6 hari dan durasi totalnya adalah 47-
48 hari. Proses spermatogenesis dikendalikan
oleh interaksi hormon FSH, LH dan testosteron.
Berdasarkan Aguirre dan Zarinan (2016),
Follitorpin atau follicle stimulating hormone
(FSH) reseptor (FSHR) merupakan reseptor G
protein-coupled dengan famili reseptor hormon
glikoprotein yang mempunyai peran penting
dalam reproduksi.

Hewan memerlukan protein sebagai sumber
asam amino esensial dan pada ruminansia
sebagai sumbernitrogen untuk mikroflorarumen.
Kualitas protein dalam pakan adalah tergantung
pada profil asam amino dan daya cernanya.
Kebutuhan protein hewan tergantung pada
status fisiologi dan tingkat produksi (Gunawan,
2004). Menurut Haryanto (2012), upaya untuk
meningkatkan sintesis protein mikroba rumen
agar dapat menjadi sumber asam amino bagi
ternak juga dapat menjadi fokus penelitian
yang menarik di masa yang akan datang.
Pada umumnya strategi pemberian energi dan
protein yang seimbang dapat meningkatkan
produktivitas sehingga dapat digunakan untuk
pengembangan pada ternak lain.

Pada penelitian ini diperoleh hasil rataan
persentase motilitas sperma pada domba kontrol,
domba dengan perlakuan tepung bekicot 5%,
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dan domba dengan perlakuan tepung bekicot
10 % berturut-turut adalah 70%, 73.3%, dan
80%. Berdasarkan hasil uji statistik didapatkan
bahwa pemberian pakan tambahan tepung
bekicot 5% dan 10% kurang berpengaruh
dalam meningkatkan motilitas sperma domba
(p>0,05). Menurut pendapat dari Widhyari dkk.
(2015), bahwa semen segar domba memiliki
rata-rata motilitas 60-80%.

Motilitas Sperma

Tabel 3. Rataan nilai motilitas sperma domba yang diberi
tepung bekicot (Achatina fulica)

X+ SD
Perlakuan %)
PO (Kontrol) 700
P1 (tepung bekicot 5%) 73.33 £2.887
P2 (tepung bekicot 10%) 80<£5

Keterangan : Tidak menunjukkan perbedaan yang nyata akibat
perlakuan p>0,05 berdasarkan analisa ANOVA.

Pemberian pakan tepung bekicot pada
domba selama satu bulan dapat menyebabkan
terjadinya kenaikan motilitas. Parameter yang
diamatipadapengamatanmotilitasadalah sperma
yang bergerak lurus ke depan dan cepat. Menurut
Alvionita dkk. (2015), motilitas sperma atau
daya gerak sperma adalah merupakan salah satu
penentu keberhasilan sperma untuk mencapai
ovum pada saluran tuba falopi. Berdasarkan
Tethool dkk. (2012), pada penelitian seperti
pada Koala (Phascolarctos cinereus), motilitas
semen segar yang dikoleksi menggunakan
ejakulator menunjukkan motilitas sperma rata-
rata 78,8+2,8% (49-95%). Penelitian lain yang
dilakukan Dorado dkk. (2010) pada kambing
florida menunjukkan rataan motiltas sperma
sebesar 92,88+0,75% (91-96%). Perbedaan
ini dapat dipahami mengingat teknik koleksi
semen yang berbeda, adanya perbedaan ras dan
oleh beberapa faktor antara lain faktor endogen
yang meliputi umur dan maturasi sperma serta
penyimpanan energi (ATP).

Rata-rata persentase viabilitas sperma
domba yang diberi perlakuan tepung bekicot
lebih tinggi dibandingkan dengan domba
kontrol. Sperma yang hidup tidak menyerap
warna sedangkan yang mati berwarna merah.
Evaluasi menggunakan sistem skor 0% sampai
100% (Rizal dkk. 2003). Berdasarkan penelitian
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ini diperoleh hasil dengan rata-rata persentase
hidup sperma pada domba kontrol, domba
dengan perlakuan tepung bekicot 5%, dan domba
dengan perlakuan tepung bekicot 10 % berturut-
turut adalah 81%, 87.67%, dan 91.83%. Hasil uji
statistik menunjukkan bahwa pemberian pakan
tambahan tepung bekicot 5% dan 10% kurang
berpengaruh dalam meningkatkan viabilitas
sperma domba (p>0,05).

Viabilitas Sperma

Tabel 4. Rataan nilai viabilitas sperma domba yang diberi
tepung bekicot (Achatina fulica)

X + SD
Perlakuan %)
PO (kontrol) 81+ 1414
P1 (tepung bekicot 5%) 87.67+4.193
P2 (tepung bekicot 10%) 91.83+0.289

Keterangan: Tidak menunjukkan perbedaan yang nyata akibat
perlakuan p>0,05 berdasarkan analisa ANOVA.

Toelihere (1985), menyatakan bahwa ju-
mlah sperma hidup pada semen segar domba
yaitu sebanyak 90%. Berdasarkan (Rosandi dan
Sjafarjanto, 2015), tepung bekicot merupakan
salah satu sumber protein yang kaya akan asam
amino. Asam amino arginin diperkirakan mampu
menambah ketersedian energi untuk sperma
apabila kekurangan arginin dapat mengacaukan
metabolisme sperma sehingga mengakibatkan
penurunan viabilitas dan gangguan sperma

Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilaku-
kan dapat disimpulkan bahwa penambahan
tepung bekicot 10% dari total pakan berpengaruh
terhadap konsentrasi sperma domba.
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