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Aktivitas Imunomodulator Simplisia Daun Polyscias obtusa
Terhadap Sistem Imunitas Pada Bone Marrow Broiler 8telah
Infeksi Salmonella typhimurium

Erin Kurnianingtya§ M.Sasmito Djati, dan Muhaimin. R.
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan limu Péaiyean Alam
Universitas Brawijaya, Malang

ABSTRAK

Antibiotik banyak dimasukkan dalam pakan ternak uknt
menanggulangi penyakit ternak, namun pemberiarbiatik dalam
waktu lama dapat menyebabkan resistensi dan jugiaurebagi
manusia. Berbeda deng®olyscias obtusgang memiliki senyawa
saponin, tanin, dan flavonoid untuk memodulasi véties sistem
imun untuk melawan bakteri, sehingga tidak akan ymeabkan
resistensi. Tujuan penelitian ini untuk mengetadangaruh simplisia
P. obtusasebagai imunomodulator terhadap imunitas anak ayam
broiler. Metode penelitian diantaranya uji konfishabakteri,
persiapan kultur bakteri dan dauh obtusa pembuatan pakan
ransum dosis 1 (0.08%), dosis 2 (0.16%) dan dog(325%) dari
daunP. obtusa infeksi S. typhimuriuml,49 x 16 sel secara oral di
hari ke-14, pembedahan pertama pada hari ke-24bemahan
terakhir pada hari ke-34, sel limfosit diisolasridzone marrow dan
diinkubasi dengan antibodat-anti-CD4PE, rat-anti-CD8 FITC,
dan rat-anti-B220PerCP masing-masing sebanyak 50 pl kemudian
dilakukan running flowcytometri. Hasil menunjukkéahwa secara
keseluruhan perlakuan yang paling menunjukkan daknmngkatan
sel limfosit adalah perlakuan yang diberi dosisndauobtusayaitu
perlakuan pakan ransum dosis 0,08%. Jumlah rel@¥g"
mengalami penurunan. Sedangkan jumlah relatif Ciah B220
mengalami peningkatan dengan hasil yang tidak berbeyata.
Sehingga dapat dibuktikan bahwa ddunobtusamampu berperan
sebagai imunomodulator dalam sistem imunitas.

Kata kunci : ayam broiler, Polyscias obtusa, Salmonella
typhimurium,CD4’, CD§8', B220



Immunomudulatory Activity Of Polyscias obtusa leaves to
Immunity System In Bone Marrow Broiler After Salmonella
typhimurium Infection

Erin Kurnianingtya§ M.Sasmito Djati Muhaimin R®
'Biology Department, Faculty of Mathematics And NatiBScience,
Brawijaya University, Malang

ABSTRACT

Antibiotics are added in animal feed to overcome diseases, but
giving antibiotics for a long time can cause resise and also
residues to humans. Unlike thBolyscias obtusathat has a
compound saponin, tannins, and flavonoids to maeulze activity
of the immune system to fight the bacteria, so iit wot cause
resistance. The purpose of this research was tmdiete the effect
of leafP. obtusaas imunomodulator against chicks broiler immunity.
Research methods are including bacteria confirnt, tieacterial
culture preparation an®. obtusaleaves, the making of standard
ransum with the 1st dose (0.08%), 2nd dose (0.1#4%)3rd dose
(0.26%) fromP. obtusaleaves, 1,49 x fOcell S. typhimurium
infections orally on day 14, the first killing ormy 24, the last killing
on day 34, stem cells are isolated on the boneawaaind incubated
with rat anti-CD8-FITC, rat anti-CD4PE and rat-anti-B22@erCP
antibodies respectively 50 pl and then running figtwmetri. The
most treatment showed an increase in lymphocytks ¢glin the
treatment given a dose &f. obtusaleaves, feed rations treatment
dosage of 0.08%. Relative amount of CDRiecreased. Increase in
amount of CDZ and B220 relatives are not significant differences.
So, it can be proven th#@&. obtusaleaves are able to act as the
immune system imunomodulator.

Keywords : Broiler, Polyscias obtusa, Salmonella typhimurium,
CD4', CD§, B220
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Broiler adalah istilah untuk menyebutkan strainnayaasil
budidaya teknologi yang memiliki karakteristik ekonis dengan
ciri khas yaitu pertumbuhan yang cepat, konverkapayang baik
dan dapat dipotong pada usia yang relatif mudangghi sirkulasi
pemeliharaannya lebih cepat dan efisien serta nasilghn daging
yang berkualitas baik (Murtidjo, 1992).

Mujiasin (2001) menyatakan bahwa ayam broiler dapat
digolongkan kedalam kelompok unggas penghasil dagirtinya
dipelihara khusus untuk menghasilkan daging.Umummgamiliki
ciri-ciri sebagai berikut: kerangka tubuh besamtypabuhan badan
cepat, pertumbuhan bulu yang cepat, lebih efisedand mengubah
ransum menjadi daging.

Kepuasaan masyarakat Indonesia saat ini terbilaamgilii
tingkat konsumsi sangat tinggi terhadap daging ayadasan
tersebut karena, selain daging ayam yang rasarsia tetapi juga
memiliki beberapa komponen penting dalam dagingragasalnya
seperti protein yang sangat dibutuhkan tubuh. $ehirpermintaan
masyarakat terhadap daging ayam masih mengalanmgb@man.
Berdasarkan data yang ada pada Pinsar (2008), kelsutayam
potong di Indonesia mencapai tiga juta sampai Juteaekor perhari
sedangkan total produksi nasional Indonesia tida&naukupi
kebutuhan konsumsi ayam di Indonesia, hal ini dikakan populasi
ayam yang ada telah berkurang (Pinsar, 2008).

Untuk memenuhi kepusaan masyarakat, maka perlu
dikembangkan pada sektor peternakan sehingga akaghasilkan
produk yang aman, sehat, dan halal bagi masyarakknesia.
Tetapi dalam memenuhi hasil produk yang maksimalktos
peternakan juga mengalami beberapa kendala ya#dutadanya
kendala dari serangan penyakit. Salah satu penyakity umum
menyerang ayam peternakan adalah serangan pewulgakibakteri
Salmonella sp. Selain dapat mengganggu proses pertumbuhan,
Salmonellosis juga sering menyebabkan kematian pgaan akibat
toksin yang dihasilkan olehSalmonella typhimurium Untuk
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menanggulangi permasalahan tersebut para peteamagetusahaan
peternakan unggas melakukan pemberian antibiotik.

Antibiotik telah diketahui berguna untuk memberanta
penyakit dan juga dapat berfungsi sebag@wth promotorpada
ayam. Antibiotik biasanya akan langsung menghambetimbuhan
bakteri patogen. Namun pemberian antibiotik dalaaktw lama
dapat menyebabkan munculnya permasalahan baruabessigtensi
bakteri patogen terhadap antibiotik yang diberik&rtyphimurium
akan bersifat resisten terhadap antibiotik sepeatnpisilin,
kotrimoksasol dan tetrasiklin (Tabbu, 2000). Ardtik juga dapat
menimbulkan residu yang berbahaya bagi manusia agkib
mengkonsumsi produk unggas. Indonesia kaya akaa tilanbuhan
yang beribu-ribu jenis yang masih perlu dimanfaatkeehingga
pengobatan dengan menggunakan tanaman obat athutdisbat
herbal merupakan salah satu solusi untuk menekadi&a penyakit
(Syamsiah & Tajudin, 2003). Penggunaan obat herbailiki
keuntungan tidak menyebabkan residu pada hasilugsodayam
sehingga masyarakat aman untuk menkonsumsinya.

Masalah yang timbul akibat pemberian antibiotik lyper
mendapat perhatian penting, sehingga pada peneiitiadilakukan
pemberian daunPolyscias obtusayang dapat meningkatkan
ketahanan tubuh pada ayaPolyscias obtusanemiliki beberapa
senyawa yang mampu memodulasi aktivitas dari sistaomitas
ayam untuk melawan bakteri patogen yang masuk lkendaubuh.
Daun pada tanaman ini memiliki kandungan asam @esaponin.
Menurut Francis (2002) senyawa Saponin dapat bemp@ada
permeabilitas membran, sebagai imunostimulan, agen
antikarsinogen, dan hypocholesterolaemic. Selairp&da tanaman
ini juga ditemukan senyawa flavonoid. Hasil testasain vitro dari
flavonoid golongan flavones dan flavonols telah worgukkan
adanya respon imun (Hollmaet al, 1996). Efek terhadap respons
imun nonspesifik berupa peningkatan fagositosis Kemotaksis
makrofag, kemotaksis neutrofil, sitotoksisitas N& serta aktivitas
hemolisis komplemen (Munasir, 2002).

Berdasarkan uraian diatas bahwa perlu diadakannya
penelitian lebih lanjut untuk mengetahui aktifitasunomodulator
daunPolyscias obtus@erhadap sistem imunitas terutama pada bone
marrow broiler setelah infekSialmonella typhimurium.
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1.2 Rumusan Masalah

1.

2.

Permasalahan yang diangkat pada penelitian inr:yait

Apakah daurPolyscias obtusalapat meningkatkan sistem
imunitas anak ayam pedaging?

Apakah ada perbedaan jumlah relatif CD£DS8, dan
B220" antara perlakuan yang diberi pakaaolyscias obtusa
dengan perlakuan tanpa dibBolyscias obtusa

1.3 Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk:

Mengetahui pengaruh simplisia daupolyscias obtusa
terhadap imunitas anak ayam pedaging.

Mengetahui dosis simplisia dauRolyscias obtusayang

paling efektif dalam meningkatkan sistem imunitasla
ayam pedaging.

1.4 Manfaat

yaitu:
1.

Beberapa manfaat yang dapat diambil dari peneliiéin

Dapat diperoleh informasi aktivitas imunomodulat@un
Polyscias obtusderhadap respon imunitas pada anak ayam
yang diinfeksi antigen.

Diharapkan hasil penelitian ini dapat memberikarktibu
ilmiah tentang daun Polyscias obtusa yang membeelek
imunomodulator terhadap sistem imun tubuh dalam
meningkatkan aktivitas sel limfosit.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1.Ayam Broiler

Ayam broiler merupakan jenis ayam yang telah memgal
pemuliaansehingga menjadi ayam pedaging yang ungearhpuyai
bentuk, ukuran dan warnayang seragam (Muchtadi $iagiono
1989). Ayam ini pertama kali dikenal pada periodenjalang 1980-
an, walaupun galur murninya baru diketahui sejdkund960-an
(Rasyaf 1993). Ayam broiler ini terdiri dari jantalan betina yang
umumyadipanen untuk diambil karkasnya pada umurndigggu.
Ayam ini memilikipertumbuhan fantastis, yaitu mammencapai
bobot 1 — 2 kg dalam kurun waktu 1 —6 minggu (RB\@93).
Pertumbuhan ayam broiler dipengaruhi oleh beberapa
faktordiantaranya makanan (ransum), temperaturggkudimgan
(berkisar 190-210) dan sistempemeliharaannya (Ra9g2).

Ayam broiler yang berusia enam minggu sudah samgaate
ayam kampungdewasa 8 bulan, yaitu mencapai bolkot 2yam
broiler dipasarkan di Indonesiapada bobot 1,3-3,pér ekor ayam
pada umur 5-6 minggu (Rasyaf 2003). Ciri dari ayamiler ini
adalah ukuran badan relatif besar, padat, kompakn d
berdagingpenuh. Jumlah telur sedikit, bergerak &mtenang dan
lebih lambat mengalami dewasa kelamin. Adapun jesyam
pedaging ini antara lain Brahma Putra, CochinCh@arnish dan
Sussex (Sudaryani dan Santosa 2002).

2.2.Konversi ransum

Konversi ransum (Feed Converse Ratio) adalah
perbandingan jumlah konsumsi ransum pada satu mniigmgan
pertambahan bobot badan yang dicapai pada minggbila rasio
kecil berarti pertambahan bobot badan ayam memuoastear ayam
makan dengan efisien. Hal ini dipengaruhi oleh béxslan dan
bangsaayam, tahap produksi, kadar energi dalamumansian
temperatur lingkungan (Rasyaf, 2003).

Indeks konversi ransum hanya akan naik bila hubunga
antara jumlah energi dalam formula dan kadar proteslah
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disesuaikan secara teknis. Perbandingan tersebuérizsi dalam
hubunganya terhadap sejumlah fraktor, seperti ureuran, bangsa,
derajat masak dini, daya produksi dan suhu.Nilatgn dalam
ransum tergantung dari asam amino pembatas (methiplus

sistin).Terpisah dari fungsi gizinya, methionin mambil bagian
dalam metabolisme lemak dalam hati (Rasyaf, 2003).

2.3.Penggunaan Antibiotik

Broiler mampu mengolah makanannya dengan cepdalsete
makanan dikonsumsi. Keadaan ini menyebabkan branemiliki
laju pertumbuhan yang sangat cepat, selain dipehgaleh genetik,
cepatnya laju pertumbuhan juga dipicu oleh adamgath promotor
yang umumnya menggunakan senyawa antibiotik. Sedalmagai
growth promotor senyawa antibiotik juga dapat meningkatkan
efisiensi pakan, alternatif pengobatan dan jugaadapningkatkan
reproduksi ternak. Namun di beberapa negara telaharang
penggunaan antibiotik sebagai zat aditif.

Menurut Tabbu (2000), penurunan penggunaan arnkbiot
disebabkan oleh 2 hal utama, yaitu : (1). Antilkiotilapat
meninggalkan residu dalam jangka panjang sehingggatd
membahayakan kesehatan konsumen, (2). Antibiotikystesabkan
mikroorganisme yang berada dalam tubuh manusigatabewan
menjadi resisten, terutama bakteri patogen sefattinonella sp
Escherichia colidanClostridium sp Akhir-akhir ini banyak ditemui
penggunaan probiotik sebagai bahan aditif yangtdapaggantikan
penggunaan antibiotik dalam pakan, yaitu sebggaith promotor
dan dapat memelihara kesehatan ternak. Bakteri $eeiat yang
berperan dalam pengawetan pakan melalui prosetasmsilapat
dimanfaatkan sebagai probiotik dalam ransum. Suphkasi pakan
dengan probiotik ataupun prebiotik dapat meningkatixobot badan
dan efisiensi serta konversi pakan broiler diust@anamun tidak
berlaku pada broiler berumur lebih dari 2 minggallfifaguruet al
2004).

2.4. Polyscias obtusa (Bl.) Harms.

Batang padaPolyscias obtusdegak, berkayu, berbentuk
bulat, berwarna coklat, dan berakar tunggang. Sp@an daun
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tanaman ini merupakan daun majemuk berhadaparereioval-
obovata yang tidak beraturan, dengan panjang 4¥l5an lebar 3-
17 cm, ujung daun tumpul, pangkal tumpul, dengam lbertoreh,
dan sistem pertulangan daun menyirip.

Tanaman Polyscias obtusamengandung saponin dalam
bentuk triterpenoid. Francis et al. (2002) menykdnit bahwa
senyawa saponin merupakan senyawa yang dapat rketkag
fungsi imun pada ayam dengan mekanisme sebagabakitri dan
anti viral. Selain senyawa saponin, pada tanamigangda ditemukan
senyawa flavonoid. Flavonoid merupakan suatu seayawioksidan
yang penting, sehingga dapat menangkal radiasisbe®elain itu
flavonoid juga berperan penting pada reaksi inflsinkatika terjadi
infeksi (Lee, et al., 2010). Flavonoid dapat begkinsebagai
imunomodulator, selain alkaloid, tanin, dan saporflkenny dkk.,
1990; Middleton dkk., 2000; Sangat dkk., 2000, Rajayana dkk.,
2001 cit. Akrom, 2004). Efek terhadap respons nmonspesifik
berupa peningkatan fagositosis dan kemotaksis rfakro
kemotaksis neutrofil (Barbour,2004).

2.5.Salmonellosis pada Unggas

Salmonella adalah bakteri berbentuk batang. Ukueaar
Salmonella antara 0.3 — 0.pm dan panjang 0.7 — 2.nm.
Pertumbuhan optimal pada temperatur 37.0 — °87.8upardi,
1999). Di alam bakteri Salmonella tidak hidup larrexzutama bila
keadaan disekitarnya kering. Sumber infeksi Saltenpaling
sering terjadi pad#iock unggas yang diduga berasal dari pakan. Cox
et al (1996) melaporkan bahwa tempat penetasan menusaikaber
penularan Salmonella spyang dominan pada peternakan ayam
broiler.

Salmonella  juga bersifat toksik terhadap makrofag.
Sitotoksisitasnya ditandai dengan makropinositpsida makrofag
yang terinfeksi diikuti dengan kematian sel. Garahaapoptosis
berupa kondensasi dan fragmentasi kromatin, penkb&ng
membran dan munculnya nukleosom sitoplastik (Irnt2@04).
Membran sel tersusun atas komplek molekul glikdlygng dikenal
dengan nama lipopolisakarida (LPS) atau endotoksidotoksin
terdiri dari 3 lapisan, yaitu O-spesific polysadcdardi bagian luar,
core-polysaccaride di bagian tengah dan lipid Abagian dalam.
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Dengan struktur LPS yang demikian lengkap menjautika lebih
resisten terhadap enzim yang memproses antigdn, gangan cara
memperlambat pemrosesan dan menghambat aktivasp éprtentu
(Lehner, 2001).

Infeksi Salmonella sperjadi melalui 3 cara yaitu kongenital,
oral dan aerogen (Ressang 1984). Secara konggaital penularan
melalui telur sehingga anak ayam yang menetas uietelur
tersebut akan terinfekssalmonella spInfeksi secara oral terjadi
melalui pakan dan air minum yang tercengalmonella spSedang
aerogen adalah infeksi yang terjadi di dalam mes&netas telur
dimana masa tunas penyakit berkisar antara 1 minggoularan
melalui vektor juga lazim terjadi, penyebaran iafjadi melalui
hewan-hewan kecil seperti tikus, lalat, burungdian peralatan yang
mengandung bakterSalmonella spyang digunakan di dalam
kandang (Coxt al 1996).

Salmonella di dalam tubuh host akan menginvasi saiko
usus halus, berbiak di sel epitel dan menghasil&am yang akan
menyebabkan reaksi radang dan akumulasi cairamaldimd usus.
Kemampuarsalmonellauntuk menginvasi dan merusak sel berkaitan
dengan diproduksinythermostable cytotoxicfactoSalmonella ada
di dalam sel epitel akan memperbanyak diri dan rnasitkan
thermolabile enterotoxinyang secara langsung mempengaruhi
sekresi air dan elektrolit (Ray, 2001).

Penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri Saktia
typhimurium biasanya menyerang anak ayam yang her@ hari
dengan tingkat kematian yang cukup tinggi (Volk &&leer,1993).
Bakteri Salmonella typhimurium ini terutama akan nyerang
bakteri baik yang terdapat di dalam saluran ceeh@ngga usus akan
didominasi oleh bakteri yang patogen. Terjadinyakisi pada tubuh
dengan sendirinya akan merangsang sel-sel limfis&m organ
limfoid dalam memproduksi antibodi (Volk & WheleE993).

2.6.Pengaruh LPS Terhadap Aktivitas Protease

Peningkatan aktivitas protease dikarenakan papd?&ndari
bakteri Porpyrominas gingivalis yang direspon otekeptor Tool-
Like Receptor-4 (TLR-4) yang mampu memodulasi esistimun
untuk melepaskan protease. LPS dapat terikat dedaling sel
saluran pernapasan melalui bantuan senyawa Lipsgdtaride-
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binding protein (LBP). LPS tidak bertindak secamagsung terhadap
sel tetapi melalui aktivasi sel inflamator dan na¢oli sistem
imunitas (Campbell, et al., 2006).

Pengaruh yang signifikan paparan dari adanya LR%) ya
diberikan akan menginduksi respon imun melaluirjaiti-2 yang
selanjutnya akan memproduksi sitokin proinflamaanthranya IL-
4, IL-6, IL-9, IL-13. Sitokin IL-4 dan IL-13 terseib mengatifkan sel
B, sehingga akan memproduksi s-IgE untuk mengaditisal mast.
Sitokin IL-6 dan IL-9 tersebut mengaktifkan sel maflkg sehingga
akan memproduksi neutrofil. Sel mast, makrofag weutrofil yang
telah teraktivasi selanjutnya akan memproduksi gase. Paparan
LPS juga menyebabkan faktor trakskripsi NukleatdiexB (NF-«B)
yang mengalami migrasi menuju nukleus, untuk mesgasikan
sitokin dan kemokin seperti TN& Produksi TNFo yang berlebih
pada sel akan menyebabkan agregasi dan aktivasiofieserta
pelepasan enzim protease (Campbell et al., 2006).

2.7 Imunitas Humoral

Imunitas humoral (Humoral immunity), ditengahi oleh
sekelompok limfosit yang berdiferiensasi di sumstutang dan
jaringan limfoid sekunder. Adanya rangsangan antigenyebabkan
sel B akan berkembang menjadi sel plasma dan meuotbantibodi.
Antibodi adalah imunoglobulin (Ig) yang merupakaologmgan
protein yang dibentuk oleh sel plasma yang berdaal proliferasi
sel B akibat adanya kontak dengan antigen. Antigadg terbentuk
secara spesifik ini akan mengikat antigen yangnsejdgG dan
komplemen bekerja saling membantu pada pemusnatigem IgG
juga berperanan pada imunitas selular, karena dagatsak antigen
selular melalui interaksi dengan sistem komplenan enelalui efek
sitolitik killer cell (Playfair, 2009).

Molekul pengenalan sel B adalah imunoglobulin,
Ig.Imunoglobulin diproduksi oleh sel B dalam keatlgang sangat
beragam sesuai dengan keragaman antigen.Setiap Bsel
memproduksi imunoglobulin tunggal.Imunoglobulin gaterada
pada permukaan sel berfungsi sebagai reseptor rdek wsuatu
antigen yang diseb-cell receptoBCR).Imunoglobulin disekresi
dalam bentuk antibodi yang dihasilkan oleh selmpayaitu sel B
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yang teraktivasi.Sekresi antibodi yang mengikatogan atau
substansi beracun yang diproduksi patogen padaraskftler,
merupakan peranan utama sel B pada imunitas ad@paffair,
2009).

Imunitas humoral pada hewan yang terinfek@imonellasp.
umumnya dapat terjadi. Terbentuknya imunitas tersdipengaruhi
oleh banyak faktor,antara lain: dosis atau jumlatigen, sifat
virulensi,rute infeksi dan umur hewan. Faktor urhemwan sangat
nyata pengaruhnya terhadap pembentukan antibogpdrReantibodi
pada hewan muda mungkin hanya terbatas pada epitbgen
tertentu, hewan muda respon imunologiknya palingidaé
(Thornsetal., 1996). Pemberian antigeh typhimuriumpada anak
ayam umur 1 — 2 minggu hanya menimbulkan respabahtyang
lemah. Kondisi ini mungkin disebabkan oleh sifgidnesponsif sel-
sel pada sistem imunitas yang belum berfungsi aecaature
(Jeurisseret al.1989), atau diseminasi jaringan limfoid masih sanga
muda dan fungsi pembentukan antibodi belum sempwetangga
antibodi yang terbentuk pada anak ayam rendah (&or&t
al.,1994).



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1.Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan mulai bulan Mei hinggalan
Juli 2012 di Laboratorium Mikrobiologi, Laboratoniupeternakan
Sumber Sekar DAU, dan Laboratorium Fisiologi Hewdantusan
Biologi, Fakultas Matematika dan limu Pengetahuaman#
Universitas Brawijaya, Malang.

3.2. Uji Konfirmasi bakteri Salmonella typhimurium
3.2.1. Uji media XLD

Pembuatan media XLD yang dilakukan pertama kaliuyai
mengambil 1,6 gr XLD dan selanjutnya ditambahkanuasdlkes
sebanyak 30 ml. Saat media mulai memadat, mediadgjanakan.

Isolat murni yang akan diuji, diambil dengan oselaBa
proses pengambilan isolat dengan ose, semua halais ¢keadaan
steril untuk meminimalisir kontaminan. Setelah giaisolat murni
pada ose, dilakukastreak platepada cawan petri yang telah berisi
media XLD. Selanjutnya inkubasi pada suhdG&elama 24 jam.
Uji akan menunjukkan hasil positif bila pada daestieak tersebut
akan membentuk koloni berwarna hitam.

3.2.2. Uji katalase

Uji katalase dilakukan dengan cara, yaitu isolaktdra
Salmonella typhimuriungdiambil satu oose pada mediumutrient
agar yang berumur 24-48 jam dan diletakkan pada gdidgsloyang
telah ditetesi dengan akuades steril. Gelas obgekullian ditetesi
dengan hidrogen peroksida »B}) 3% sebanyak satu tetes. Uji
positif ditunjukkan ketika terdapat gelembung paadat penetesan
H202, akan tetapi jika tidak terdapat gelembung anai ini
dianggap negatif (Fardiaz, 1993).
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3.2.3. Uji Patogenitas

Uji patogenitas dilakukan dengan cara, yaitu isblakteri
Salmonella typhimuriundiambil satu oose pada mediumutrient
agar yang berumur 24-48 jam dilakukan streak plate paddia
blood agar Isolat bakteri diinkubasi pada suhu 37 °C selatd8
jam. Uji akan menunjukkan hasil positif apabila mederubah
warna menjadi bening secara menyeluruh di sekitdonk Uji
negatif ditunjukkan apabila medidood agartidak terbentuk zona
bening di sekitar koloni bakteri. Adanya zona bgnmenunjukkan
bahwa isolat bakteri tersebut menghasilkan enzimolhesin, dimana
fungsi dari enzim tersebut adalah untuk memecatositi sel darah
merah untuk pertumbuhannya. Dari ulasan tersebutupakan
indikasi bahwa bakteri tersebut patogen terhadapngnya
(Johnson, 2001).

3.2.4. Uji KIA dan LIA

Pembuatan media KIA yaitu dengan mengambil 1,68agr
kemudian ditambahkan ke dalam akuades 30 ml. Umegtia LIA
yaitu dengan mengambil 1,02 gr dan kemudian ditékdora ke
dalam akuades 30 ml. Selanjutnya media yang telastedilisasi
dituang ke tabung reaksi kemudian tabung dimiringkiagga media
padat.

Isolat yang telah diremajakan diambil dengan enten,
selanjutnya enten yang telah terdapat bakteriwlktdsin ditarik pada
media KIA dan LIA. Selanjutnya diinkubasi pada sfC selama
24-48 jam. Pada uji konfirmasi bakteri menggunakaedia KIA
reaksi bakteri dengan gula laktosa dan dextroseggi membentuk
asam yang akan menghasilkan perubahan warna meeafadn
kuning baik disertai dengan gas meupun tanpa daspadda media
terjadi perubahan warna menjadi hitam maka baktersebut
memproduksi BS. Sama halnya dengan media LIA, jika media
berubah warna menjadi hitam maka bakteri tersel@mpnoduksi
H.S.

3.2.5. Uji Pewarnaan Gram

Isolat bakteri berumur 24-48 jam diambil satu oaksm
dioleskan sambil diratakan pada gelas obyek yatah tditetesi
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akuades steril. Isolat pada gelas obyek difiksasitas api. Apusan
ditetesi dengan larutan Gram KAucker's crystal violgtselama satu
menit, kemudian dibilas dengan air. Apusan dikemginkan dan
selanjutnya ditetesi dengan Gram Bugol'sioding selama satu
menit. Apusan bakteri dicuci kembali pada airmeingalan

dikeringanginkan. Apusan bakteri selanjutnya diieengan Gram
C (alkohol) selama 30 detik, dicuci dengan airméngda

dikeringanginkan. Selanjutnya apusan bakteri ditedlengan Gram
D (safranin) dan dibiarkan selama 1 menit, dibidengan air
mengalir dan dikeringanginkan. Kemudian apusan dsaktiamati

dengan menggunakan mikroskop. Benson (2002) metkabu
bahwa, sifat pewarnaan Gram, yaitu warna biru-umgmunjukkan
bakteri Gram positif, sedangkan merah-merah mudaumakkan

bakteri Gram negatif.

3.2.6. Pembuatan Kurva Standar Bakteri Salmonella
typhimurium

Kurva standar bakteri dibuat dengan menggunakalatiso
bakteri yang ditumbuhkan pada mebiatrien Broth Suspensi isolat
kemudian dihomogenasi dengan vorteks. Perbandiagemna media
steril dan kultur yang dibuat ditunjukkan pada Tdbe

Tabel 1 Perbandingan stok inokulum bakteri dengan meeéid s

Perbandingan Stok kultur (pl) Media Steril (pl)
8:0 0 4 mi

7:1 500 pl 3,5 ml

6:2 1ml 3ml

5:3 1,5 ml 2,5ml

4:4 2 mi 2 ml

3:5 2,5ml 1,5 ml

2.6 3ml 1ml

1.7 3,5 ml 500 pl

0:8 4 ml 0
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Pengenceran kultur dilakukan dengan menambahkammed
NB, dengan perbandingan antara stok kultur dan anstril yaitu
80;7:1;6:2;5:3;4:4;3:5;2:6; 1:7 daB.QJumlah sel masing-
masing suspensi dihitung menggunakan haemocytongsdangkan
optical density(OD) diukur menggunakan spektrofotometer pada
panjang gelombang 500 nm.

3.2.7. Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri Salmonella
typhimurium

Kurva pertumbuhan bakteri dibuat dengan menggunakan
kultur bakteri diambil 1 ose yang ditumbuhkan paazdiaNutrien
Broth 10 ml dan diinkubasi suhu %7 selama 24 jam. Kemudian
diambil 6 ml kultur dan dicampur 54 ml media NB. ri&dian
dilakukan sampling setiap 1 jam, dengan mengambihl4dan
ditambah 500 pl formalin.

3.3. Persiapan Kandang

Pada persiapan kandang disini yaitu dengan menrhkarsi
kandang terlebih dahulu dari sisa-sisa kotorararfpatinya dilakukan
penyiraman dan penyemprotan desinfektan. Desinfekyang
digunakan disini yaitu adalah batu kapur dan jugenélin.

3.4. PemberianSalmonella typhimurium secara oral

Salmonella typhimuriurdiambil sebanyak 1,49 x 46el/ml.
Selanjutnya diberikan kepada ayam secara oral noeaggn pipet
tetes. Pemberian yaitu anak ayam diambil dalamspdsilentang
dan dipegang bagian kepala dan kaki agar tenatanjGmya paruh
dibuka dengan pipet secara perlahan kemudian masu&RO pl
Salmonella typhimuriurke dalam mulut ayam.

3.5. PemberianPolyscias obtusa pada pakan ayam

Daun P. obtusakemudian dicuci dan dikering anginkan.
Kemudian daun dihaluskan menggunakan blender kering
Selanjutnya simplisia ditimbang dan ditambahkarapaakan buatan
ayam sesuai perlakuan yaitu perlakuan dengan do&ierjumlah
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0,08%, untuk dosis 2 berjumlah 0,16%, sedangkanmkudbsis 3
berjumlah 0,26%olyscias obtusgang diberikan.

3.6. Isolasi Sel

Tulang femur dan tibia anak ayam yang telah dibkesi
dari sisa jaringan otot yang menempel kemudiflngdidengan PBS
menggunakan jarum 19G. Selanjutnya sel-sel yangraligh difilter
menggunakamvire dan dimasukkan kedalam tabung propilen 15 ml.
Ditambahkan PBS sampai 12 ml. Disentrifugasi derkmseepatan
2500 rpm, pada suhu’@, selama 5 menit. Supernatan yang
diperoleh dibuang dan pellet diresuspensi dengais AB ml.
Selanjutnya dilakukan pipeting untuk mendapatkamdgenat. 800
ul homogenate dipindahkan pada tabung mikrotubeu bdan
ditambah 500 pl PBS. Kemudian dilakukan sentrifpada 2500
rpm, suhu 2C selama 5 menit. Supernatan dibuang dan pellet
selanjutnya ditambahkan antibodi sebanyak 100ultPO@dan
ditambahkan PBS 100 — 500 pl. Dilakukan pipetingtukin
menghomogenkan, selanjutnya  dilakukan  tahap  running
flowcytometri.

3.7. Analisis Flowcytometri

Sel-sel yang diisolasi dari bone marrow, diinkubdeingan
antibodi selama 15 menit dalam ice box. Sel-sebyairsolasi dari
bone marrow diinkubasi dengarat-anti-CD45PerCP, rat-anti-
CDSFITC, danrat-anti CD4PE conjugated. Sampel yang telah
diinkubasi dengan antibodi ditambah 1 ml PBS daendgpatkan
pada kuvet flowcytometer. Selanjutnya dipilih acquidan
flowcytometer akan menghitung jumlah sel total agutmlah sel
yang terdeteksi oleh label antibodi.

3.8. Analisis Data

Setiap percobaan di ulang 6 kali, rancangan peatoba
adalah Rancangan acak lengkap faktorial.Selanjutiaa tersebut
dianalisis dengan menggunakan analisis ragam ANOApabila
diperoleh hasil yang signifikan maka dilakukanlagjut Tukey.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Perbandingan Rata-rata Jumlah Relatif Sel CD4 CD§',
Dan B220 Pada Organ Bone Marrow Ayam Broiler Pada Fase
Starter Dan Finisher.

Berdasarkan gambar 1 merupakan hasil jumlah resafif
CD4', yang ditunjukkan dengan warna bar yang berbetlanlah
relatif CD4 pada starter setelah dilakukan analisis data
menunjukkan nilai yang tidak berbeda nyata yakmiO(B5) dengan
perbedaan kelompok perlakuan yang telah diberikan.

45 - b
g
S35 - b
%
a 37
O2s |
8 5 -
o
c;s 1.5 -
€ 1 - m Starter (Al)
305 - Finisher (A2)
o -
0% 0% + Dosis 1 Dosis 2 Dosis 3
Salmonella (0,08%) (0,16%) (0,26%)

typhimurium

Kelompok Perlakuan

Gambar 1. Rata-rata jumlah sel T C[§%)fase starter dan finisher
(p>0.05)

Hasil uji lanjut tukey menunjukkan bahwa kontrolgagf
memiliki nilai berbeda signifikan terhadap kontpalsitif, perlakuan
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dengan pakan ransum dosis 0,26% , dan perlakuagadgmakan
ransum dosis 0,16%. Sedangkan untuk perlakuan depgkan
ransum dosis 0,08% tidak memiliki nilai yang sigkah terhadap
kelompok perlakuan yang lain. Jumlah relatif Cp4ling tinggi
yaitu pada perlakuan kontrol negatif sebesar 3,4%lompok
perlakuan pakan ransum dosis 0,26% memiliki niking rendah
yakni sebesar 1,32%. Terdapat beberapa kemungkiang bisa
terjadi dalam penurunan sel limfosit, misalnya adarsenyawa
didalam tanamarPolyscias obtusayang dapat menekan aktifitas
limfosit di dalam sel. Adanya senyawa tanin pashainarP. obtusa
berikut akan menyebabkan protein pakan menjadi diderna oleh
ayam, sehingga pertumbuhannya terganggu (CheeR8).1Rrotein
merupakan bahan dasar pembentuk leukosit besdet@dsiasinya.
Sedangkan untuk jumlah relatif CDpada finisher setelah
dilakukan analisis data menunjukkan nilai yangKkitdarbeda nyata
yakni (P>0,005) dengan perbedaan kelompok perlakaag telah
diberikan. Dari hasil uji lanjut tukey menunjukk@aahwa kontrol
positif memiliki nilai berbeda signifikan terhadagrlakuan dengan
pakan ransum dosis 0,26% dan perlakuan dengan pakesum
dosis 0,08%. Sedangkan untuk kontrol negatif datalean pakan
ransum dosis 0,16% tidak memiliki nilai yang sighkah terhadap
kelompok perlakuan yang lain. Jumlah relatif CD#Ang paling
rendah yaitu pada perlakuan kontrol positif seb&sz2% dan untuk
jumlah relatif sel CD4 yang paling tinggi yaitu pada perlakuan
pakan ransum dosis 0,08% sebesar 2,72 %, sedajuykkan relatif
CD4" pada perlakuan pakan ransum dosis 0,26% tidakheteda
yaitu sebesar 2,71%. Jumlah relatif CD¥iengalami peningkatan
saat fase finisher pada perlakuan pakan yang d#aarRb obtusa.
Peningkatan sel limfosit disini terdapat beberagadngkinan yaitu
karena adanya efek recovery, dimana jumlah limkesihbali dalam
kisaran jumlah limfosit pada perlakuan kontrol ridgaSeperti
penelitian yang dilakukan sebelumnya, Ginting (908&bagai efek
recovery, pada periode finisher persentase lilnkesnbali dalam
kisaran normal. Namun jumlah limfosit perlakuanoBtusa dosis
0,08% dan P. obtusa dosis 0,26% lebih tinggi ddepamlah
limfosit pada kontrol negatif, disini kemungkinaisebabkan masih
adanya rangsangan antigen yang menyebabkan masiimyak
proliferasi sel limfosit. Apabila limfosit T mengahi ekspose
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terhadap antigen, limfosit T akan dirangsang uieiganda dengan
cepat dan menghasilkan lebih banyak lagi yang tdap&erja

langsung melawan antigen spesifik. Antigen yang nyababkan

timbulnya penyakit kronis cenderung merangsang lhallee seluler

melalui limfosit T (Tizard, 1988).

10 -+
9
s 87
s
e
o) ] ab
3 6
g5
9]
= 4 a_lP = Starter (A1)
]
E 31 Finisher (A2)
EE
1 -
0 - T )
0% 0% + Dosis 1 Dosis 2 Dosis 3
Salmonella (0,08%) (0,16%) (0,26%)
typhimurium
Kelompok Perlakuan

Gambar 2. Rata-rata jumlah sel T C[¥%)fase starter dan finisher
(p<0.05)

Jumlah relatif CD8 pada starter setelah dilakukan analisis
data menunjukkan nilai yang tidak signifikan yak”>0,05) dengan
perbedaan kelompok perlakuan yang telah diberikammlah relatif
CDS8' tertinggi pada perlakuan kontrol negatif sebesar4®%
sedangkan untuk jumlah relatif CDBaling rendah pada perlakuan
kontrol positif sebesar 3,09%. Jumlah sel CD&ri setiap perlakuan
terdapat penurunan jumlah dari kontrol negatifindidimungkinkan
adanya senyawa pada tanamiBn obtusa yang dapat menekan
aktifitas sel limfosit untuk berproliferasi. Sapoenimerupakan
senyawa aktif yang bersifat seperti sabun, sertamilike
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kemampuan membentuk busa dan menghemolisis sdh daeegah
(Robinson, 1995).

Sedangkan untuk jumlah relatif CD@ada finisher setelah
dilakukan analisis data menunjukkan nilai yang bdebnyata yakni
(P<0,05) dengan perbedaan kelompok perlakuan yagh t
diberikan. Dari hasil uji lanjut tukey menunjukkdahwa kontrol
positif memiliki nilai berbeda signifikan terhadgerlakuan pakan
ransum dosis 0,26% dan perlakuan pakan ransum @o88%.
Sedangkan untuk kontrol negatif dan perlakuan paiaeum dosis
0,16% tidak memiliki nilai yang signifikan terhadagelompok
perlakuan yang lain. Jumlah relatif CD@&rendah pada perlakuan
kontrol positif dengan nilai sebesar 1,46% dan kijtunlah relatif
CD8' yang paling tinggi pada perlakuan pakan ransunisdh26%
sebesar 2,92% dan perlakuan pakan ransum 0,08%aseh&8%.
Jumlah relatif CD8 pada perlakuan perlakuan pakan ransum 0,08%
dan perlakuan pakan ransum 0,26% justru melebihligi kontrol
negatif sebesar 2.21%. Jumlah relatif C&ngalami penurunan
saat fase finisher pada setiap perlakuan pakan

u Starter (Al)
Finisher (A2)

Jumlah relatif B220+ (%)
O P N W B U1 OO N 00 O
—

wad HE R

0% 0% + Dosis 1 Dosis 2 Dosis 3
Salmonella (0,08%) (0,16%) (0,26%)
typhimurium

Kelompok perlakuan

Gambar 3. Rata-rata jumlah sel B22%)fase starter dan finisher
(p>0.05)
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Jumlah relatif B220pada starter setelah dilakukan analisis
data menunjukkan nilai yang tidak berbeda nyataniygR>0,05)
dengan perbedaan kelompok perlakuan yang telahildibe Dari
hasil uji lanjut tukey menunjukkan bahwa kontrolspid memiliki
nilai berbeda signifikan terhadap perlakuan pakansum dosis
0,26%, perlakuan pakan ransum dosis 0,08%, daakpeamh pakan
ransum dosis 0,16%. Untuk kontrol negatif tidak nt&mnilai
berbeda signifikan terhadap kontrol positif, begitga yang terjadi
pada perlakuan pakan ransum dosis 0,26% yang miggiiliki nilai
signifikan terhadap kontrol negatif, pakan ransumsisl 0,08%, dan
perlakuan pakan ransum dosis 0,16%. Jumlah re8@#0 yang
paling rendah terdapat pada perlakuan kontrol ipgsittu sebesar
0,47% dan untuk jumlah relatif tertinggi pada peukn pakan
ransum dosis 0,16% sebesar 1,89%. Limfosit B sepiknlahnya,
hanya 10 sampai 12%, berperan dalam humoral immespgonses
dan beberapa diantaranya tumbuh menjadi sel plésghpembentuk
antibodi). Perlakuaf. obtusadosis 0,08%pP. obtusadosis 0,16%,
danP. obtusadosis 0,26% cenderung memiliki jumlah relatif B220
yang lebih tinggi karena adanya rangsangan antigeg masuk dan
berada di dalam tubuh ayam, sehingga sel limfosikd melakukan
fungsinya sebagai imunitas humoral yang mampu nmrangeagen
penyerbu.

Jumlah relatif B220pada finisher setelah dilakukan analisis
data menunjukkan nilai yang tidak signifikan yaka»>0,05) dengan
perbedaan kelompok perlakuan yang telah diberiBamlah relatif
B220" yang tertinggi pada perlakuan pakan ransum dogi6%
yakni sebesar 5,51% dan untuk jumlah relatif B2@0endah pada
perlakuan kontrol positif sebesar 3,80%. JumlatatifelB220
mengalami peningkatan saat fase finisher pada masasing
perlakuan

Bone marrow diketahui memiliki banyak populasi &I
prekursor termasuk sel induk, sel B immature dar-Borsel
(Gathings, Lawton & Cooper, 1977). Bone marrow asestgan
limfoid lainnya pada ayam memiliki sejumlah besar B matang
yang aktif mensekresi imunoglobulin. Pada ayam,ebamarrow
mensekresikan Ig sejak hari ke-9 setelah menetashddanjut ke
dewasa. Bone marrow mengalami peningkatan jumlsh pgda
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umur 16 hari. Sekresi 1gG juga banyak ditemukanapé&dne
marrow. Sehingga dapat disimpulkan bahwa bone mvadem organ
lymphoid seperti spleen memiliki peran utama sebggyaduksi
antibodi (Askonas & Humphrey, 1958). Progenitorlgefosit T dan
sel limfosit B ini berasal dari sumsum tulang kemand
berdeferensiasi dan matang di bursa fabricius oanst Sehingga
jumlah relatif sel B220yang ditemukan di organ bone marrow lebih
banyak jumlahnya disini menandakan bahwa adanyavitakt
imunitas humoral lebih banyak bereaksi terhadapgemtyang
masuk. Limfosit merupakan unsur kunci sistem kelebaubuh.
Selama perkembangan janin, prekursor limfosit laém@ari sumsum
tulang. Pada ayam, prekursor limfosit menempatsdiabricius di
transformasi menjadi limfosit yang berperan dalamkebalan
humoral (limfosit B). Sehingga pada sumsum tulapgna sangat
sedikit ditemukan sel limfosit. Sel B berdiferessianenjadi sel
plasma dan sel B memori. Limfosit B sedikit jumlganhanya 10
sampai 12%, berperan dalam humoral immune respodses
beberapa diantaranya tumbuh menjadi sel plasmapé@abentuk
antibodi). Anak ayam yang baru menetas memilikibenai maternal
yang diturunkan dari induknya. Antibodi maternahgadiperoleh
secara pasif dapat menghambat pembentukan imundiglob
sehingga mempengaruhi keberhasilan vaksinasi. Remgitan
antibodi maternal berlangsung sampai antibodingbish yaitu
sekitar 10-20 hari setelah menetas (Tizard, 1988).

Limfosit T berperan sebagai imunitas sel yang diledr dari
pembentukan limfosit teraktivasi yang mampu menghekan
benda asing (Guyton 1997). Sel T dibagi menjadiaduy: sel T
pembantu, sel T supresor, sel T sitotoksik (selfdkter atau sel
pembunuh), dan sel T memori (Ganong 1998). Limfoditerperan
dalam imunitas seluler dan diperkirakan 70 samp&b dari seluruh
limfosit darah. Limfosit null mencapai 10 sampaPdSari limfosit
darah dan bervariasi pada berbagai spesies (Dellrdan Brown,
1992). Apabila limfosit T mengalami ekspose teripadmtigen,
limfosit T akan dirangsang untuk berganda dengapatcelan
menghasilkan lebih banyak lagi yang dapat bekéajaysung
melawan antigen spesifik. Antigen yang menyebabiabulnya
penyakit kronis cenderung merangsang kekebalarleseatoelalui
limfosit T (Tizard, 1988). Menurut Southon (1988an Rofig
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(2003) menyatakan bahwa penyakit Salmonellosis rentaradier]
pada ayam berumur kurang dari satu bulan, sedarayam umur
lebih dari tiga minggu jarang menimbulkan gejal@nikl karena
memiliki kekebalan tubuh yang lebih baik tetapi aampnenjadi
pembawa (carrier) yang dapat menularkan penyaklf paanusia.
Infeksi bakteriSalmonella typhimuriundlapat menginduksi aktivasi
sel T CD4 dan sel T CD8 Fungsi Sel T CD4membantu aktivasi
dan deferensiasi sel B selain itu juga membantubeetakan sel T
CD8" spesifik Salmonella Pembentukan sel T juga diindikasikan
dengan adanya produksi IFN-Produksi IFNy spesifik Salmonella
typhimuriumdari sel T CD4 secara signifikan lebih besar daripada
sel T CDS8. Jika berupa IL-2 dan IFN yang berkembang adalah
Thl dan akan menekan Th2. Sebaliknya jika IL-4 ydikgluarkan,
maka Th2 yang akan berkembang (Mastroeni, 2003).

Tanaman Polyscias obtusamengandung saponin dalam
bentuk triterpenoid. Francis et al. (2002) menykdut bahwa
senyawa saponin merupakan senyawa yang dapat rketkag
fungsi imun pada ayam dengan mekanisme sebagabakieri dan
anti viral. Saponin memproduksi cytokines sepértterleukin dan
interferons yang berperan dalam efek imunostimuldamterleukin
dan interferons akan bereaksi dengan antigen @leedda asing)
yang masuk ke dalam tubuh (Tizard, 1988). Frand60%)
menyatakan bahwa saponin dalam jumlah normal bempsebagai
immunostimulator, sedangkan dalam jumlah yang niteldbatas
normal saponin akan berperan sebagai immunosup(zsbyang
menekan/menurunkan  sistem imun). Senyawa antitbaképerti
saponin apabila berada dalam tubuh ternak terlalaal dapat
menurunkan daya tahan tubuh (Cheeke, 1989), sdiairdapat
mengikat mineral Fe dan Zn sehingga mineral tetsttak dapat
diserap tubuh dengan baik. Menurut Food and Abuic
Organization (FAO) (2005), batas toleransi peng@gunsaponin
adalah 3,7g/kg pakan. Batas toleransi tanin dalansum ayam
broiler sebesar 2,6g/kg pakan (Kumar et al., 2005)

21



BAB V
PENUTUP

5.1. Kesimpulan

Pemberian daun Polyscias obtusa yang bersifat
imunomodulator yang selanjutnya dilakukan infeksaktiri
Salmonella typhimuriutmenunjukkan bahwa setiap pemberian dosis
yang berbeda menunjukkan profil jumlah relatif CDEDS’, dan
B220" antara semua perlakuan memiliki perbedaan yanufigan
berdasarkan analisiBowcytometry. Hubungan antaratarter dan
finisher menunjukkan hasil yang tidak terdapat perbedaamy ya
signifikan pada jumlah relatif CD4 CD8’, dan B220. Secara
keseluruhan perlakuan yang paling menunjukkan daknmngkatan
sel limfosit adalah perlakuan yang diberi dosis nddolyscias
obtusa,yaitu perlakuan pakan ransum dosis 0,08%.

5.2. Saran

Saran yang dapat diberikan untuk penelitian sefaygu
adalah penentuan dosis yang digunakan harus benar-b
memberikan perbedaan yang signifikan dalam segdpkuan.
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Lampiran 1. Sertifikat Laik Ethik
Masih dalam proses pengajuan
Lampiran 2. Komposisi Larutan

Tabel LT1. Komposisi BahalRhosphate Buffer Salif®BS)

No. Nama Bahan Jumlah
1. NacCl 3.8 gram
2. NaHPO, 0.55 gram
3. NaHPO, 0.35 gram
4. Akuades Sampai 1 liter
Tabel LT2. Komposisi BahaRaraformal dehydd% (PFA)
No. Nama Bahan Jumlah
1. PFA 4 gram
2. PBS 150 ml
3. NaOH

Lampiran 3. Rancangan Kelompok Perlakuan

Tabel LT3. Rancangan Kelompok perlakuan

Perlakuan Kelompok

Starter Finisher

Pakan Pabrik AlB1 Al1B2

Pakan Pabrik Salmonella A2B1 A2B2

thypimurium

Polyscias obtusa (0,08 %) + A3B1 A3B2

Salmonella thypimurium

Polyscias obtusa(0,16%) + A4B1 A4B2

Salmonella thypimurium

Polyscias obtusa (0,26%) + A5B1 A5B2

Salmonella thypimurium
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Lampiran 4. Penentuan dosidPolyscias obtusa

Jumlah maksimal bubulPolyscias obtusamaksimal 300
gram dan di konversi dengan jumllah total pakanmagelama 30
hari yaitu 57 kg (57.000 gr). Jumlah bulRdlyscias obtussersebut

dibagi menjadi 3:

Tabel LT4. Dosis SimplisiRolyscias obtusa

Dosis 1 50g
0fy — 0
57000gx100/o 0,08%
Dosis 2 100g
0fy — 0
57000gx100ﬁ) 0,16%
Dosis 3 150g
100% = 0,269
57000g * 00 = 0,26%

Lampiran 5. Pembuatan Pakan Alternatif denganPolyscias

obtusa

Pembuatan pakan dibagi menjadi 2, pakan untuk dgam
starter dan fase finisher. Berdasarkan pengamatsam pedaging
makan sebanyak 40 gr /ayaralam sehari ayam pedaging diberi
makan 2 kali. Berikut adalah komposisi pakan dengampuran

Polyscias obtusa

Tabel LT5. Komposisi Ransum Konversi

No. Komposisi Starter Finisher

1. DL metionin 30 gram 84 gram

2. Garam 37,5 gram 105 gram
3. Premix 54 gram 151,2 gram
4. Minyak Kelapa 328 gram 919,8 gram
5. | Tepung Gaplek 750 gram 2100 gram
6. MBM 750 gram 2100 gram
7. Bungkil Kelapa 750 gram 2100 gram
8. | Tepung lkan 1200 gram 3360 gram
9. Bungkil Kedelai 3478,5 gram 9739,8 gram
10. | Jagung Kuning 7621,5 gram 2134 gram
11. | Polyscias obtusa Dosis 1,2,3 Dosis 1,2,3
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Lampiran 6. Hasil Analisis Ragam ANOVA Jumlah Relatf Sel
T CD4" pada Bone Marrow Melalui Software SPSS 16.Cfor
Windows

Estimated Marginal Means of Jumlah_CD4

3.50+

3.00 BS

1.507

Estimated Marginal Means

1.007

T T
starter finisher

lama_perlakuan

3. lama_perlakuan * perlakuan

_DependentVariable:Jurniah CD4

lama_ 95% Confidence Interval
perlaku  perla
lan kuan Mean Std. Error | Lower Bound | Upper Bound
starter B1 3.345 272 2.799 3.891
B2 1.712 272 1.166 2.258
B3 2.480 272 1.934 3.026
B4 1.800 272 1.254 2.346
BS 1.322 272 776 1.868
finisher  B1 2.022 272 1.476 2.568
B2 1.320 272 774 1.866
B3 2.727 272 2181 3.273
B4 2.252 272 1.706 2.798
B5 2.717 272 2171 3.263
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Tests of Between-Subjects Effects

—Dependent¥arjiable Jumlah CD4
Type Il Sum

Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 23.420° 9 2.602 5872 .000
Intercept 282.404 1 282.404 637.263 .000
lama_perlakuan .086 1 086 194 662
perlakuan 11.073 4 2.768 6.247 .000
'paerﬂgiggrqak“a“’ 12.261 4 3.065 6.917 000
Error 22158 50 443
Total 327.981 60
Corrected Total 45577 59

a. R Squared = 514 (Adjusted R Squared = ,426)

Lampiran 7. Hasil Analisis Ragam ANOVA Jumlah Relatf Sel
T CD8" pada Bone Marrow Melalui Software SPSS 16.Cfor

Windows
Estimated Marginal Means of Jumlah_CD8
7.00
6.00
"
[
~
@
= 5.00
]
c
=)
S 4.00
= \
-
2
£ 3.0 . \
w ~ )
200 = ~
1.009

T T
starter Finisher

lama_perlakuan
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1. lama_perlakuan * perlakuan

—DependentVariableJumlah CDE
lama_ 95% Confidence Interval
perlaku perla
L an Mean Std. Error | Lower Bound | Upper Bound
starter B1 6.475 638 5.194 7.756
B2 3.093 638 1.812 4374
B3 5.780 638 4.499 7.061
B4 5.057 638 3.776 6.338
B5 3.915 638 2.634 5.196
Finisher  B1 2.217 638 .936 3.498
B2 1.462 638 181 2.743
B3 2.787 638 1.506 4.068
B4 2.293 638 1.012 3.574
B5 2.923 .638 1.642 4.204
Tests of Between-Subjects Effects
~RependentVariable.Jumlah CDS
Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 148.852° 9 16.539 6.777 .000
Intercept 777672 1 777672 | 318.667 .000
lama_perlakuan 95.836 1 95.836 39.271 .000
perlakuan 33.727 4 8.432 3.455 014
ey akuan 19.289 4 4822 1.976 13
Error 122.019 50 2.440
Total 1048.544 60
Corrected Total 270.871 59

a. R Squared = 550 {(Adjusted R Squared = 468)

Lampiran 8. Hasil Analisis Ragam ANOVA Jumlah Relaff Sel
T CD45" pada Bone Marrow Melalui Software SPSS 16.Gor

Windows

Estimated Marginal Means of Jumlah_B220

6.00

5.00

-
g
e

1

Estimated Marginal Means
» w
8 8
i i

1.004

0.00

T
starter

T
finisher

lama_perlakuan
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3. lama_perlakuan * perlakuan

~DependentVariable Jumlah B220
lama_ 95% Confidence Interval
perlaku  perla
| an Mean Std. Error | Lower Bound | Upper Bound
starter B1 B30 555 -.485 1.745

B2 477 555 -.639 1.592

B3 1.585 555 A70 2.700

B4 1.893 555 778 3.009

BS 1.460 555 345 2575
finisher  B1 4415 555 3.300 5530

B2 3.808 555 2693 4924

B3 5322 555 4.206 6.437

B4 5512 555 4.396 6.627

B5 4.790 555 3.675 5.905

Tests of Between-Subjects Effects
~DependentVariable Jumlah 8220
Type lll Sum

Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 210.839° 9 23.427 12.664 .000
Intercept 536.107 1 536.107 | 289.808 .000
lama_perlakuan 190.140 1 190.140 | 102.785 .000
perlakuan 20128 4 5032 2.720 .040
Laerﬁgiggﬂak“a“* 571 4 143 077 939
Error 92.494 50 1.850
Total 839.440 60
Corrected Total 303.332 59

a. R Squared = 695 (Adjusted R Squared = 640)

Lampiran 9. Hasil Analisis Uji Lanjut Tukey Jumlah Relatif Sel
T CD4" , CD8', B220 pada Bone Marrow Melalui Software
SPSS 16.0or Windows

B220
Tukey HSD
Subset
perla
N 1
B2 12 21425
B1 12 25225
B5 12 31250
B3 12 3.4533
B4 12 3.7025
Sig. 053

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on ohserved means.
The error term is Mean Square{Error) = 1,850.
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CDh4

_Tukey HSD
perla Subset

| kuan N 1 2
B2 12 1.5158
BS 12 2.0192 2.0192
B4 12 2.0258 2.0258
B3 12 26033
B1 12 2.6833
Sig. .343 A21

Means for groups in homogeneous suhsets are displayed.
Based on ohserved means.
The error term is Mean Square{Error) = ,443.

CDS8
_Tukevy HSD
Suhset

perla

| kuan N 1 2
B2 12 2.2775
B5 12 3.4192 3.4192
B4 12 3.6750 3.6750
B3 12 4.2833
B1 12 4.3458
Sig. .200 597

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on ohserved means.
The error term is Mean Square{Error) = 2,440.

Lampiran 10. Kurva Standar Bakteri Salmonella typhimurium

1
y=0.6671x - 4.8445

0.9 - =
R?=0.9877 *
0.8

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0

oD

7.6 7.8 8 8.2 8.4 8.6 8.8
Jumlah Sel (log10)

32



Lampiran 11. Kurva Pertumbuhan Bakteri Salmonella
typhimurium
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Lampiran 12. Profil Jumlah Relatif Sel CD4" dan CD8 pada
fase starter dengarFlowcytometri
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Lampiran 13. Profil Jumlah Relatif Sel

fase finisher dengarFlowcytometri
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Lampiran 14. Profil Jumlah Relatif Sel B220 pada fase starter
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Lampiran 15. Profil Jumlah Relatif Sel B220 pada fase finisher
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