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EFFECT MENIRAN (Phyllanthus niruri Linn) TO THE MACROPHAGES 
ACTIVITIES AND NUMBER OF SCHIZONT OF Eimeria tenella 

INFECTED CHICKEN CAECUM 

Anita Tri Paryanti 

ABSTRACT 

This study was effect of meniran extract (Phyllanthus niruri Linn) on the 
macrophages activities and number of schizont of E. tenella infected chicken 
caecum. The purpose of this study was to determine the activity of macrophages 
and the number of schizont in the caecum of broiler ( Gallus gal/us domesticus) 
strain CP 707 at 24 days old infected by E. tenella with giving extract of meniran. 
This type of research was an experimental design using Complete Randomized 
Design (CRD) with 25 units of five experimental treatments, namely treatments 
PO (a group of chicken that wasn't infected by E. tenella), Pl treatment (group of 
chickens infected by E. tenella ), P2 treatment (group of chickens infected by E. 
tenel/a + 12.25 mg/ml dose extract of meniran), P3 treatment (group of chickens 
infected by E. tenella +14.7 mg/ml dose extract of meniran), and P4 treatment 
(group of chickens infected by E. tenella + 24.5 mg/ml dose extract of meniran). 
Datas were analyzed by ANOV A test. If there were significant differences (p 
<0.05), the statistical test followed by Duncan's multiple range test (Duncan's 
multiple range test) with a significant level of 5%. The results showed that a 
significant differences between meniran dose treatment at 12.25 mg/ ml, 14.7 mg 
I ml, 24.25 mg I ml and without meniran on features the activity of macrophages 
and the number of schizont. At 24.5 mg/ml dose of meniran extract showed the 
highest activity of macrophages and showed the lowest number of schizont. 

Keywords : Meniran (Phyllanthus niruri Linn), schizont of Eimeria tenel/a, 
macrophages. 
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BAB 1 PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Koksidiosis merupakan penyakit yang sering menimbulkan pennasalahan 

dengan dampak kerugian ekonomi diperkirakan sebesar US$ 2400 juta per tabun 

(Shirley et al., 2005). Kerugian ekonomi koksidiosis bagi petemak ayam antara 

lain angka kematian yang tinggi, penurunan produksi telur, pertumbuhan 

terhambat, penurunan bobot hidup, penurunan efisiensi pakan, biaya pengobatan 

dan upah tenaga kerja yang tinggi. Angka kematian pada kasus koksidiosis 

tergolong tinggi, yaitu dapat mencapai 80-90% (Jangi et al., 2006). 

Pengendalian koksidiosis yang sudah dilakukan antara lain dengan 

pemberian koksidiostat, vaksinasi, serta sanitasi kandang yang baik (Saif, 2003 ). 

Beberapa vaksin yang pemah dicoba adalah vaksin bentuk ookista utuh yang 

dilemahkan tetapi penggunaan bentuk vaksin ini hanya dapat digunakan pada 

ayam umur lebih dari dua minggu, karena ayam umur di bawah dua minggu 

belum mampu mencema ookista (Shirley, I 996). Pemberian koksidiostat yang 

berasal dari obat berbahan dasar kimia memiliki tingkat kesembuhan yang 

beragam dan memberikan efek samping apabila digunakan tidak sesuai dengan 

aturan dan digunakan secara terus menerus dalam jangka waktu lama, dapat 

menimbulkan tanda keracunan dan residu pada ayam (Allen and Fetterer, 2002; 

Harismah, 2006; Yanying et al., 2011). Pemberian obat yang berasal dari tanaman 

herbal yang dapat meningkatkan sistem imun seperti meniran (P. niruri Linn), 

I 
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khususnya pengaruh pada jurnlah makrofag dan jurnlah skizon pada kasus 

koksidiosis belurn pemah dilaporkan. 

Eimeria tenella merupakan salah satu spesies protozoa yang paling 

patogen pada ayam. Spesies ini dapat menyebabkan perdarahan sekurn yang hebat 

sehingga menimbulkan kematian yang tinggi terutama pada ayam muda. Ayam 

yang fesesnya mengandung koksidia dalam jurnlah sedikit tidak akan 

menunjukkan gejala klinis. Stadium ookista yang infektif dapat menular ke 

unggas yang masih sehat dan seringkali menjadi pembawa penyakit untuk periode 

yang lama (Jangi et al., 2006). Menurut McDougald (2003), parasit protozoa dari 

genus Eimeria dapat menyebabkan kerusakan jaringan, mengakibatkan gangguan 

pertumbuhan dan peningkatan kerentanan terhadap penyakit patogen. 

Siklus hidup E. tenella terdiri dari tahap sporogoni, skizogoni dan 

gametogoni sehingga respons imun E. tenella sangat kompleks membangkitkan 

respons imun seluler rnaupun hurnoral (Lillehoj and Trout, 1993). Adanya antigen 

akan ditangkap oleh makrofag atau sel APC lain, kemudian antigen diproses di 

dalam endosom dan dipresentasikan pada permukaan sel, bersama dengan MHC 

class II untuk selanjutnya diekspos pada sel T-helper (Th). Major 

histocompatibility complex class (MHC) II akan berikatan dengan reseptor 

permukaaan sel T (TCR). Makrofag juga akan memproduksi IL-1 yang berfungsi 

merangsang pertumbuhan sel Th dan IL-12 yang mampu merangsang deferensiasi 

sel Th CD4+ dan aktivator fungsi sitolitik oleh NK.. Se! Th CD4+ akan 

berdifferensiasi menjadi sel Thi dan sel Th2. Sel T-helper (Th) juga 

memproduksi IL-2 yang diperlukan untuk proliferasi selanjutnya. Se! T-helper I 
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(Thi) berperan sebagai regulator utama imunitas seluler spesifik untuk 

memproduksi IFNy clan TNF yang kemudian memacu proses fagositosis dan 

intracellular killing. I-helper I (Th I) berperan dalam pertahanan tubuh terhadap 

infeksi antigen intraseluler, sedangkan Th2 lebih banyak berperan terhadap 

antigen ekstraseluler. Hanya Th2 yang mampu membantu respons sel B terhadap 

antigen spesifik (Kresno, 20 I 0). 

Tanaman meniran (Phyllanthus niruri L) adalah salah satu tanaman yang 

dapat digunakan pada kasus koksidiosis karena mampu meningkatkan respons 

imun. Zat kimia utama yang terkandung dalam meniran antara lain flavanoid clan 

tannin. Fungsi flavonoid sebagai imunomodulator yang berperan untuk 

meningkatkan sistem imun dan memperbaiki fungsi sistem imun yang terganggu, 

menghambat perkembangan parasit dengan bertindak sebagai inhibitor enzim 

dengan cara menghambat produksi energi clan asam nukleat atau protein serta 

dapat menurunkan permiabilitas kapiler darah, sehingga kerusakan kapiler darah 

dapat dicegah atau dapat diperbaiki. Tanin bersifat sebagai astringent berfungsi 

merapatkan clan menciutkan sel terluar usus clan mempresipitasi protein usus 

secara reversibel, sehingga meringankan diare dengan memperkecil selaput lendir 

usus (Mathivanan et al., 2006; Tjay clan Raharja, 2002). 

Tjandrawinata dkk. (2005) dan Maat (1997) menyatakan bahwa meniran 

(Phyllanthus niruri L) dapat memacu sistem imun melalui proliferasi dan aktivasi 

limfosit T clan B, sekresi sitokin spesifik seperti Interferon gamma (IFNy ), Tumor 

Necrosis Factor-alpha (TNFa) clan beberapa interleukin dapat mengaktifkan 
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sistem komplemen, mengaktifkan sel fagosit seperti makrofag dan meningkatkan 

sel sitotoksik seperti sel Natural Killer. 

Pemberian ekstrak meniran (Phyllanthus niruri Linn) pada ayam pedaging 

yang diinfeksi Eimeria tenella diharapkan akan meningkatkan sistem kekebalan 

tubuh sehingga mampu meningkatkan jumlah makrofag. Menurut penelitian Maat 

(1997), pemberian ekstrak tanaman meniran (P. niruri Linn) per oral pada ayam 

mampu mempengaruhi fungsi dan aktivitas sistem imun yaitu sebagai 

imunomodulator. Hal ini ditunjukkan antara lain dengan adanya aktivitas monosit 

atau makrofag pada fungsi fagositosis dan kemotaksis serta sekresi beberapa 

sitokin oleh sel imunogenik. Makrofag termasuk sistem imun seluler yang 

berperan pada endositosis partikel lipoprotein dan mampu mengikat berbagai 

mikroba. Makrofag berfungsi sebagai fagosit dan sebagai APC (Antigen 

Presenting Cell) yang berfungsi menyajikan antigen kepada Iimfosit. Fungsi 

sebagai fagosit, sel ini dapat menghancurkan antigen dalam fagolisosom dan juga 

melepaskan berbagai enzim dan isi granula ke luar sel, bersama-sama dengan 

sitokin seperti Tumor Necrosis Factor (TNF) yang dapat membunuh organisme 

patogen (Warren, 1993). Makrofag merupakan bagian utama dari respons immun 

bawaan (innate) pada unggas (Stabbler et al., 1994). Makrofag mempunyai peran 

antara lain berupa respons imun dapatan serta bertanggung jawab terhadap 

pembersihan dan penghancuran patogen ekstraseluler dan intraseluler melalui 

fagositosis (Dalloul and Lillehoj, 2006). 
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1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah yang diajukan pada penelitian ini adalah : 

1) Apakah pemberian meniran (P. niruri Linn) dapat meningkatkan jumlah 

makrofag yang teraktivasi pada sekum ayam yang diinfeksi E. tenella ? 

2) Apakah pemberian meniran (P. niruri Linn) dapat menurunkan jumlah 

skizon pada sekum ayam yang diinfeksi E. tenella ? 

3) Apakah terdapat korelasi antara jumlah makrofag yang teraktivasi dengan 

jumlah skizon pada sekum ayam yang diinfeksi E. tenella ? 

1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan umum 

Secara umum penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh 

pemberian meniran (P. niruri Linn) terhadap jumlah makrofag yang teraktivasi 

dan jumlah skizon pada sekum ayam yang diinfeksi E. tenella. 

1.3.2 Tujuan khusus 

Penelitian ini secara khusus bertujuan untuk mengetahui 

I) Gambaran jumlah makrofag yang teraktivasi pada sekum ayam yang 

diinfeksi E. tenella setelah pemberian meniran (P. niruri Linn). 

2) Gambaran jumlah skizon pada sekum ayam yang diinfeksi E. tenella 

setelah pemberian meniran (P. niruri Linn). 

3) Hubungan antara jumlah makrofag yang teraktivasi dengan jumlah 

skizon pada sekum ayam yang terinfeksi E. Tenella. 
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1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Manfaat teoritis 

Manfaat penelitian ini diharapkan dapat memberikan pengetahuan tentang 

tanaman meniran (P. niruri Linn) sebagai tanaman herbal yang berfungsi sebagai 

imunomodulator untuk meningkatkan respons imun pada kasus koksidiosis. 

1.4.2 Manfaat aplikatif 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang 

manfaat meniran (P. niruri Linn) pada bidang medis serta diharapkan dapat 

dikembangkan clan diaplikasikan pada dunia peternakan sebagai imunomodulator 

dalam meningkatkan repons imun pada kasus koksidiosis. 
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BAB 2 TINJAUAN PUST AKA 

2.1 Tinjauan tentang £. tenella 

2.1.1 Morfologi E. tenella 

Koksidiosis adalah penyakit yang disebabkan oleh golongan protozoa 

dan tennasuk dalam genus Eimeria. Berdasarkan lokasi kerusakan yang 

ditimbulkan koksidiosis dapat dibagi atas dua bentuk yaitu koksidiosis sekum 

dan koksidiosis usus halus. Pada ayam telah ditemukan sembilan spesies 

Eimeria yaitu E. tenella. E. necalrix. E. maxima, E. brunelli. E. averculina. E. 

milis. E. mivati. E. praecox. dan E. hagani. Spcsies yang paling patogen pada 

unggas adalah E. tenella dan E. necatrix (Levine, 1995 ). 

Gambar 2.1 Morfologi ookista Eimeria sp.,(a) granula kutub, (b) dinding ookista 
luar, (c) dinding ookista dalam. (d) badan steida. (e) dinding 
sporokista, (I) sporozoit, dan (h) badan residu sporozoit. Sumber : 
Soulsby (1986). 

Ookista E. tenel/a berbentuk bulat, lebar dan memiliki ukuran yang 

bervariasi. dengan panjang sekitar 19.5-26 µm. lebar I 6.5-22.8 µm. dengan 

rata-rata panjang 22,6 µm dan lcbar 19,0 µm. Ookista memiliki dinding yang 

7 
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terdiri dari dua lapis yaitu sebelah dalam yang tersusun dari senyawa protein, 

sedangkan lapisan luar tersusun atas lemak ( Bowman. 2003 ). Ookista akan 

mcngalami sporulasi dalam waktu minimal 18 jam dalam suhu kamar dan 

kelembaban yang cukup (Conway and McKenzie, 2007). Ookista yang sudah 

berspora lcrdiri dari empal sporokista dan di dalam sporokista berisi dua 

sporozoit. Sporozoit tidak mempunyai mikrofil dan badan residu, tetapi 

mempunyai badan steida. Sporozoit berbentuk memanjang, salah satu u3ung 

membulat dan yang lain meruncing scpcrti bcntuk koma (Soulsby, 1986). 

Sporozoit yang dilepaskan oleh sporokista memiliki bentuk seperti koma 

dengan ukuran IO x 15 µm, bersifat transparan dan sitoplasma bergranul. 

Sporozoit mampu memendek dan memanjang dengan gerakan meluncur cepat 

dan mungkin berisi satu atau lebih gelembung jernih dari bahan protein 

(Levine, 1995). 

2.1.2 Siklus hidup E. tenella 

Perkembangan hidup £. tenella terdiri dari sporogoni. skizogoni dan 

gametogoni (Lillehoj and Trout, I 993). Sporogoni terjadi di luar tuhuh induk 

semang dan menghasilkan stadium infok'tit~ sementara skizogoni merupakan 

stadiwn aseksual dan gan1etogoni yang merupakan stadium seksual terjadi di 

dalam sel induk scmang yang spesifik (Levine, 1995). Sporogoni dimulai saal 

ookista yang sudah bersporulasi tertelan oleh ayam dan merupakan stadium 

infektif. Sporozoit akan tereksistasi di dalam usus karena rangsangan biokimia 

scperti adanya garam cmpedu, tripsin dan CO2. Gcrakan dari gizzard (tembolok) 
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_iuga membantu dalam memecahkan dinding ookista. Sporozoit masuk ke dalam 

induk semang melalui penetrasi villi atau permukaan epitel dari mukosa usus 

( Long, 1990 ). 

Gambar 2.2 Siklus hidup Eimeria tenella pada ayam. 

Satu sporozoit (I). masuk kedalam satu sel epitel usus (2). membulat. tumbuh dan 
menja<li sebuah merunt generasi pertama (3), merunt ini mempruduksi sc:jumlah 
hesar mcrozoit generasi pcrtama ( 4), kemudian melcpa~kan diri kcluar dari sci 
induk semang (5). mc:masuki sel-sel epitel usus yang baru (6). membulat, tumbuh 
dan mc:njadi meront generasi kedua (7,8), meront generasi kedua ini memproduksi 
sejumlah besar merozoit generasi kedua (9,10) kemudian melepaskan diri keluar 
dari sd induk sc:mang (11), beberapa diantaranya memasuki sel-sel epitel usus 
yang baru dari usus induk scmang dan mcmhulat mcnjadi mcront generasi ketiga 
(14). merozoit generasi ketiga (I 5), dan sebagian besar merozoit generasi kedua 
memasuki sel-sel epitel yang baru. Beberapa diantaranya menjadi makrogamon 
(I 6,17) dan setiap mikrogamon memproduksi sejumlah besar mikrogamet (I 8), 
lainnya berubah menja<li mikrogamet (19,20), makroganet dibuahi oleh 
mikrogamct dan mcnjadi zigot (21) yang membungkus dirinya scndiri dcngan 
dinding tebal disekelilingnya dan berubah menjadi ookista muda. Ookista ini 
keluar dengan memecah sel induk semang dan keluar hersama tinja (22), ookista 
tersebut kemudian mulai bersporulasi. Sporon mcmbuang badan kutub dan 
membentuk empat sporoblast (23), ma5ing-masing membentuk sebuah sporokista 
yang berisi dua sporozoit (24), bila ookista yang telah bersporulasi (24), ditclan 
oleh seekor a yam, sporozoit itu dibebaskan (I). Sumber : Levine (1995). 
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2.1.3 i'ato2enesis dan 2ejala klinis koksidiosis 

Patogenitas koksidiosis 1erjadi karena beberapa fakwr amara iain jumlah 

ookista yang termaka.11 old1 ayam, jenis Eimeriu, fakto1 lingkw1gan yang 

bcrpcngamh pada tingkat kctahanan ookista, umur ayam dan status nutrisi dala.11 

tubuh induk semang. Pcnular.:.tn kok.sidiosis secara per oral dapat terjadi mela!ui 

transmisi mehu1ik yang ditu!arkan me!alui kotoran yang terbawa oleh sepatu 

kemudian masuk ke dalam kandang, tangan atau pakaian pekerja kandang, vektor 

seperti lalat, kecoa. hewan peliharaan. kumbang. hewan pengerat. dan burung liar. 

serta debu di udara (Kennedy, 200 I). Koksidiosis bentuk sekum menyerang ayam 

muda dan yang paiing peka adalah umur 2-4 minggu. sedang umur 1-2 minggu 

relatif lebih resisten (Soulsby, 1986). 

Patogcncsa dimulai saat sporozoit kcluar dari ookista ya.,g tclah 

bersporu!asi da!am induk semang kemudian menembus lamina propna. 

Perkembangan skizon di I • .amma propria hingga membentuk merozoit 

menyehahkan kerusakan mukosa sehingga terjadi perdarahan. Hal ini tetjadi 

terutama saat perkembangan skizon generasi II yang telah matang pada hari 

keempat setelah infeksi dan kerusakan mukosa sekum yang disertai perdarahan 

menimbuikan ayam kekurangan darah. Pada hari ke-7 setelah infeksi, ayam yang 

bertahan h..idup dapat sembuh. ktapi pe1twnbuha11 akan terhambat dibandingka.n 

dcngan ayarn yang tidak tcrinfcksi E. trnella. Pada hari kc-8 sctclah infcksi, 

dinding sekum menebal, diikuti tahap regenerasi mukosa dan fibrosis 

(McDougald, 2003). 
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Kasus koksidiosis bervariasi mulai dari infeksi yang ringan sampai sedang. 

tidak tampak gejala klinis atau sub klinis. Infeksi dapat dideteksi melalui 

pcnurunan berat badan, konsumsi pakan, parameter darah dan histopatologi. 

Gt:iala klinik tampak ketik.a skizon generasi kedua membesar dan pecah serta 

mengeluarkan merozoil genernsi kedua. Skizon gern:rasi keJua pecah berukuran 

besar menyebabkan kerusakan pada epitel sekum. Secara klinis keadaan ini 

nampak dengan darah keluar bersama feses akibat kerusakan sekum (Levine. 

l 995). 

Gambar 2.3 Hemoragik sekum karena E. tenella. Sumber: Barnes et al. (1984). 

Gejala umum yang paling mudah terlihat adalah bercak darah pada feses 

ayam disertai dehidrasi dan gejala klinis semakin tampak pada hari ke-3 setelah 

infeksi antara lain ayarn tarnpak lcsn, pucat, ccndcrnng bcrgcrombol, nafsu makan 

dan minum menurw1 bahkan hilang sama sekali, bulu tarnpak kusut dan dik.otori 

Jarah leruta.ma bulu di sekitar k.loaka. Pada hari ke-4 semakin banyak darah yang 

tampak pada feses, dan jumlah darah dalam feses pa.ling banyak pada hari ke 5-6 

setelah infeksi. Pada hari ke 8-9 ayam akan mati atau dapat sembuh dari kondisi 

terse but (Kennedy, 200 I). 
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2.2 Tinjauan tanaman meniran (Phyllanthus niruri L) 

2.2.1 Kiasifikasi 

15 

Phyllw,;Jws r1iruri L diklasifikasikan ke dalain Killgdom Plai1tae, 

Division Spcrmatophyta, Subdivision Angiospcrmae, Class Dicotylac~ Order 

Euphorbia1es, Family Euphorbiaceae, Gt!nus Phyl!anthus Linn, Species 

Phyllanthus niruri Linn (Dhalimartha, 2006). 

2.2.2 Sinonim 

Di beberapa daerah di indonesia, meniran dikenal dengan nama oa·me 

tano, si dukw1g anak, baket ,ikolop (Sumatera), rm:niran ijo (Phyllunlhu~ niruri 

L), mcmcniran (Jawa), bolobungo, gosau madungi, gosau ma dungi roriha, 

bea!ang babiji (Ma!uku) (Kardinan, 2004). 

Beberapa nama asing antara lain zhen zhuo cao, hsieh hsia chu, ye xia zhu 

(Cina), chanca piedra, quebra pedra, kilahelli (India), child pick a back (lnggris), 

stone breaker. shaterrstone. chamber bitter. leaf flower, quinine weed (Amerika 

Selatan) dan arrebenta pedira (Brazil) (Dhaiimartha, 2006). 

2.2.3 Morfologi 

Meniran adaiah tanaman perdu, tumbuh tegak, tinggi 50 cm sampai satu 

m.:ler. bercabang ierpencar. Cabang mempunyai daun iunggal berseling dan 

tumbuh mendatar dai-i batai-1g pokok. Datai,g berwarna hijau pucat dai-1 hijau 

kemera...l-in11. Daun berbentuk bulat telur sai"Tlpai bulat memanjang, pa...1.jn11g daun 5 

min sainpai 10 nun, lebar 2,5 mm sampai 5 1nm, ujung bulat atau runcing da..11 
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permukaan bagian bawah berbintik-bimik. Bunga pohon meniran bersifat tunggal, 

dengan kelopak daun berbentuk bintang. dan rnahkota berwarna putih (Widayati. 

2008). 

Gambar 2.4 Tanaman meniran. Sumber: Imo (2008). 

Bunga keluar dari ketiak daun, bunga jantan terletak di bawah ketiak daun, 

berkwnpul 1-2 bw1ga, gagang bunga 0,5-1 nun, helaian mahkota bw1ga berbentuk 

bulal telur sampai bulat memanjang, tepi berwarna hijau muda, p~jang 1,25-2,5 

mm. Buab meniran berbentuk bulat, berwama hijau keunguan, bulat licin dan 

memiliki garis tengah 2- 2,5 mm. panjang gagang buah 1,2 -2 mm. Karakteristik 

daun meniran mcmiliki 15-24 helai anak daun, bagian tepi daun rata, pangkal 

daun mernbulat, benijung tumpul, dan pada bagian bawah tulang daun sering 

dijumpai buliran ke,.;il mengganlung. Biji berukuran ke1.:il, keras, berbentuk ginjal, 

dan berwarna coklat tua (Widayati, 2008). 

Ekologi penyebaran tumbuh tersebar harnpir di seluruh Indonesia pada 

kctinggian tempat antara 1 mm sampai I 000 rn dari pcrmukaan laut. Tumbuh liar 

di tempat terbuka, pada tanah gembur yang mengandung pasir, di ladang, di tepi 

sungai dan di pantai. Tanan1an ini menyebar luas hampir ke setiap daerah tropis 
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meningkatkan fagositosis. kemotaksis makrofag. kemotaksis neutrofil, 

peningkatan sel sitotoksik seperti sel NK dan aktifitas hemolisis komplemen, 

scdangkan terhadap respons imun spesifik pcmherian ckstrak P. niruri Linn 

meningkatkan proliferasi sel limfosit T, meningkatkan sekresi TNFu, IFNy, dan 

IL-4 serla menurunkan aktivilas sekresi IL-I 0. Pada imunitas hurnoral dapal 

meningkatkan produksi imunoglobulin M (IgM) serta imunoglobulin G (lgG) 

(Tjandrawinata et al .. 2005; Munasir, 2002). 

Mcnurut Dakpogan ( 2005 ), tanaman yang ban yak mengandung tan in 

ditemukan kandungan senyawa phenol. Uji in vitro dan in vivo menunjukkan 

bahwa senyawa phenol secara spesilik dapat digunakan llilluk rnenghambal 

perkembangan ookista £. tenella dengan merusak dinding sel parasit dari ookista 

E. tenella sehingga struktur sel menjadi terganggu. Phenol berinteraksi dengan 

membran sitoplasmik sehingga permeabilitas membran terhadap ion sepe1ii H+ 

dan K+ menjadi terganggu. Kehilangan ion akan menyebabkan pcmbentukan 

sci terganggu, gangguan kcscimbangan cairan osmosis, kcrusakan mcmbran, 

penghambatan sintesis ATP dan berakhir pada kematian sel (Cristaki el al., 

2004). 

2.3 Respons imun 

Imunitas (kekebalan) merupakan jawaban rcaksi tubuh terhadap bahan 

asmg sccara molekuler maupun sclulcr. Pada proses ini terjadi serangkaian 

mekanisme yang meliputi pengenalan, penempatan, netralisasi dan eliminasi 

bahan dari dalam tubuh (Rantam, 2003). Sistem imun hams mampu melawan 
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patogen intraseluler seperti virus. beberapa bakteri dan protozoa serta patogen 

ekstraseluler (Baratawidjaya. 2000). 

Immuniias tcrbagi menjadi dua yaitu innaie immunity (kckebalan 

bawaan/sistem 1mU11 tidak spesifik) dan adaptive immunity (kekebalan 

dapatan/sistcm imun spcsifik). Jnnatr immunity adalah sistcm imun tidak spcsifik 

yang merupakan barier terdepan pertahanan tubuh terhadap invasi penyakit. Agen 

eksternal seperti kulit. membran mukosa. soluble faktor seperti !isosom. 

komplemen, makrofag, granulosit dan sel NK (Hong et al.. 2006). 

Adaptive immunity merupakan hasil kekebalan dalam aktivitas antigen 

spesifik mekanisme efektor termasuk sel T. sel B, makrofag dan produksi sei 

memori. Sei memori menyediakan respons lebih cepat dan kuat ketika antigen 

yang sama ditemui w1tuk kedua kali. Sel dan jaringan be1tanggU11g jawab w1tnk 

kckcbalan tcrlctak di scluruh tubuh, di aliran darah, pada jaringan k.husus dan 

permuk.aan muk.osa. Ketika antigen dikena!i oleh sel imun baik innate immunity 

maupun adaptive immunity maka segera akan diak.tilkan (Hong et al.. 2006). 

Komponen sistem imun tidak spesifik antara lain pertahanan fisik. atau 

mekanik yang terdiri dari kulit. sel lendir. silia saluran pernafasan dan telinga_ 

lisozim (dalam keringat. ludah, air mata dan air susu). asam neuraminik (dalam air 

susu ibu ). asani hidroklorid ( dalam asani iambung). enzim proteoiiiik dan empedu 

{dalam usus halus), pH yang rendah di vagina, spenuin dalam spenna, bal1an yang 

dilcpas lcukosit, lisozim yang dilcpas makrofag, laktofcrin dan transfcrin (dalam 

serum). Pertahanan humoral terdiri atas berbagai bahan dalam sirkulasi antara lain 
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komplemen yang berperan dalam meningkatkan fagositosis (opsonisasi) dan 

mempemrndah destruksi bakteri dan parasit (Bratawidjaja, 2000). 

Pcrtahanan seluler yang berpcran antara lain fagosit yang tcrdiri dari sel 

mononuklear (monosit/makrofag), se1ta sel polimorfonuklear (granulosit) yang 

bcrasal dari sci asal hcmopoictik. Makrofag mcmpunyai bcbcrapa granul dan 

me!epaskan berbagai bahan antara lain lisozim, komp!emen, interferon, sitokin, 

Large Granular Lymphocyte (LGL), yang sebagian besar memmjukkan sifat sel 

NK dan antibody dependent cell (LGL), cytotoxicity (ADCC) dan cytotoxic T 

lvmphocvte (CTL) (Bratawidjaja. 2000). 

lmunitas spesifik terdiri dari sistem imun spesifik humorai yang berperan 

adaiah sci B yang berasal <lari sci asal multipoten bila sel B <lirangsang oleh benda 

a.sing, maka sel ak.an berproliferasi dan berkembang menjadi sel plasma yang 

mcmbcntuk antibodi. Fungsi utama antibodi adalah pcrtahanan tcrhadap infcksi 

ekstrase!uler virus, bakteri dan protozoa serta menetralisir toksin. Sistem imun 

spesifik selu!er yang berperan da!am sistem ini adalah sel T. Fungsi utama sel T 

adalah untuk pertahanan terhadap bakteri yang hidup intraseluler. virus, jamur, 

parasit dan keganasan (Bratawidjaja. 2000). 

2.3.1 Makrofag 

Sistem imunitas alami yang berperan melawan mikroba yang masuk 

rni::m:mbus t:pild ialah sislem iagosil. Sislt:m fagosil yang bt:rsirkulasi <lalam 

darah tcrdapat dua tipe, yaitu ncutrofil dan monosit. Ncutrofil bekcrja pada tempat 

yang terinfoksi dengan mengenal dan mencerna mikroba. Neutrofil (leukosit 
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po!ymorfonuklear) yang berjumlah 4000-10.000 per mm3 ialah jenis leukosit yang 

terhanyak di dalnm damh, Dalam respnn terhadap infeksi, prndnksi neutrnfil dari 

sumsum tulang meningkat cepat sampai 20.000 per mm3
• Produksi dari neutrofil 

dirangsang oleh sitokin, yaitu mediator yang ctiproduksi oh:h berbagai macam tipe 

sel sebagai respon terhadap infeksi. Neutrofil ialah tipe sel penama yang 

1111:respun infebi baik infeksi bakteri maupw1 fottgi ( Abbas el ul., 2007). 

Tipc scl kcdua dalam sistcm fagosit ialah monosit. rv1onosit bcrjumla,.½. 

500-1000 per mm3 lebih sedikit dibandingkan jumla.11 neutrofil. Monosit mencema 

mikroba dalarn darah dan jaringan. Monosit masuk ke dalarn Jarmgan 

ekstravaskuler dan dapat hertahan dalam waktu yang relatif lehih lama. Monosit 

akan berdiferensiasi menjadi makrofag di dalam jaringan. Monosit darah dan 

makrofag iaiah dua sci yang sejenis, kedua sel tersebut dinamakan sistem fagosit 

mononuklear. Neutrofil dan monosit bermigrasi ke tempai ekstravaskuler dari 

i11fek,;j dengan 111e11gikal nwlekul adlic::si enduld Jan rnemproduksi kemukitt 

untuk mcnghadapi mikroba. Jika mikroba infcktif mcncmbus cpitcl dan masuk 

Janngan subepitel, makrofag mengenal mikroba dan merespon dengan 

memproduksi protein ter!amt yaitu sitokin. Kedua sitokin itu ia!ah tumor necrosis 

factor (fNF) dan interleukin-I ( 11.-1 ) (Abbas et al., 2007). 

Makrofag berperan penting pada mekanisme kerja sistem imunitas. baik 

imunitas seluier maupun sistem imun humorai. Makrofag berperan baik pada 

respons imun seiuler aiamiah maupun respon imun seluler spesifik (Warren, 

1993 ). Makrofag nu:rupakan sd y,rng rdalif bt:sar d.:ngan diamder st:kilar 10-30 

µm, bcrgcrak dcngan cara aincboid, mcmbcrikan rcspon tcrhadap rangsa.,gan 
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kemotaksis tertentu (sitokin clan kompleks amigen-antibodi) dan mempunyat 

kemampuan fagositik untuk mencema mikroorganisme dan sel debris. Makrofag 

memiliki jangka waktu hidup yang lebih lama dan kcmampuan mencema material 

lebih banyak jenis. Makrofag juga dapat membatasi organisme (agen a ing) yang 

hi<lup, jika lubuh tidak mampu membunuh <lengan enzim lisosom (Efendi, 2003). 

Makrofag 

Sel Plasma I 
Gambar 2.5 Makrofag yang teraktivasi dhandai dengan ekspresi wama coklat tua 

pada sekum ayarn. Sumber : Caceci (2008). 

Makrofag pada jaringan yang mengalami radang berasal dari monosit 

darah yang telah bermigrasi keluar dari pembuluh darah dan mengalami akt:ivasi 

di dalam jaringan sehingga makrofag mcmpakan bagjan dari sistem fagosit 

mononuklear. Pada jaringan ikat makrofag tersebar secara difus, sedangk.an pada 

organ <lijumpai makrofag yang kbas seperti sel kupITer (hali), sel mikroglia (olak.) 

atau makrofag alveolus (paru) (Efendi. 2003). Aktivasi makrofag saat bermigrasi 

ke daerah yang mengalami peradangan diperlihatkan dalam bentuk ukuran yang 

bertambah besar, sintcsis protein, mobilitas, aktivitas fagositik dan kandungan 

enzim lisosom (Kusmardi et al., 2006). 
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Makrofag yang sudah teraktivasi siap untuk menjalankan proses 

fagositosis yang akan menghasilkan produk berupa protease asam dan protease 

netral. Protease asam dan protease nciral merupakan mcdiaror kerusakan jaringan 

pada peradangan, spesies oksigen reaktif yang berfw1gsi dalam proses fagositosis 

dan dcgradasi mikroba, mctabolit asam arakhidonat scpcrti prostaglandin dan 

!eukotrien (Kumar el al., 2000). 

Saat radang kro11ik, makrofag dapat berakumulasi dan berpro!iferasi di 

tempat peradangan. Limfosit yang tcraktivasi akan mengeluarkan IFNy yang akan 

mengaktivasi makrofag. Makrofag yang teraktivasi selain bekerja memfagositosis 

penyebab radang dan mengeluarkan mediator lain, juga akan mengeluarkan iL-1 

<lan TNF. Pengeluanm lL-1 dan TNF akan mengakiivasi limfosit. sehingga 

membentuk suatu timbal balik autara makrofag dan limfosit yang menyebabkan 

makrofag akan bcrtambah banyak di jaringan da., mcnycbabkan tcrbcntuknya 

fokus radang (Under.vood, 1999). 

2.3.2 Limfosit 

Limfosit memiliki ukuran iebih kecil dibandingkan sel polimorfonukiear 

(PMN ). Limfo,il Ji<lomina.si Jenga.i1 inti ya.i1g bulal, mi:ngau<lung krornalin yang 

padat dcngan sitoplasma scdikit. Limfosit dibcntuk dalam limfonodus dan 

kadang-kadang dalam folikel limfoit (Dellmann and Brown, 1992). Fungsi utama 

limfosit yaitu melepaskan antibodi dan meniiliki umur berkisar 4-5 hari. Limfosit 

terdiri atas limfosit A (sel plasma) yang hertanggung _jawah dalam kekehalan 

humoral dan limfosit T yang berperan dalam proses kekebalan seluler. Limfosit T 
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dan limfosit B sangat berperan dalam kekebalan spesifik. Limfosit T dan limfosit 

B bermigrasi ke tempat radang dengan menggunakan beberapa pasangan molekui 

adhesi dan kemokin yang scrupa dengan molekul yang merekrut monosit 

(Sudiono dkk., 2003). 

Limfosit dimobilisasi pada kcadaan sctiap ada nm.gsang imun spcsifik 

(infeksi) dan peradangan yang diperantarai non imun (infark atau trauma 

jaringan). i\ktivasi limfosit memi!iki hubungan dengan aktivasi makrofag 

sehingga terjadi fokus radang akibat proliferasi dan akumulasi makrofag di tempat 

cedera. Se! plasma merupakan produk akhir dari aktivasi sel limfosit-B yang 

mengalami diferensiasi akhir. Sei plasma dapat menghasiikan antibodi yang 

<liarahkan untuk melawan antigen di iempat ra<lang alau meiawan komponen 

jaringan yang berubah (Kwnar d al., 2000; Underwood, 1999). 

2.3.3 l<'agositosis 

Fagositosis merupakan proses penelanan yang dilanjutkan dengan 

pencemaan sduler lerha<lap bahan asing yang masuk ke <lalam tubuh dengan 

maksud mengganggu sistem homeostasis tubuh. Proses fagositosis secara ga.iis 

besar dapat dibedaka., dalam 3 tahap yaitu pengenalan clan pengikatan baha., 

asing, pene!anan (ingestion) dan pencernaan. Fagositosis sebagian besar 

diperankan oleh makrofag karena kcmampuan fagositosis makrofag ja1.1h lebih 

kuat dibandingkan dengan sel fagosit yang yang lain. Membran makrofag akan 

menutup setelah menelan bahan asing, lalu partikel tersebut digerakkan ke dalam 

sitopiasma sei dan terbentuk vakuoi fagosit (Abbas et al., 2007). 
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Lisosom adalah kantung dengan enz1m, bersatu dengan fagosom 

membentuk fagolisosom. Pada keadaan ini dimulai proses pencemaan intraseluler 

dan pembcntukan zat baktcrisidal, jika lisosom gaga! mencrima bahan a,ing yang 

masuk ke dalam tubuh. Saal makrofag jaringan terpapar rangsangan antigen yang 

sesuai, makrofag akan melepaskan diri dari jaringan dan bereaksi terhadap antigen 

dengan memproduksi sitokin proinflamasi untuk reaksi inflamasi (Abbas et al., 

2007). 

2.4 Respons Imun terhatlap Koksitliosis 

Siklus hidup Eimeria terdiri tahap intrascluler, aseksual dan seksual 

sehingga respons imun Eimeria kompleks dan melibatkan banyak aspek imunitas 

tidak spesifik dan spcsifik yang meliputi mekanismc rcspons imun humoral dan 

seluler. Ayam dapat bertahan hidup pada infeksi awal karena resistensi terhadap 

infeksi dan perkembangan imunitas yang protektif berlangsung selama beberapa 

bulan (Lilleh~j and Lillehoj, 2000). Hal terpenting dalam siklus hidup Eimeria 

yang berkaitan dengan imunitas induk semang adalah fase penetrasi dalam 

intraselular untuk perkembangbiakan, waktu yang singkat untuk siklus infeksi 

(selama penetra,i tersebut sistem imunitas kurang memberi respon yg baik) dan 

level dari imunitas induk semang masih rendah dengan paparan agen infeksi 

sebagai pemicu sistem kekebalan induk semang yg masih sedikit (Liliehoj and 

Lillehoj, 2000). 

Koksidiosis sering terjadi terutama pada unggas muda, tetapi juga dapat 

tcrjadi pada ayam tua yang rcntan. Scmua jcnis burung, unggas hcwan mamalia 
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dapat terinteksi koksidiosis. lnteksi antar spesies (induk semangl tidak terjadi, 

sebab koksidiosis adalah khusus untuk spesies tertentu (Sanderson and Waiker, 

1997). 

Ayam yang sembuh mempw1yai sedikit irnunitas tetapi wnur irnwlitas ini 

pcndck, kccuali kalau ayam tcrscbut sclalu bcrhubungan dcngan koksidia. 

lmunitas terhadap koksidiosis bersifat !okal yang ditunjukkan dengan antibodi 

pada mukosa sekum. lmunitas ini kJmsus untuk spesies tertentu berarti imuPitas 

terhadap satu spesies koksidia tidak melindungi terhadap serangan koksidia 

spesies lain (Girard et al., 1997). 

Paiing sedikit ada 3 jenis kekebaian terhadap E. tene/la, ayam mungkin 

kebai secara Lota! iehadap parasii, dimana para.sit tidak mampu berkembang biak 

di dalam tubuh i.nduk semang. Ayam mw1gki.n kebal pada derajat tertentu di.rnana 

ookista mampu mcnyclcsaikan siklus hidup, tctapi tidak tcrjadi lcsi di sckum. 

Ayam mungkin tidal,; menunjukkan geja!a klinis dari penyakit ini tetapi terjadi 

menimbulkan lesi (Long, 1990). 

lnfeksi protozoa dapat merangsang tanggap kebal humoral dan tanggap 

kebal berperantara sel. Secara umum antibodi membantu mengontrol jumlah 

para.sit yang terdapat secara bebas dalam aliran darah dan cairan jaringan, 

sedangk.an tanggap kebal berperantara sel diarahkan ierutama ierhadap para.sit 

yang intraseluler (Tizard, 1996). 

Bcrdasnrkan pcrcobaa., yang dilakuka., Long (1990) mcnunjukkan bahwa 

burung yang diinokulasi dengan 400 ookista infektif dapat memberikan perbedaan 

pada nilai perlukaan sekum dan resistensi bi!a dib~nding dengan kontro!. Nilai 
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ketahanan terhadap inleksi koksidiosis diukur berdasarkan pertambahan berat 

badan, niiai perlukaan sekum, tingkat produksi ookista per gram feses pada 7 hari 

pasca infeksi. 

Menwut Jordan ( 1990), infeksi £. tend/a dapat menginduksi kekebalan. 

Mckanismc kckcbala.-i bclum scpcnuhnya dikctahui tctapi rcspons kckcbala.-i 

berperantara sel memegang peranan penting. Sekresi lgA dapat juga berperan 

dalam kekebalan. tetapi antibodi dalam sirkulasi walauptm dproduksi sebagai 

respon terhadap infeksi, kemungkinan hanya memiliki peran yang kecil. Menurut 

Hyde (1990). respons terhadap benda asing secara cepat dilakukan oleh sel fagosit 

dari sistem kekebalan tidak spesifik yaitu makrofag dan neutrofii. Sei tersebut 

akan memfagosit benda asing dan menghancurkannya. kemudian diikuti akiivitas 

yang lebih kompleks yaitu respons yang diperantai molekul antibodi basil sekresi 

limfosit B {tm1ggap kcbal humoral) dan tanggap kcbal yang dipcrantarai olch 

limfosit T (tanggap kebal berperantara sel) (Hyde, 1990). 

Berbagai bentuk rangsangan (misa! agen infeksi. !imfokin) menyebabkan 

makrofag bergerak menuju pusat rangsangan melalui kemotaksis untuk 

berkumpul dan melaksanakan tugas. Makrofag menangkap benda asing dengan 

cara fagositosis (Deiimann and Brown, i 992J. Meskipun semua makrofag 

memfagosit antigen. hanya beberapa yang mempunyai kemampuan mengoiah 

antigen sehingga dapat merangsang sel B. Makrofag meningkatkan ke~ja sel T 

dcngan mcngcluarkan sitokin yuitu interleukin-I (Tizurd, 1996). 
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2.5 Obat Herbal 

Indonesia merupakan negara yang memiliki banyak keanekaragaman 

hayati. Terdapat sekitar 30.000 jenis (spesies) yang telah diidentifikasi dan 950 

spesies diantaranya diketahui merniliki fungsi biofarrnaka yaitu tumbuhan, hewan. 

maupun mikroba yang memiliki potensi sebagai obat dan makanan yang baik 

untuk manusia, hewan maupw1 tanaman. Jenis produk obat bahan aJam 

dikategorikan menjadi 3 antara lain obat tradisionaJ Gamu), obat herbal terstanda.r 

dan fitofarmaka (Badan POM, 2005). 

Gambar 2.6 Logo obat tradisional. Sumber : Badan POM (2004). 

Obat tradisional atau jamu adalah bahan atau ramuan bahan yang berupa 

bahan tumbuhan, bahan hewan, bahan mineral, sediaan sarian atau galenik. atau 

campuran dari bahan tersebut, yang seca.ra tu.run menu.run telah digunakan untuk 

pengobatan berdasarkan pengalaman. Obat tradisional tersedia daJam berbagai 

bentuk yang dapat diminum (bubuk, kapsul, tablet), ditempelkan pada permukaan 

kulit atau muk.osa (suppositoria), tetapi tidak daJam bentuk. obat suntik atau gas. 

SaJah satu contoh obat tradisional antara lain beras kencur, kunyit asam, 

temulawak dan brotowali (Badan POM, 2005). Logo obat tradisional dapat dilihat 

pada Gambar 2.6. 
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Obat herbal terstandar adalah sediaan obat bahan alam yang telah 

dibuktikan keamanan dan khasiatnya secara ilmiah dengan uji praklinik dan bahan 

bakunya telah distandarisasi. Bcberapa contoh obat yang termasuk dalam obat 

herbal terstandar antara lain diapet, irex-Max, kiranti pegel linu, kiranti sehat 

datang bulan (Badan POM, 2005). Logo obal traclisional dapat dilihat pada 

Gambar2.7. 

Gambar 2.7 Logo obat herbal terstandar. Sumber: Badan POM (2004). 

Fitofarmaka adalah sediaan obat bahan alam yang telah dibuktikan k.hasiat 

dan keamanan secara ilmiah dengan uji praklinik dan uji klinik. bahan baku dan 

produk jadinya tclah distandarisasi. Uji klinik yang dilakukan mcliputi : uji 

toksisitas, uji eksperimental pada hewan, uji klinik fitofarmaka pada manusia 

dengan tahapan pada manusia sehat dan pada manusia dengan penyakit terkait. 

Stimuno yang memiliki kandungan ekstrak Phyllanthus niruri L. 50 mg 

merupakan salah satu kelompok obat fitofarmaka (Badan POM, 2005). Logo dari 

obat tradisional dapat dilihat pada Gambar 2.8. 
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Gambar 2.8 Logo Fitofarmaka. Sumbcr : Badan POM (2004). 
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BAB 3 KERANGKA KONSEPTUAL PENELITIAN 

3.1 Kerangka Konseptual Penelitian 
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Pada hewan yang terserang koksidiosis yang cukup parah. sistem 

kekebalan humoral dan seiuler secara aktif berperan dalan1 menghasiikan reaksi 

imunitas. Respons imun tubuh terhadap antigen pertama kaii dikenali oieh 

makn:,fag (innate imur1ity). Antigen akan difagosit oleh makrofag yang juga 

bcrpcran scbagai Antigen Precenting Cell (APC) dan dipresentasikan. bcrsama 

~1HC class II. i\1akrofag juga rnemprcduksi beberapa interleu..l,;.in (IL) untuk 

menstimu!asi sel T yaitu IL-! merangsang pertumbu.l-ia..11 se! Th, da..11 IL-12 sebagai 

faktor deferensiasi sel Th. Terjadi ikatan antara APC: dengan T-C:ell Receptnr 

{TCR) pada permukaan sel T helper (CD4+). Deferensiasi pada sel Th menjadi 

Th2 karena banyak berperan terhadap antigen ektraseluler dan membantu respons 

sel B terhadap antigen spesifik. Sei Th mengasilkan IL-2 untuk proiiferasi sel T 

itu sendili. Sel T berdeferensiasi menjadi sel Th I dan sel Th2. Sel Thl berperan 

tcrhadap antigen intrasclulcr dan mampu mcnghasilkan IF1-~y. Scl Tl12 memiliki 

Puran turh~,1-,p anti" ""ll uks•ras .. ]u]ur Se] Th'") mumnrod,.1, 0 ; TT -4 IL-f..o "n'uk ..,.. I ._,,_. UU.U. J. t, f,"-' ...,, , ,_ ,_.., V • ,,_ ""'''J-'~'- u.n . ._~._ 1.LJ ' .... .,_ 

menstimu!asi se! B agar bisa menghasilkan imunoglobu!in. IL4 berfu.rigsi sebagai 

grmvthfactnr sel R (Kresno, 2010). 

Zat kimia utama yang terkandung dalam meniran antara lain flavanoid dan 

tannin. Fungsi llavonoid sebagai imunnomodulator yang berperan untuk 

meningkatkan sistem imun dan memperbaiki fungsi sistem imun yang terganggu, 

menghambat perkembangan parasit dengan bertindak sebagai inhibitor enzim 

dcnga...-i cara mcnghambat produksi cncrgi dan asam nuklcat atau protein scrta 

dapat menun.mkan permiabilitas kapiler darah. sehingga kerusakan kapiler dara.11 

dapat dicegah atau dapat diperbaiki. Ta.TJin bersifat sebagai astringent berfungsi 
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merapatkan dan menciutkan sel terluar usus dan mempresipitasi protein usus 

sccara reversi be!, sehingga meringankan di are dengan memperkecil selaput lendir 

usus (Mathivanan et al., 2006; Tjay dan Raharja, 2002). 

Pemberian ekstrak P. niruri Linn man1pu meningkatkan makrofag dan 

proliferasi sel limfosit T yang merupakan penggerak utama dalani sistem 

pertahanan tubuh melawan penyakit selain itu pemberian secara peroral juga dapat 

meningkatkan aktivitas dan fungsi beberapa komponen sistem imun baik yang 

tcrgolong dalam imunitas humoral dan selulcr (Munasir, 2002). 

Tumor Necrosis Factor (TNF) diproduksi oleh berbagai jenis sel te1masuk 

makrofag, sel T, B, NK, astrosit dan KupPfer. Makrofag mensek.resi beberapa 

sitokin, yang dapat mempengaruhi pertumbuhan dan aktivitas tipe sel yang lain. 

Makrofag bcrpengaruh terhadap respon limfosit dengan 2 cara. Pertama, makrofag 

yang teraktivasi mensek.resi peptide yang sangat penting dalam pengaturan 

respons imun seperti TNF dan IL-! yang mengontrol fungsi proliferasi, 

deferensiasi, dan efektor dari limfosit. Kedua, makrofag yang teraktivasi juga 

berpengaruh terhadap Antigen Presenting Cells (APC), yaitu sel yang memproses 

dan menghancurkan substansi asing yang dapat direspon oleh limfosit. Pada 

akhimya, diharapkan dengan makrofag yang teraktivasi dapat menurunkan 

produksi dari skizon sehingga dapat untuk menanggulangi kasus koksidosis. 

3.2 Hipotesis 

Berdasarkan rumusan masalall maka dapat diajukan suatu hipotesis yaitu : 

I. Pemberian meniran (P. niruri Linn) dapat meningkatkan jumlall makrofag 

yang tcraktivasi pada sekum ayam yang diinfeksi E. tenella. 
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2. Pemberian meniran (P. niruri Linn) dapat menurnnkan jumlah skizon pada 

sekum ayam yang diinfeksi E. tenella. 

3. Adanya koreiasi antara jumiah makrofag yang teraktivasi dengan jumiah 

skizon pada sekwn ayam yang diinfeksi E. ienella. 
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MATERI DAN METODE PENELITIAN 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS EFEK MENIRAN (Phyllanthus niruri L)... ANITA TRI P.



BAB 4 METODE PENELITIAN 

Penelitian ini termasuk jenis penelitian eksperimental laboratoris. 

Rancangan penelitian menggunakan rancangan acak lengkap dengan lima 

kelompok perlakuan. 

4.1 Tempat dan waktu penelitian 

Tempat penelitian untuk pemeliharaan ayam dan melakukan perlakuan di 

kandang hewan coba FKH Universitas Airlangga Surabaya. Laboratorium 

Parasitologi Fakultas Kcdoktcran Hcwan Univcrsitas Airlangga dan Laboratorium 

Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga untuk pemeriksaan 

imunohistopatulogi Jan hislopatologi. Waklu penelilian Jimulai bulan September 

2011 sampai Juni 2012. 

4.2 Variabel Penelitian 

4.2.1 Variabel Bebas 

V ariabcl be bas pada penelitian 1m adalah dosis memran (P. niruri 

Linn). 

4.2.2 Variabel Tergantung 

Variabel tergantung pada penelitian ini adalah jun1lah makrofag yang 

teraktivasi Jan jumlah skizon pada sekum ayam yang Jiiinfeksi E. 

renella. 

4.2.3 Variable kcndali 

Variabel kendali pada penelitian ini adalah metode pemelibaraan ayam, 

pakan ayam, metode pemeriksaan, sanitasi kandang dan alat yang 

Jigunakan untuk pendilian. 
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4.3 Materi penelitian 

4.3.1 Alat penelitian 
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Petalalan yang Jigunakan dalam pt:nditian iui anlara lain alal limbangan 

digital, mikroskop~ hcmositometer. cover glass. o~/ect glass, pipet Pasteur, gclas 

ukur, disposable spuit, pot plastik. gunting bedah, pinset, skapcl, mikroskop 

Olyn1pus CX21, kan1era digita1,.fi·ezeer, microspuil iry·ektor. 

4.3.2 Bahan pcnelitian 

Bahan yang digunakan dalam pcnclitian ini adalah ayam broiler. pakan 

ayam, ek~trak rr:cniran (Phyllanthu.•,; niruri L) dengan merk dagang STIJ\1lTNO't 

Forte dan dalam setiap kapsu! rnengandung ekstrak terstandar I'hy!!anthus niruri 

50 mg, meniran yang digunakan dengan dos is 12,25 mg, 14. 7 mg. dan 24.5 mg, 

aquadest. ookista E. renel!a. Bahan-bahan untuk membuat preparat histologis 

antara lain buffer formalin, aikohoi 70%. 80%. 95%. 96%. l 00%, xyiol, parafin, 

pewarnaan HE. alcohol acide. amoniak dan bahan imunohisrokimia dengan 

Antichicken TNF-a arilibodi VEUI (Fl41) pAb merek hiuwur/J. 

4.3.3 Sampel dan besar sampel 

Sampel yang digunakan dalam pcneliiian ini adaiah a yarn broiier ( Gallus 

gullus domesticw,J strain CP 707 produksi Charoen Pokphand sebanyak 25 ekor 

yang bcrurnur satu hari (DOC) yang dipclihara dalam kandang starter dan sctcla,'i 

berun1ur Jua n1inggu dipindah dalarn kandang batt:rai. Ayan1 tersebut diheri pakan 

yang tidak mengandung koksidiostat. Pakan dan rninum diberikan secara ad 

/ihitum. Besar sampel yang digunakan untuk setiap kelompok perlakuan adalah 5 

ekor. 
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4.4 l'rosedur pcnelitian 

4.4.1 Persiapan hewan percobaan 

Hcwan pcrcobaa11 yang digunakan dalam pt!ndilian ini adaiah ayarn 

broiler scjumlah 25 ckor umur 24 hari. Untuk pcrlakuan yang ditctapkan 

berdasarkan rumu:s F~derer, yaitu : (l-1) {n-1) > 15, dimana n = banyaknya 

ulangan, t = banyaknya perlakuan (Kusriningrnm, 2008). Isola! ookista E. trnel!a 

diamhil dari persediaan Lahoratorium Parasitologi yang akan diinfeksikan pada 

ayam. 

4.4.2 Pembagian ke!ompok perlakuan 

Dcsinfrksi k~ndang dilakukan I mmggu scbclum hcwan coba datang 

dengan menggunakan Rodallon dengan dosis 5 ml dalam IO liter air. Kandang 

yang digunakan adalah kandang jenis baterai. Kandang baterai tersebut dibagi 

menjadi lima kelompok. 

Pemberian pakan discsuaikan dcngan Standar Gaiur Broiler dcngan 

pernberian pakan pagi Jan sore. Pemberian o;;kstrak meniran dilakukan selama 

cnam hari dan dibcrikan pada pagi hari. Dosis ekstrak mcnira., yang digunakan 

·»11•,lra lai11 ] / '" 'll" 14 7 "l" d0 •1 74' •1·1g per-l1a•; )'gno u~ilwr'1k0 •1 -~ca,o l'er-.:..u .... • • ...., .... .., • t:,, , I •• t> ..... ,_ ,.., • • • • ..... .. b •• ,_. ....... ......... ..... , 

oral dcngan earn dimasukkan kc dalam mulut. 

Pada penelitian ini dilakukan pembagian menjadi lima kelompok dari 25 

ekor ayam dengan masing-masing kelornpok berisi 5 ekor ayam. Ayam yang 

sudah diheri perlakuan akan dilakukan pengarnhilan data antara lain, koieksi 

sckum ayarn. 
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4.4.3 Koleksi organ 

Ayam yang telah diberi perlakuan meniran selama enam hari disembelih 

untuk mendapatkan koleksi sekum. Bagian sekum dipotong I cm dari pangkal 

sckum dan sckum dilmka sccara pcrlahan dcngan pinsct. Sckum dibcrsihkan dari 

kolornn yang menempel dengan aquadest. Potongan sekum dilelakkan di atas 

polongan kecil kertas lalu dijepret keempat sisi sekwn dan dimasukkan ke dalam 

buffer fonnalin untuk mencegah degenerasi dan mempermudah pemotongan 

dalam pembuatan preparat histopatologi maupun imunohistokimia 

4.5 Perhitungan jumlah makrofag yang teraktivasi 

Pcngamatan secara mikroskopis dari preparat imunohistokimia dimjukan 

pada banyaknya jumlah makrofag yang tcraktivasi sctclah dicksprcsikan tcrhadap 

antihodi TL 1 a, yang ditandai dengan ekspresi warna coklat tua pada sitoplasma. 

Data yang didapat merupakan data kuantitatif yang ditentukan dengan cara 

menghitung jumlah total sel immunoreaktif yang ditemukan pada IO lapangan 

pandang (LP) yang berbeda dengan pembesaran IOOOx (Fuchs and Auer. 2010). 

Cara pemhuatan preparat imunohistokimia dapat dilihat pada Lampiran 6. 

4.6 Perhitungan jumlah skizon pada sekum ayam 

Preparat hisiopatologi jumlah skizon diamati dengan menggunakan 

mikroskop binokuler (OLYMPUS® DP12 Microscope Digital Camera System). 

Pcmcriksaan ini dimaksudkan untuk mcnghitung jumlah skizon pada mukosa 

sekum ayam yang terinleksi Eimer/a. Data yang didapat merupakan data 

kuanlilalif yang dilenlukan dengan cara menghitung jumlah Iola! skizon yang 
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ditemukan pada 10 lapangan pandang (LP) yang berbeda dengan pembesaran 

I OOOx (Fuchs and Auer. 20 I 0). 

4. 7 Analisis Data 

Data jumlah makrofag yang teraktivasi dan jumlah skizon yang diperoleh 

dianalisis dengan /\nova (Analisis of Variant). Jika terdapat perbedaan yang 

signifikan (p < 0,05), uji statistik dilanjutkan dcngan Duncan (Kusriningrum, 

2008). Analisis data pada penelitian ini menggunakan fasilitas program SPSS (18) 

.fur Windows 2000, kemudian dilakukan uji kordasi untuk mengelahui hubungan 

antara kedua variabel tersebut. 

4.8 Skema Penelitian 

Jumlah makrofag dan jumlah skizon akibat dari pemberian memran 

masing-masing pcrlakuan tcrdiri atas lima ulangan, sehingga banyak satuan 

pcrcobaan dalam pcnelitian ini adalah 25 satuan pcrcobaan, scperti pada Gambar 

4.1. 

Perlakuan kelompok PO merupakan kontrol negatif tanpa diinfeksi 

dengan ook.ista E. tenella dan tanpa diberi ekstrak P. niruri Linn, kelompok Pl 

yaitu kontrol positif diinfeksi ookista E. tene/la. kelompok P2 merupakan 

kelompok yang diinfeksi ookista lo. tenella lalu diberi ekstrak P. niruri Linn 

12,25 mg/ml, kelompok 1'3 mempakan kelompok yang diinfeksi dengan ookista 

E. tenella lalu diberi ekstrak P. niruri Linn 14,7 mg/ ml, serta kelompok P4 yang 

diinfeksi ook.isla E. tenella lalu diberi ekstrak P. niruri Linn 24.5 mg/ml. 
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DOC 

Pemeliharaan 

Ayam Umur 24 hari 

i i l 
PO Pl P2 P3 P4 

5 ekor 5 ekor 5 ekor 5 ekor 5 ekor 

i . i 

Ookista Eimeria tenclla 

I hari setelah diinfeksi ookista E.tenella 
peroral 

. • • • 
PO (K-) Pl (K+) P2 + Phyllanthus P3 + Phyllanthus P4 + Phyilanthus 

-i- aquadest 12,25 mg 14,7 mg 24,5 mg 

i i i i 
Perlakuan selama 6 hari 

• 
Koleksi Organ Sekum 

i i 
aktivitas makrofag jumlah skizon secara 

secara imunohistokimia histopatologi 

.__J\_n_a_1i_·sa_D_a_t_a_...,I / 

Gambar 4.1 Skema prosedur pene!itian 
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BAB 5 HASIL PENELITIAN 

Berdasarkan hasil pengamatan secara mikroskopis didapatkan analisis data 

efek pemberian meniran (Phyllanthus niruri Linn) terhadap jumlah makrofag 

yang teraktivasi dan jumlah skizon pada sekum ayam yang terinfeksi Eimeria 

tenella adalah sebagai berikut : 

5.1 Jumlah makrofag yang teraktivasi pada sekum ayam 

Hasil pembuatan preparat imunohistokimia menunjukkan adanya 

makrofag yang teraktivasi setelah diekspresikan terhadap antibodi TL I a yang 

ditandai dengan ekspresi wama coklat tua pada sitoplasma. Makrofag pada setiap 

sampel dinilai secara kuantitatif yang ditentukan dengan cara menghitung jumlah 

total sel immunoreaktif yang ditemukan pada IO lapangan pandang (LP) yang 

berbeda dengan pembesaran IOOOx (Fuchs and Auer, 2010). Rerata dan 

simpangan baku jumlah makrofag yang teraktivasi dapat dilihat pada Tabel 5.1. 

Tabel 5.1 Rerata dan simpangan bakujumlah makrofag. 

Perlakuan 

PO (Kontrol negatif) 

Pl (Diinfeksi E. tene/la) 

P2 (E. tenella + Phyllanthus 12,25 mg) 

P3 (E. tenella + Phyllanthus 14,7 mg) 

P4 (E. tene/la + Phyllanthus 24,5 mg) 

Jumlah makrofag (i ± SD) 

5,8" ± 1,789 

8,0"± 1,871 

14,i ± 2,588 

15,8bc± 3,347 

19< ± 3,317 

a,b,c Superskrip berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang 
nyata (p<0,05). 
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Berdasarkan Tabel 5.1 data makrofag yang teraktivasi dari sekum ayam 

pedaging pasca pemberian perlakuan dianalisis dengan uji Anova yang 

dilanjutkan dengan uji jarak berganda Duncan (Duncan 's multiple range test). 

Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa terdapat perbedaan nyata pada 

makrofag yang teraktivasi di antara perlakuan setelah diinfeksi dengan E. tenella 

dan diberi terapi ekstrak meniran. Pada analisis statistik menunjuk.kan bahwa 

pemberian ekstrak meniran secara signifikan dapat meningkatkan jumlah 

makrofag yang dapat dilihat pada Lampiran I dan 2. 

25 
Q * C/j 

I 
NS 

+I 
o• 20 

I I ~ NS ,.,_ 
I e 

;:I. 15 i,s NS 5 I 't ,,. 
10 --~ 

5 -.., 5 .... 
~ .... 
~ 
t 
IX 0 

PO Pl P2 P3 Pl! 

PwJnJrnnn 

Gambar 5. l Hasil pengamatan jumlah makrofag. PO (Kontrol negatif), Pl (Ayam 
yang diinfeksi E. tenella), P2 (Diinfeksi E. tenella + Phyllanthus 
12,25 mg), P3 (Diinfeksi £. tenella + Phyllanthus 14,7 mg), P4 
(Diinfeksi £. tenella + Phyllanthus 24,5 mg), NS : Tidak berbeda 
nyata, * : Berbeda nyata. 
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Pada Gambar 5.1 di atas diketahui bahwa kelompok PO yaitu kelompok 

yang tidak diinfeksi E. tenella dan tidak diterapi meniran menunjukkan jumlah 

makrofag yang teraktivasi rendah dan tidak menunjukkan perbedaan yang nyata 

terhadap kelompok Pl. Kelompok Pl merupakan kelompok ayam yang diinfeksi 

E. tenella tanpa diterapi meniran menunjukkan perbedaan yang nyata terhadap 

kelompok P2. Pada perlakuan kelompok P2 (diinfeksi E. tenella lalu diberi 

ekstrak P. niruri Linn 12,25 mg/ml) tidak menunjukkan perbedaan yang nyata 

terhadap kelompok P3. 

Jumlah tertinggi dari makrofag yang teraktivasi sebesar (19±3,31723) 

didapatkan pada kelompok P4 ayam yang diinfeksi E. tenella lalu diterapi meniran 

dengan dosis 24,5 mg/ml. Kelompok P4 menunjukkan perbedaan yang nyata 

dengan kelompok P2 (14,2±2,588). Kelompok P4 (19±3,31723) tidak 

menunjukkan perbedaan nyata dengan kelompok P3 (15,8±3,347). Hal ini dapat 

disimpulkan bahwa kelompok PO tidak menunjukkan perbedaan nyata (p>O,O5) 

dengan kelompok Pl, kelompok P2 tidak menunjukkan perbedaan yang nyata 

(p>O,O5) dengan kelompok P3, kelompok P3 tidak menunjukkan perbedaan nyata 

(p>O,O5) dengan kelompok P4, sedangkan kelompok P4 menunjukkan perbedaan 

nyata (p<O,O5) dengan PO, Pl dan P2. 

Pada Gambar 5.2 terlihat perbedaan jumlah makrofag yang teraktivasi di 

mukosa sekum pada semua perlakuan yaitu PO, Pl, P2, P3, dan P4. Nampak 

jumlah makrofag yang teraktivasi oleh antibodi TLla tertinggi ditemukan pada 

kelompok perlakuan P4. Makrofag yang teraktivasi ditandai dengan ekspresi 

warna coklat tua pada sitoplasma (panah). 
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Gambar 5.2 Imunohistokimia sekum. PO (kontrol negatit), Pl (Ayam yang 
diinfeksi E. tenella), P2 (Ayam yang diinfeksi E. tenella+ 
Phyllanthus 12,25 mg), P3 (Ayam yang diinfeksi E. tenella + 
Phyllanthus 14,7 mg), P4 (Ayam yang diinfeksi E. tenella + 
Phyllanthus 24,5 mg) (pembesaran I OOOx). 

Makrofag yang teralcti vasi 
_,. Makrofag yang tidak teraktivasi 
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5.2 Jumlah skizon pada sekum ayam 

Hasil analisis statistik jumlah skizon pada sekum ayam pedaging pasca 

perlakuan pemberian meniran dapat dilihat pada Lampiran I dan 2. Berdasarkan 

basil analisis statistik dengan Uji Anova yang dilanjutkan dengan uji jarak 

berganda Duncan (Duncan's multiple range test) menunjukkan bahwa pemberian 

ekstrak meniran mengakibatkan perbedaan yang nyata terhadap jumlah skizon 

pada sekum ayam yang diinfeksi E. tenella, 

Tabel 5.2 Rerata dan simpangan bakujumlah skizon. 

Perlakuan 

PO (Kontrol negatit) 

Pl '(Diinfeksi E. tenella) 

P2 (E. tenella + Phyllanthus 12,25 mg) 

P3 (E. tenella + Phyllanthus 14,7 mg) 

P4 (E. tenella + Phyllanthus 24,5 mg) 

Jumlah skizon (i ± SD) 

0 a± 0,00 

63,2c± 22,742 

38,0b ± 25,06 

31,2b ± 13,971 

4,4 "± 4,336 

a,b,c Superskrip berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang 
nyata (p<0,05). 

Pada Tabel 5.2 diketahui bahwa kelompk Pl yaitu kelompok yang 

diinfeksi E. tenella menunjukkan rerata jumlah skizon tertinggi yaitu sebesar 

(63,2±22,742). Kelompok P2 (38,0±25,06) menunjukkan perbedaan yang tidak 

nyata dengan kelompok P3 (31,2±13,971). Jumlah skizon terendah didapatkan 

pada PO (0±0,00) yang tidak menunjukkan perbedaan nyata (p>0,05) dengan P4 

( 4,4±4,336). Dari hasil rerata dan simpangan baku jumlah skizon diketahui bahwa 
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jumlah skizon kelompok P4 menunjukkan perbedaan yang nyata terhadap Pl, P2 

dan P3, tetapi tidak menunjukkan perbedaan yang nyata (p<O,O5) dengan PO. 

80 * i * 
11 NS 11 

~ 70 
l:;l.l 

+I 60 NS 
= n Q 
ISi 50 ~ 
;r. 

--= 40 
~ -s 30 ::s ..., 
e 20 ~ -'» 

"" 10 

0 

PO Pl P2 P3 PII 

P.erfal1lffln 

Gambar 5.3 Hasil pengarnatan jumlah skjzon. PO (Kontrol negatif), Pl (Ayarn 
yang diinfeksi E. tenella), P2 (Diinfeksi E. tenella + Phyllanthus 
12,25 mg), P3 (Diinfeksi E. tenella + Phyllanthus 14,7 mg), P4 
(Diinfeksi E. tenella + Phyllanthus 24,5 mg), NS : Tidak berbeda 
nyata, * : Berbeda nyata. 
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Gambar 5.4 Histopatologi sekum. PO (kontrol negatif), Pl (Ayam yang diinfeksi 
E. tenella), P2 (Ayam yang diinfeksi E. Jene/la + Phyllanthus 12,25 
mg), P3 (Ayam yang diinfeksi E. tenella + Phyllanthus 14,7 mg), 
P4 (Ayam yang diinfeksi E. tenella + Phyllanthus 24,5 mg). 
(pewarnaan HE; pembesaran 1 OOOx). 

Skizon 
Nampak lapisan epitel normal 
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Pada Gambar 5.4 terlihat perbedaan jumlah skizon (panah) di mukosa 

sekum pada semua perlakuan yaitu PO, Pl, P2, P3, dan P4. Nampak JumJah 

skizon yang terbanyak ditemukan pada perlakuan Pl , dimana parasit tersebut 

ditemukan hingga pada lapisan subrnukosa di area central lacteal sekurn. 

Sementara itu, pada perlakuan P4 jumlah skizon tidak hanya menurun tetapi juga 

nampak jelas kerusakan mukosa yang lebih ringan dibandingkan perlakuaan 

lainnya. Nampak lapisan epitel normal (kepala panah) seperti pada kelompok 

kontrol (kepala panah). 

Hasil dari penelitian ini menunjukkan tingkat signifikansi 0,592 yang 

menandakan bahwa tidak terdapat korelasi antara j umJah makrofag yang 

teraktivasi dengan jumlah skizon pada sekum ayam yang diinfeksi E. tenella. 

Korelasi jwnlah makrofag yang teraktivasi dan jumlah skizon pada sekurn ayam 

yang diinfeksi E. tenella dapat dilihat pada Lampiran 3. 
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Garnbar 5.5 Diagram korelasi antarajumlah makrofag danjumlah skizon. 
PO (Kontrol negatif), Pl (Ayam yang diinfeksi E. tenella), P2 
(Diinfeksi E. tenella + Phyllanthus 12,25 mg), P3 (Diinfeksi E. 
tenella + Phyllanthus 14,7 mg), P4 (Diinfeksi E. tenella + 
Phyllanthus 24,5 mg), NS : Tidak berbeda nyata, * : Berbeda 
nyata. 
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BAB 6 PEMBAHASAN 

6.1 Jumlah Makrofag yang Teraktivasi pada Sekum Ayam 

Proses pengamatan jumlah makrofag yang teraktivasi pada penelitian ini 

dilakukan dengan metode imunohistokimia. Hasil analisis jumlah makrofag yang 

teraktivasi menunjukkan bahwa kelompok perlakuan Pl terjadi peningkatan 

jumlah makrofag yang berbeda nyata dengan kelompok P2, P3 dan P4. Makin 

tinggi dosis meniran yang diberikan menunjukkan peningkatan jumlah makrofag 

yang teraktivasi. Hal ini membuktikan bahwa kandungan ekstrak dari tanaman 

meniran (P. niruri Linn) dengan pemberian secara per oral pada ayam bersifat 

sebagai imunostimulator dapat memingkatkan respons imun, baik yang termasuk 

dalam respon imun humoral maupun seluler, diantaranya makrofag dan sitokin 

proinflamatori salah satunya yaitu Tumor Necrosis Factor (TNF-a) (Maat, 1997). 

Makrofag mensekresi beberapa sitokin, yang dapat mempengaruhi 

pertumbuhan dan aktivitas tipe sel yang lain. Makrofag berpengaruh terhadap 

respon limfosit dengan 2 cara. Pertama, makrofag yang teraktivasi mensekresi 

peptide yang sangat penting dalam pengaturan repon imun, seperti TNF dan IL-I 

yang mengontrol fungsi proliferasi, deferensiasi, dan efektor dari limfosit. Kedua, 

makrofag yang teraktivasi juga berpengaruh terhadap Antigen Presenting Cells 

(APC), yaitu sel yang memproses dan menghancurkan substansi asing yang dapat 

direspon oleh limfosit (Stites, 1991 ). 

Hasil jumlah makrofag yang teraktivasi pada kelompok P3 tidak berbeda 

nyata dengan kelompok P4, menunjukkan bahwa dengan dosis P. niruri Linn 14,7 

mg/ml pada kelompok P3 sudah mampu meningkatkan jumlah makrofag setelah 
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direaksikan dengan antibodi TLI a. Apabila dihubungkan dengan jurnlah skizon, 

maka pada kelompok perlakuan P4 dengan pemberian P. niruri Linn dosis 24,5 

mg/ml menunjukkan dosis yang paling efektif karena peningkatkan jumlah 

makrofag yang teraktivasi cukup tinggi dan mampu menurunkan jumlah skizon. 

6.2 Jumlah Skizon pada Sekum Ayam 

Gambaran analisis statistik jurnlah skizon pada setiap perlakuan 

menunjukkan bahwa kelompok perlakuan Pl memiliki perbedaan yang nyata 

dibandingkan dengan kelompok perlakuan P2, P3 dan P4. Makin tinggi dosis P. 

niruri Linn yang diberikan mampu menurunkan jurnlah skizon pada sekurn ayam 

yang diinfeksi E. tenella. Pada kelompok perlakuan PO tidak menunjukkan 

perbedaan yang nyata dengan kelompok perlakuan P4, berarti pada kelompok 

perlakuan P4 dengan pemberian dosis P. niruri Linn 24,5 mg/ml menunjukkan 

dosis yang paling efektif karena dapat menurunkan jurnlah skizon mendekati 

jumlah skizon pada kelompok PO yaitu kontrol negatif. 

Hasil analisis ini sesuai dengan fungsi dari tanaman meniran dengan 

adanya zat aktif flavonoid mampu menghambat perkembangan parasit dengan 

bertindak sebagai inhibitor enzim peptidiltransferase. Enzim ini berfungsi dalam 

sintesis protein menyebabkan terjadi hambatan sintesis asarn nukleat parasit 

sehingga terbentuk asam nukleat yang mengalami kerusakan DNA (Rohimah, 

1997). Dengan adanya enzim peptidiltransferase dapat mengurangi infiltrasi sel 

radang pada daerah yang terinfeksi, sehingga diharapkan perkembangan parasit 

akan terhenti. Dalam hal ini senyawa tannin yang ada sangat penting manfaatnya 

dalam mengurangi nekrose viii sebagai astringen yang melapisi dinding mukosa, 
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sehingga meringankan diare dengan memperkecil selaput lendir usus (Mathivanan 

et al., 2006; Tjay dan Raharja, 2002). Garis pertahanan pertama terhadap Eimeria 

disediakan oleh sel-sel epitel yang terinfeksi dan sel yang kontak dekat dengan 

lamina propria. Peradangan diamati pada usus yang terinfeksi Eimeria dikaitkan 

dengan infiltrasi makrofag dan sel T, disertai dengan edema dan penebalan 

mukosa (Roitt and Delves, 200 I). 

Antara jumlah makrofag yang teraktivasi dengan jumlah skizon pada 

sekum ayam yang diinfeksi E. tenella tidak terdapat korelasi dengan tingkat 

koefisien korelasi sebesar -113 dan tingkat signifikansi sebesar 0,592. Tidak 

terdapatnya korelasi kemungkinan tidak hanya TNFa yang berperan dalam 

mengaktivasi makrofag tetapi ada peranan dari IFNy. Interferon gamma (IFNy) 

berperan penting dalam pembentukan subset Thi, ha! ini terbukti dari pengujian 

in vitro bahwa netralisasi terhadap IFNy dapat menghambat pembentukan subset 

Thi tetapi sebaliknya meningkatkan pembentukan subset Th2. Interferon gamma 

(IFNy) memiliki kemampuan sebagai faktor aktivasi makrofag yang dapat 

menginduksi makrofag guna meningkatkan kemampuannya dalam membunuh 

bakteri intraseluler, parasit maupun sel neoplastik secara non-spesifik. Interferon 

gamma (IFNy) mereduksi suseptibilitas makrofag terhadap infeksi mikroba dan 

meningkatkan pengenalan target pada fase awal dari imunitas nonspesifik melalui 

regulasi protein permukaan sel makrofag sehingga dapat meningkatkan jumlah 

makrofag (Abbas et al., 2007). 
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BAB 7 KESIMPULAN DAN SARAN 

7.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian efek pemberian meniran (P. niruri Linn) pada 

infeksi E. tenel/a terhadap aktivitas makrofag dan jumlah skizon pada ayam 

pedaging dapat disimpulkan sebagai berikut: 

I. Pemberian ekstrak meniran (P. niruri Linn) terbukti dapat meningkatkan 

jumlah makrofag yang teraktivasi pada sekum ayam pedaging yang diinfeksi 

E. tenella. Pemberian meniran (P. niruri Linn) dengan dosis 24,5 mg/ml 

menunjukkan dosis paling efektif dalam meningkatkan jumlah makrofag yang 

teraktivasi. 

2. Pemberian ekstrak meniran (P. niruri LillI\) terbukti dapat menurunkan 

jumlah skizon pada sekum ayam pedaging yang diinfeksi E. tenel/a. Jumlah 

skizon terendah didapatkan pada perlakuan P4 menggunakan dosis meniran 

(P. niruri Linn) 24,5 mg/ml. 

3. Tidak terdapat korelasi antara aktivitas jumlah makrofag yang teraktivasi 

denganjumlah skizon. 

7.2 Saran 

Ekstrak memran bermanfaat untuk meningkatkan respons imun pada 

infeksi E. tenella pada ayam pedaging, sehingga perlu dilakukan penelitian lebih 

Ianjut untuk mengetahui pengaruh dosis pemberian ekstrak meniran (P. niruri 

Linn) dengan perbandingan terhadap obat antikoksidia lain serta efektivitas 

keamanan pada organ tubuh yang lain. 
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RINGKASAN 

ANITA TRI PARYANTI, drh. Efek meniran (Phyllanthus niruri Linn) 

terhadap aktivitas makrofag clan jumah skizon pada sekum ayam yang terinfeksi 

E. tenella. Dibimbing oleh Prof. Dr. Dewa Ketut Metes, drh., M.S. sebagai dosen 

pembimbing pertama, Muchammad Yunus, drh., M.Kes., PhD. sebagai dosen 

pembimbing kedua dan dosen pembimbing penelitian. 

Koksidiosis merupakan penyakit pada ayam yang disebabkan protozoa 

Eimeria yang telah tersebar diseluruh dunia. Siklus hidup Eimeria terdiri tahap 

intraseluler, ekstraseluler, aseksual dan seksual sehingga respons imun Eimeria 

kompleks dan melibatkan banyak aspek imunitas tidak spesifik dan spesifik yang 

meliputi mekanisme respons imun humoral dan seluler. Ayam dapat bertahan 

hidup pada infeksi awal karena adanya resistensi terhadap infeksi dan 

perkembangan imunitas yang protektif yang biasanya berlangsung selama 

beberapa bulan. Eimeria tenella merusak mukosa sekum ayam sehingga terjadi 

perdarahan. Parasit ini bermultiplikasi di dalam epitel sekum dan menimbulkan 

kerusakan jaringan, yang berakibat pada terganggunya absorbsi nutrisi, dehidrasi, 

dan kehilangan darah. 

Pengendalian koksidiosis yang sudah dilakukan antara Iain dengan 

pemberian koksidiostat, vaksinasi, serta sanitasi kandang yang baik. Beberapa 

vaksin yang pemah dicoba adalah vaksin bentuk ookista utuh yang dilemahkan 

tetapi penggunaan bentuk vaksin ini hanya dapat digunakan pada ayam umur 

lebih dari dua minggu, karena ayam umur di bawah dua minggu belum mampu 
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mencema ookista. Pemberian koksidiostat yang berasal dari obat berbahan dasar 

kimia memiliki tingkat kesembuhan yang beragam dan memberikan efek samping 

apabila digunakan tidak sesuai dengan aturan dan digunakan secara terus menerus 

dalam jangka waktu lama, dapat menimbulkan tanda keracunan dan residu pada 

ayam. Pemberian obat yang berasal dari tanaman herbal yang dapat meningkatkan 

sistem imun seperti meniran (P. niruri Linn), khususnya pengaruh pada jumlah 

makrofag danjumlah skizon pada kasus koksidiosis belum pemah dilaporkan. 

Tanaman meniran (Phyllanthus niruri Linn) adalah salah satu tanaman 

yang dapat digunakan sebagai pencegahan dan pengobatan altematif untuk 

mengurang1 darnpak kerusakan epitel mukosa sekum dan perdarahan yang 

disebabkan penyakit berak darah. Meniran mengandung beberapa zat aktif yang 

berperan untuk meminimalisir perdarahan. Zat kimia yang terkandung dalam 

meniran antara lain flavanoid dan tannin. Fungsi flavonoid adalah sebagai 

imunnomodulator yang berperan untuk meningkatkan sistem kekebalan tubuh dan 

memperbaiki sistem imun yang fungsinya terganggu. Tanin bersifat sebagai 

astringent berfungsi merapatkan dan menciutkan sel terluar usus dan 

mempresipitasi protein usus secara reversibel, sehingga meringankan diare 

dengan memperkecil selaput lendir usus. 

Rumusan masalah yang diajukan dalam penelitian ini yaitu bagaimana 

efek pemberian meniran (P. niruri Linn) terhadap jumlah makrofag yang 

teraktivasi dan jumlah skizon pada ayam yang terinfeksi E. tenella. Tujuan dari 

penelitian ini yaitu mengetahui jumlah makrofag yang teraktivasi dan jumlah 

skizon pada ayam yang terinfeksi E. tenella setelah pemberian meniran (P. niruri 
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Linn). Manfaat dari penelitian ini yaitu penelitian ini diharapkan dapat 

memberikan pengetahuan tentang tanaman meniran (P. niruri Linn) sebagai 

tanaman herbal yang berfungsi sebagai imunomudulator untuk meningkatkan 

respons imun, sehingga dapat dijadik:an pencegahan maupun pengobatan alternatif 

pada kasus koksidiosis. 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang bertujuan untuk 

identifikasi gambaran makrofag yang teraktivasi dengan metode imunohistokimia 

pada sekum ayam broiler (Gallus gallus domesticus) strain CP 707 umur 24 hari 

dengan empat perlakuan dan 25 satuan percobaan serta pengamatan jumlah skizon 

dengan pewarnaan Hematoxylin Eosin. Imunohistokimia adalah suatu metode 

pewarnaan substansi atau bahan aktif di dalam jaringan dengan menggunakan 

prinsip dasar imunologi yaitu pengikatan bahan aktif ( antigen) pada sisi aktif yang 

spesifik oleh suatu anti bahan aktif (antibodi), dimana sekum ayam direaksikan 

dengan bahan Antichicken TNF-a antibodi VEG! (Fl41) pAb merek bioworld 

Hasil dianalisis statistik dengan uji Anova yang dilanjutkan dengan uji 

jarak berganda Duncan (Duncan's multiple range test) menunjukkan bahwa 

terdapat perbedaan yang nyata (p<0,05) makrofag yang teraktivasi maupun 

jumlah skizon diantara perlakuan. Jumlah makrofag terendah terdapat pada 

kelompok PO yaitu sebesar (5,8±1,789). Kelompok P4 menunjukkan jumlah 

makrofag tertinggi yaitu (I 9±3,31723) yang menunjukkan perbedaan nyata 

terhadap kelompok P2 (14,2±2,588) dan menunjukkan perbedaan tidak nyata 

dengan kelompok P3 (15,8±3,347). Hasil jumlah skizon terendah didapatkan pada 

kelompok perlakuan PO (0±0,00) dan P4 ( 4,4±4,336). Hasil penelitian 
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menunjukkan tingkat signifikansi 0,592 yang menandakan bahwa tidak terdapat 

korelasi antara jumlah makrofag yang teraktivasi dengan jumlah skizon pada 

sekum ayam yang diinfeksi E. tenella. 

Kesimpulan dari hasil penelitian yaitu pemberian ekstrak meniran (P. 

niruri Linn) dengan dosis 12,25 mg/ml, 14, 7 mg/ml, dan 24,5 mg/ml dapat 

meningkatkan jumlah makrofag serta dapat mengurangi jumlah skizon 

dibandingkan tanpa pemberian meniran. Pemberian meniran (P. niruri Linn) 

dengan dosis 24,5 mg/ml menunjukkan dosis paling efektif dalam meningkatkan 

jumlah makrofag dan mengurangi jumlah skizon skizon pada sekum ayam yang 

diinfeksi E. tenella. 

Saran yang dapat disampaikan dari penelitian ini adalah perlu dilakukan 

penelitian lebih lanjut untuk mengetahui pengaruh dosis pemberian ekstrak 

meniran (P. niruri Linn) dengan perbandingan terhadap obat antikoksidia Iain 

serta efektivitas keamanan pada organ tubuh yang lain. 
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Lampiran 1. Basil persentase jumlah skizon dan jumlah sel makrofag pada 
sekum ayam dengan ANOV A. 

b Tests of Nonnalitv' 

perlakuan Kolm~ orov-Smimov" Shaoiro-Wilk 

Statistic df Sia. Statistic df Sia . 

jumlah _ skizon P1 .139 5 .200 
. 

.995 5 .994 

P2 .312 5 .126 .813 5 .103 

P3 .345 5 .052 .786 5 .061 

P4 .310 5 .131 .871 5 .272 
. 

jumlah_makrofag PO .243 5 .200 .894 5 .377 

P1 .300 5 .161 .908 5 .453 

P2 .221 5 .200 
. 

.915 5 .501 
. 

P3 .201 5 . 200 .881 5 .314 

P4 .218 5 .200 
. 

.950 5 .735 

a. Lillie/ors Significance Correction 

•. This is a lower bound of the true significance. 

b. jumlah_skizon is constant when perlakuan = PO. It has been omitted. 

Test of Homoneneitv of Variance• 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

jumlah_skizon Based on Mean 2.588 3 16 .089 

Based on Median .848 3 16 .488 

Based on Median and with .848 3 9.497 .500 

adjusted df 

Based on trimmed mean 2.412 3 16 .105 

jumlah_makrofag Based on Mean .902 4 20 .481 

Based on Median .419 4 20 .793 

Based on Median and with .419 4 14.370 .793 

adjusted df 

Based on trimmed mean .841 4 20 .515 

a. jumlah_skizon is constant when perlakuan = PO. It has been omitted. 
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Case Summaries• 

iumlah skizon iumlah makrofa!I 

perlakuan PO 1 0 7 
2 0 4 
3 0 8 
4 0 6 
5 0 4 
Total N 5 5 

Mean .00 5.80 
Std. Deviation .000 1.789 

P1 1 34 10 
2 95 9 
3 73 8 
4 61 8 
5 53 5 
Total N 5 5 

Mean 63.20 8.00 
Std. Deviation 22.742 1.871 

P2 1 45 16 

2 23 12 

3 19 17 
4 79 15 
5 24 11 
Total N 5 5 

Mean 38.00 14.20 
Std. Deviation 25.060 2.588 

P3 1 51 17 

2 21 15 

3 41 13 

4 22 21 

5 21 13 
Total N 5 5 

Mean 31.20 15.80 
Std. Deviation 13.971 3.347 

P4 1 10 15 
2 8 24 

3 2 20 
4 2 18 

5 0 18 

Total N 5 5 
Mean 4.40 19.00 
Std. Deviation 4.336 3.317 

Total N 25 25 

Mean 27.36 12.56 
Std. Deviation 28.046 5.583 

a. Limited to first 100 cases. 
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Oneway 

Descriptives 

95% Confidence 

Interval for Mean 

Std. Std. Lower Upper 

N Mean Deviation Error Bound Bound Minimum Maximum 

·umlah_skizon PO 5 .00 .000 .000 .00 .00 0 0 

P1 5 63.20 22.742 10.171 34.96 91.44 34 95 

P2 5 38.00 25.060 11.207 6.88 69.12 19 79 

P3 5 31.20 13.971 6.248 13.85 48.55 21 51 

P4 5 4.40 4.336 1.939 -.98 9.78 0 10 

Total 25 27.36 28.046 5.609 15.78 38.94 0 95 

·umlah_makrofag PO 5 5.80 1.789 .800 3.58 8.02 4 8 

P1 5 19.00 3.317 1.483 14.88 23.12 15 24 

P2 5 15.80 3.347 1.497 11.64 19.96 13 21 

P3 5 14.20 2.588 1.158 10.99 17.41 11 17 

P4 5 8.00 1.871 .837 5.68 10.32 5 10 

Total 25 12.56 5.583 1.117 10.26 14.86 4 24 

ANOVA 

Sum of Souares di Mean <:nuare F Sia. 

jumlah_skizon Between Groups 13440.960 4 3360.240 12.361 .000 

Within Groups 5436.800 20 271.840 

Total 18877.760 24 

jumlah_makrofag Between Groups 605.760 4 151.440 21.270 .000 

Wrthin Groups 142.400 20 7.120 

Total 748.160 24 
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Lampiran 2. Hasil jumlah skizon dan jumlah sel makrofag pada sekum ayam 
dengan post-hoctest dan uji Duncan. 

Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 

jumlah_skizon 
Duncan• 

perlakuan Subset for alpha= 0.05 

N I 2 3 

PO 5 .00 

P4 5 4.40 

P3 5 31.20 

P2 5 38.00 

Pl 5 63.20 

Sig. .678 .522 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000. 

jumlah _ makrofag 
Duncan• 

perlakuan Subset for alpha= 0.05 

N I 2 3 

PO 5 5.80 

Pl 5 8.00 

P2 5 14.20 

P3 5 15.80 15.80 

P4 5 19.00 

Sig. .207 .354 .072 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size= 5.000. 
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Lampiran 3. Korelasi aktivitas jumlab makrofag dan jumlab skizon pada 
sekum ayam 

Correlations 

Correlations 

iumlah skizon iumlah makrofaa 

jumlah_skizon Pearson Correlation 1 -.113 

Sig. (2-tailed) .592 

N 25 25 

jumlah_makrofag Pearson Correlation -.113 1 

Sig. (2-tailed) .592 

N 25 25 

Curve Fit Makrofag 

umlah makrofa 

0~ 
~ inea 

0 

0 

0 

0 

0 0 

0 

0 0 0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 
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Lampiran 4. Perhitungan dosis meniran (Phylanntus Niruri L) 

PERHITUNGAN DOSIS MENIRAN (Phylanntus Niruri L) 

Pada manusia Phyllanthus Niruri L (nama dagang STIMUNO® Forte 

kapsul) diberikan dengan dosis yaitu 3 kali sehari SO mg. Karena tidak ada 

literature yang menunjukkan konversi dosis dari manusia ke ayam, jadi dilakukan 

eksplorasi dosis dengan menggunakan dosis bertingkat atau range dosis. Berat 

badan ayam di setarakan dengan berat badan kelinci 1,5 kg. 

Dosis untuk ayam berat 1,5 kg, didapatkan melalui konversi perhitungan 

dosis Phyl/anthus Niruri L yang diberikan pada manusia berdasarkan tabel 

konversi dosis obat dari Laurence dan Bacharach (Donatus and Nurlaila, 1986). 

Adapun tabel konversi dosis obat tersebut adalah sebagai berikut : 

Tabel konversi perhitungan dosis untuk berbagai jenis bewan dan manusia 

Mencit Tikus Marmot Kelinci Kucing Kera Anjing 
20 g 200 g 400g 1,5 kg 2 kg 4 kg 12 kg 

Mencit 1,0 7,0 12,25 27,8 29,7 64,1 124,2 
20 g 

Tikus 0,14 1,0 1,74 3,9 4,2 9,2 17,8 
200 g 

Marmot 
0,08 0,57 1,0 2,25 2,4 5,2 10,2 

400 g 
Kelinci 0,04 0,25 0,44 1,0 1.08 2,4 4.5 
1,5 kg 

Kucing 
0,03 0,23 0,41 

2 kg 
0,92 1,0 0,22 4.1 

Kera 0,016 0,11 0,19 0,42 0,45 1,0 1,9 
4 kg 

Anjing 
0,008 0,06 0,10 0,22 0,24 0,52 1,0 

12 kg 

Manusia 0,0026 0,018 0,031 0,07 0,076 0,16 0,32 
70kg 

(Sumber: Farmakometriks, Donatus dan Nurlaila, 1986) 

Manusia 
70 kg 

387,9 

56,0 

31,5 

14,2 

13,0 

6, I 

3,1 

1,0 
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Jika diketahui : 

1. Dosis Phyllanthus Niruri L per oral pada manusia adalah 3x sehari 50 mg. 

2. Faktor konversi manusia - rabbit adalah 0,07 

Maka : Dosis Phyllanthus Niruri L pada manusia sehari adalah 3 x 50 mg = 

150 mg. 

Jika berat badan rata-rata manusia adalah 70 kg, maka jumlah dosis per 

oral pada manusia 70/50 x 150 mg= 210 mg. Jika berat badan rata-rata 

ayam disetarakan dengan berat badan rata-rata kelinci 1,5 kg, maka 0,07 x 

210 mg= 14,7 mg. Dibuat range dosis atau interval dosis dengan batas 

atas dan batas bawah. Dibuat log 14,7 = 1,2 dosis efektifterletak diantara 

log IO dan log 100 jadi dosis bertingkatnya : 

Log 10 x 14,7mg= 12,25mg (Dosisl) 

Log 14,7 

Log 14,7 x 14,7 mg= 14,7 mg (Dosis II) 

Log 14,7 

Log 100 x 14,7 mg= 24,5 mg (Dosis Ill) 

Log 14,7 
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Lampiran 5. Prosedur Pembuatan Preparat Histopatologi 

PROSEDUR PEMBUATAN PREPARAT HISTOPATOLOGI 

Proses pembuatan preparat histopatologi sekum ayam dilakukan di 

Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga 

Surabaya, melalui tahapan -tahapan sebagai berikut : 

1. Fiksasi dan pencucian 

Tujuan : - Mencegah terjadinya degenerasi post mortem. 

- Mematikan bakteri. 

- Meningkatkan afinitas jaringan terhadap berbagai zat wama. 

- Membuat jaringan lebih keras sehingga mengawetkan bentuk 

semula dan mudah dipotong. 

- Meningkatlan indeks refraksi berbagai komponen jaringan. 

Reagen : formalin 10 %. 

Cara kerja : setelah hewan percobaan mati maka, segera dilakukan 

otopsi, alu organ hati diambil dan dimasukkan dalam 

formalin I 0% selama 24 jam. Selanjutnya dilakukan 

pencucian dengan air kran. 

2. Dehidrasi dan clearing 

Tujuan : - untuk menarik air dari dalam jaringan. 

- membersihkan dan menjemihkan jaringan. 

Reagen : Alkohol 70%, 80%, 96%, alcohol absolute I, II, III, xylol I dan 

xylol II. 

Cara kerja : organ hati yang telah dicuci dengan air kran selama 30 

menit, kemudian dimasukkan ke reagen dengan urutan 
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alcohol 70%, 80%, 96%, alcohol absolute I, II, III, xylol I 

dan II, masing - masing selama 30 menit. 

3. Infiltrasi 

Tujuan : untuk menginfiltrasi dengan paraffin. Paraffin akan menembus 

ruang antar set dan dalam set sehingga, jaringan lebih tahan 

terhadap pemotongan. 

Reagen : paraffin I dan II 

Cara kerja : jaringan dimasukkan ke dalam paraffin I dan II yang mencair 

kemudian, dimasukkan ke dalam oven selama 30 menit, 

setelah itu dimasukkan ke dalam paraffin I dan II dan 

dimasukkan ke dalam oven selama 30 menit pada suhu 80°C. 

4. Pembuatan blok paraffin 

Tujuan : untuk memudahkan pemotongan jaringan. 

Reagen : paraffin cair. 

Cara kerja : beberapa cetakan besi yang telah diolesi gliserin dengan 

tujuan untuk mencegah lengketnya paraffin dan cetakan, 

kemudian hati yang telah dipotong dimasukkan dengan pinset 

dan ditunggu hingga paraffin membeku. 

5. Pewarnaan 

Tujuan: untuk memudahkan melihat perubahan padajaringan. Pada tahap 

ini digunakan pewarnaan Hematoxylin Eosin ( HE ). 
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Cara kerja : pewarnaan HE dilakukan dengan menggunakan metode 

Harris yaitu jaringan yang telah dikeringkan dimasukkan ke 

dalam: 

I. Xylol I : 3 menit dalam tempat khusus 

2. Xylol II : I menit 

3. Alkohol absolute I dan II : I menit 

4. Alkohol 96%, 80% dan 70% : I menit 

5. Air kran : I menit. 

6. Zat warna : 5 - IO menit 

7. Air kran : 2- 5 menit 

8.Acid alkohol : 3 - IO celupan 

9.Airkran :4-7celupan 

10. Amoniak : 6 celupan 

11. Aquades secukupnya 

12. Zat warna eosin : 15 menit 

13. Aquades : l-2menit 

14. Alkohol 70% dan 80% :I -2 menit 

I 5. Dan selanjutnya dibersihkan dari sisa- sisa pewarnaan. 

6. Mounting : 

Tujuan : penutupan obyek glass dengan cover glass yang telah ditetesi 

dengan Canada balsem. 
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Lampiran 6. Proses pengecatan imunohistokimia 

PROSES PENGECAT AN IMUNOHISTOKIMIA 

Gelas objek perlu dilapisi poly L-lysine sebelurn jaringan dilekatkan 

kemudian dikeringkan pada hotplate 

I. Deparafinisasi 

a. Xylol I, II dan III masing-masing didiamkan selama IO menit 

b. Alkohol absolute I dan II masing-masing didiamkan selama 3 menit 

c. Alkohol 96% I dan II masing-masing didiarnkan selama 3 menit 

d. Alkohol 80% didiamkan selama 3 menit 

e. Alkohol 70%, didiamkan selama I menit 

2. Digesti proteolitik 

a. Menggunakan Trypsin 0,025% dalam inkubator dengan temperatur 37°C 

selama 15 menit 

3. Staining protokol 

a. PBS (10%) 2 kali masing-masing didiamkan selama 5 menit 

b. H202 3% didiamkan selama IO menit 

c. PBS 2 kali masing-masing didiamkan 5menit 

d. Antibodi primer diencerkan dengan diluent AB 5 % diteteskan pada jaringan 

selama 45 - 60 menit 

e. PBS 2 kali masing-masing didiamkan 5 menit 

f. Biotinylated link (yellow) drops, didiamkan selama 5 menit 

g. PBS 2 kali masing-masing didiamkan selama 5 menit 

h. Streptovidin (red) drops, didiamkan selama 30 menit 

i. PBS 2 kali masing-masing didiamkan selama 5 menit 
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j. DAB (3,3 - diamino benzidine) chromogen, didiamkan selama 6-10 menit 

(diencerkan dengan diluent 2%) 

k. PBS, didiamkan selama 5 menit 

I. Aquades, didiamkan selama 5 menit 

4. Counterstaina. Hematoxillin, didiamkan selama 5-15 menit 

b. Air mengalir, didiamkan selama 5 menit 

c. Amoniak air, didiamkan selama 3 menit 

d. Dipping aquades, didiamkan selama 3-5 menit 

5. Mounting 

a. Mengencerkan entelan, canada balsam/ DAKO® Faramount 
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Lampiran 7. Foto Dokumentasi Penelitian 

Infeksi E. tene//a 

Ekstrak terstandar meniran (Phyllanthus niruri L) 
pada merk dagang Stimuno Forte 
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