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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan mengkaji potensi daun singkong (Manihot esculenta) dalam mengatasi cekaman
panas pada puyuh terhadap parameter total leukosit, diferensiasi leukosit dan indeks stres. Penelitian
ini dibagi menjadi empat kelompok. Kelompok kontrol serta Kelompok A, B, dan C masing-masing
mendapat cekaman panas, kemudian diberi ekstrak klorofil daun singkong 5,292, 10,584, dan 21,168 mg/
168 g bobot badan per oral selama 28 hari setelah diadaptasikan satu minggu. Parameter seperti total
leukosit, diferensiasi leukosit dan indeks stres dilakukan setiap minggu. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa menunjukkan jumlah leukosit mengalami penurunan yang tidak berbeda nyata sejalan dengan
peningkatan dosis ekstrak. Limfosit kelompok perlakuan ekstrak daun singkong (A, B, dan C) lebih tinggi
(P < 0,05) dibandingkan kontrol, sedangkan heterofil kelompok perlakuan ekstrak daun singkong (A, B,
dan C) lebih rendah (P < 0,05) dibandingkan kontrol. Monosit dan eosinofil kelompok perlakuan ekstrak
daun singkong (A, B, dan C) cenderung lebih rendah dibandingkan kontrol. Pengamatan basofil
menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata (P < 0,05) antara kontrol dengan kelompok perlakuan
ekstrak daun singkong. Hasil penelitian lain menunjukkan bahwa semakin tinggi nilai H/L maka semakin
tinggi tingkat stres hewan. Rasio H/L tertinggi terlihat pada kelompok kontrol, yang diikuti dengan
kelompok perlakuan A, B, dan C. Penurunan tingkat stres puyuh teramati sejalan dengan peningkatan
dosis ekstrak daun singkong yang diberikan. Simpulan pada penelitian ini adalah pemberian ekstrak
daun singkong mampu menurunkan total leukosit serta rasio H/L. Selain itu, pemberian ekstrak daun
singkong cenderung menurunkan monosit, heterofil, dan eosinofil serta meningkatkan limfosit.

Kata Kunci: cekaman panas, ekstrak daun singkong, leukosit

ABSTRACT

The aim of the research was to prove the potency of cassava leaf extract to overcome heat stress of
adult quails on the parameters of leukocyte totals, leukocyte differential and stress index. The research
was divided into four groups, consisting of control group, group A, B, and C. All the groups were exposed to
heat stress, and then treated with cassava leaf extract with different dosages for 5.292 mg/168 g body
weight, 10.584 mg/168 g body weight, and 21.168 mg/168 g body weight for 28 days after being adapted for
a week. The parameters were measured weekly for leukocyte totals, leukocyte differential, and stress
index. The results showed that cassava leaf extract reduced the total of leukocyte, but the level was not
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PENDAHULUAN

Puyuh (Coturnix Coturnix japonica)
merupakan salah satu komoditas ternak unggas
yang dapat dikembangkan oleh peternak dengan
lahan terbatas. Setidaknya 1 m2 kandang mam-
pu menampung 50 ekor puyuh (Ditjennak 2011).
Selain itu, keunggulan lain yang dimiliki ternak
puyuh yaitu mampu bertelur dalam waktu
cepat, dimulai pada umur 45 hari serta dapat
mencapai produksi telur hingga 300 butir per
tahun (Wuryadi 2013; Abidin dan Mulyono
2005).  Optimalisasi produksi puyuh dapat
dilakukan salah satunya dengan melakukan
pemeliharaan pada suhu ideal puyuh yaitu
berkisar 21–27 oC untuk puyuh dewasa dan 35–
36 oC untuk puyuh anakan (Ipek et al., 2007).

Indonesia terletak di koordinat 6 oLU–11 oLS
dan 95–141 oBT yang memiliki iklim tropis
dengan suhu lingkungan rata-rata selama satu
tahun 26,5 oC dan mengalami dua musim
berbeda setiap tahunnya, yaitu musim kemarau
dan penghujan (Balitbangtan 2013; Fadilah
2004).  Suhu lingkungan pada musim kemarau
cenderung lebih tinggi dibandingkan musim
penghujan yaitu mencapai 38 oC sementara pada
musim penghujan hanya berkisar 23–26 oC
(Fadilah 2004).  Apabila dibandingkan dengan
suhu lingkungan ideal puyuh, maka suhu
lingkungan pada musim kemarau dapat menjadi
kendala dalam pemeliharaan unggas ini.  Hal
tersebut diperparah dengan ancaman pema-
nasan global yang diduga akan menyebabkan
kenaikan suhu udara sebesar 1,8–4,0 oC pada
tahun 2100 (Thalib 2011).  Suhu lingkungan
yang lebih tinggi dibandingkan suhu ideal
ternak menyebabkan puyuh kesulitan mem-
buang panas tubuhnya sehingga mengakibatkan
cekaman panas (Susilorini et al., 2008).

Cekaman panas berpotensi memicu stres
oksidatif yaitu kondisi radikal bebas yang
muncul secara berlebihan dan tidak diimbangi
kecukupan antioksidan dalam tubuh (Kusnadi
2008).  Akumulasi radikal bebas yang berle-

bihan dalam jaringan dapat menekan respons
imun dan produksi antibodi (Zulkifli et al., 2000).
Tubuh mulai memproduksi dan melepaskan
heat shock protein (HSP) pada sel, termasuk
makrofag untuk mencoba dan melindungi diri
dari efek radikal bebas (Sarica et al., 2015).
Senyawa HSP memiliki peran penting dalam
perlindungan dan perbaikan sel dan jaringan
terhadap suhu tinggi atau rendah (Gu et al.,
2012). Senyawa HSP ini mengaktivasi makrofag
untuk memproduksi sitokinin proinflamasi,
salah satunya adalah produksi interleukin-1
menjadi meningkat (Asea et al., 2000).

Ancaman stres oksidatif dapat diatasi de-
ngan mengkonsumsi bahan yang mengandung
senyawa antioksidan seperti flavonoid dan
klorofil (Parubak 2013; Pramesti 2013).  Flavo-
noid dan klorofil antara lain terkandung dalam
daun singkong (Manihot esculenta)  (Jumadin
et al., 2017).  Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui potensi daun singkong dalam
mengatasi cekaman panas pada puyuh terhadap
parameter total leukosit, diferensiasi leukosit
dan indeks stres.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan
Februari 2016 sampai bulan Juli 2017,
bertempat di Ruang Observasi Divisi Fisiologi
dan Farmakologi, Laboratorium Fisiologi
Departemen Anatomi Fisiologi dan Farmakologi,
serta Laboratorium Imunologi Divisi
Mikrobiologi Medik Fakultas Kedokteran Hewan
(FKH) Institut Pertanian Bogor (IPB).

Tahap Perlakuan
Sebanyak 24 ekor puyuh umur empat

minggu, diaklimatisasi sehari pada suhu 39 oC.
Pemberian cekaman panas dimulai hari ke-2.
Cekaman panas diberikan dengan mengatur
suhu kandang 45 oC dan diturunkan 1 oC per
hari hingga 35 oC mulai pada hari ke-28.

significant, as the dosage increased. Lymphocytes level found in the treatment groups (A, B, and C) was
higher than that of control group (P<0.05), while heterophils level found in the treatment groups was lower
than that of control group (P<0.05). Monocytes and eosinophils level in the treatment groups was found
lower than that of control group (P<0.05). Basophils level showed that there was no significant difference
between control and treatment groups. Moreover, it was also found that higher level of H/L led to higher
level of stress on the animals. The highest ratio of H/L was obtained at control group, followed by treatment
A, B, and C. The heat stress of adult quails reduced as the dosage increased. In conclusion, cassava leaf
extract was able to reduce leukocyte totals and H/L ratio. Furthermore, the cassava leaf was able to reduce
the level of monocytes, heterophils, and eosinophils, and increased lymphocytes level.

Keywords: heat stress, cassava leaf extract, leukocyte
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Pengambilan dan Preparasi Sampel
Darah

Darah diambil dari vena jugularis dengan
spuit steril kemudian sebagian dimasukkan ke
dalam vacutainer plain untuk dipreparasi
menjadi serum, sebagian dimasukkan ke dalam
tabung yang telah dilapisi ethylene diamine
tetraacetic acid (EDTA) untuk keperluan
penghitungan total leukosit, dan sebagian dibuat
ulas darah untuk keperluan diferensiasi
leukosit.  Vacutainer plain berisi darah
diletakkan selama kurang lebih 3,5 jam dengan
posisi miring 45o agar darah mengendap.
Selanjutnya darah disentrifus selama 15 menit
dengan kecepatan 3000 rpm.   Supernatan
dikoleksi sebagai serum dan disimpan di dalam
microtube pada suhu -20 oC.

Penghitungan Total Leukosit
Penghitungan total leukosit menggunakan

hemositometer.  Sampel darah utuh dihisap
dengan pipet leukosit sampai angka 0,5.
Larutan Rees dan Ecker dihisap dengan pipet
sampai angka 11, lalu dihomogenkan.  Cairan
pada ujung pipet dibuang kemudian setetes
cairan yang homogen dimasukkan ke dalam
kamar hitung dengan menempelkan ujung pipet
di antara dasar kamar hitung dan cover glass.
Pengamatan dilakukan dengan mikroskop
cahaya dengan pembesaran 40 x 10 kali.
Penghitungan dilakukan pada empat bujur
sangkar luar kamar hitung.  Jumlah sel darah
putih per mm3 darah adalah b x 50 butir, dalam
hal ini b adalah jumlah sel darah putih yang
dihitung (Kelly 1984).

Diferensiasi Leukosit
Preparat ulas darah yang telah dikeringkan,

difiksasi dengan metanol selama 3-5 menit,
dikeringkan kembali, lalu diwarnai dengan
pewarnaan Giemsa dan didiamkan selama
kurang lebih 45 menit.  Preparat kemudian
dibilas dengan air mengalir dan dikeringkan.
Pengamatan dilakukan dengan mikroskop
cahaya pembesaran 100 x 10 kali dan dibantu
dengan menggunakan minyak emersi.  Masing-
masing jenis leukosit dihitung hingga
jumlahnya mencapai 100 (Kelly 1984).

Parameter Penelitian dan Analisis Data
Parameter penelitian ini meliputi total

leukosit, diferensiasi leukosit dan indeks stres.

Penurunan suhu kandang dilakukan untuk
menyesuaikan penurunan suhu ideal puyuh
pada saat memasuki fase grower.  Pemberian
ekstrak daun singkong pada kelompok A, B, dan
C dilakukan selama tiga minggu mulai pada hari
ke-21 dan sebanyak satu kali sehari antara pukul
16.00–18.00 WIB.

Penyediaan Ekstrak Daun Singkong
(Manihot esculenta)

Pembuatan ekstrak daun singkong
mengacu pada metode penelitian Alsuhendra
(2004) yang telah dimodifikasi oleh Jumadin et
al. (2017).  Daun singkong yang telah
dikeringanginkan sebanyak 50 g di blender
dengan ditambahkan 125 mL etanol 95% selama
tiga menit secara terputus.  Campuran disaring
dengan kain halus, lalu filtrat disaring kembali
dengan corong Buchner menggunakan kertas
saring.  Residu dicuci dengan 75 mL etanol 95%,
lalu disaring lagi dengan corong Buchner.
Filtrat diambil sebagai ekstrak daun singkong.
Selanjutnya ekstrak daun singkong tersebut
dievaporasi pada suhu 70 oC, sehingga
menghasilkan bentuk pasta.

Perhitungan Dosis Ekstrak Klorofil Daun
Singkong (Manihot esculenta)

Perhitungan dosis ekstrak klorofil daun
singkong berdasarkan Jumadin et al. (2018).
Dalam laporan penelitiannya peneliti tersebut
menggunakan puyuh dengan bobot badan 168 g
dan dosis ekstrak klorofil daun singkong yang
diberikan 5,292 mg. Penelitian ini mengguna-
kan puyuh dengan bobot badan 168 g.

Pemberian Ekstrak Daun Singkong
(Manihot esculenta)

Dosis yang digunakan mengacu pada
penelitian Jumadin et al. (2018) yaitu 5,292 mg/
168 g BB pada kelompok A, 10,584 mg/168 g BB
pada kelompok B dan 21,168 mg/168 g BB pada
kelompok C. Pemberian ekstrak daun singkong
dilakukan secara per oral sebanyak satu kali
dalam sehari yaitu pada sore hari antara pukul
16.00–18.00 WIB.  Dosis ekstrak daun singkong
per satu ekor puyuh diencerkan dengan air
minum sebanyak 0,1 mL.  Pengenceran
dilakukan sekaligus untuk setiap kelompok
perlakuan. Preparasi dan pemberian ekstrak
daun singkong harus dilakukan dalam kondisi
gelap untuk menghindari kerusakan klorofil.
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Data yang diperoleh dianalisis dengan analisis
ragam One-Way Analyze of Variant.  Apabila
hasil uji menunjukkan perbedaan yang
signifikan (P<0,05), maka terhadap data
tersebut dilanjutkan dengan uji jarak berganda
Duncan dengan selang kepercayaan 95%.

HASIL  DAN PEMBAHASAN

Profil Leukosit
Profil leukosit yang disajikan yaitu jumlah

absolut dari total leukosit, monosit, limfosit,
heterofil, eosinofil, dan basofil. Profil leukosit
puyuh yang diberi cekaman panas disajikan
pada Tabel 1.

Hasil pada Tabel 1 menunjukkan jumlah
leukosit mengalami penurunan yang tidak
berbeda nyata sejalan dengan peningkatan dosis
ekstrak daun singkong.  Limfosit kelompok
perlakuan ekstrak daun singkong (A, B, dan C)
lebih tinggi (P<0,05) dibandingkan kontrol,
sedangkan heterofil kelompok perlakuan ekstrak
daun singkong (A, B, dan C) lebih rendah
(P<0,05) dibandingkan kontrol.  Monosit dan
eosinofil kelompok perlakuan ekstrak daun
singkong (A, B, dan C) cenderung lebih rendah
dibandingkan kontrol.  Pengamatan basofil
menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata
(P<0,05) antara kontrol dengan kelompok
perlakuan ekstrak daun singkong.

Indeks Stres
Indeks stres diperoleh dari rasio heterofil

per limfosit (H/L).  Indeks stres  berdasarkan
rasio H/L disajikan pada Tabel 2.

Semakin tinggi nilai H/L maka semakin
tinggi tingkat stres hewan.  Rasio H/L tertinggi
terlihat pada kelompok kontrol, yang diikuti
dengan kelompok perlakuan A, B, dan C.
Penurunan tingkat stres puyuh teramati sejalan
dengan peningkatan dosis ekstrak daun
singkong yang diberikan.

Gambaran darah dapat menunjukkan
kondisi fisiologis atau patologis hewan ternak
(Napirah et al., 2013).  Salah satu parameter
hematologi yang dapat diamati adalah profil
leukosit yang cenderung berubah pada kondisi
stres akibat peningkatan hormon glukokortikoid
(Davis et al., 2008).  Leukosit berperan dalam
respons kekebalan tubuh, sehingga profil
leukosit dalam darah dapat memberikan
gambaran status kekebalan tubuh seekor hewan
(Anggraeni et al., 2016).  Leukosit terdiri dari
sel bergranula (heterofil, eosinofil, dan basofil)
serta sel tidak bergranula (limfosit dan monosit).
Hasil diferensial leukosit menunjukkan bahwa
rataan jumlah monosit, heterofil, dan eosinofil
yang cenderung menurun sejalan dengan
peningkatan dosis pemberian ekstrak daun
singkong, sedangkan rataan jumlah limfosit
cenderung meningkat sejalan dengan
peningkatan dosis ekstrak daun singkong yang
diberikan.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
rataan jumlah leukosit (Tabel 1) mengalami
penurunan sejalan dengan peningkatan dosis
ekstrak daun singkong yang diberikan, namun
secara statistika jumlah leukosit keempat
kelompok tidak berbeda nyata (P<0,05).  Sugito
dan Delima (2009) menyatakan bahwa cekaman
panas menyebabkan terjadinya leukositosis

Tabel  1.  Profil leukosit puyuh yang diberi cekaman panas

Profil leukosit                           Kelompoka

(x 103/mm3)b

Kontrol A B C

Total Leukosit 15,23±5,62p 15,00±1,90p 14,47±7,94p 9,90±4,10p

Monosit 0,43±0,15q 0,42±0,19q 0,11±0,13p 0,09±0,15p

Limfosit 3,37±1,60p 10,19±2,48q 10,60±5,22q 7,90±3,55q

Heterofil 10,51±4,58q 3,18±1,15p 3,12±2,32p 1,59±0,88p

Eosinofil 0,70±0,44q 0,81±0,41q 0,53±0,51pq 0,17±0,11p

Basofil 0,22±0,27pq 0,40±0,28q 0,11±0,11p 0,14±0,17pq

Keterangan: aPembagian kelompok berdasarkan dosis ekstrak daun singkong yang diberikan, Kontrol: 0
mg/168 g BB, A: 5,292 mg/168 g BB, B: 10,584 mg/168 g BB, C: 21,168 mg/168 g BB
bProfil leukosit ± Standar deviasi (SD)
pqSuperscript yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan hasil yang berbeda nyata (P
< 0,05) antar kelompok pada tingkat kepercayaan 95%
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akibat peningkatan signifikan jumlah heterofil.
Peningkatan ini dipicu oleh tingginya hormon
glukokortikoid akibat kondisi cekaman panas
yang meningkatkan pelepasan heterofil dari
sumsum tulang (Mahmoud et al., 2013).  Hasil
penelitian ini mengindikasikan bahwa penggu-
naan ekstrak daun singkong mampu menekan
dampak stres terhadap peningkatan total
leukosit.

Peningkatan glukokortikoid juga menye-
babkan atrofi organ limfoid sehingga menekan
jumlah limfosit, peningkatan heterofil dan
penurunan limfosit kemudian berimplikasi pada
tingginya rasio heterofil per limfosit (H/L) yang
menjadi indikasi utama stres hewan (Mahmoud
et al., 2013).  Rataan jumlah limfosit pada
kelompok A, B, dan C yang mendapatkan
perlakuan ekstrak daun singkong lebih tinggi
(P<0,05) dibandingkan kontrol.  Limfosit
memiliki peran penting dalam respons imun
seperti produksi antibodi (Davis et al., 2008).
Rataan jumlah heterofil pada kelompok yang
mendapatkan perlakuan ekstrak daun singkong
lebih rendah (P<0,05) dibandingkan kontrol.
Heterofil merupakan leukosit dengan
mekanisme fagosit yang meningkat pada
kondisi infeksi, peradangan, dan stres (Davis et
al., 2008).  Ekstrak daun singkong mengandung
flavonoid, tanin, dan saponin yang memiliki
aktivitas antimikroba sehingga meskipun
pemeliharaan tanpa antibiotik, heterofil puyuh
tidak mengalami peningkatan secara berlebih
(Jumadin et al., 2017; Napirah et al., 2013).

Rataan jumlah limfosit dan heterofil
berdampak pada rasio H/L kelompok kontrol
yang lebih tinggi secara signifikan dibandingkan
kelompok yang mendapatkan perlakuan ekstrak

daun singkong (P < 0,05).  Hasil penelitian
terdahulu oleh Mahmoud et al. (2013),
dilaporkan bahwa puyuh yang dipelihara pada
suhu ideal  menunjukkan rasio H/L sebesar 0,27
± 0,0.  Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
puyuh yang diberi cekaman panas dan ekstrak
daun singkong dengan dosis 21,168 mg/168 g
BB memiliki rataan rasio H/L sebesar 0,21 ±
0,13.  Hal ini mengindikasikan bahwa
pemberian ekstrak daun singkong dengan dosis
tersebut dapat menurunkan tingkat stres puyuh
pada kondisi cekaman panas.

Monosit merupakan sel prekursor makrofag
yang berfungsi sebagai pertahanan utama pada
jaringan dengan mekanisme fagositosis
(Satyaningtijas et al., 2014). Jumlah rataan
monosit pada kelompok B dan C lebih rendah
daripada kelompok kontrol dan A (P<0,05),
mengindikasikan bahwa dosis ekstrak daun
singkong yang lebih besar menekan jumlah
monosit.  Konsentrasi bahan alami yang besar
dapat menyebabkan toksisitas yang juga besar,
sehingga dapat melisiskan sel monosit
(Meilawaty 2013). Namun, jumlah rataan
monosit pada tiap kelompok masih berada pada
kisaran normal yaitu 0–8,1% dari jumlah
leukosit (Sturkie dan Griminger, 1976).  Hal
tersebut mengindikasikan tidak adanya infeksi
akut pada semua kelompok perlakuan puyuh
(Anggraeni et al., 2016).

Tabel 1 menunjukkan penggunaan ekstrak
daun singkong menekan jumlah eosinofil.
Eosinofil berperan dalam proses inflamasi serta
perlawanan infeksi parasit (Davis et al., 2008).
Sekresi sitokin meningkat selama cekaman
panas terjadi, hal ini kemudian meningkatkan
respons inflamasi (Sugito et al., 2007).  Tubuh
mulai memproduksi dan melepaskan heat shock
protein (HSP) pada sel, termasuk makrofag
untuk mencoba dan melindungi diri dari efek
radikal bebas (Sarica et al., 2015).  Senyawa HSP
memiliki peran penting dalam perlindungan dan
perbaikan sel dan jaringan terhadap suhu tinggi
atau rendah (Gu et al., 2012).  Senyawa HSP
ini mengaktivasi makrofag untuk memproduksi
sitokinin proinflamasi, salah satunya adalah
produksi interleukin-1 menjadi meningkat (Asea
et al., 2000).

Hasil penelitian ini mengindikasikan
penggunaan ekstrak daun singkong mampu
mengurangi respons inflamasi pada puyuh.  Hal
ini sejalan dengan pernyataan Nisa et al. (2013)
bahwa ekstrak daun singkong memiliki efek
antiinflamasi karena mengandung saponin dan
flavonoid yang mampu menghambat siklus

Tabel 2 Rasio heterofil per limfosit (H/L) burung
puyuh yang diberi cekaman panas

Kelompok Dosis Ekstrak Rasio H/La

Daun Singkong

Kontrol 0 mg/168 g BB 3,68±2,20q

A 5,292 mg/168 g BB 0,34±0,16p

B 10,584 mg/168 g BB 0,29±0,13p

C 21,168 mg/168 g BB 0,21±0,13p

Keterangan: aRasio H/L ± Standar deviasi (SD)
pqSuperscript yang berbeda pada baris
yang sama menunjukkan hasil yang
berbeda nyata (P < 0,05) antar
kelompok pada tingkat kepercayaan
95%
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siklooksigenase dan menekan keluarnya media-
tor peradangan.  Basofil tidak menunjukkan
hasil yang berbeda nyata (P<0,05) antara kontrol
dan kelompok perlakuan ekstrak.  Basofil
berperan dalam proses peradangan dan terdapat
dalam jumlah yang relatif sedikit dalam aliran
darah (Sukmayadi et al., 2014).

SIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
pemberian ekstrak daun singkong dapat
dijadikan alternatif dalam mengatasi cekaman
panas pada puyuh.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan
menggunakan dosis ekstrak daun singkong
yang lebih besar untuk mendapatkan dosis
efektif puyuh yang mengalami cekaman panas
kronis sejak periode starter.
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