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ABSTRACT

The purpose of this research was to study the efficacy of bio-additive (a mixture of Lumbricus rubellus meal
extract, Morinda citrifolia leaf extract and lactic acid bacteria ), probiotics, and antibiotics on the prevalence co-
libacillosis and healthy status of broiler that infected by E. coli strain Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC).
A total of 140 DOC were distribute randomly into 20 units of cage, each filled with 7 chickens were arranged in a
completely randomized desig . Twenty cages were divided into 5 group , each treatment consisted of 4 replicates.
The treatment group consisted of treatment A = infection of E. coli positive control), B = infection of E. coli + bio-
additiv, C = infection of E. coli + probiotic, D = infection of E. coli + antibiotic , E = no E. coli infection_negative
contro). Feed base on corn- soybean is formulated as a basal fee . The experiments were conducted for 35 days,
on day 21 chickens infected E. coli. ND vaccination is given at the age of four days and 15 days. The observed
parameters were changes of macroscopic, isolation and identification of E. coli, changes in histopathology, blood
profiles and antibody titer against ND. Results showed the prevalence colibasillosis on treatment B resulted in the
lowest rate (33.3), results in the isolation and identification of chicken with positive clinical symptoms kolibasilosis
infected APEC, and microscopic observations showed histopathological changes in the organs pancreas, heart,
liver, and exchanges fabrisius lung. The results of the blood profile analysis showed the presence of the bodys
defense mechanism against bacterial infectio , which is evident from the number of leukocytes in treatment A and
C are higher tha treatment E (P> 0.0 ), red cell count treatment D higher than E treatment (P> 0.0 ), and total of
Hb treatment A higher than treatment E P> 0.0 ). Based on the overall health status, it can be concluded that the
administration of bioaditif decrease the prevalence o colibasillosis 67.7 % .
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ABSTRAK

Tujuan penelitian ini untuk mempelajari pengaruh bioaditif (campuran ekstrak tepung cacing tanah Lum-
bricus rubellus, ekstrak daun mengkudu Morinda citrifolia, dan bakteri asam laktat), probiotik, dan antibiotik
terhadap prevalensi kolibasilosis dan status kesehatan ayam broiler yang diinfeksi E. coli strain Avian Pathogenic
Escherichia coli (APEC). Sebanyak 140 ekor DOC didistribusikan secara acak ke dalam 20 unit kandang, masing-
masing diisi dengan tujuh ekor ayam yang disusun dalam rancangan acak lengkap. 20 kandang dibagi ke dalam
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lima kelompok perlakuan, tiap perlakuan terdiri atas empat ulangan. Kelompok perlakuan terdiri atas perlakuan
A= infeksi E. coli (kontrol positif), B= infeksi E. coli + bioaditif, C= infeksi E. coli + probiotik, D= infeksi E.
coli + antibiotik, E= tanpa infeks E. coli (kontrol negatif). Pakan berbasis jagung-kedelai diformulasikan sebagai
pakan basal. Percobaan dilakukan selama 35 hari, pada hari ke-21, ayam diinfeksi £. coli. Vaksinasi ND diberikan
pada umur empat hari dan 15 hari. Parameter yang diamati adalah perubahan makroskopis, isolasi, dan identi-
fikasi E. coli, perubahan histopatologi, profil darah dan titer antibodi terhadap ND. Hasil penelitian menunjukkan
prevalensi kolibasilosis pada perlakuan B menghasilkan angka terendah (33,3%), hasil isolasi dan identifikasi pada
ayam dengan gejala klinik kolibasilosis positif terinfeksi APEC, dan hasil pengamatan mikroskopis menunjukkan
perubahan histopatologi pada organ pankreas, jantung, hati, bursa fabrisius, dan paru. Hasil analisis profil darah
menunjukkan adanya mekanisme pertahanan tubuh terhadap infeksi bakteri, yang terlihat dari jumlah leukosit
pada perlakuan A dan C yang lebih tinggi dari perlakuan E (P<0.05), jumlah eritrosit perlakuan D lebih tinggi dari
perlakuan E (P<0.05), dan jumlah Hb perlakuan A lebih tinggi dibandingkan perlakuan E (P<0.05) Berdasarkan
status kesehatan secara keseluruhan, dapat disimpulkan bahwa pemberian bioaditif menurunkan prevalensi koli-

basilosis sebesar 67.7%.

Kata kunci: Bioaditif, Probiotik, Antibiotik, E. coli, Kolibasilosis

PENDAHULUAN

Peternakan unggas mengalami peningkatan
yang signifikan dari tahun ke tahun, baik dari
segi produksi maupun konsumsi produk unggas.
Akan Tetapi perkembangannya mengalami
berbagai kendala, salah satunya akibat penyakit
kolibasilosis yang disebabkan bakteri patogen
Escherichia coli. Penurunan produksi yang dise-
babkan kolibasilosis cukup mengkhawatirkan.
Hal itu ditunjukkan dengan tingginya angka
morbiditas dan mortalitas.! Mayoritas strain .
coli adalah no patogenik yang merupakan mi-
kroflora normal pada usus hewan, tetapi beberapa
galur bersifat patogenik.? Sementara strain E. coli
patogenik yang dikenal dengan Avian Pathogenic
Escherichia coli (APEC) dapat menginfeksi ung-
gas yang bersifat sistemik dan menimbulkan
bakteriemia. APEC mempunyai kemampuan
menyebar melalui sirkulasi darah dan masuk ke
target organ jantung, menyebabkan terbentuknya
jaringan fibrin, dan dapat menyebar ke organ
lain seperti hati.*> Kemampuan tumbuh APEC
pada organ tubuh ayam broiler dan kemampuan
berkolonisasi (menempel) menyebabkan keru-
sakan organ berupa perikarditis, perihepatitis,
airsakulitis, mesenteritis, dan sebagainya. Ayam
yang terinfeksi APEC mampu menularkan ke
ayam sehat dengan cepat melalui beberapa rute:
1) kontak langsung dengan hewan yang terinfeksi,
2) air minum yang tercemar, 3) lalat dan serangga
lainnya, 4) litter yang tercemar kotoran (feces),
dan strain E. coli virulen tersebut dapat bertahan
hidup selama beberapa bulan di kotoran ayam.?
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Berbagai upaya dilakukan untuk mem-
bantu menghilangkan E. coli patogenik dengan
pemberian antibiotik sintetis. Akan tetapi
pemakaian obat-obatan tersebut menyebabkan
residu antibiotik pada organ dan resistensi bakteri
sehingga kemampuan obat untuk mengatasi pe-
nyakit menjadi rendah. APEC memiliki kemam-
puan adaptasi yang baik terhadap obat-obatan
sehingga penggunaan antibiotik secara terus-
menerus, seperti enrofloxacin, oxytetracycline,
dan sulfadimethoxine meskipun berdasarkan
dosis yang ditentukan tidak berpengaruh terhadap
patogenisitas APEC. Hal itu terjadi karena
ada penurunan kemampuan antibiotik tersebut
sehingga menyebabkan resistensi.*

Banyak penelitian dilakukan untuk mencari
pengobatan alternatif yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri patogen penyebab kolibasi-
losis dengan pemberian bahan alami yang bersifat
antibakteri. Cacing tanah Lumbricus rubellus
mengandung senyawa bioaktif ‘lumbricin I’
yang memiliki struktur peptida dengan panjang
molekul 76 A A dan berat molekul 8849Da bersifat
antibakteri dalam spektrum luas terhadap bakteri
patogen Gram negatif maupun Gram positif.’
Cairan selom cacing tanah diketahui mengandung
berbagai senyawa bioaktif yang berkhasiat
melawan patogen potensial yang dapat bermigrasi
ke dalam tubuh.® Tepung cacing tanah secara
in vitro pada level optimum 50% (b/v) mampu
menghambat pertumbuhan E. coli’ dan ekstrak
cacing tanah dengan pelarut etanol memiliki
aktivitas antimikroba.® Daun mengkudu (Morinda
citrifolia) bersifat fitobiotik karena mengandung



senyawa polisakarida, ekstrak hidro alkoholik,
alkaloid, dan antrakuinon yang mampu mening-
katkan aktivitas fagositas neutrofil secara in vitro
melawan Staphylococcus, Bacillus subtilis, dan E.
coli.’ Bakteri asam laktat terbukti meningkatkan
jumlah bakteri usus yang menguntungkan
sehingga mencegah kolonisasi dan infeksi APEC
serta memodulasi sistem kekebalan,'® meningkat-
kan respons sistemik terhadap beberapa antigen
pada ayam," dan menurunkan jumlah koliform
pada usus halus ayam.'?

Penelitian ini difokuskan untuk mempelajari
pengaruh pemberian bioaditif (campuran ekstrak
tepung cacing tanah Lumbricus rubellus,
ekstrak daun mengkudu Morinda citrifolia, dan
bakteri asam laktat), probiotik, antibiotik terhadap
prevalensi kolibasilosis, dan status kesehatan
ayam broiler (perubahan makroskopis, isolasi,
identifikasi £. Coli, perubahan histopatologis,
dan profil darah serta titer antibodi terhadap ND)
yang diinfeksi Avian Pathogenic Escherichia coli
(APEC).

METODE PENELITIAN

Bioaditif
Bioaditif mengandung ekstrak tepung cacing

tanah (L. rubellus), ekstrak daun mengkudu (M.
citifolia), dan kultur kering bakteri asam laktat.

Preparasi dan Ekstraksi Tepung Cacing
Tanah

Preparasi tepung cacing tanah mengacu pada
metode Edward" dan Mihara,'* yang dimodifikasi.
Cacing tanah dipisahkan dari media dan kemudian
dicuci dengan air untuk menghilangkan kotoran
dan debu pada saluran pencernaan dan kulit luar
cacing. Kemudian cacing direndam dalam air
dingin 4°C selama 24 jam. Asam format 80%
ditambahkan sebanyak 3% dari berat cacing,
lalu cacing digiling menggunakan blender
hingga menjadi pasta. Pasta dikeringkan dalam
oven pada suhu 50°C selama 12 jam, kemudian
digiling menggunakan blender kembali setelah
kering. Setelah digiling, tepung cacing tanah
yang diperoleh diayak untuk mendapatkan ukuran
partikel yang homogen + 40 mesh. Ekstrak tepung
cacing tanah dibuat dengan metode dekokta.'®

Sebanyak satu bagian tepung cacing tanah (TCT)
ditambahkan air pH netral sebanyak sepuluh
bagian dan ditambah lagi air ekstra sebanyak
dua bagian ke dalam panci. Panci yang berisi
campuran air dan TCT dipanaskan di atas penagas
air selama 30 menit terhitung sejak suhu air
dalam panci 90°C. Filtrat didapatkan dari hasil
penyaringan air rebusan TCT menggunakan kain
saring. Filtrat kemudian dipekatkan dengan cara
diuapkan yang disertai dengan penurunan tekanan
permukaan hingga didapatkan konsistensi yang
kental. Ekstrak TCT disimpan dalam pendingin
pada suhu -20°C sebelum digunakan.

Persiapan dan Ekstraksi Tepung Daun
Mengkudu

Daun tanaman mengkudu yang telah cukup tua
diambil dari wilayah Playen, Gunungkidul, lalu
dicuci dan dikeringkan dalam oven bersuhu
50-60°C, digiling, dan diayak untuk mendapatkan
ukuran 30 mesh. Ekstraksi tepung daun mengkudu
dilakukan dengan metode evaporasi.'> Tepung
daun mengkudu direndam dalam etanol 40%
(v/v) selama tiga hari dengan sesekali diaduk, lalu
ditempatkan di tempat yang sejuk dan kering serta
terlindung dari cahaya. Selanjutnya dilakukan
penyaringan untuk mendapatkan filtrat bebas dari
residu. Filtrat dipekatkan dengan evaporasi hingga
diperoleh konsistensi yang kental.

Granulasi Ekstrak Daun Mengkudu dan
Cacing Tanah

Granulasi ekstrak daun mengkudu dan tepung
cacing tanah dengan metode granulasi basah.
Ekstrak kental kasar dari tepung cacing tanah
dicampur dengan senyawa pengering, pati mani-
hot. Selanjutnya, bahan aktif kedua (ekstrak daun
mengkudu) ditambahkan. Sukrosa dicampur ke
dalam campuran sebagai senyawa pengisi (filler).
Bahan terakhir yang ditambahkan ke campuran
yaitu carboxy methyl cellulose (CMC-Na) sebagai
senyawa pengental. Granul basah lalu diayak un-
tuk mendapatkan ukuran 20 mesh dan dikeringkan
dalam oven bersuhu 40—60°C selama 24-48 jam.
Granul kering tersebut kemudian diayak kembali
untuk mendapatkan ukuran 20 mesh.
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Persiapan Kultur Kering Bakteri Asam
Laktat

Probiotik disiapkan dengan metode mikroen-
kapsulasi menggunakan spray dryer (Lab Plant
SD-Basic).'¢ Isolat BAL terpilih (Pediococcus
acidilactici RO1) ditumbuhkan dalam media agar
dan kaldu lalu disebarkan ke de Mann Rogossa
Sharpe (MRS) pada suhu 37°C selama 18 jam.
Kultur disentrifugasi pada 4500 rpm selama
10 menit, lalu biomass/pellet dicampur dengan
larutan skim (20% w/v) dan gom arab (1% w/v)
ditambahkan. Campuran dihomogenisasi meng-
gunakan homogenizer 8000 rpm selama lima
menit sebelum proses mikroenkapsulasi. Kondisi
pengoperasian spray dryer sebagai berikut: suhu
udara inlet 110°C, suhu udara outlet 68°C, dan
kecepatan pompa 3. Kultur kering yang diperoleh
dari spray dryer kemudian ditambah skim
sebagai bahan pengisi (filler) untuk memperoleh
kepadatan sel 1x10° cfu/g.

Formulasi Bioaditif

Komposisi campuran untuk granulasi adalah:
ekstrak tepung cacing tanah, ekstrak daun
mengkudu, pati, sukrosa, dan CMC-Na (200: 200:
200: 2.836: 564 mg/kg BB). Semua bahan yang
diformulasi dicampur secara homogen kemudian
dicampur dengan kultur kering bakteri asam
laktat (1x10° cfu/g) untuk mendapatkan granul
yang disebut bioaditif. Dosis bioaditif yang
digunakan 4g/kg BB. Antibiotik oxytetracycline
yang digunakan dalam penelitian ini merupakan
bentuk campuran dengan vitamin (vitamin A, D3,
E, K3, B1, B2, B6, B12, dan C), asam nikotinat,
dan calcium-D-pantothenate. Dosis antibiotik
yang digunakan 0,71 g/liter konsumsi air minum.
Probiotik yang diberikan mengandung 1x10"
cfu/g Lactobacillus acidophillus, Bacillus subtilis,
Bacillus megaterium, L. bulgaricus, Candida pin-
tolopesii, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus
oryzae, dan Streptococcus thermophillus. Dosis
yang diberikan 0,5 ml/liter konsumsi air minum.

Pakan

Pakan basal mengandung dedak padi, pollard,
tepung ikan, crude palm oil, calcium carbonate
(CaCO,), di calcium phosphate (DCP), lisin,
DL-metionin, premiks komersial, dan diformulasi
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untuk menyediakan kebutuhan nutrisi ayam broiler
seperti rekomendasi NRC."” Tingkat protein dari
pakan adalah sekitar 22—-23%. Kandungan nutrisi
pakan didasarkan analisis laboratorium.

Penentuan Dosis E. coli

Untuk menentukan dosis infeksi-50 (DL,), seba-
nyak 102 ekor DOC broiler dipelihara, isolat E.
coli sebelum digunakan dipasasekan (dilintaskan)
terlebih dulu pada ayam untuk membangkitkan
patogenisitasnya. Pada umur ayam 21 hari,
sepuluh ekor diinfeksi secara per oral dengan
empat dosis berdeda, yaitu 10°, 107, 108, 10° cfu/
ml, kemudian dipelihara kembali selama 14 hari
dan diamati gejala klinis serta kematian ayam.
Ayam mati atau yang menunjukkan gejala klinis
kolibasilosis dinekropsi dan bakteri E. coli diiso-
lasi sebagai konfirmasi penyebab penyakit pada
ayam tersebut.!® Deskripsi hasil nekropsi pada
ayam dengan gejala klinis meliputi pericarditis,
perihepatitis, hepar rapuh, bengkak dan berwarna
pucat, ginjal bengkak, airsack keruh, paru-paru
rusak. Dosis infeksi (DI ) ditentukan berdasarkan
metode Reed dan Muench.'®

Penelitian In Vivo

Sebanyak 140 ekor DOC Jumbo 747 dengan
rataan berat awal 42-43 g dialokasikan secara
acak ke dalam lima perlakuan. Semua ayam
ditempatkan dalam kondisi manajemen yang sama
selama 35 hari periode penelitian. Suhu brooding
awal 33°C pada minggu pertama dan berkurang
secara bertahap 2°C sehingga dipertahankan
pada suhu 24°C. Pakan dan air minum diberikan
ad libitum selama periode pengamatan. Pene-
litian dirancang dalam rancangan acak lengkap
dengan lima perlakuan dan empat ulangan dan
setiap ulangan sebanyak tujuh ekor ayam broiler.
Perlakuan yang diuji pada ayam broiler meliputi:
A=infeksi E. coli (kontrol positif), B=infeksi E.
coli+bioaditif, C= infeksi E. coli + probiotik, D=
infeksi E. coli + antibiotik, E=tanpa infeksi F.
coli (kontrol negatif). Bioaditif, probiotik, dan
antibiotik diberikan setiap hari melalui air minum.
Pada umur ke-21 hari (enam hari post-vaksinasi
ND Lasota), ayam diinfeksi £. coli secara per oral
dengan dosis 10® cfu/ml/ekor (berdasarkan DI, ).



Nekropsi dan Pengamatan Makroskopis

Pengamatan gejala klinis dilakukan mulai hari
pertama setelah infeksi. Ayam yang menunjukkan
gejala sakit, disembelih. Selanjutnya, dinekropsi
untuk mengetahui perubahan patologis yang
tampak pada organ pankreas, kantung udara,
perikardium dan jantung, hepar, bursa fabrisius
dan paru. Perubahan patologis yang tampak
pada organ ayam yang mengalami infeksi APEC
adalah perikarditis, perihepatitis, dan air saculitis.
Nekropsi dan pemeriksaan makroskopis ini
untuk menentukan organ yang akan diisolasi dan
identifikasi secara mikrobiologi.

Isolasi dan Identifikasi Escherichia coli

Sampel organ ayam yang sakit dengan gejala
kolibasilosis diisolasi secara aseptis dan diino-
kulasikan secara strik ke dalam media EMBA
(Eosin Methylen Blue Agar). Media yang telah
diinokulasi diinkubasi selama 24 jam pada suhu
37°C. Koloni yang tumbuh dan diduga sebagai E.
coli kemudian dilakukan tes IMVIC (Indol (SIM),
Methyl Red, Voges Proskauer, Citrate) dengan
menggunakan media Tryptone Broth untuk Uji
Indol, MR-VP Medium untuk uji Methy! Red dan
Voges Prokauer, Simon Citrate Medium untuk uji
penggunaan sitrat sebagai satu-satunya sumber
karbon,? dilanjutkan dengan uji pewarnaan Gram.
Bakteri positif E. coli pada tes IMVIC ditandai
dengan perubahan warna SIM (Sulfit = (-), Indol
=merah/(+), Motility = warna putih bentuk seperti
paku payung /(+), Methyl Red = merah/(+) dan
Voges Proskauer = putih/(-), Simon citrate =
hijau/(-)) dan dari hasil pewarnaan Gram, tampak
berupa Gram negative (merah).”!

Analisis histopalogi

Sampel organ yang digunakan untuk pembuatan
sediaan histopatologis meliputi organ usus halus,
pankreas, kantung udara, jantung, hati, bursa
fabrisius, dan paru-paru dari ayam percobaan.
Pembuatan sediaan histopatologis® ini dilakukan
di laboratorium patologi fakultas kedokteran
hewan, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta.

Analisis profil darah

Pengambilan sampel darah dilakukan pada ayam
umur 35 hari, dan diambil sebanyak dua ekor dari
setiap kandang. Sampel darah diambil menggu-
nakan spuit 3 ml dengan ukuran jarum 25 G, darah
diambil dari pertemuan vena (bifurcatio) vena
axillaris. Darah diambil secara perlahan sebanyak
1 ml dan dimasukkan 0,5 ml ke microtube yang
sudah diberi antikoagulan Ethylene Diamine Tetra
Acetic (EDTA) sebanyak 10% dari volume darah
untuk analisis profil darah dan 0,5 ml darah yang
tersisa dispuit digunakan untuk analisis serologis.
Pemeriksaan darah meliputi perhitungan darah
lengkap (eritrosit, leukosit, limfosit, monosit,
eosinofil, neutrofil segmen, haemoglobin/Hb,
Packed Cell Volume/PCV, dan Total Protein
Plasma/TPP).

Vaksinasi dan analisis titer antibodi

Vaksinasi dilakukan pada umur empat hari
(vaksin ND-IB, Newcastle Disease, Infectious
Bronchitis-tetes mata), umur sepuluh hari (vaksin
IBD, Infectius Bursal Disease), dan umur 15 hari
(vaksin ND Lasota, Newcastle Disease-oral).
Pada umur pemeliharaan 21 hari (enam hari
pascavaksinasi ND Lasota) dan pada akhir
pemeliharaan dilakukan pengambilan sampel
darah melalui vena axillaris untuk pengukuran
titer antibodi terhadap ND dengan metode
penghambatan haemaglutinasi.?®

Analisis statistik

Pengaruh perlakuan terhadap profil darah lengkap
dan titer antibodi ND pada ayam sakit dievaluasi
menggunakan analisis variansi dengan rancangan
acak lengkap dan perbedaan antara perlakuan
dianalisis dengan Uji Jarak Bergada Duncan
(Duncan’s Multiple Range Test).**

HASIL DAN PEMBAHASAN

Perubahan Makroskopis

Hasil pemeriksaan makroskopi (nekropsi/
bedah bangkai) dari beberapa sampel ayam sakit
selama pemeliharaan dapat dilihat pada Tabel 1.
Pengamatan makroskopis di Tabel 1 menunjuk-
kan bahwa ayam yang sakit pada perlakuan
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dengan infeksi (A, B, C, dan D) sebagian besar
disebabkan oleh infeksi E. coli (kolibasilosis)
kecuali pada perlakuan E. Pemberian bioaditif
(perlakuan B) yang mengandung granul ekstrak
daun mengkudu, cacing tanah, dan probiotik
berpengaruh positif pada penurunan kejadian
kolibasilosis dari beberapa sampel ayam yang
sakit. Hal ini disebabkan adanya efek dari
bahan-bahan aktif yang terkandung dalam kom-
ponen bioaditif. Tepung cacing tanah dan daun
mengkudu masing-masing memiliki senyawa
bioaktif yang mempunyai efek antibakteri melalui
aktivitas fagositosisnya. Senyawa aktif yang ter-
kandung dalam L. rubellus adalah lumbricin yang
merupakan golongan peptida/protein antimikroba
spektrum luas.’ Peptida antimikroba bekerja de-
ngan cara memengaruhi permeabilitas membran
dinding sel mikroba sehingga menghambat
proses sintesis protein dan DNA.* Peptida
antimikroba lumbricin bermuatan positif® dan
peptida bermuatan positif diketahui dapat secara
langsung memengaruhi sintesa makromolekul
yang disebabkan kerusakan depolarisasi dinding
sel.* Selain itu, probiotik berupa strain bakteri
asam laktat, terbukti meningkatkan jumlah bakteri
usus yang menguntungkan sehingga mencegah
kolonisasi dan infeksi E. coli patogenik (APEC)
serta memodulasi sistem kekebalan tubuh,!®
meningkatkan respons sistemik terhadap beberapa
antigen pada ayam,'' dan menurunkan jumlah
bakteri E. coli patogen pada usus halus ayam.'?
Beberapa isolat bakteri asam laktat yang tergolong
bakteri gram positif dan berbentuk bulat seperti
Lactococcus, Streptococcus, Lauconostoc, En-

terococcus dan Pediococcus serta yang berbentuk
basil seperti Lactobacillus, mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan
Staphylococcus.* Penyakit IBD (Gumboro) juga
terjadi pada ayam sampel. Hal itu disebabkan
pemberian vaksinasi IBD yang dilakukan hanya
satu kali, dan tidak dilakukannya vaksinasi ulang
(booster) yang dapat meningkatkan kekebalan
ayam terhadap infeksi IBD.

Isolasi dan Identifikasi

Berdasarkan hasil isolasi dan identifikasi Esche-
richia coli dari sampel ayam yang sakit dan
menunjukkan gejala kolibasilosis melalui tes
IMVIC dan pewarnaan gram, diperoleh hasil
sampel A3, B2, C1, D4, dan D2 positif terdapat
bakteri Escherichia coli. 1solasi dan identifikasi
E. coli terhadap sampel ayam sakit dengan ge-
jala kolibasilosis merupakan uji pelengkap yang
menguatkan diagnosis adanya infeksi E. coli pada
ayam sakit dengan gejala kolibasilosis tersebut

Perubahan Histopatologi

Perubahan histopatologi ayam sakit dengan gejala
kolibasilosis ditunjukkan dalam Tabel 2 dan Gam-
bar 1. Berdasarkan pengamatan histopatologi,
diketahui perubahan yang diakibatkan bakteri E.
coli (APEC) yang diinfeksikan berupa adanya
infiltrasi limfosit, heterofil, makrofag, pericarditis,
dan adanya multi focal necrotic pada beberapa
organ pencernaan. Selain itu, terlihat pula adanya
gejala penyakit lain khususnya IBD (Gumboro)

Tabel 1. Kejadian Kolibasilosia pada Ayam Broiler yang Diberikan Perlakuan Aditif Selama 35 hari Pemeliharaan

Perlakuan Ayam sampel Keterangan Prevalensi
2 3 4 & kolibasilosis (%)

A nd c c Terdiagnosis kolibasilosis dari semua sampel ayam sakit 100

B g c nd g Dla.gno.5|s (_:Iarl 2 ekor adalah gumboro/IBD dan 1 ekor 333
kolibasilosis
Terdiagnosis menderita gabungan dari 2 penyakit yaitu

¢ e ce e e gumboro dan kolibasilosis 100
Terdiagnosis 1 ekor menderita kolibasilosis dan 2 ekor

D g c g cg 50
terkena gumboro dan 1 ekor gabungan keduanya

E nd g g nd Terdiagnosis gumboro/IBD 0

Sumber: Data yang Diolah

Keterangan: nd : tidak ada yang sakit, c: kolibasilosis, g: gumboro, cg: kolibasilosis + gumboro. A = infeksi E. coli; B
= infeksi E. coli + bioaditif; C = infeksi E. coli + probiotik; D = infeksi E. coli + antibiotik; E = tanpa infeksi E. coli
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yang ditandai dengan oedema pada bursa fabri-
sius. Munculnya perubahan histopatologi akibat
penyakit IBD ini dimungkinkan karena vaksinasi
IBD yang hanya dilakukan satu kali dan tidak
dilakukan vaksinasi ulang (booster). Infiltrasi
limfosit, heterofil, dan makrofag pada beberapa
organ juga terjadi pada ayam yang diinfeksi
E.coli.*® Organ-organ yang mengalami infiltrasi
limfosit terdapat pada saluran pencernaan, hepar,
pericardium, dan paru-paru. Infiltrasi limfosit ter-
jadi karena saluran pencernaan, hati, dan pankreas
merupakan organ yang awal kontak dengan agen
infeksi (bakteri £.coli) sehingga sebagai bentuk
respons pertahanan tubuh sel-sel limfosit, hetero-
fil, dan makrofag melakukan infiltrasi ke dalam
jaringan organ-organ pencernaan.” Oedema pada
bursa fabrisius yang terjadi pada perlakuan B,
menunjukkan bahwa probiotik yang diberikan
dapat meningkatkan jumlah makrofag serta
panjang dan lebar folikel limfoid; menyebabkan
lesi ringan berupa oedema, nekrosa sel dan deplesi
bursa fabrisius.*

Tabel 2. Data Perubahan Histopatologi

Profil darah

Pengaruh pemberian bioaditif mengandung
probiotik, granul ekstrak daun mengkudu, dan
tepung cacing tanah terhadap profil darah ayam
yang diinfeksi APEC disajikan pada Tabel 3.

Analisis profil darah merupakan peleng-
kap dalam menentukan diagnosis atau status
kesehatan ternak. Hasil pemeriksaan darah
menunjukkan adanya beberapa komponen darah
yang berbeda nyata antarperlakuan (P<0,05).
Komponen tersebut meliputi jumlah eritrosit,
leukosit, dan Hb. Jumlah eritrosit berbeda nyata
pada perlakuan D dan E dapat disebabkan adanya
pemberian antibiotik dalam air minum ayam yang
mendapat perlakuan D. Antibiotik oxytetracycline
digunakan dalam penelitian ini merupakan bentuk
campuran dengan vitamin (vitamin A, D3, E,
K3, Bl1, B2, B6, B12, dan C), asam nikotinat,
dan calcium-D-pantothenate. Salah satu fungsi
vitamin B kompleks untuk pembentukan sel darah
merah (eritrosit) sehingga suplementasi vitamin
B kompleks dapat meningkatkan jumlah eritrosit

Organ Pencernaan

Perlakuan  Sampel :::,SS Pankreas Kz::::g Jantung Hati fa?al::ssi;::xs Paru

2 - - IHL - IL

A 3 - IL P IHL, MFN
4 - : - IHL
1 - - IHL FN

B 2 - IHL P IHL
4 - IHL P PH O IHLM
1 - - - - - -
2 - IHL P IHL

¢ 3 - IHL IHL P IHL
4 - - P PH, MFN
1 - IHL IHL IHL, MFN

D 2 - IHL IHL P MFN
3 - IHL P IHL, MFN -

E 4 - IHL - IHL, MFN -

Sumber: Data yang Diolah

Keterangan: IL : infiltrasi sel radang limfosit, IHL, infiltrasi sel radang heterofil dan limfosit, [HLM: infiltrasi sel
radang heterofil, limfosit dan makrofag, P: pericarditis, DH: degenerasi hidropik, PH: perihepatitis, MFN: multi
focal necrotic, FN: focal necrotic, O: oedema, - : tidak ada perubahan patologi yang spesifik

A = infeksi E. coli; B = infeksi E. coli + bioaditif; C = infeksi E. coli + probiotik; D = infeksi E. coli + antibiotik;

E = tanpa infeksi E. coli
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B D E
Multi focal Fokal necrotic Infiltrasi sel Multi focal Infiltrasi sel
necrotic (a) & (FN) radang heterofil necrotic (MFN) radang heterofil
hemoragi (b) dan limfosit dan limfosit

Jantung

E
Perikardium (a) Infiltrasi sel Perikarditis (a) Perikarditis (a) Tidak ada
& myokardium radang heterofil dan myocarditis dan myokarditis perubahan
(b) dan limfosit (b) patologi

Pankreas

E
Infiltrasi sel Tidak ada Infiltrasi sel Infiltrasi sel Infiltrasi sel
radang limfosit perubahan radang heterofil radang heterofil radang heterofil
patologi dan limfosit dan limfosit dan limfosit

Gambar 1. Profil Histopatologi (M: 200X) dari Organ dalam Broiler yang Diberi Perlakuan Aditif dan Infeksi £. coli
A =infeksi E. coli; B =infeksi E. coli+bioaditif; C = infeksi E. coli+ probiotik; D = infeksi E. coli+ antibiotik; £

=tanpa infeksi E. coli

dalam darah.’! Jumlah eritrosit yang rendah pada
perlakuan E menunjukkan bahwa tanpa bioaditif
dan tanpa diinfeksi £.coli, tidak ada peningkatan
aktivitas metabolisme yang memacu peningkatan
jumlah eritrosit dalam tubuh ayam.*

Selain eritrosit, jumlah leukosit juga ber-
beda nyata (P<0,05) antara perlakuan A dan E.
Perlakuan A adalah perlakuan tanpa pemberian
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bioaditif dan diinfeksi E.coli sehingga agen in-
feksi tersebut merangsang pembentukan leukosit
yang berfungsi menghancurkan agen infeksi dan
membentuk antibodi. Jumlah leukosit akan
meningkat pada infeksi yang disebabkan bakteri.*
Akibat infeksi £.coli pada perlakuan A, tampak
reaksi perlawanan tubuh dengan meningkatkan
produksi leukosit. Sedang pada perlakuan E



yang tidak diinfeksi E.coli, tidak ada peningkatan
aktivitas fagositosis oleh komponen sel darah
putih (leukosit).*

Hasil pengukuran jumlah hemoglobin
antarperlakuan berbeda nyata (P<0,05) antara
perlakuan A dan E. Jumlah hemoglobin yang
cukup tinggi pada perlakuan A disebabkan adanya
infeksi E.coli. Akibatnya ada kerusakan pada
beberapa organ dan jaringan tubuh. Tubuh pun
berusaha meningkatkan suplai oksigen dan nutrisi
ke jaringan dengan pembentukan hemoglobin
yang akan membawa suplai oksigen ke jaringan
dan membawa karbondioksida dari jaringan ke
paru.**Kondisi berlawanan terjadi pada perlakuan
E yang tidak diinfeksi £.coli sehingga tubuh tidak
mendapatkan rangsangan untuk meningkatkan
pembentukan hemoglobin yang akan membawa
suplai oksigen ke jaringan.**

Hasil pemeriksaan komponen darah yang
lain, meliputi PCV, TPP, neutrofil segmen,
eosinofil, limfosit, dan monosit tidak berbeda
nyata antara perlakuan darah (P>0,05). Akan
tetapi jika dibandingkan dengan jumlah standar,
terdapat satu komponen yang jumlahnya di atas
standar. Komponen darah yang jumlahnya di atas
standar terlihat pada neutrofil segmen (heterofil),
terutama pada perlakuan B. Fungsi utama neutro-
fil adalah menghancurkan bahan asing melalui
proses fagositosis.* Neutrofil mencari, memakan,
dan membunuh bakteri; sebagai garis pertahanan
tubuh pertama terhadap bakteri;*® dan menunjuk-

kan aktivitas amuboid dan aktif dalam memfagosit
untuk mempertahankan tubuh dari infeksi bahan
asing dengan menyerang bakteri dan partikel
kecil lainnya.’” Neutrofil akan muncul dalam
jumlah besar pada saat peradangan. Peningkatan
neutrofil segmen pada perlakuan B menunjuk-
kan adanya aktivitas fagositosis terhadap agen
infeksi (bakteri E. coli) karena daun mengkudu
(Morinda citrifolia) yang terdapat dalam bioaditif
bersifat fitobiotik dan mengandung senyawa
polisakarida, ekstrak hidroalkoholik, alkaloid
serta antrakuinon yang mampu meningkatkan ak-
tivitas fagositas neutrofil secara in vitro melawan
Staphylococcus, Bacillus subtilis, dan E. coli.’
Selain itu, kandungan tepung cacing tanah dalam
bioaditif (perlakuan B) juga bersifat antibakteri
dan mengandung banyak protein, yang berperan
dalam pembentukan komponen darah (mencakup
neutrofil).*® Aktivitas dari beberapa bahan yang
terkandung dalam bioaditif memberikan efek
sinergi dalam menghambat pertumbuhan bakteri.
Caranya melalui aktivitas fagositosis terhadap
agen infeksi.

Jumlah komponen darah yang lain tidak
menunjukkan adanya perbedaan antarperlakuan
(P>0,05) dan masih berada dalam kisaran jumlah
standar. Hal ini menunjukkan bahwa perbedaan
beberapa perlakuan tidak memberikan perubah-
an yang signifikan terhadap jumlah beberapa
komponen darah (PCV, TPP, eosinofil, limfosit
dan monosit).

Tabel 3. Profil Darah Lengkap dari Ayam Broiler yang Diberikan Perlakuan Aditif Selama 35 Hari Pemeliharaan

Profil darah Standar Perlakuan

A B C D E
Eritrosit (x 10%/pl) 2,5-3,5 2,51% 2,49% 2,57% 2,66° 2,26°
Leukosit (x 10%/ul) 1,2-3,0 1,26° 1,18 1,22° 1,03 0,87°
Hb (g/dl) 7-13 8,41° 7,33° 7,59° 7,69 6,92°
PCV (%) 22-35 24,50° 23,962 25,79° 26,75° 22,92°
TPP (g/dl) 4,5-5,5 5,228 4,32° 4,47° 4,242 4,20°
Neutrofil segmen (%) 15-40 48,12° 55,672 47,427 47,00° 48,08°
Eosinofil (%) 1,5-6 2,33° 1,71° 2,79° 0,75 2,50°
Limfosit (%) 45-70 43,17 36,462 42,04° 46,252 43,752
Monosit (%) 5-10 6,372 6,17° 7,75° 6,00° 5,672

Keterangan: “° menunjukkan berbeda nyata (P<0,05)

A = infeksi E. coli; B = infeksi E. coli + bioaditif; C = infeksi E. coli + probiotik; D = infeksi E. coli + antibiotik;

E = tanpa infeksi E. coli
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Titer Antibodi

Titer antibodi terhadap Newcastle Disease (ND)
ayam yang mendapatkan pemberian bioaditif
mengandung tepung cacing tanah, granul ekstrak
daun mengkudu, dan probiotik, dapat dilihat pada
Gambar 2. Hasil pemeriksaan serologis dari dua
kali pengambilan sampel darah menunjukkan
tidak ada perbedaan yang nyata (P>0,05) pada
titer antibodi ND antarperlakuan. Akan tetapi
antara perbedaan waktu pemeriksaan serologis
yang pertama dan kedua terdapat perbedaan
yang nyata (P<0,05). Hasil titer antibodi ND
pemeriksaan serologis pertama yang dilakukan
pada hari ke 6 pascavaksinasi, ND Lasota terlihat
lebih tinggi dibandingkan titer antibodi ND kedua
yang dilakukan pada akhir pemeliharaan (20 hari
pascavaksinasi ND Lasota). Hal tersebut dapat
terjadi karena titer antibodi ayam terhadap ND
mulai terbentuk pada hari ke-6 pascavaksinasi
dan mencapai puncak pada hari ke-14 pasca-
vaksinasi.*” Jadi pada saat uji serologis pertama,
titer antibodi terhadap ND sudah mulai naik,
sedangkan pada uji serologis kedua titer antibodi
terhadap ND telah mulai turun. Selain itu, menu-
runnya titer antibodi ND pada uji serologis kedua
juga dapat disebabkan jarak waktu vaksinasi ND
kedua (ND Lasota) yang terlalu dekat dengan
waktu vaksinasi IBD. Pemberian waktu antara
pelaksanaan vaksinasi IBD dan vaksinasi ND
dimaksudkan untuk memberikan kesempatan
Bursa Fabrisius sebagai organ limfoid yang

menghasilkan kekebalan agar “menyembuhkan
diri” akibat pengaruh vaksinasi IBD. Jarak waktu
antara vaksinasi IBD dan vaksinasi ND yang
optimal adalah delapan hari sehingga titer antibodi
terhadap ND akan terbentuk secara optimal.*
Pemberian probiotik mampu memodulasi sistem
kekebalan tubuh inang; memengaruhi mikroor-
ganisme lain secara langsung; atau berkontribusi
terhadap produk mikrobia, produk inang, maupun
kompenen pakan.*

KESIMPULAN

Pemberian bioaditif yang mengandung campuran
ekstrak tepung cacing tanah Lumbricus rubellus,
ekstrak daun mengkudu Morinda citrifolia, dan
bakteri asam laktat dapat menurunkan prevalensi
kolibasilosis (APEC) sebesar 67,7 %.
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Gambar 2. Titer Antibodi Broiler pada Enam Hari () dan 20 Hari (§) Setelah Vaksinasi
ND A =infeksi E. coli; B =infeksi E. coli+bio aditif; C = infeksi E. coli+ probiotik;
D = infeksi E. coli+ antibiotik; E =tanpa infeksi E. coli
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