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ABSTRACT

The main problem in tropical poultry farming that often happens is a high mortality rate. Deaths occurrance mostly by
heat stress, a condition which is caused by high temperature ( > 28 ° C). Prolonged heat stress was given to 24 quails
grouped in four groups: A (39 ° C), B (41 ° C), C (43 ° C) and D (45 ° C). Provision of heat stress was done when
the quails were 2 days old. Blood sampling was performed at the age of 6 weeks. Overall, there was an increase in
the number of white blood cell, heterophile, eosinophil, monocyte, the ratio between heterophyll and lymphocyte and
malondialdehyde (MDA) levels in all treatment groups. While the number of lymphocytes decreased in all treatment
groups. Basophils had a significant increase in group C, but there was a decrease in group B and D decreased from
control. This indicates that maintenance above temperature > 25 ° C can cause oxidative stress due to heat stress in quail.
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PENDAHULUAN

Pemanasan global adalah suatu keniscayaan. Berdasarkan pemodelan yang dilakukan Intergovernmental Panel
of Climate Change (IPCC), pada tahun 2100 temperatur bumi akan meningkat 1,8 — 4°C dibandingkan rata-rata
temperatur pada periode 1890-1999 sedangkan temperatur rata-rata di Indonesia dapat mencapai 28,7 — 37,7°C,
jauh lebih tinggi dibandingkan suhu nyaman unggas, yakni 20 - 25°C (IPCC 2007; Syafwan 2012). Ternak unggas
akan lebih rentan terhadap pemanasan global dibandingkan ternak mamalia akibat termoregulasinya tidak sebaik
mamalia. Pengeluaran panas pada unggas terbatas karena tidak aktifnya kelenjar keringat dan tubuhnya tertutup

bulu. Peningkatan temperatur lingkungan akan menjadi faktor pemicu timbulnya stres.

Ternak puyuh merupakan salah satu komoditas unggas sebagai penghasil telur dan daging. Keberadaannya
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dapat sebagai pendukung ketersediaan protein hewani yang murah dan mudah didapat. Usaha budidaya puyuh
merupakan salah satu jenis usaha yang banyak diminati dan dikembangkan karena ternak puyuh ini merupakan salah
satu ternak yang dapat berproduksi dalam waktu cepat (40 hari sudah bertelur) di samping usaha budidaya puyuh
dapat dilakukan dengan modal yang relatif kecil dan tidak memerlukan lahan yang luas..

Unggas umumnya mengalami stres oksidatif, yaitu keadaan saat kadar radikal bebas dalam tubuh yang
meningkat melebihi kemampuan dari jumlah sistem antioksidan dalam tubuh untuk mengatasinya. Keberadaannya
dalam tubuh menimbulkan kerusakan pada sel. Stres oksidatif dalam tubuh dapat diukur dengan menggunakan salah
satu parameternya yaitu kadar Malondialdehide (MDA) plasma. Semakin tinggi stres oksidatif yang terjadi dalam
tubuh maka semakin tinggi kadar MDA plasma (Ramatina 2011).

Mediator Malondialdehide (MDA) merupakan suatu produk akhir peroksidasi lemak yang digunakan
sebagai biomarker biologis peroksidasi lemak serta dapat menggambarkan derajat stres oksidatif (Rahardjani 2010).
Heterofil berfungsi sebagai pertahanan tubuh terhadap pengaruh luar, apabila partikel asing terkurung kedalam
sitoplasma heterofil, maka partikel tersebut akan menempatkan diri kedalam ruang yang disebut fagosom (Mayes
et al.. 1997). Rasio H/L merupakan indikator stres yang paling mudah diketahui secara dini. Semakin tinggi angka
rasio maka semakin tinggi pula tingkat cekaman sebagai bentuk stres pada unggas (Kusnadi 2008).

METODE

TAHAP PERLAKUAN

Day Old Quil yang baru datang diberikan perlakuan masa adaptasi selama satu hari. Suhu kandang yang
digunakan untuk semua DOQ adalah 39 °C. Setelah itu burung puyuh dibagi ke dalam empat kandang dengan suhu
yang berbeda. Setiap kandang berisi enam ekor burung puyuh. Kandang puyuh dibersihkan satu kali seminggu.
Setiap pagi dan sore suhu kandang dipantau. Air minum diberikan secara ad-libitum. Puyuh akan diberi pakan dan
minum setiap harinya tanpa penambahan obat atau vitamin. Puyuh umur 1-3 minggu akan diberi pakan starter,

sedangkan puyuh umur 4 sampai S minggu akan diberi pakan grower.

Minggu satu sampai minggu kedua kandang puyuh menggunakan suhu yang berbeda yaitu kandang A pada
suhu 39 °C, kandang B pada suhu 41 °C, kandang C pada suhu 43 °C, dan kandang D pada suhu 45 °C. Pada masa
brooding DOQ memerlukan suhu optimal 39 °C, sementara untuk masa non brooding suhu optimal yang dibutuhkan
adalah 25 °C. Setiap akhir minggu setiap puyuh ditimbang bobot badannya. Awal minggu ketiga suhu di keempat
kandang puyuh diturunkan secara bertahap yaitu penurun suhu sebesar 1 °C/hari. Penurunan suhu dilakukan
sampai suhu kandang mencapai 26 °C untuk kandang A, 31 °C untuk kandang B, 33 °C untuk kandang C, dan 31 °C
untuk kandang D. Hal ini dilakukan selama + 10 hari atau hingga minggu kelima. Sebelum penurunan suhu kandang

burung puyuh diberikan vaksin ND.
TAHAP PENGAMATAN

Satu minggu sekali burung puyuh ditimbang bobot badannya per individu. Pada minggu kelima puyuh diambil
darahnya kemudian diperiksa kadar jumlah dan diferensial leukosit. Uji MDA juga dilakukan untuk mengetahui
kadar stres pada puyuh. Uji ini dilakukan di akhir penelitian atau saat umur burung puyuh lima minggu.
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PEMBUATAN SEDIAAN APUS DARAH DAN DIFERENSIAL LEUKOSIT

Sediaan darah diteteskan pada ujung objek glass, lalu diulas dengan objek glass yang lain, kemudian dikeringkan
dan difiksasi selama S menit dengan menggunakan larutan methanol 75%. Sediaan apus yang telah difiksasi kemudian
direndam dalam larutan Giemsa selama 30 menit lalu dibilas dengan air dan dikeringkan dengan tisu. Sediaan apus
kemudiaan diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran 1000 kali untuk menghitung diferensial sel darah putih.
Sel darah putih yang diamati adalah limfosit, monosit, heterofil, basofil dan eosinofil. Sel darah putih diamati dan
dihitung hingga jumlah total yang teramati mencapai jumlah 100 sel BDP.

PERHITUNGAN JUMLAH LEUKOSIT
Perhitungan jumlah leukosit menggunakan hemositometer, sediaan darah dihisap menggunakan pipet
leukosit dan aspirator sampai batas garis 0.5 lalu ditambahkan larutan Rees and Ecker hingga batas garis. Campuran
dihomogenkan dengan mengocok pipet membentuk angka 8. Campuran yang sudah homogen tersebut diteteskan
ke dalam kamar hitung dengan menempelkan ujung pipet pada dasar kamar hitung yang ditutup dengan cover glass.
Penghitungan leukosit dilakukan menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400 kali dengan melihat leukosit
pada empat kotak besar kamar hitung. Jumlah leukosit yang ditemukan kemudian dikalikan dengan 50.

TEKNIK UJI MALONDIAHDEYDE (MDA)

Malondialdehide (MDA) diukur dengan mengukur konsentrasi Thiobarbituric Acid Reactive Substances.
Sebanyak 750 yL asam fosfat dimasukkan dengan pipet ke dalam tabung polypropilen 13 mL. Kemudian sebanyak 50
uL TEP (Tetra Etoksipropana) standar/pengontrol kualitas/sampel plasma/aquades di tambahkan ke dalam tabung.
Campuran dikocok sampai homogen kemudian ditambahkan 250 pL larutan TBA ( Trichloro Barbituric Acid) 40 mM.
Kemudian ditambahkan aquades sebanyak 450 yL ke dalam tabung dan tabung ditutup rapat. Campuran dipanaskan
selama 1 jam, setelah pemanasan tabung ditempatkan dalam ice bath untuk mendinginkan sampel. Sampel yang
sudah dingin dimasukkan ke dalam Set Pack C 18-column. Absorbansi diukur dengan spektrofotometer pada panjang
gelombang 532 nm.

Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dan membandingakan dengan literatur saat keadaan tubuh

unggas normal.
PROSEDUR ANALISIS LABORATORIUM

Analisis laboratorium dilakukan dengan menghitung jumlah differential BDP menggunakan mikroskop

dengan perbesaran 40 x 10. Pembacaan MDA menggunakan spektrofotometer.
PROSEDUR ANALISIS STATISKTIK

Analisis statistik mennggunakan software SPSS versi 16.0 dengan metode Anova One Way.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Heterofil memiliki fungsi utama fagositosis dan merespon adanya infeksi didalam tubuh. Heterofil dapat
keluar dari pembuluh darah dan menuju pusat infeksi (Ganong 1995). Heterofil dihasilkan dalam sumsum tulang
belakang, sirkulasi heterofil didalam darah berkisar selama 6-10 jam dan masuk ke jaringan. Heterofil bertahan 1
- 2 hari didalam jaringan (Strukie 1976). Jumlah heterofil normal pada unggas adalah 40 % sampai 75 % dari
jumlah leukosit (Mayes et al. 1997). Limfosit merupakan sel darah putih yang paling banyak ditemukan di dalam
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tubuh unggas, limfosit paling banyak ditemukan di jaringan limfogen seperti limpa, timus, kelenjar limfe, daun payer
dan bursa fabrisius (Guyton dan Hall 1996). Selain itu, terdapat juga Monosit berfungsi sebagai makrofag benda
asing yang masuk kedalam tubuh, sebagai sel pertahanan tubuh dan reaksi homeostatis. Monosit memfagositosis

mikroorganisme tertentu dan jaringan yang rusak karena inflmasi (Samuel 1987).

Eosinofil sendiri merupakan leukosit granulosit yang paling banyak ditemukan dan berkumpul pada jaringan
yang mengalami reaksi alergi (Guyton dan Hall 1996). Eosinofil berperan aktif dalam mengatur alergi, proses
perdarahan, mengatur investasi parasit dan memfagosit bakteri (Dellman dan Brown 1992). Basofil merupakan
leukosit yang memiliki jumlah paling sedikit dalam aliran darah (0.5 % - 0.15 %) dan termasuk leukosit agranulosit.
Fungsi utama basofil adalah membangkitkan reaksi hipersensitifitas dengan mengsekresikan mediator yang bersifat
vasoaktif. Menurut Frandson (1992) basofil merupakan prekursor bagi sel mast dan melepaskan histamin pada

reaksi peradangan jaringan dan reaksi alergi.

Leukosit adalah unit yang aktif dari sistem pertahanan tubuh individu. Leukosit berfungsi sebagai pertahanan
tubuh, melawan infeksi secara langsung dan toksin yang dihasilkan akan dinetralisir oleh antibodi yang berada dalam
plasma darah. Jumlah leukosit di dalam tubuh setiap individu berbeda dan berubah sesuai dengan kondisi tubuh.
Perubahan komposisi leukosit dapat terjadi pada keadaan stres, umur, status gizi, dan aktivitas fisiologis (Dellman
dan Brown 1992).

Stres panas meningkatkan sekresi kortikosteroid dari kelenjar adrenal yang menyebabkan atrofi organ limfoid
sehingga menekan jumlah limfosit, sebaliknya, kortikosteroid justru meningkatkan pelepasan heterofil dari sumsum
tulang (Mahmoud et al. 2013). Hal tersebut berimplikasi pada tingginya rasio H/L yang menjadi indikasi utama
stres hewan (Mahmoud ef al. 2013). Karena adanya keterkaitan yang kuat antara pelepasan glukokortikoid dan

Tabel 1. Rataan profil darah burung puyuh yang diberikan cekaman panas

Profil Darah Kelompok Perlakuan

(x 103 butir/mm3) A (39°C) B (41°C) C (43°C) D (45°C)
Heterofil 1,51 + 3,924a 2,88 +4,830a 6,08 £7,93b 5,26 £4,97b
Limfosit 7,55+ 1,13a 4,21 +7,89b 1,66 + 3,48a 1,06 + 7,892
Monosit 1,58 £0,40a 3,75+3,28a 7,55 +1,13a 1,66 + 3,48a
Eosinofil 2,87+ 1,47a 3,93+ 1,36a 7,08 +2,44a 3,52+ 1,89
Basofil 13,83 +11,83a 2,23 £ 04,23ab 9,73 + 5,04ab 1,10 + 4,18b
Leukosit 48,67 +4,37a 70,67 + 8,07ab 76,17 + 11,47ab 80,50+ 11,37b
Heterofil/Limfosit 0,44 £ 0,14a 5,69 + 3,03ab 8,76 + 1,43b 3,88 + 1,03ab

Ket : Superscript (ab) menunjukkan hasil yang berbeda nyata (p<0.0S) pada baris yang sama

pembentukan sel-sel leukosit, terutama heterofil dan limfosit, pengukuran kedua parameter ini selalu digunakan

sebagai indikator cekaman panas pada hewan (Scope et al. 2001, Dehnhard et al. 2003, Boonstra 2005).

Hasil pengamatan menunjukkan peningkatan jumlah heterofil pada semua kelompok perlakuan. Jumlah
heterofil padakelompok D (5,256 x 10° butir/mm?) mengalami penurunan tapi masih dianggap mengalami kenaikkan
jumlah dibandingkan kelompok A (1,510 x 10° butir/mm?®) yang merupakan kontrol. Semua kelompok perlakuan
menunjukkan hasil yang berbeda nyata (P < 0.05). Hal ini berarti bahwa suhu mempengaruhi jumlah heterofil yang
diproduksi. Semakin tinggi suhu yang terpapar, maka akan semakin banyak heterofil yang diproduksi.

Peningkatan jumlah heterofil terjadi akibat adanya induksi glukokortikoid pada jalur pembentukannya dan
juga pelepasan heterofil cadangan pada sumsum tulang (Blecha 2000). Glukokortikoid adalah hormon pemicu
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terjadinya stres. Stres yang terjadi dapat disebabkan karena suhu kandang yang tinggi. Hal ini dapt dilihat kenaikan
jumlah heterofil yang mengikuti peningkatan suhu perlakuan pada kandang.

Hasil pengamatan menunjukkan terjadi penurunan jumlah limfosit pada semua kelompok perlakuan, yang
dilihat pada penurunan jumlah dari control yaitu kelompok A (7.553 x 10° butir/mm?). Semakin tinggi suhu yang
diberikan, semakin turun jumlah limfosit yang dihasilkan. Jumlah limfosit yang didapatkan pada semua perlakuan

bebeda nyata (P < 0.05). Hal ini berarti pemberian suhu berpengaruh pada produksi limfosit.

Penurunan jumlah limfosit dapat dikarenakan adanya cekaman dan stres akibat faktor lingkungan, temperatur
kandang yang panas, ukuran kandang yang sempit dan banyaknya jumlah puyuh dalam satu kandang dapat menjadi
faktor turunnya jumlah limfosit dalam tubuh. Suhu optimal untuk pemeliharaan unggas adalah 20°C - 25 °C (Hillman
et al. 2000). Limfosit yang menghasilkan sistem kekebalan. IgG adalah antibodi yang utama yang dihasilkan limfosit
(Swenson 1993). Penurunan jumlah limfosit terjadi pada kondisi stres, hal ini terlihat dari meningkatnya rasio H/L
(Kusnadi et al. 2008 dan Zulkifli et al. 2000).

Jumlah limfosit yang turun juga dapat disebabkan oleh berkurangnya bobot organ limfoid termasuk bursa
fabricius karena cekaman panas (Siegel 1995). Menurut Kusnadi (2008), suhu lingkungan yang tinggi dapat
menyebabkan turunnya bobot bursa fabricius. Pemeliharaan yang dilakukan diatas suhu optimal dapat menyebabkan
puyuh kesulitan untuk melakukan pembuangan panas tubuh ke lingkungan. Stres pada unggas akan merangsang
terjadinya peningkatan sekresi hormon glukokortikoid yang mengakibatkan penurunan jumlah limfosit di dalam

darah (Siegal 1995).

Penelitian ini menunjukan bahwa jumlah monosit mengalami peningkatan dari kelompok A (1.578 x
10° butir/mm?) yang merupakan kontrol. Kenaikkan tertinggi terjadi pada kelompok D yaitu sebesar 7.553 x 10°
butir/mm?®. Namun jumlah monosit tidak berbeda nyata (P>0.05). Hal ini berarti perlakuan pemberian panas tidak

memengaruhi jumlah monosit yang dihasilkan.

Hasil pengamatan menunjukkan jumlah eosinofil mengalami peningkatan dari kelompok A (2.876 x 10°
butir/mm?®) yang merupakan control, dengan jumlah tertinggi pada kelompok C (7.076 x 10° butir/mm?). Namun
jumlah eosinofil tidak berbeda nyata (P>0.05). Hal ini berarti perlakuan pemberian panas tidak memengaruhi

jumlah eosinofil yang dihasilkan.

Hasil pengamatan menunjukkan jumlah basofil pada kelompok perlakuan C mengalami peningkatan dari
kontrol. Namun jumlah basophil pada kelompok B dan D terjadi penurunan. Jumlah basophil tidak berbeda nyata.

Hal ini berarti perlakuan pemberian panas tidak mempengaruhi jumlah basofil yang dihasilkan.

Hasil pengamatan menunjukkan terjadi peningkatan jumlah butir darah putih padasemuakelompok perlakuan.
Peningkatan jumlah butir darah putih disebabkan karena terjadinya peningkatan jumlah pada beberapa diferensial
leukosit. Menurut Yustikadewi (2016) jumlah leukosit atau butir darah putih yang ada pada setiap individu berbeda
dan akan berubah sesuai dengan kondisi tubuh. Semakin tinggi suhu yang diberikan, semakin tinggi jumlah butir
darah putih yang bersirkulasi. Hal ini dapat berkaitan dengan semakin tingginya jumlah heterofil yang dihasilkan
sesuai dengan hasil pengamatan sebelumnya.

Peningkatan jumlah butir darah putih pada pengamatan ini yang diakibatkan karena peningkatan jumlah pada
satu atau beberapa diferensial leukosit terutama adanya peningkatan jumlah heterofil, disebabkan karena paparan
panas di atas suhu normal (20 °C - 25 °C) selama 24 jam. Hal ini didukung literatur yang menyebutkan bahwa

perubahan komposisi leukosit dapat terjadi pada keadaan stres, umur, status gizi, dan aktivitas fisiologis (Delman
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dan Brown 1992). Leukosit dalam darah dibedakan dalam 2 jenis yaitu leukosit yang memiliki granula
pada sitoplasmanya (granulosit) dan limfosit yang tidak memiliki granula pada sitoplasmanya (agranulosit).
Jenis-jenis leukosit granulosit adalah heterofil, eosinofil dan basofil. Sedangkan jenis leukosit agranulosit adalah

monosit dan limfosit.

Hasil pengamatan menunjukkan terjadinya peningkatan rasio H/L dari kontrol yaitu kelompok A (0.442 x
10° butir/mm?) pada semua kelompok perlakuan. Semakin tinggi suhu yang diberikan, semakin tinggi rasio H/L
yang berarti puyuh mengalami stres akibat cekaman panas. Peningkatan rasio H/L berbeda nyata (P < 0.05). Hal

tersebut berarti suhu dapat memengaruhi perubahan rasio H/L.

Cekaman panas menginduksi reaksi pada sistem saraf dan endokrin sehingga terjadi peningkatan aktivitas
jalur hipotalamus-hipofisa-kelenjar adrenal, yang dikenal sebagai jalur hipotalamus, hipofisa, adrenal. Keadaan ini
menyebabkan peningkatan pelepasan berbagai jenis hormon, seperti CRH (corticotropin releasing hormone), ACTH
(adrenocorticotropic hormone), dan glukokortikoid serta penurunan pembentukan hormon triiodotironin (T3) dalam
sirkulasi darah (Hillman et al. 2000, Sahin et al. 2001, Downing dan Bryden 2002, Boonstra 2005). Pada penelitian
ini, Peningkatan nilai rasio H/L pada unggas yang mengalami cekaman panas, mungkin terkait dengan meningkatnya
pembentukan glukokortikoid. Hal ini didukung oleh teori... ... ..... . Keberadaan reseptor glukokortikoid pada
berbagai sel pembentuk sel-sel pertahanan akan mengganggu fungsi nukleus faktor-kaffa B (NF-B) yang mengatur

gen pembentukan sitokin untuk pengaturan produksi sel-sel imun.

Perubahan ekspresi gen yang diperantarai glukokortikoid ini dapat mengganggu produksi sel-sel imunitas
tubuh (Padgett dan Glaser 2003). Menurut Kusnadi (2008) semakin tinggi angka rasio maka semakin tinggi pula
tingkat cekaman sebagai bentuk adaptasi terhadap lingkungan. Aktivitas hormon glukokortikoid juga berdampak

pada peningkatan jumlah leukosit. Unggas yang mengalami cekaman panas kronis akan mengalami penurunan

OO
1.5000

1, 0000

00,0000 -

A (397C) B (a1-C) < (a43"C) D (as~C)
Suhu (“C)

Konsentrasi

Gambar 1. Rataan profil MDA darah burung puyuh yang diberikan cekaman panas

jumlah limfosit dan peningkatan jumlah heterofil sehingga rasio antara heterofil dan limfosit (H/L) meningkat
(Aengwanich dan Chinrasri 2003).

MALONDYALDEHIDE (MDA)

Malondialdehida (MDA) merupakan metabolit hasil peroksidasi lipid oleh radikal bebas (Asni et al. 2009).
MDA dapat terbentuk apabila radikal bebas hidroksil seperti Reactive Oxygen Species (ROS) bereaksi dengan
komponen asam lemak dari membran sel sehingga terjadi reaksi berantai yang dikenal dengan peroksidasi lemak.
Peroksidasi lemak tersebut akan menyebabkan terputusnya rantai asam lemak menjadi berbagai senyawa toksik dan

menyebabkan kerusakan pada membran sel (Yunus 2001).
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Hasil pengamatan menunjukkan adanya peningkatan jumlah MDA pada puyuh. Semakin tinggi suhu yang
diberikan, semakin meningkat jumlah MDA. Hal ini berarti perlakuan pemberian panas mempengaruhi jumlah
MDA yang dihasilkan. Menurut Stockham dan Scott (2008) kadar MDA di dalam serum dapat menggambarkan
kondisi hati akibat peroksidasi lipid oleh radikalyang teralihkan ke pembuluh vena. Selain itu, kadar MDA sebagai

penanda kerusakan seluler akibat radikal bebas.

Peningkatan jumlah MDA disebabkan oleh stress oksidatif yang dialami burung puyuh selama perlakuan
pemberian panas. Stres oksidatif adalah keadaan saat kadar radikal bebas dalam tubuh yang meningkat melebihi
kemampuan dari jumlah sistem antioksidan dalam tubuh untuk mengatasinya. Keberadaannya dalam tubuh
menimbulkan kerusakan pada sel (Ramatina 2011). Adanya peningkatan stres oksidatif berdampak negatif pada
beberapa komponen penyusun membran sel, yaitu kerusakan pada lipid membran membentuk MDA, kerusakan
protein, karbohidrat, dan DNA (Kevin et al. 2006 ). Menurut Kevin et al. (2006) dan Valko et al. (2007). Peningkatan
jumlah MDA karena semakin tinggi stres oksidatif yang terjadi dalam tubuh maka semakin tinggi kadar MDA

plasma.

SIMPULAN DAN SARAN

SIMPULAN

Berdasarkan hasil yang diperoleh maka dapat disimpulkan bahwa cekaman panas berpengaruh terhadap
peningkatan jumlah diferensial leukosit terutama heterofil dan limfosit, rasio antara heterofil dan limfosit serta kadar
Malondialdehida (MDA) yang dapat mengindikasikan terjadinya stres oksidatif pada burung puyuh. Semakin tinggi
suhu yang diberikan semakin tinggi pula nilai jumlah butir darah putih, jumlah diferensial leukosit terutama heterofil

dan limfosit, rasio antara heterofil dan limfosit Malondialdehida (MDA) yang didapat.
SARAN

Dibutuhkan penelitian dengan pemberian suhu di atas 45 °C untuk mengetahui tingkat stres pada puyuh

umur 0-6 minggu akibat cekaman panas.
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