UJI AKTIVITAS ANTIVIRUS EKSTRAK ETANOL DAUN
BANDOTAN (Ageratum conyzoides) TERHADAP VIRUS NEWCASTLE
DISEASE

Miftah Muhayaroh, Azis Saifudin,
Program Studi Farmasi, Fakultas Farmasi, Universitas Muhammadiyah
Surakarta,

Abstrak

Virus Newcastle disease merupakan avian paramyxovirus yang bisa
menyerang sistem pernapasan. ND memiliki protein HN (hemagglutinin
neuraminidase) mengaglutinasi sel darah merah. Secara umum pengobatan
antivirus diatasi dengan beberapa hal, seperti penggunaan tanaman herbal.
Ageratum conyzoides termasuk tanaman herbal yang dimanfaatkan dalam
pengobatan tradisional masyarakat. Ageratum conyzoides mengandung
senyawa kimia yaitu quercetin (flavonoid).Pada dosis sedang, daun bandotan
dengan esktrak etanol menunjukkan perlakuan antivirus yang tinggi. Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antivirus ekstrak etanol daun bandotan
terhadap virus ND. Ageratum conyzoides diekstraksi dengan metode maserasi.
Hasil ekstraksi kemudian diinokulasikan ke dalam telur ayam berembrio
(TAB) berumur 9-12 hari dan diinkubasi selama 3 hari. Sebanyak 12 telur
ayam dibagi menjadi 4 kelompok (kontrol virus, 1upg/mL, 10pg/mL dan
100ug/mL). Selama proses inkubasi, dilakukan pengecekan telur untuk melihat
kematian embrio. Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah uji
hemaglutinasi. Prinsip uji hemaglutinasi adalah adanya pengikatan antara
protein virus dengan reseptor yang berada di permukaan eritrosit. Hasil uji
hemaglutinasi menunjukkan tidak adanya aktivitas antivirus dari ekstrak etanol
daun bandotan yang ditandai dengan tidak terbentuknya dot pada sumuran
mikroplate. Beberapa faktor yang menyebabkan kegagalan seperti, lama
penyimpanan dan suhu. Pada lama penyimpanan akan sangat berpengaruh
terhadap ekstrak daun bandotan karena semakin lama penyimpanan maka
semakin banyak meningkatkan aktivitas mikroorganisme yang dapat
menyebabkan kegagalan.
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antivirus, uji hemaglutinasi.

Abstract
Newcastle disease virus is an avian paramyxovirus that can attack the
respiratory system. ND has the HN protein (hemagglutinin neuraminidase)
agglutinating red blood cells. In general, antiviral treatment is treated with
several things, such as the use of herbal plants. Ageratum conyzoides includes
herbal plants that are used in traditional medicine. Ageratum conyzoides
contains a chemical compound, namely quercetin (flavonoid). At moderate
doses, bandotan leaves with ethanol extract show high antiviral treatment. This
study aims to determine the antiviral activity of the ethanol extract of bandotan
leaves against the ND virus. Ageratum conyzoides was extracted by maceration
method. The extraction results were then inoculated into embryonated chicken



eggs (TAB) aged 9-12 days and incubated for 3 days. A total of 12 chicken
eggs were divided into 4 groups (viral control, 1pg/mL, 10pg/mL and
100pug/mL). During the incubation process, eggs are checked to see if the
embryos die. The method used in this study was the hemagglutination test. The
principle of the hemagglutination test is that there is a binding between the
viral protein and the receptor on the surface of the erythrocytes. The results of
the hemagglutination test showed no antiviral activity from the ethanol extract
of bandotan leaves which was characterized by the absence of dot formation in
the microplate wells. Several factors caused failure such as storage time and
temperature. The length of storage will greatly affect the bandotan leaf extract
because the longer the storage, the more it increases the activity of
microorganisms which ultimately results in failure.

Keywords: Newcastle Disease, ethanol extract, Ageratum conyzoides, antiviral,

hemagglutination test.

1. PENDAHULUAN

Virus Newcastle disease merupakan penyakit menular dengan tingkat kematian tinggi
karena strain virulen avian paramyxovirus tipe 1 (APMV-1) hingga serotipe 9
(AMPV-9), genus paramyxovirus yang termasuk dalam famili Paramyxoviridae
(Ganar et al., 2014). Newcastle disease dapat menyerang pada sistem pernafasan,
pencernaan, dan saraf. Pola penyebaran dan penularan yang cepat berdampak pada
kerugian ekonomi yang besar pada bidang perunggasan (Hodder et al., 1994) dan bisa
menginfeksi manusia walaupun tingkat kejadiannya sedikit (Abdisa and Tagesu,
2017). Newcastle Disease Virus (NDV) menyerang permukaan sel dengan cara
mengenali dan mengikat molekul yang mengandung asam sialat seperti glikoprotein
dan glikolipid. Virus ini memiliki protein HN (hemagglutinin neuraminidase)
mengaglutinasi sel darah merah (De Leeuw dan Peeters, 1999).

Secara umum pengobatan antivirus diatasi dengan beberapa hal, seperti
penggunaan tanaman herbal. Pada tanaman herbal memiliki ketahanan yang lebih
lemah daripada obat-obatan kimia tradisional karena berbagai senyawa yang
dikandungnya. (Jin et al., 2017). Tanaman herbal sering dimanfaatkan sebagai agen
antivirus karena kandungan komponen seperti alkaloid, terpenoid, flavonoid, kumarin,
dan antrakuinon yang tinggi. Mekanisme aksi dari komponen tersebut adalah dengan
membunuh virus atau mempengaruhi replikasi dari virus tersebut (Bakari GG et al.,
2012). Tanaman herbal banyak digunakan karena mudah ditemukan disekitaran
masyarakat, aman dan efektif dalam pengobatan. Tanaman Bandotan adalah salah

satu jenis tanaman herbal yang tumbubh liar di seluruh wilayah Indonesia.



Tanaman bandotan (Ageratum conyzoides.) termasuk tanaman yang
dimanfaatkan dalam pengobatan tradisional masyarakat, diantaranya daun dan batang
yang masih muda, yang biasa dikonsumsi untuk obat panas, radang, malaria, radang
paru-paru, pendarahan rahim, maag, kontrasepsi, dll. tumor rahim digunakan
(Kusuma & Zaky, 2005). Tanaman bandotan tidak sulit dicari karena ada di ladang,
kebun, pekarangan, dan pinggir jalan. Tinggi tanaman 10-120 cm, batang tegak atau
sujud, berdaun tunggal dan berbentuk kubus, dengan bentuk bulat bergerigi dan ujung
runcing (Bamidele et al., 2010). Seluruh bagian tanaman bandotan dapat
dimanfaatkan sebagai obat. Daun bandotan mengandung senyawa kimia yaitu
quercetin (flavonoid), triterpenoid (terpenoid), eugenol (minyak atsiri), dan saponin
(Egi & Dianiatik, 2010)

Penelitian Kotta (2020) menemukan bahwa daun bandotan memiliki sifat
antipiretik. Tanaman Bandotan memiliki sifat antipiretik (penurun demam) karena
mengandung komponen flavonoid (Kotta et al., 2020). Daun bandotan juga bisa
digunakan untuk mengobati batuk. Pada dosis sedang, daun bandotan dengan esktrak
etanol menunjukkan perlakuan antivirus yang tinggi (Kasrina et al., 2021). Selain itu,
penelitian (Achuwa, 2006) melaporkan bahwa daun bandotan (Ageratum conyzoides)
dengan menggunakan ekstrak kloroform mampu mengambat pertumbuhan virus
Newcastle disease, dengan berbagai konsentrasi yang menunjukkan semakin tinggi
konsentrasi semakin besar pula penghambatan terhadap pertumbuhan virus.

Berdasarkan pada data di atas, dilakukan penelitian untuk mengetahui apakah
daun bandotan memiliki efek antivirus dengan menggunakan ekstrak yang berbeda
dengan penelitian sebelumnya yaitu dengan menggunakan ekstrak etanol terhadap

virus Newcastle disease..

2. METODE

2.1 alat

Alat dalam penelitian yaitu neraca analitik (ohaus), buncher, rotary evaporator
(Stuart RE300B), sonikator, inkubator, spuit injeksi 1 mL, microplate dasar U,
flakon, mikropipet (Socorex), yellow tip, white tip, blue tip, PCR tube 1,5 mL
(OneMed), LAF (Laminar Air Flow), bor pelubang, inkubator (Nuaire TM IR
autoflow), lampu senter, autoklaf, sentrifugator (Hettich Mikro 200 R).



2.2 Bahan

Bahan pada penelitian adalah TAB (telur ayam berembrio) usia 9 hari yang diperoleh
dari peternak di daerah Boyolali. Bahan lainnya meliputi vaksin aktif Medivac ND La
Sota, daun bandotan (Ageratum conyzoides) yang diperoleh dari kota Bengkulu,
DMSO (Dimethyl sulfoxide) for synthesis, etanol 96% teknis, kertas saring, PBS
(Phosphate Buffer Saline), eritrosit ayam, EDTA (Ethylene diamine tetra acetic acid),
antibiotik ampisilin - (Ampicillin  sodium salt Sigma), antibiotik streptomisin
(Streptomycin sulfate salt Sigma), WFI (Water for injection), dan alumunium foil.

2.3 Prosedur Penelitian

2.3.1 Ekstraksi

Daun bandotan (Ageratum conyzoides) sebanyak 3kg dibersinkan dan dikeringkan
selama 2 hari. Kemudian, daun bandotan diblender dan ditimbang. Kemudian 200 g
dimaserasi dengan menggunakan 2 liter etanol 96% (1:10) 2x24 jam. Dilakukan
remaserasi selama 1 hari menggunakan 550 ml etanol. Setelah maserasi selama 3 hari,
disaring dengan saringan dan diuapkan dengan menggunakan rotary evapotarory
hingga menjadi ekstrak kental (Harianingsih et al., 2017). Hasil ekstrak digunakan
untuk uji aktivitas terhadap virus Newcastle disease.

2.3.2 Preparasi Antibiotik

Antibiotik ampisilin 1000 mg dan streptomisin 1000 mg masing-masing dilarutkan
dalam 5 ml WFI hingga larut lalu dicampur.

2.3.3 Persiapan sampel

Larutan stok ekstrak etanol daun bandotan dibuat dengan melarutkan 10 mg ekstrak
kental dalam 10 ml DMSO hingga konsentrasi 1 mg/ml. Pengenceran seri konsentrasi
dibuat dengan mengambil 1 pl, 10 pl dan 100 ml. Masing-masing senyawa kemudian
dilarutkan dalam 1 mL konsentrasi target DMSO 1 pg/mL, 10 pg/mL, dan 100
pug/mL. Sebanyak 0,3 ml antibiotik ditambahkan pada masing-masing konsentrasi
diinkubasi dengan temperatur 37°C selama 30 menit untuk memaksimalkan efek
antibiotik (Setyasari, 2007).

2.3.4 Preparasi Virus ND

Vaksin aktif Medivac ND La Sota sebanyak 500 dosis dalam bentuk padat kering
diperoleh dari toko unggas di dekat Kartasura. Vaksin disimpan pada suhu -4°C. 500
dosis vaksin dilarutkan dalam 10 ml PBS sehingga 1 ml vaksin memuat 50 dosis atau



500 virus ND. Untuk menghindari kontaminasi bakteri (Ashraf et al., 2017).
Kemudian ditambahkan 0,3 ml antibiotik ampisilin dan 0,3 ml antibiotik streptomisin
diinkubasi dengan temperatur 37°C selama 60 menit untuk memaksimalkan efek
antibiotik.

2.3.5 Persiapan telur uji

Telur ayam berembrio kemudian diinkubasi dengan suhu 370C menggunakan
inkubator hingga berumur 9-12 hari dengan memastikan telur memiliki ukuran dan
bentuk yang sama. Telur ayam berembrio dibalik sehari dua kali. Sebelum dilakukan
injeksi, telur di candling kembali untuk memastikan fertilitas dari embrio dengan
memeriksa menggunakan lampu untuk memastikan embrio masih hidup di dalam
telur. Fertilitas embrio dibuktikan dengan adanya pergerakan dan pembuluh darah
yang terdapat di dalam telur (Ayu and Kencana, 2017). . Kemudian, telur diberi tanda
pada bagian rongga udara secara melingkar menggunakan spidol. Tempat injeksi
dipastikan tidak mengenai pembuluh darah yang terdapat di dalam telur

2.3.6 Preparasi suspensi eritrosit 1%

Eritrosit ayam diperoleh dari rumah potong ayam di area kampus UMS. Sel darah
merah diletakkan ke tabung PCR 1,5 ml yang berisi EDTA 20 mg sebagai
antikoagulan. Plasma dipisahkan dari darah dengan cara sentrifugasi selama 15 menit
pada 3000 rpm. Plasma (supernatan) dibuang dan eritrosit yang mengendap dicuci
tiga kali dengan PBS untuk mendapatkan konsentrasi eritrosit 100%. Suspensi
eritrosit 1% dibuat dengan perbandingan eritrosit terhadap PBS yaitu 1:99 atau 1 tetes
eritrosit ditambah 99 tetes PBS (Fitrawati et al., 2017).

2.3.8 Inokulasi Sampel dan Virus ke dalam ruang alantois

Sterilisasi dilakukan untuk semua alat yang tahan panas tinggi dengan menggunakan
oven dengan temperatur 170°C selama 1 jam dan autoclave dengan temperatur 120°C
selama 20 menit untuk alat yang tidak tahan panas tinggi. Cangkang telur kemudian
dibersihkan dan dikeringkan dengan LAF menggunakan kapas dan tisu basah yang
tidak mengandung alkohol. Kemudian, dengan menggunakan bor khusus, buat lubang
di bagian atas cangkang telur di area yang terdapat rongga udara. Kemudian jarum

suntik 1 ml digunakan untuk menyuntikkan sampel.



Tempatkan jarum secara vertikal dan perlahan masukkan jarum melalui
lubang di telur. Masukkan kurang dari 16 mm mesh ke dalam telur untuk mencapai
ruang allantoic.

Pada kelompok uji, masing-masing sampel diinjeksikan ke dalam allantoic
chamber dengan variasi konsentrasi yang telah ditentukan sebagai berikut:

1. Kelompok 1 hingga 0,2 ml ekstrak kental pada konsentrasi 1 pg/ml + 0,2 ml
suspensi virus yang diberi antibiotik

2. Kelompok 2 hingga 0,2 ml ekstrak kental dengan konsentrasi 10 pg/ml +
0,2 ml suspensi virus saat diberi antibiotik

3. Kelompok 3 hingga 0,2 ml ekstrak kental pada konsentrasi 100 pg/ml + 0,2
ml suspensi virus yang diberi antibiotik

4. Kelompok 4 adalah kontrol negatif yang disuntik hingga 200 L vaksin virus
penyakit Newcastle yang dibubuhi antibiotik dalam 3 butir telur tanpa terapi
campuran.

TAB yang telah diproses ditutup lubangnya dengan selotip untuk menghindari
kontaminasi. TAB diinkubasi 3 x 24 jam dengan temperatur 37°C kemudian
dinyalakan 1 x 24 jam. Embrio yang mati setelah kurang dari 24 jam dibuang,
sedangkan embrio yang mati selama inkubasi 2 x 24 jam ditempatkan dalam lemari es
pada suhu 4 °C. Embrio yang masih hidup sampai masa inkubasi 3 x 24 jam
dikorbankan dengan cara dimasukkan ke dalam lemari pendingin semalaman untuk
mencegah perdarahan selama pengumpulan allantoic. Pendinginan juga dikatakan
mempermudah asimilasi cairan alantois sebagai bahan uji hemaglutinasi (Ashraf et
al., 2017).

2.3.9 Uji Hemaglutinasi

Uji hemaglutinasi dilakukan untuk menghitung titer virus ND menggunakan pelat
mikrotiter U 96-sumur. 50 ul larutan PBS ditambahkan ke semua sumur bernomor 1-
12. Selanjutnya, 50 pl cairan alantoat yang mengandung senyawa dan virus
ditambahkan ke sumur pertama. PBS dan cairan alantoat diresuspensi dengan
mikropipet + 5 kali, kemudian diambil 50 pl dan dipindahkan ke sumur 2 dan
seterusnya hingga sumur ke-12. Langkah ini juga dilakukan untuk sumur yang hanya

mengandung virus. Sebanyak 50 pl suspensi eritrosit ditambahkan ke semua sumuran,



plate dikocok hingga tercampur rata. Mikroplate dibiarkan dengan temperatur ruang
selama 15-20 menit dan diamati aktivitas hemaglutinasinya (Diniatik et al., 2011).
2.3.10 Teknik Analisis Data
Data dianalisis dengan melihat titik akhir dan ditentukan sebagai titer hemaglutinasi
cairan alantois. Titik akhir adalah jumlah pengenceran tertinggi terkecil yang masih
dapat menunjukkan reaksi hemaglutinasi. Pengamatan dilakukan di sumur lempeng
mikro dan dihitung persentase penghambatannya.

Persamaan presentase penghambatan:

P:AA%BX100% (D)

P = persentase penghambat infeksi

A = jumlah titer pada telur ayam berembrio tanpa perlakuan senyawa
(kelompok kontrol)

B = jumlah titer pada telur ayam berembrio dengan perlakuan senyawa
(kelompok perlakuan)

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Ekstraksi Daun Bandotan (Ageratum conyzoides)

Hasil dari proses ekstraksi daun Bandotan (Ageratum conyzoides) menggunakan
etanol menghasilkan ekstrak kental sebanyak 8 gram.

Tabel 1. Pengamatan Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Bandotan

Pengamatan Hasil

Bobot bawang putih 200 gram

Bobot ekstrak kental hasil 8,22 gram
maserasi

Rendemen 4,11%

Tabel. 2 Uji Organoleptis Eksrak Etanol Daun Bandotan

Parameter Hasil

Bentuk ekstrak Kental

Bau Khas Daun
Warna Hijau Kehitaman




Proses ekstraksi bertujuan untuk menarik kandungan kimia dalam suatu
tanaman. Daun Bandotan (Ageratum conyzoides) mengandung minyak atsiri dan
kandungan senyawa lainnya yang tidak stabil akan pemanasan. Metode maserasi
dilakukan karena dapat digunakan untuk senyawa yang bersifat termostabil
(Harborne, 1996). Pada penelitian ini menggunakan etanol sebagai pelarut dalam
ekstraksi. Pelarut yang digunakan didasarkan pada kemampuan melarutkan
kandungan kimia sehingga dalam pemilihan cairan pelarut harus dipertimbangkan
sesuai syarat kefarmasian (Pharmaceutical grade) (Depkes RI, 2000). Etanol
merupakan pelarut yang memiliki sifat polar karena etanol termasuk alkohol primer
dengan 1 gugus hidroksil dan gugus alkil yaitu etil etanol sehingga dapat membentuk
ikatan hydrogen dengan air (Loekitowati, 2003).

Dalam proses ekstraksi daun bandotan (Ageratum conyzoides), dilakukan
penguapan menggunakan rotary evapratory agar pelarut yang tertinggal dalam
ekstrak dapat menghilang. Rotary evaporator dapat menghilangkan komponen yang
mudah menguap dengan cara vakum dan rotasi. Komponen kemudian
dikondensasikan. Ekstrak disimpan dalam botol kaca yang dilapisi aluminium foil di
dalam suhu ruang atau di dalam lemari pedingin. Stabilitas ekstrak yang disimpan
pada suhu 40C atau 210C menunjukkan hasil yang lebih baik daripada penyimpanan
dalam suhu ruang (Mehdizadeh et al., 2017).

3.2 Inokulasi virus dan injeksi senyawa

Uji aktivitas virus Newcastle Disease dilakukan pada TAB berumur 9-11 hari yang
diproleh dari pertenakan di Sragen. TAB yang digunakan merupakan TAB berusia 9
hari karena sudah terdapat perkembangan embrio, adanya cairan alantois dan
pembuluh darah mulai berkembang. Semakin tua usia embrio, maka akan terjadi
perkembangan embrio yang semakin besar sehingga ruang cairan alantois akan
menyusut sehingga pada usia 11 hari sudah mulai menyusut (Poultry Hub, 2022).
Telur ayam berembrio dipilih sebagai media penelitian karena mudah diperoleh,
relatif bebas dari mikroorganisme pathogen, dan peka terhadap infeksi virus ND (Ayu
and Kencana, 2017).

Rute dan umur embrio ditentukan oleh karakteristik dan sifat virus terhadap
membran yang berada dalam telur (Burlenson et al., 1992). Cairan alantois merupakan
media yang sesuai untuk perkembangan virus Newcastle (Fidyah et al., 2015). Selain



itu inokulasi virus melalui rute alantois termasuk aman karena tidak menimbulkan
banyak kematian pada embrio (Murtini et al., 2006). Inokulasi virus dan injeksi
senyawa jalur alantois akan menyebabkan senyawa tersebut berdifusi menuju cairan
amnion dan diserap oleh embrio melalui trakea sehingga meminimalkan efek toksik
dari senyawa (Jochemsen and Jeurissen, 2002).Berdasarkan pengamatan keadaan
embrio setelah inokulasi selama 3x24 jam, tidak terdapat kematian embrio pada ketiga
konsentrasi dan kontrol virus.

Tabel 3. Pengamatan kematian embrio setelah inokulasi virus ND dan variasi

konsentrasi ekstrak etanol daun bandotan.

Kematian Embrio

Kelompok Perlakuan 0 2 4 7 _%
Kematian
jam 4jam  8jam  2jam
Konsentrasi 1 pg/mL 0 0 0 0 0%
/3 /3 /3 /3
Konsentrasi 10 0 0 0 0 0%
pg/mL /3 /3 /3 /3
Konsentrasi 100 0 0 0 0 0%
pg/mL /3 /3 /3 /3
Kontrol virus 0 0 0 0 0%
/3 /3 /3 /3

Pada penelitian ini virus yang digunakan dalam penelitian adalah vaksin virus
aktif Medivac ND La Sota. Vaksin ND La Sota merupakan vaksin yang berisi virus
Newcastle aktif strain lentogenik sehingga tidak menyebabkan kematian dalam waktu
kurang dari 90 jam (Abdisa and Tagesu, 2017). Virus ND memiliki karakteristik peka
terhadap panas sehingga akan mati pada suhu 50°C, tetapi dapat bertahan pada suhu
37°C selama 1 minggu (Pudjiatmoko et al., 2014). Hal tersebutlah yang menjadi dasar
sebagai pemilihan suhu dan tempat yang optimal agar virus ND dapat berkembang
dengan baik. Pada penelitian ini juga digunakan antibiotik untuk mencegah
kontaminasi yang dapat mengganggu hasil uji antivirus. Kombinasi antibiotik
ampisilin dan streptomisin digunakan karena ampisilin aktif terhadap bakteri gram

positif, sedangkan streptomisin aktif terhadap bakteri gram negatif. Harapannya,



dengan menggunakan kombinasi tersebut dapat mencegah kemungkinan munculnya
kontaminasi dari berbagai jenis bakteri. Sehingga dari data diatas menghasilkan
bahwa TAB yang telah di inkubasi dengan suhu 37°C setelah inokulasi dalam waktu
3x24 jam tidak menyebabkan kematian embrio.

3.3 Hasil Uji Hemaglutinasi

Virus Newcastle memiliki protein neurominidase yang dapat membantu pelepasan
virus dari sel inang dan mempengaruhi waktu yang dibutuhkan virus untuk mengelusi
eritrosit (Pudjiatmoko et al., 2014). Apabila tidak terdapat virus, maka eritrosit akan
mengalami presipitasi akibat gaya berat yang akan membentuk suatu dot atau titik
merah pada sumuran. Namun,, adanya virus akan mengakibatkan penggumpalan
eritrosit yang mengarah pada pembentukan lattice atau kekeruhan karena terdapat
interaksi protein hemaglutinin dari virus dengan eritrosit (Ryu, 2017). Interaksi ikatan
antara eritrosit dengan virus berlangsung sementara. Oleh karena itu, terdapat waktu
optimum inkubasi plat uji hemaglutinasi yaitu pada rentang 15-25 menit (Diniatik et
al., 2011).

Tabel 4. Efek perbedaan penggunaan larutan DMSO 100% dan DMSO 5% terhadap
adanya kontaminasi pada pertumbuhan virus dalam percobaan

Efek perbedaan penggunaan larutan DMSO 100% dan DMSO 5%

terhadap adanya kontaminasi pada pertumbuhan virus dalam percobaan

Newcastle Disease Virus yang Newcastle Disease Virus yang
ditambahkan larutan DMSO 100% | ditambahkan larutan DMSO 5% (pada
(pada percobaan kedua) percobaan pertama)

Tidak ada kontaminasi Adanya kontaminasi

Perbandingan hasil uji hemaglutinasi dengan perbedaan larutan seri
konsentrasi menghasilkan faktor pengaruh kegagalan pada perlakuan pertama dengan
menggunakan DMSO 5%. Didasarkan pada Tabel 1 menunjukkan bahwa virus yang
ditambahkan ke dalam larutan DMSO (dimetil sulfoksida) 5% telah terkontaminasi.
Tidak ada kontaminasi virus yang ditambahkan ke dalam larutan 100% DMSO
(dimethyl sulfoxide). Hal ini menunjukkan bahwa penggunaan 5% DMSO (dimethyl
sulfoxide) sebagai pelarut bereaksi terhadap perubahan struktur yang menyebabkan

pembusukan pada telur sehingga dalam pengambilan cairan sulit karena semua isi
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didalam telur berwarna sangat keruh, sedangkan penggunaan 100% DMSO sebagai
pelarut tidak menyebabkan pembusukan pada telur. Kemudian, penggunaan DMSO
100% sebagai pelarut dan juga tidak memiliki aktivitas antivirus. Data tersebut
didukung dari beberapa penelitian yang menunjukkan tidak adanya penghambatan
terhadap proliferasi virus Avian Influenza maupun virus ND (Johari et al., 2012; Kang
et al., 2017; Sornpet et al., 2017). Oleh karena itu, pelarut DMSO tidak berpotensi
dalam mengganggu aktivitas antivirus yang dihasilkan oleh senyawa sintesis.

Tabel 5. Hasil Uji Hemaglutinasi pada Kelompok 1 dan 2

Perla Sumuran ke-
kuan
0
Perla
kuan Virus
ND + 1ug/
mL
Perla
kuan Virus
ND + 10ug/
mL
Keterangan :
X : terjadi hemaglutinasi
o : tidak terjadi hemaglutinasi
Tabel 6. Hasil Uji Hemaglutinasi Pada kelompok 3
Perlak Sumuran ke-
uan
0
Perlak
uan Virus ND
+100pg/ mL
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Keterangan :

X : terjadi hemaglutinasi

o : tidak terjadi hemaglutinasi

Berdasarkan hasil percobaan kedua pada Tabel 5 dan 6, menunjukkan bahwa
konsentrasi 1 pg/ml dan 10 pg/ml tidak memiliki aktivitas hemaglutinasi. Hasil
pengujian pada Tabel 6 menunjukkan aktivitas penghambatan palsu pada 100 pg/mL
karena yang dihasilkan tidak terlalu jelas. Hal ini karena sel darah merah yang
digunakan sudah tidak segar sehingga menyebabkan penggumpalan darah. Untuk
mencegah eritrosit rusak, perlu mengumpulkan eritrosit langsung dari ayam yang
disembelih. Kemudian tambahkan EDTA ke sel darah merah segar dan segera
lakukan sentrifugasi darah. Selanjutnya, dilakukan perlakuan lagi pada konsentrasi
100 pg/mL dengan menggunakan eritrosit yang segar menunjukkan tidak ada
terjadinya dot sehingga tidak ada penghambatan aktivitas hemaglutinasi.

Tabel. 7 Hasil Titer daya hambat antivirus ekstrak etanol daun bandotan

Replikasi Hasil titer daya hambat pada perlakuan
100ug/ mL 10pg/ mL lug/ mL
| 212 212 212
1 212 212 212
I 212 212 212

Tabel 8 Hasil persentase daya hamabat antivirus ekstrak etanol daun bandotan

Replikasi Hasil titer daya hambat pada perlakuan
100pg/ mL 10pg/ mL 1pg/ mL
| 0% 0% 0%
I 0% 0% 0%
Il 0% 0% 0%

Secara khusus, penggunaan daun Bandotan (Ageratum conyzoides) sebagai
antivirus Newcastle disease dapat diketahui dengan menguji ekstrak tumbuhan yang

mencegah pertumbuhan virus. Hal tersebut terlihat dari hasil titer yang diperoleh pada
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Tabel 7 menunjukkan bahwa ekstrak daun bandotan (Ageratum conyzoides) tidak
memiliki aktivitas antivirus terhadap Newcastle disease. Titer virus hemaglutinasi
dihitung dengan melihat end point dari masing-masing kelompok. Rata-rata jumlah
titer pada kelompok 1, 2, dan 3 adalah 2'2. Sehingga pada hasil dari Tabel 7 dapat
dimanfaatkan untuk menghitung persen inhibisi pada Tabel 8. Dari perhitungan pada
Tabel 8 terlihat konsentrasi 1 pg/mL, 10 pg/mL dan 100 pg / mL mencapai 0% di
semua salinan, oleh karena itu tidak mungkin untuk mengetahui apakah hasilnya
efektif atau tidak seperti yang terlihat. tidak ada penghambatan virus penyakit
Newcastle disease.

Virus Newcastle disease termasuk family Paramyxovirid yang mengandung
sejumlah virus yang menyebabkan penyakit saluran pernapasan pada manusia
(Simoes, 2010). Tidak ada vaksin berlisensi atau pengobatan antivirus yang efektif
yang tersedia untuk virus ini (Carillo et. al, 2012) (Moss Wj, 2012) (Parker, 2006).
Paramyxovirus merupakan avian pneumovirus (AMPV) yang terdapat di unggas
yang diusulkan dari HMPV, dan ada di avian Newcastle disease virus (NDV)
(Goebel, 2007). Sehingga pada data diatas, penelitan ini, dilakukan penambahan
perlakuan kontrol positif pada percobaan ketiga. Kontrol positif yang digunakan
adalah  antivirus  Favipiravir.  Favipiravir  (T-705;  6-fluoro-3-hydroxy-2-
pyrazinecarboxamine) adalah turunan pirazina yang telah menunjukkan aktivitas
antivirus yang kuat terhadap beberapa virus RNA (Middleton, 2012).Enzim inang
intraseluler bekerja pada T-705, mengubahnya menjadi bentuk aktifnya, T-705-4-
ribofuranosyl-5-triphosphate (T-705RTP). T-705 saat ini dalam pengembangan klinis
sebagai penghambat virus influenz. Virus inflenzer termasuk family Paramyxovirid
(Naesens, 2013).

Hasil percobaan ketiga pada perlakuan seri konsentrasi 1 pg/mL, 10 pg/mL,
100 pg / mL dan kontrol positif menggunakan antivirus favipiravir mengalami
kesulitan saat pembacaan hasil uji hemaglutinasi. Faktor pada perlakuan kontrol
positif antivirus favipiravir mengalami kegagalan dipengaruhi oleh ketidakmurnian
obat yang digunakan. Oleh karena itu, obat favipiravir diganti dengan obat antivirus
yang lain seperti ribavirin. Namun, pengujian obat ribavirin mengalami kendala

berupa kesulitan untuk mendapatkan obat tersebut di wilayah Surakata. Sehingga
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dalam penelitian ini, untuk kontrol positif tidak bisa digunakan untuk permbandingan
dengan hasil uji hemaglutinasi pada konsentrasi 1 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg / mL.
Faktor-faktor lain terjadi penghambatan pada penelitian ini, yaitu pada
kandungan bercak daun Bandotan (Ageratum conyzoides) dengan konsentrasi rendah
ekstrak daun Bandotan (Ageratum conyzoides) tidak memiliki efek antivirus. Lama
penyimpanan dan suhu penyimpanan juga dapat mempengaruhi hasil. Pada ekstrak
daun bandontan penyimpanan yang dilakukan pada suhu ruang 26- 28 karena semakin
rendah suhu penyimpanan, maka ada kecenderungan kadar air semakin besar (Asagar
dan Rhayu, 2014) dan pada lama penyimpanan akan sangat berpengaruh terhadap
ekstrak daun bandotan karena semakin lama penyimpanan maka semakin banyak
meningkatkan aktivitas mikroorganisme yang pada akhirnya mengakibatkan
kebusukan atau kegagalan (kusuma, 2017). Sehingga berdasarkan hal tersebut, hal ini
sesuai dengan literatur hasil penelitiannya oleh Mengkido et al. (2019) yang
menemukan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak daun bandotan (Ageratum
conyzoides), daya hambatnya semakin besar. Penelitian ini semakin sedikit
menghambat atau bahkan sama sekali tidak bisa menghambat pertumbuhannya.

Dengan begitu virus ini tumbuh dan berkembang biak sebanyak mungkin.

4. PENUTUP
Hasil penelitian tentang efek antivirus ekstrak etanol daun Bandotani (Ageratum
conyzoides) tidak menunjukkan aktivitas antivirus yang baik terhadap virus Newcastle

disease karena beberapa faktor seperti lama penyimpanan dan suhu.
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