BAB Il

MATERI DAN METODE

Penelitian dilaksanakan pada tanggal 10 Maret sampai 31 Mei 2016 di
Penangkaran Rusa Timor milik Bapak H. Yusuf Wartono di Desa Margorejo,
Kecamatan Dawe, Kabupaten Kudus. Pengambilan sampel darah dan pengamatan
total eritrosit, kadar hemoglobin serta nilai hematokrit dilaksanakan pada

penangkaran tersebut.

3.1. Materi

Materi yang digunakan adalah darah rusa Timor betina dewasa sebanyak 10
ekor yang mempunyai Body Condition Score (BCS) 2 - 3,25, poel 2, kondisi fisik
baik dan sudah pernah partus sehingga menunjukkan kondisi reproduksi yang baik.
Pakan yang diberikan adalah hijauan berupa rumput gajah dan rumput lapang serta
singkong. Air minum yang diberikan secara ad libitum, ditambah suplementasi
mineral dalam bentuk mineral blok.

Alat yang digunakan dalam penelitian adalah alat pembuatan mineral blok
antara lain blender, ember untuk mencampur bahan, timbangan untuk menimbang
bahan, alat pencetak (press), tongkat pengaduk, kuas untuk mengoles minyak pada
permukaan alat pencetak, oven untuk mengeringkan mineral blok yang sudah
kering. Bahan yang digunakan antara lain onggok, bekatul, bungkil kedelai, garam,

molasses, vitamin (A, D, E dan K), premix, Mg, Zn, Se dan air.
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Alat pembuatan spuit modifikasi untuk pembiusan antara lain spuit 3 ml,
rumbai menggunakan benang wol agar stabil saat ditembakkan, jarum 18 G, kikir
untuk memberi lubang tambahan pada jarum, lem untuk menutup lubang depan
jarum, ban untuk menutup lubang tambahan agar udara tidak dapat keluar dan
pinset. Bahan yang digunakan adalah gas korek api untuk mengisi udara dalam
spuit, Acepromazine (ACP) dan alkohol 70%.

Alat pemberian obat penenang Acepromazine (ACP) antara lain pipa
(tulup) dan spuit yang telah dimodifikasi. Penandaan ternak berupa selang air
dengan warna yang berbeda, tali untuk mengikat dan korek api untuk menyambung
kedua sisi agar tidak nudah lepas.

Alat sinkronisasi berahi yang terdiri dari spon, pencetak spon, sarung tangan
(latex), spuit 10 ml untuk mengambil metanol dan Medroxy Progesterone Acetat
(MPA), mangkok untuk mencampur metanol dan MPA, ember, jarum, benang
untuk mengikat spon, box pengeringan dan pipa aplikator untuk memasang spon.
Bahan yang digunakan adalah sabun cair untuk mencuci spon, methanol, MPA,
betadin salep untuk antiseptik jika terdapat luka dan KY jell sebagai pelumas pipa
aplikator.

Alat pengambilan darah antara lain spuit 10 ml untuk mengambil sampel
darah rusa, tabung vakum dengan Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA)
untuk sampel pengamatan hematologi, cooling box untuk penyimpanan sementara
dan ice pack untuk menjaga kondisi agar tetap dingin. Bahan yang digunakan

adalah kapas dan alkohol 70%.
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Alat pengamatan sel darah merah antara lain hemocytometer Neubauer, bilik
hitung dan hand counter untuk menghitung total eritrosit, cover glass, mikroskop,
beaker glass , tabung sahli untuk mengukur kadar hemoglobin, tabung mikrokapiler
hematokrit, plastisin dan centrifuge untuk memisahkan sel darah merah, tissue dan
tabel pengamatan. Bahan yang digunakan antara lain larutan Hayem, akuabides dan

HCI 0,1 N.

3.2. Metode

3.2.1. Metode persiapan

Metode persiapan penelitian dilakukan dengan cara kandang pengamatan
ditutup dengan MMT/terpal di sekeliling kandang dengan tujuan memisahkan
antara kandang (T0) dengan kandang (T1) dan untuk menghindari rusa mengalami
luka akibat benturan. Tempat air minum dan tempat pakan dibersihkan dan 10 rusa
betina dewasa dipilih dengan kriteria mempunyai BCS antara 2 - 3,25, poel 2, tidak
ada cacat fisik dan sudah pernah partus sehingga menunjukkan kondisi reproduksi
yang bagus dan diberi tagging menggunakan selang air dengan warna yang berbeda
untuk membedakan tiap individu. Kemudian dimasukkan dalam 2 kandang masing-
masing berisi 5 ekor rusa.

Pembuatan mineral blok dengan komposisi yang terdiri dari bahan utama,
bahan pengisi serta bahan tambahan. Bahan utama terdiri dari molasses, bahan
pengisi terdiri dari dedak, onggok dan bungkil kedelai serta bahan tambahan yang
terdiri dari garam, premix, vitamin (A, D, E dan K) dan mineral antara lain Ca, P,

Na, Mg, Zn dan Se. Formulasi mineral blok tertera pada Tabel 1.
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Tabel 1. Formula Mineral Blok

No. Bahan Persentase (%)
_____ (%)------
1. Molasses 35
2. Bekatul 40
3. Bungkil Kedelai 10
4, Garam 6
5.  Onggok 6,9
5.  Vitamin 0,04699
6. Mineral
- Premix 2
- Mg 0,051
-Zn 0,003
- Se 0,00001
Total 100

Mineral blok dibuat dengan bahan-bahan antara lain dedak, bungkil kedelai,
onggok dan premix dalam ember kemudian dicampur hingga homogen, mineral
Mg, Se dan Zn serta vitamin dan garam dimasukkan ke dalam molasses aduk hingga
homogen. Tuang perlahan larutan molasses ke dalam ember dan aduk hingga semua
bahan tercampur rata. Bahan tersebut dimasukkan ke dalam alat pencetak lalu tekan
hingga padat. Selanjutnya dioven dengan suhu 60°C selama 24 - 48 jam

Pembuatan spuit modifikasi dilakukan dengan cara rumbai yang terbuat dari
benang wol dipasang disekeliling permukaan spuit. Jarum 18 G diberi lubang pada
bagian samping menggunakan Kkikir dan menutup lubang utama jarum
menggunakan lem. Pembuatan spon dengan ketebalan 4 cm dicetak menggunakan
alat pencetak, benang dipasang pada spon menggunakan jarum, mencuci spon
dengan air sabun hingga bersih, spon dimasukkan dalam box pengering selama 48
jam, larutan Medroxy Progesterone Acetat (MPA) dan methanol ditambahkan pada

permukaan spon, memasukkan kembali dalam box pengeringan selama 48 jam.
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3.2.2. Pelaksanaan penelitian

Rusa dimasukkan dalam 2 kandang yang berbeda masing-masing kandang
berisi 5 ekor rusa yaitu kelompok yang tidak diberi perlakuan suplementasi mineral
blok sebagai (TO) atau kontrol dan kelompok yang diberi perlakuan suplementasi
mineral blok sebagai (T1) selama 2 hari. Penambahan mineral blok selama 2 bulan
(8 minggu). Komposisi utamanya adalah Magnesium (Mg) sebanyak 20 - 40 mg/kg
BK pakan, Selenium (Se) sebanyak 0,1 - 0,2 mg/kg BK pakan dan Seng (Zn)
sebanyak 20 - 33 mg/kg BK pakan (NRC, 1985).

Sinkronisasi estrus dilakukan dengan cara spon dimasukkan ke dalam
serviks dengan pipa aplikator dan tongkat yang sebelumnya telah diolesi KY jell
agar tidak melukai dinding vagina rusa. Tujuan dilakukannya sinkronisasi estrus
adalah untuk menyerentakkan fase estrus 10 ekor rusa, adapun perkiraan tiap fase

estrus adalah sebagai berikut.

Diestrus  Proestrus

T T 84 jam 96 jam 108 jam 120 jam 144 jam
I | | | | | | | | I
| | I I I I I I I I
—>
Sinkronisasi | 24 jam 72 jam Estrus
(16 hari) Metestrus
Pelepasan

spons vagina

lustrasi 1. Perkiraan Fase Estrus Rusa Timor Betina
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Pemberian obat penenang ACP (Acepromazine) yang termasuk dalam
Transquilizer sebanyak 0,5 ml dilakukan dengan cara dimasukkan ke dalam spuit,
kemudian ditambahkan gas korek api agar cairan terdorong masuk ke dalam tubuh
rusa dan dilakukan dengan cara injeksi subkutan intramuskular, spuit ditembakkan
ke rusa sasaran pada bagian paha kaki belakang menggunakan pipa tulup. Obat
penenang akan bereaksi kurang lebih dalam 2 jam, kemudian rusa digiring keluar
kandang untuk kemudian dilakukan handling dan mata ditutup menggunakan kain
hitam.

Darah diambil pada bagian vena jugularis pada daerah sekitar leher
menggunakan spuit 10 ml kemudian dimasukkan ke dalam tabung vakum dengan
Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) untuk sampel pengamatan hematologi,
kemudian digoyang-goyang membentuk angka 8 selama 3 menit dan memasukkan
dalam cooling box yang berisi ice pack sebagai penyimpanan sementara agar
sampel darah tidak menggumpal. Pengambilan darah dilakukan di 8 titik, yaitu:

e Sesaat (0 jam) setelah spon vagina dicabut (indikasi fase diestrus)
e 24 jam setelah pencabutan spon vagina (indikasi fase proestrus)
e 72,84,96 dan 108 jam setelah pencabutan spon vagina (indikasi fase estrus)

e 120 dan 144 jam setelah pencabutan spon vagina (indikasi fase metestrus)

Upaya yang dilakukan agar semua rusa mengalami berahi secara
bersamaan, maka perlu dilakukan sinkronisasi berahi dengan cara spon vagina
dengan kandungan Medroxy Progesterom Acetat (MPA) dipasang pada rusa
menggunakan aplikator selama 16 hari. Sebelum digunakan, aplikator disterilkan

dengan alkohol 70% dan kemudian dioles jeli (Rizal, 2005).
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3.2.3. Parameter pengamatan profil hematologi

Parameter yang diamati antara lain adalah perhitungan total eritrosit, kadar
hemoglobin dan nilai hematokrit. Darah yang telah diberi antikoagulan dihisap
menggunakan pipet eritrosit sampai tanda 0,5. Kemudian larutan Hayem dihisap
sampai tanda 1.01, kocok membentuk angka 8 agar homogen. Teteskan ke kamar
hitung (hemocytometer Neubauer) lalu tutup dengan cover glass dan letakkan
dibawah mikroskop amati dengan perbesaran 100x kemudian sel darah merah
dihitung dalam tiap bilik hitung menggunakan hand counter. Cara kerja larutan
Hayem adalah merusak sel-sel lain yang ada di dalam sel darah selain sel darah
merah (Patria et al., 2013). Kesalahan perhitungan menggunakan metode ini sangat
rendah hanya berkisar 7,8% (Dharmawan, 2002).

Kadar hemoglobin diukur menggunakan metode Sahli yaitu dengan cara
HCI 0,1 N dimasukkan sebanyak 5 tetes ke dalam tabung Sahli kemudian sampel
darah dihisap menggunakan spuit sebanyak 20 mm? lalu homogenkan dalam tabung
tanpa menimbulkan gelembung kemudian encerkan menggunakan akuabides
dengan cara meneteskan secara perlahan hingga warnanya sama dengan warna pada
tabung standar pada comparator block. Skala pada tabung Sahli menunjukkan
persentase Hb.

Rumus Mean Corpusculer Volume (MCV), Mean Corpuscle Haemoglobin
(MCH) dan Mean Corpuscle Haemoglobin (MCHC) untuk mengetahui jenis
anemia yang dialami oleh rusa dengan menggunakan rumus sebagai berikut :

e MCV

(Htc x 10) : E

e MCH

(Hbx10): E
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e MCHC= (Hb : Htc) x 100%

Darah yang telah diberi antikoagulan dimasukkan dalam tabung
mikrokapiler hematokrit sebanyak %, bagian. Tutup tabung tersebut menggunakan
plastisin kemudian diletakkan dalam centrifuge hematokrit dan diputar selama 15
menit dengan kecepatan 3.000 rpm, nilai hematokrit dihitung menggunakan grafik

alat baca mikrohematokrit.

3.2.4. Analisis data

Data yang didapat meliputi total eritrosit, kadar hemoglobin dan nilai
hematokrit dalam darah di tiap fase berahi. Data yang diperoleh dianalisis secara
deskriptif untuk mengetahui fluktuasi profil hematologi dari waktu ke waktu, dan
guna mengetahui pengaruh suplementasi mineral terhadap profil hematologi
dilakukan analisis uji beda menggunakan T-test. Hipotesis penelitian adalah :

HO = Tidak terdapat perbedaan profil hematologi tiap fase berahi antar individu
Rusa Timor tanpa perlakuan dan yang diberi perlakuan suplementasi
mineral

H1 = Terdapat perbedaan profil hematologi tiap fase berahi antar individu Rusa

Timor tanpa perlakuan dan yang diberi perlakuan suplementasi mineral



