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RINGKASAN

PENINGKATAN RESPON IMUN NON-SPESIFIK PADA IKAN NILA
MERAH (Orcochromis sp.; DENGAN PEMBERIAN BAKTERI ASAM
LAKTAT SEBAGAI PROBIOTIK (Sri Puji Astuti Wahyuningsih dan Hari
Soepriandono, 2001, 45 halaman)

Pada budidaya peraran. ikan scnantiasa hidup dalam lingkunge- vang
mengandung berbagai mikroba patogen seperti virus. bakter. jamur dan rarasit.
Bakien asam laktat sebagat probiotik dapal merangsang terjadinva pro.iierasi.
diferensiasi  dan  akuvast  sel  tmunokompeten untuk  meninckatkan

kemampuannva melawan hama dan penvakit.

Penelitian 1ni dilakukan untuk menjawab permasalahan (11 apakah perberian
bakteri asam laktat pada pakan berpengaruh terhadap respon imun non-spesifik
tkan nita merah (Oreochronis sp.). (2) berapa dosis optimum pemberian bakteri

asam laktat,

Twuan penelitian ini adalah (1) mengetahui pengaruh pemberian bakten asam
laktat pada pakan terhadap respon imun non-spesifik ikan nila merah
(Oreochronus sp.) dan (2) menentukan dosis optimum pemberian bakier asam

laktat.

Penelitian int mengunakan 80 ekor ikan nila merah (Oreachromis sp.) berumur
2 bulan, berat sekitar 20 g dan panjang tubuh sekitar 15 cm vang dibagi menjadi
4 kelompok Kelompok | tanpa pemberian bakteri asam laktat, Kelorpok il
diberi bakter asam laktat 5 g/kg pakan. Kelompok 111 diben bakteri asar: laktat -
10 g/kg pakan. Kelompok 1V diberi bakteri asam laktat 20 g/kg pakan Setiap
kelompok terdiri dan dua kali ulangan dengan kepadatan 10 ckor:ember. Sakteri
asam laktat diberikan pada hewan un selama 20 hari. Setelah itu dilakuxzn up
tantang dengan Acromonas hydrophila secara rendaman dengan konsentrzsi 3 x
10° sel/ml. Data vang diamati adalah jumlah total leukosit dan diferensial
leukosit (jumlah neutrofil, eosinofil. dan monosit). serta daia tambahan “erupa
performan tkan dan gejala klinis yang diamati selama 3 kali. vaitu sebelun dan

sesudah pemberian bakteri asam laktat, serta setclah uji tantang.
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Hasil penelitian menunjukkan, ada beda nyata antara kontrol dengan perlakuan
pada jumlah total leukosit, jJumlah monosit, neutrofil, dan eosinofil 1= = 5%).
Rerata jumlah total leukosit sebelum pemberian bakteri asam lakiat reiaut sama.
vaitu kontrol sebanvak 12.000 sel/mm’. 11 = 12.200 sel/mm’. TII = 11.800
sel/mm®. dan IV = 11.900 sel/mm’. Rerata jumlah total leukosit seteizh 20 han
pemberian bakteri asam laktat (5. 10 dan 20 g kg pakan) memngkat (18150,
17.650 dan 15.300 scl.mm’) dibanding kontro! « 12400 sel.mm 1 Reraia jumiah
total leukostit pada semua kelompok perlakuan meningkat setelah diup tanang
terhadap A. ivdrophila. Rerata jumlah monosit didapatkan memingkat selama
perlakuan dan semakin tinggi setelah diujt tantang. Jumlah monosit setelah diun
tantang mulai dari kontrol, pemberian bakten asam laktat 5. 10, dan 20 gke
pakan adalah 6 995, 14.993, 13,640, dan 7 826 sel/mm’. Rerata Jumlah neutrofil
meningkat selama perlakuan dan setclah diup tantang. Kenaikarn tertingg
setelah pemberian bakten asam laktat 5 g/kg pakan. (2.117 sel'mm’). Rerata
jumlah eosinofil meningkat setelah pemberian probiotk bakten asam lakiat
(kontrol = 488 sel/mm’, bakteri asam laktat 5. 10, dan 20 g/kg pakan adalah
1.512, 1.294, dan 1.020 sel/mm’. Rerata jumlah eosinofil meningkat juga setelah
diyji tantang. Performan ikan setelah pembenan bakteri asam lakiat udak
mengalami perubahan dibanding dengan sebelum perlakuan. Performan dan
gejala klinis setelah uji tantang adalah terjadi peradangan kulit (Juka-luka), sirip
patah, perubahan tingkah laku ikan (gerakan lambat dan lemas) dan respon

makan menurun, serta kembung.

Kesimpulan hasil penelitian adalah pembenian baktert asam laktat berpengaruh
terhadap peningkatan respon imun non-spesifik 1kan nila merah (Orcoclironus
sp.) dan konsentras: optimumnya adalah 5 g kg pakan. Berdasar hasil penelitian
disarankan pemberikan probiotik bakteri asam laktat dengan konsentrasi S g kg
pakan untuk berat ikan nila merah sebesar 20 g Penelitian lanjcian perlu
dilakukan untuk mengetahui pengaruh baktenn asam laktat dalam mengun

ketahanan ikan nila merah terhadap penvakit selain A. ndrophiiu.

{Jurusan Biologn, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam. U niversitas
Airlangga; Nomor Kontrak : 021/LI1T/BPPK-SDM/IIL;2001, 15 Maret 2001)
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SUMMARY

The Improvement of non-specific immune response on red nila fish
(oreochromis sp.) by application lactic-acid bacteria as probiotic (Sri
Puji Astuti Wahyuningsih and Hari Soepriandono, 2001, 45 p.)

Fishes always live in the environment with many pathogenic microbes, €.g.. virus,
bacteria, fungi, and parasite. Lactic acid bacteria as probiotic can stimulate proliferation,
differentiation and activation of immunocompetent cell to improve their ability against
pathogenic microbe and diseases.

This research want to sotve the problems that: (1) by giving lactic acid bacteria
via food influence on non-specific immune response red nila fish (oreochromis sp.), and
(2) how much doses of lactic acid bacteria used to optimize the non-specific immune
TeSponse.

This research aims to (1) know the effect of giving lactic acid bacteria on non-specific
response immune of red nila fish (oreochromis sp), and (2} look for the optimum doses of
lactic acid bactenia.

Eighty red nil fishes with the criteria 20-gr. weight, and 15 cm length used in this study
taken to eight buckets. These fishes divided into four groups treatment. Group I fish
without lactic acid bacteria. Group II fishes with lactic acid bacteria every 5- gr./kg food.
Group I fishes with lactic acid bacteria every 10-gr./kg food, Group IV fishes with
lactic acid bacteria every 20-gr./kg food.

A lactic acid bacterium was given to this bucket in 20 days long. After that, they

were challenged test with Aderomonas hydriphilia soaked with concentration 3 times 10°
cell/ml.
Data observed are the total sum of leukocyte, the differential of leukocyte (total of
neutrophil, eosinophil, and monocyte), and added data from especially fishes
performance and clinical symptom observed three times, E.L: before, and after given with
lactic acid bacteria and after chatlenge test.

Result of this study showed that there is a differentiation between control group

and expeniment group significantly (& < 0,05). The mean of leukocyte is nearly similar
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for all groups before treatment (I=12.000 cellsmm’, 11=12.200 cellsymm’, [0=11.800
cellymm’®, and IV = 11.900 cells'mm’). After 20 days experiment, mean of each group
are [I = 18,150, 11l = 117.650, and IV = 15.300, but group I {control group) = 12.400

cell/mm’.

Mean of total leukocyte for all groups' increase after challenge tests against
A.hydrophifia. 12.000 cells/'mm’®. Mean of total monocyte for all groups increased along
treatment and after challenge test. total sum of monocyte each group, Group [ (controb)
6,995, Group I 14.993, Group III 14,640, and Group IV 7.826 cell/mm?.

Mean of total neutrophil increase along treatment and challenge test. The highest
response occurs on 5 gr/kg food lactic acid bactena (2.117 cell/mm®). Mean of total
eosinophyl increase after given probiotic lactic acid. (Control Group = 488 cell/mm’,
Group I[= 1.512 celymm* Group 1= 1.294 cell/mm®, Group [V= 1.020cell/mm’). Mean
of total eosinophyl! also increased after challenge test.

There is no change on fish performance after given lactic acid bacteria. Clinical
performance after challenge test showed that fishes being inflammation on skin, broken
fin, changes on behavior like slower on movement and drowned and response to feeding
descries and swollen.

This research concluded that giving lactic acid bacteria influenced on
improvement non-specific response immune of red nila fish {oreochromis sp), and the
optimal doses 5 gr./kg food. This research recommended that 5gri'kg food concentrate
good for improve immune response. We recommended that next research must apply this

lactic acid bacterium to test with other bacteria.

(Biology Department, Faculty of Mathematics and Natural Science, Airlangga
University; Contract Number: 02 l/LIT/BPPK-SDM/111/2001, 15 Maret 2001).

[ £%]
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Permasalahan

Wilavah Indonesia sebagian besar terdiri atas perairan vang memiliki
sumber daya perikanan yang kaya dan potensial. Wilayah perairan tersebut meliput
perairan darat, pantai maupun perairan laut.

Peningkatan kuantitas dan kualitas produksi ikan diharapkan mampu
memenuhi  kebutuhan protein  hewani penduduk, pengembangan agrobisnis.
menambah pendapatan petani nelayan dan menghasilkan devisa bagi negara.

Ikan nila merah termasuk salah satu jenis ikan air tawar yang amat potensial
untuk dibudidayakan secara intensif berpola agrobisnis karena mempunvai sifat-
sifat yang menguntungkan. Sifat-sifat tersebut antara lain - mudah berbiak dan
pertumbuhannya sangat cepat, mempunyai daging berwarna putih. tebal. berdun
sedikit, rasanya enak, serta kandungan protein tinggi (Rukmana, 1997).

Pada budidaya perairan, ikan senantiasa hidup dalam lingkungan yang
mengandung berbagai mikrobia patogen seperti virus, bakteri, jamur dan parasit.
Dengan demikian, sulit diduga patogen penyebab kematian ikan. Kasus kematian
ikan sering disebabkan oleh campuran antara berbagai patogen tersebut.

Hama dan penyakit yang menyerang ikan merupakan salah sawu faktor
penghambat dalam budidaya ikan. Usaha untuk mengurangi gangguan hama dan
penyakit adalah mencegah dan menghindari timbulnya hama dan penyakit

(Anonim, 1994).

MILIK
PERPUSTAKAAN
UNIVERSITAS AIRLA® 6GA ‘

SURABAYA ]
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Pengendahian penyakit ikan akan [ebih efisien bila dilakukan melalui
tindakan pencegahan antara lain dengan vaksinasi, penggunaan antibiotika dan
penggunaan bahan kimia. Cara vaksinasi telah dilakukan di Indonesia (Rukvani ef
al., 1997). tetapi pada umumnya vaksin belum mampu melawan beberapa penyakit
bakteri dan virus sekaligus (Raa o7 f., 1992). Vaksin merupakan antigen vang dapat
memicu pembentukan antibodi spesitik terhadap patogen tertentu  Sedangkan,
penggunaan zat antibiotika vang terus menerus akan memmbulkan resistenst dari
hama dan penvakit ikan terhadap zat tersebut. Penggunaan bahan kimia ada
kemungkinan menimbulkan pengaruh neganf terhadap 1kan. lingkungan dan
konsumen.

Tindakan pencegahan dan perlindungan terhadap serangan hama dan
penyakit pada ikan perlu dicarikan alternatif. Pada penelitian 1ni akan mencan suatu
alternatif yang aman untuk perlindungan dan menghindarkan ikan dari hama dan
penyakit, vailu penggunaan bakteri asam laktat. Bakten asam laktat tersebut
digunakan scbagai probiotik padzi pakan.

Probiotik adalah mikrobia hidup vang ditambahkan pada pakan ransum
vang dapat mempengaruhi inangnva dengan cara meningkatkan keseimbangan
mikrobia di dalam saluran pencemaan (Fuller. 1989; Ringo dan Gatesoupe. 1998).
Bakien asam lakiat scbagai probiotik mempunyal pengaruh menguntungkan
terhadap inangnva, antara lain dapat menekan pertumbuhan bakteri patogen melatui
produksi senvawa antimikrobia, memperbaiki keseimbangan metabolisme mikrobia
dan dapat merangsang sistemn imun (Fuller, [989). Berdasarkan hal tersebut di atas

dapal diasumsikan bahwa probiotik bakteri asam laktat vang ditambahkan pada
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pakan ikan akan dapat meningkatkan ketahanan tubuh ikan terhadap serangan hama
dan penvakit.

Bakten asam laktat merupakan kelompok bakten vang mampu mezlakukan
mctabohsme  karbohidrat  dengan mcnghasilk-an asam laktat scbagar produk
utamanva. Ada 2 familia bakternn asam laktat vang dapat digunakan scbagai
probiotik atau suplemen pada pakan 1kan. vaitu Lactobacillaceae (bentuk batang)
dan Streptococaceae (bentuk bulat) (Dyaafar, 1997,

Penelitian tentang penggunaan bakien asam laktat sebagar probiouk telah
banyak dikembangkan untuk suplemen pakan pada termmak ¢sapi), sedangkan
penggunaan baktenn tersebut untuk probiotik pada pakan ikan masih dalam proses
pengembangan penelitian. Pada penelitian im1 dilakukan pengujian tentang
penggunaan bakteri asam laktat sebagai probiotik pakan ikan dan bagaimana
pengaruhnva pada sistem imun. Diduga bahwa bakteri asam lakuat dapat
merangsang sistem imun ikan dengan cara mempengaruhi respon imun non-
spesifik.

Penelinan 11 bertujuan untuk mengctahui konsentrasi optimum baktert

- asam laktat vang dapat ditambahkan pada pakan/ransum bagi peningkatan
ketahanan tubuh ikan mia merah (Oreochronus sp.} dan bagaimana pengaruhnva
terhadap respon imun non-spesifik. Khususnva jumlah total leukosit dan diterensial
leukosit (jumlah neutrofil, eosinofil dan monosit). lkan nila merah digunakan
sebagai hewan uji karena ikan tersebut adalah salah satu ikan budidava vang
memiliki peluang pasar yang bagus dan merupakan salah satu komoditas agribisnis

indonesia.
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1.2 Rumusan Masalah
Penelitian ini dirancang untuk menjawab masalah penelitian sebagai berikut.
1. Apakah pemberian bakten asam lakitat pada pakan berpengaruh terhadap respon
imun non-spestlik 1kan nila merah (Orcochironts sp.j !
2. Berapa konsentrast optimum bakteri asam lakiat vang dapat ditambahkan pada
pakan untuk meningkatkan respon imun non-spesitik pada ikan nila merah

{(Oreochrons sp.j ?
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IL. TINJAUAN PUSTAKA

2.1, Ikan Nila Merah (Oreochromis sp.)

2.1.1. Klasifikasi

Ikan nila merah (Oreochromis sp.) adalah satu ikan budidava di Indonesia

ikan tersebut merupakan ikan nila hibrida vang duntroduksi dan Filipina pada tahun

1981 Kedudukan ikan nila merah dalam sistem klasifikasi hewan adalah sebagai

berikut .
Dunia
Filum
Sub filum
Kelas
Sub kelas
Bangsa
Sub bangsa
Suku
Marga

Jenis

- Animalia

: Chordata

- Vertebrata

. Osteichthves

: Acanthopterigh
: Percomorphi

: Percaidae

- Cichhdae

S Oreochronis

> Oreachromis sp. {Rukmana. 1997).

2.1.2. Ciri-ciri morfologi

Ikan nila merah atau nirah merupakan ikan dari hasil persilangan antara

mujair ((). mossambicus) dengan (). aurcus atau (). hornorum atau nila biasa

(O. niloticus) dengan . aurcus atau (). hornorum. AKibat persilangan atami antar

LAPORAN PENELITIAN
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genus atau antar spesies menimbulkan keragaman dalam morfologt, yaitu berwarna
merah kekuning-kuningan, merah agak jingga, merah berbercak atau binuk-binuk
hitam dan merah keputihan (Rukmana, 1997).

lkan nila merah dikenali dari bentuk wbuh, garis-gans pada tubih. wama
dan cinn fisik lainnya. Bentuk tubuh ikan nila merah adalah pipih, berungguny
lebih tinggi dari ikan mujair. 1kan nila merah mempunyvai bentuk wbuh pamang can
ramping. Perbandingan antara panjang dan tinggi adalah 3:1. Gans-gans lurus
{vertikal) di temukan pada badan dan sirip ckor, sedangkan garis-garis memanjang
di temukan pada sirip punggung dan sirip anus {Rukmana, 1997; Santoso. -496).

lkan nila merah mempunyai bentuk kepala relatit lancip. mulutnya terleiak
di uyung moncong tampak sedikit condong ke arah bawah. Mata berukuran sedang
dan sedikit menonjol dengan hiasan berwama putib kekuningan di sckehiing pupil.
Warna tubuh di bagian dorsal lebih merah dibanding bagian lateral dan ventral vang
cenderung berwarna merah muda sampai kuning keputihan. Sinp pungzgungn:a
berukuran panjang dan ujungnyva melewati pangkal ekor. Sinp punggung terdin atas
jari-jari keras di bagian depan dan jari-jari lunak di bagian belakangnya Sinp cror
berbentuk sepertr kipas, sedangkan sirip anusnya berbentuk lancip vang nungn:a
melebihi pangkal ekor (Rochdianto, 1995). lkan nila merah mem.iki sisik
berukuran besar dan agak kasar pada saat driraba, berbentuk steroid derzin gans-

garis vertikal berwarna gelap pada siripnva (Santoso, 1996). Morfoloym kan nua

merah dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Morfologi ikan nila merah (Oreochromis sp.) (Rukmana. 1997)

2.1.3. Budidaya

Nila merah merupakan salah satu ikan budidava di Indonesia. Pada
mulanva, ikan nila merah dibudidayvakan di Jawa dan Lampung. tetapi dalam
perkembangannya pembudidavaan ikan tersebut meluas ke sciuruh wilavah
Nusantara (Rukmana, 1997).

Keunggulan tkan nila merah sebagar 1kan budidava adalah sitat
pertumbuhan vany relatif cepat. dapat meinijah sepangang 1ahun (6-7 kali pertahun),
toleransi terhadap lingkungan perairan cukup tinggi (mampu hidup d perairan
tawar. pavau atau laut). ukuran badan relauf besar. dagingnyva berwarna putih. rasa
daging enak. tidak berduri, mudah dikembangbiakkan. dava kelangsungan hidup
tinggl dan pemeliharaannva mudah (rakus terhadap makanan sisa) (Rukmana.

1997).
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Ikan nila merah hidup di perairan air tawar, tetapi dapat beradaptasi di
perairan  pavau dan perairan laut (Santoso, 1996). lkan tersebut juga dapat
beradaptasi di perairan laut dengan teknik adaptasi bertahap. Suhu hingkungan
untuk pertumbuhan ikan yang optimal adalah 25 “C sampai 28 "C. Pada suhu yang
rendah (kurang dan 14 "C) ataupun suhu yang terlalu tinggi (di atas 30 () dapat
menghambat pertumbuhan dan dapat mematikan ikan. Keadaan pH air amara =
sampai 11 dapat ditoleransi oleh ikan nila merah. tetapi pH optimalnya adalah 7
sampai 8. Ikan tersebut juga masih dapat tumbuh pada air asin pada kadar salimitas
0 — 35 permil, terutama ikan nila merah kecil relauf lebih cepat menvesuaikan din
terhadap kenaikan salinitas (Rukmana, 1997).

Pada pembudidayaan di kolam, perairan umum atau tambak. 1kan nila merah
sangat respon terhadap makanan yang berasal dani hewan atau tanaman. lkan
tersebut lebih aktf mencari makan pada siang hari. Pakan buatan seperu pelet
merupakan makanan vang disukai karena mengandung banvak protein dan
aromanya memikat nafsu makan tkan (Santoso, 1996).

Produksi 1kan nila merah dapat ditingkatkan dengan cara mengurangi
jumlah kematian selama masa pemeliharaan. lkan tersebut sangat respon terhadap
pemeliharaan intensif, terutama faktor pengaturan pembenan pakan dalam jumlah
yang memadai, kualitas dan jenis makanan yang diberikan scrta pengaturan debit

air selama masa pemeliharaan (Arsyad dan Hadarim. 1991).
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2.1.4. Hama dan penyakit

Hama dan penvakit merupakan taktor pembatas utama dalam budidava ikan.
Banyak kerugian vang diimbulkan olch adanva hama dan penvakit. di samping ity
Kolam vang sudah terkena penvakit sulit disclamatkan (Sudarno, 1997).

Pada budidava ikan, penvakit diimbulkan karcna kondist lingkungan kolam
kurang batk, seperti kualitas air menurun, pembenan pakan Kurang bergizi ataupun
terlalu sedikit, pencbaran benih terlalu padat (Cristensen. 1989 du/um Sudarno
1997).

Hama dan penyakit yang sering menverang ikan nila merah, antara lain:
infeksi bakterial Acromonas hvdrophila, Pseudomonas sp. dan Myxobacteria sp.,
infeksi jamur Suprofegnea sp., infeksi cacing Gyrodactylus sp.. dan i)uc.fw’ng;’rm
sp., infeksi jenis protozoa seperti [chthyophthirius multifilis, Trichodima sp..
Mycosoma sp., Heneguva sp dan Myxobulus sp., dan hama berupa hewan air seperti
Notonecta dan Cybister (Arsvad dan Hadirini, 1991, Rukmana. 1997).

Aeromonas ivdrophila merupakan bakteri Gram negauf, berbentuk batang
sampai coccobactli. mempunvai sebuah flagel. mesofilik, diameter 0.3 - 1.0 pm
dan panjang 1.0 - 3,5 um, umumnya bersifat motil, susunan tunggal, ictapi ada
vang berpasangan atau berbentuk rantai pendek. anaerob fakultauf. habitat
normalnva adalah dalam air, terutama di perairan yang mengandung bahan organik
tinggi (Holt ef «f., 1994).

Serangan bakteri dapat mengakibatkan kerugian yang udak sedikit. Bakten
menverang bagian luar maupun bagian dalam tubuh ikan. Sifat serangan bakter.

antara lain : (a) kronis, dalam waktu yang lama, (b) oportunis, memanfaatkan
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kesempatan saat sistem imun ikan sedang lemah, (c) septisemia, menyerang seluruh
bagian tubuh ikan seperti ginjal, hati, jantung, limpa, lapisan epidermis. Pengaruh
scrangan tergantung dari kondisi ketahanan tubuh orgamisme vang diserang (Lingga
dan Susanio, 1995).

Tanda-tanda ikan yang terserang 4. /ndrophilu adalah ada bagian-bagian
merah pada permukaan tubuh ikan terutama dada, perut dan pangkal sirip. D
samping itu, selaput lendir (mucus) berkurang. ikan mudah ditangkap, lemah dan
tidak lincah. Selanjutnya, sirip punggung, sinip dada dan sinp ekor rusak serta
pecah-pecah, insang rusak dan berwarna keputih-putihan sampai kebiru-biruan, dan
beberapa bagian sisik ikan rusak, rontok serta kulit melepuh ( Djajadiredia dan

Cholik, 1982).

2.2. Sistem Imun Non-Spesifik

Sistem imun adalah semua mekanisme yang digunakan tubuh untuk
mempertahankan keutuhan tubuh sebagai pelindung terhadap bahava vang berasal
dari berbagai bahan asing dan lingkungan. Sistem pertzhanan tubuh terdiri atas
sistem imun alamiah atau non-spesifik (natural / innate) dan sistem 1mun didapat
atau spesifik (ucquired / adaptive) (Roitt er af.. 1993).

Faktor-faktor vang dapat mempengaruhi respon imun pada ikan meliputi
faktor eksternal dan faktor internal (Robert, 1989).

Faktor-faktor eksternal vang berpengaruh pada respon imun ikan adalah
suhu udara, adanva antigen yang dipengaruhi oleh dosis dan macam antigen. adanya

adjuvan, pengaruh musim dan lingkungan tempat hidup. Faktor hngkungan tempat
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hidup ikan vang berpengaruh terhadap respon imun, antara lain : stres hingkungan,
adanva polutan, adanva senyawa antibiotik dan adanya defisiensi nutnen dalam
pakan (Robert, [989).

Faktor-faktor intemal vang berpengaruh pada respon imun ihan adalah
adanva mekanisme inunoregulator dalam sistem 1mun dan adanya perkembangan
pendewasaan dalam sistem imun ikan (Robert, 1989).

Sistem imun non-spesifik merupakan pertahanan tubuh pertama dalam
menghadapi scrangan berbagai mikroorganisme vang memberikan respon secara
langsung terhadap adanva antigen. Scdangkan, sistem imun spesifin lebih
membutuhkan waktu untuk mengenal antigen terlebih dahulu sebelum tubuh dapat
memberikan respon imun (Baratawidjaja, 1996). Antara faktor spesifik dan non-
spesifik saling berhubungan dan saling mempengaruhi, sebagai contoh : makrofag
sebagai pertahanan awal mampu menfagosit beberapa bakteri, tetapi kemampuan
tersebut akan bertambah besar jika antigen dilapisi dengan antibodi {(Robent. 1989.
Mayt. 1993).

Komponen sistem imun non-spesifik dapat digolongkan sebagai benkut :

1. pertahanan fisik dan mekanik. meliputi kulit, selaput lendir, silia saluran napas.
batuk dan bersin.

2. perniahanan biokimia, mehputl asam lambung, lisosim, lastofens. asam
neuraminik,

3. pertahanan hamoral, meliputi komplemen, interferon, ¢. reactnve procm/CRP.

dan
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4. pertahanan selular, meliputi fagosit, sel Nol dan sel mediator. Fagosit terdiri

atas sel mononuklear (monosit dan makrofag), sel polimorfonuklear PMN

(netrofil dan eosinofil). Sel Nol terdiri atas natural killer cell (sel NK) dan killer

cell (sel K). Sedangkan, sel mediator terdiri atas trombosit, basofil dan mastosit

(Baratawidjaja. 1996). Komponen sistem imun dapat dilihat pada Gambar 2.

NON SPESIFIK

SISTEM IMUN

!
l |

FISIK/MEKANIK LARUT
« -
BIOKIMIA,
Kulit Asam lambung
Selaput lendir  Lisozim
Silia Laktoferin
Batuk Asam neuraminik
Bersin HUMORAL
Komplemen
Interferon
(" Reactive Protein
(CRP)

SPESIFIK
SELULAR HUMORAL/ SELULER/

+ SEL B SEL T
FAGOSIT +
Mononuklear Sel Th

(monosit dan makrofag) (Thl & Th2)
Polimorfonuklear Sel T3
(neutrofil dan eosinofil) Sel Tdh
SEL NOL Sel Tc

Natutal Killer Cell (sel NK)
Killer Cell (sel K)

SEL MEDIATOR

Basofil dan mastosit
Trombosit

Gambar 2. Sistem imun (Baratawidjaja. 1996)

Ada dua elemen respon imun non-spesifik yang paling penting.

yaitu

fagositosis dan respon inflamatoris yang juga terdapat dalam bentuk kehidupan

primitif. Fagositosis pada organisme uniseluler paling primitif digunakan dalam

fungsi nutrisi, pada bentuk yang lebih tinggi proses tersebut berkembang menjadi

fungsi pertahanan (Bellanti, 1993).

Fagositosis berperan penting dalam mekanisme pertahanan semua

Vertebrata (Turner dan Wiley, 1994). Sel-sel fagositik melakukan serangan pada
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sasarannya dengan proses fagositosis (cell carng). Fagositosis merupakan suatu
upaya multifase vang memerlukan langkah-langkah sebagai berikut : pengenalan
(recognition) dari benda vang akan dicerna. gerakan ke arah obvek (c/emotaxiss,

perickatan, penelanan  fingesriony  dan  selanjuinva  pencernaan  (Jigestion)

intrascluler olch mekanisme-mekanisme antimikroba (Bellant. 1993).

Pada 1kan fagosttosis dilakukan terutama oleh tagosn mononuklear dan
fagosit polimorfonuklear (Turner dan Wiley. 1994).

Sistem fagositik mononuklear terdiri atas populast makrofag. Makrorag
muda yang terdapat di aliran darah disebut monosit, biasanya berjumliah 5% dan
total leukosit. Makrofag dapat melepaskan berbagai bahan seperti lisosim,
komplemen, interferon dan sitokin yang semuanya memberikan kontribusi dalam
pertahanan tubuh terhadap benda asing. Makrofag memihki akuvitas fagositosis
yang tahan lama, mengolah antigen dalam persiapan tanggap kebal dan membert
kontribusi langsung pada perbaikan jaringan vang rusak dengan membuang jaringan
yang mati (Baratawidjaja, 1996, Tizard, 1988).

Sistemn fagositik polimorfonuklear dibentuk dalam tulang dengan Kecepaian
8 juta/menit dan hidup selama 2 ~ 3 hari. Sel tersebut bersama dengan antibodi dan
komplemen berperan  pada inflamasi  akut (Baratawidjaja, 1996). Szl
polimorfonuklear secara morfologis dapat dibedakan memadi neutroftl, eosinofil
dan basofil. Dari ketiga sel ini yang berperan sebagai fagositk adalah neutrofil dan
eosinofil, sedangkan basofil sebagai sel mediator (Bellanti, 1993). Morfologi

leukosit dapat dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Sel darah ikan.
(a) eritrosit; (b) limfosit; (¢) monosit: (d) trombosit: (e) eosinofil:
(b) (f) neutrofil (g) basofi! (Robert.1989).

2.3. Bakteri Asam Laktat

Bakteri asam laktat merupakan bakteri Gram positif. berbentuk batang atau
bulat, katalase negatif, tidak membentuk spora, pada umumnva tidak motl tetapi
beberapa ada yang motil, mikroaerofilik sampai anaerob. tidak mereduksi nitrit
menjadi nitrat, suhu optimum pertumbuhan 20-40°C (Stamer. 1979; Ringo dan
Gatesoupe, 1998).

Menurut Djaafar (1997), berdasarkan morfologimyva bakteri asam lakiat
dibedakan atas 2 famiha. vaitu Lactobacillaceae yang berbentuk batang dan
Streptococaceac vang berbentuk bulat. Familia Lactobacillaceae terdin atas genus
Lactobacillus.  Familia  Streptococaceae  terdini  dari  genus  Strepracaccus.
Lewconostoc dan Pediococcus. —Seclangkan, secara fisiologis baktert asam laktat
dibag! menjadi 2 golongan, yaitu golongan homofermentatif dan heterofermentauf’

Bakteri asam laktat vang bersifat homofermentatif mampu mengkonverst giukosa
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menjadi asam laktat lebih dari 85% dari total asam, sedangkan bakteri asam laktat
vang bersifat heterofermentatif hanya menghasilkan asam laktat sebanvak 30% dan
{otal asam dan juga menghasilkan produk akhir berupa alkohol. asam asetat dan gas
CO:.

l.ucke (1996) mengelompokkan genus bakteri  aam laktat berdasarkan
bentuk scl dan kemampuannva membentuk gas CO: selama fermentasi heksosa.
Bentuk batang  dikclompokkan dalam genus Lactobucilns. bentuk bulat
homofermentatif dimasukkan ke dalam genus Strepiococcus. bentuk buias
heterofermentatif (penghasil CO.) dimasukkan ke dalam genus Leuconatoe dan
bentuk bulat vang kemudian membentuk rantai ketika terjadi pembelahan sel
homofermentatif digolongkan ke dalam Pediococcus.

Pada umumnya, bakteri asam laktat ditemukan dalam saluran pencemaan
hewan-hewan endotermik (mencit, tikus, babi, unggas dan manusia) {Tannock.
1988 dulam Ringo dan Gatesoupe, 1998). Bakten tersebut juga ditemukan pada
produk susu, produk makanan dari laut dan pada permukaan beberapa tanaman.
Mercka umumma digunakan untuk produksi dan presenasi produk makanan
seperti keju, asinan, daging, yogurt, dan silase (McKay dan Baldwin, 1990 dulum
Ringo dan Gatesoupe, 1998). Masih sedikit informasi vang menvatakan bahwa
bakteri asam lakiat adalah bagian dari mikrobia normal pada usus ikan. Aca
beberapa informasi mengemukakan bahwa bakten terscbut juga ditemukan Qi
epitelium mukosa saluran pencernaan ikan (Ringo dan Gatesoupe. 1998).

Bakteri asam laktat mempunvai aktivitas antimikrobia vang berkaitan

dengan adanya asam organik (asam laktat, asam asetat dan asam formiat). hidrogen
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peroksida dan bakteriosin (Schved er af., 1992). Marrug (1991) menyatakan bahwa
antimikrobia ini dapat menghambat pertumbuhan berbagai spesies bakten perusak
maupun bakteri patogen pada makanan seperti Lisieria  monocviogenes,

Sruphylococcus awrcus dan Clostridium botudinum.

2.4. Penggunaan Bakteri Asam Laktat Sebagai Probiotik

Fuller (1989); Ringo dan Gatesoupe (1998) menyatakan bahwa probiouk
adalah mikrobia hidup vyang ditambahkan pada pakan‘ransum vang dapat
mempengaruhi inangnva dengan cara meningkatkan keseimbangan mikrobia dr
dalam saluran pencernaan. Fuller (1989) melaporkan bahwa ada 3 macam
mekanisme aktiviias probiotik, vaitu (a) menckan pertumbuhan baktieri patogen
melalui produksi senyawa antimikrobia, kompetisi nutrien dan kompetisi sisi
pengikatan, (b) mengubah keseimbangan metabolisme mikrobia dengan
meningkatkan dan menurunkan aktivitas enzim, serta (¢) menstimulasi sistem imun.

Probiotik bakteri asam laktat yang ditambahkan pada pakan merupakan
stimulan dari sistem imun yang dapat meningkatkan pertahanan humoral. Fuller
(1989) menvatakan bahwa probiotik menstimuli respon imun humoral dengan cara
meningkatkan produksi antibodi. Sedangkan, Perdigon ¢ «/. (1990) dalam Ringo
dan Gatesoupe (1998) melaporkan bahwa imunoglobulin (fg) A pada mencit dapat
distimulasi dengan pemberian probiotik bakteri asam laktat, sehingga mencit
tersebut tahan terhadap serangan Salmoneliu tvphimurium. Sedangkan. penetitian
respon imun terhadap rotavirus pada serum dan intestin anak-anak tem}'aua-

meningkat setelah mengkonsumsi Lactobacillus casei dilaporkan oleh Majamaa e
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al. (1995) dulum Ringo dan Gatesoupe (1998). Bakteri asam laktat dapat
menghambat perturnbuhan bakteri patogen penvebab penyakit ikan seperti
Acromonas sp. dan Fibrio sp. dilaporkan oleh Inanto dan Mumivau (19971,
Sedangkan, Gildberg er af. (1995) dalam salah satu penelitiannya melaporkan
bahwa bakteri asam laktat vang diisolasi secara / wirro dari tkan salmon telah
terbukti mempunvai aktivitas penghambatan terhadap A. sulmonicida dan 1
salmonicida. Demikian juga, bakteri asam laktat yang ditsolasi dari ikan cod

ternyata sedikit menghambat pertumbuhan dari bakteri patogen V. anguiliurum,
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I1I. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk :
1. mengetahui pengarubh pemberian probiotik bakteri asam laktat terhadap respon

imun non-spesifik ikan mla merah (Oreochromis sp.) dan

[

menentukan konsentrasi optimum bakteri asam laktat vang dapat ditambahkan
pada pakan guna meningkatkan respon imun non-spesifik pada ikan mla merah

(Oreachromis sp.).

3.2 Manfaat Penelitian

Informasi vang diperoleh dari hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai
alternatif untuk usaha pencegahan dan pengendalian hama dan penyakit ikan
melalui pemberian pakan/ransum yang ditambah bakteri asam laktat. Dengan
demikian, penggunaan antibiotika dan bahan kimia untuk menanggulang penvakit
ikan dapat dihindarkan sehingga mengurangi pengaruh negatif terhadap ikan.

konsumen dan lingkungan.
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IV. METODE PENELITIAN

4.1. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ditakukan di laboratorium Biclogi Reproduks: dan laboratorium
Mikrobiologi. Jurusan Biologi. Fakultas Matematika dan limu Pengetahuan Alam.
Universitas Airlangga. Penelitian tersebut dilaksanakan pada bulan Juli 2001

sampai bulan Oktober 2001.

4.2. Sampel, Bahan dan Alat Penelitian

Sampel penelitian yang digunakan dalam penelitian meliputi . bakteri asam
laktat dan Aeromonas hydrophila dengan sifat seperti pada Tabel 1., serta ikan nila
merah (Oreochromis sp.). Biakan bakteni asam laktat dan 4. /ndrophila diperoieh
dari laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Kedokteran Hewan, Umnversitas
Airlangga. Sedangkan, ikan nila merah sebagai hewan uji diperoleh dari Pasar Ikan
Bratang, Surabaya. Ikan nila merah yang digunakan berumur 2 bulan dengan berat
+ 20 gram dan pamjang tubuh * 15 cm sebanyak 80 ekor.

Bahan penelitian yang digunakan dalam penelitian meliputi pakan 1kan
(pelet), air, fosfat bufer salin (PBS), larutan Natt-Herrick sebagai pewama dan
pengencer untuk perhitungan total leukosil. metanol, pewama (remse 10% untuk
pewarnaan preparat apus darah, akuades, medium mutrient agar (NA) dan nutrient
broth (NB) untuk pertumbuhan 4. Avdrophilu

Alat penelitian vang digunakan dalam penelitian meliputi ember plastik

dengan ukuran diameter 30 cm x tinggi 40 cm kapasitas 10 liter untuk pemeliharaan
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hewan ujt, aerator, alat pengambilan darah hewan uji (pinset. gunting dan pisau}.
alal pembuatan preparat hapusan darah (gelas obyek dan gelas penutup), alat
perhitungan total leukosit (fwemocvtometer, cownter dan mikroskop:. tabung
Lppendorf, tabung Erfenmever (100, 250 dan 500 ml) untuk pembuatan media
pembiakan bakteri, tabung reaksi, cawan petri, jarum ose. timbangan analiuk.

magnetic stirrer dan sentrifugasi.

Tabel 1. Karakter bakteri asam laktat dan 4. indrophila

| No. ‘ Karakterisnk | Bakteri asam laktat A Indrophilu
1 | Pewarnaan Gram : - _
2 !} Bentuk koloni batang batang
3 | Hidrolisis glukosa ? ~ -
4 | Hidrolisis laktosa j. - -
5 | Hidrolisis manitol ' - -
6 | Hidrolists maltosa - -
7 | Hidrolisis sukrosa i - -
8 | Tumbuh dalam TSIA | AA AA
9 | Produksi gas CO; i - -
10 | Produksi HaS ' - _
11 | Produksi indol - -
12 | Produksi urease - -
13 | Produksi sitrat | — -
14 | Produksi katalase -
15 | Menghasikan spora -
20
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4.3. Pelaksanaan Penelitian
Penelitian dilakukan melalui 2 tahap, yaitu tahap persiapan dan tahap
perfakuan.
Tahap persiapan
a. Aklimausasi ikan nifa merah (Oreochromis sp.)

Ikan nila merah (Oreochironis sp.) dipelihara dalam ember piastik dengan

[

kepadatan 10 ekor‘ember dan 2 kali replikasi. Aklimatisasi dilakukan selama
minggu. Pergantian atau penambahan air sebanvak 30-60% total volume setiap 2
hari sekali. Pemberian pakan sebanyak 1% bobot tubuh ikan dengan frekuens:

pemberian 2 hari sekali. Selama aklimatisasvpemeliharaan ikan wi dibent aerasi

dengan alat aerator.

b. Perbanyakan dan pemanenan bakteri asam laktat dan deromonus hvdrophila

Biakan bakteri asam laktat dan 4. /ndrophila vang berasal dari medium agar
miring diambil dengan jarum ose. Selanjutnya, bakteri tersebut ditumbuhkan pada
medium NA dalam cawan petri, suhu inkubasi 37 °C. Setelah didapatkan kultur
bakteri mumi, bakteri tersebut diperbanyak pada medium NB secara berungkat 1 10
ml, 50 ml dan 200 ml).

Apabila kultur bakteri dalam medium NB tersebut sudah konfluen. maka
bakteri dipanen untuk diambil biomasanya. Kultur bakten dalam medium 200 mi
disentrifugasi dengan kecepatan 3"‘/‘00 rpm selama 13 memit. Selanjutmyva,
supernatan dibuang dan sedimen dicuci 3 kali dengan 0,01 M PBS pH 7.4, Sebagian
sedimen A. hydrophila dibuat suspensi dalam PBS setara dengan tabung Mc.

Farland no 1 dengan jumlah bakteri sekitar 3 x 10" sel/ml.

21
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¢. Pembuatan pakan probiotik bakteri asam laktat

Sedimen bakteri asam laktat dan hasil sentrifugasi ditambahkan pada
pakan/ransum ikan. Pada penelitian imi diterapkan 4 konsentrasi penambahan
bakteri asam lakiat, vaitu {a) tanpa pemberian bakteri asam laktat (kontroh) 0 g Ky
pakan, (b) 5 gkg pakan, (c) 10 gkg pakan dan (d) 20 okg pakan. Sedimen
ditimbang sesuai dengan berat vang dikehendaki (5 g, 10 g dan 20 g), kemudian
sedimen dibuat suspensi dengan cara penambahan larutan PBS sebanyak 20 ml.
Suspensi sedimen ditambahkan pada pakan 1kan (sebanvak 1 kg) dengan cara
diaduk dengan mugnetic stirrer. Pakan yang telah mengandung bakten asam lakiat
dikeringkan anginkan. Selanjutnya, pakan tersebut siap digunakan untuk ransum

ikan uji. Sebagai kontrol digunakan pakan tanpa penambahan bakteri asam laktat.

Tahap perlakuan
Ikan nila merah sebagai hewan uji dibagi menjadi 4 kelompok.

Kelompok I : Kelompok tanpa diberi perlakuan pakan probiotik bakten asam
laktat.

Kelompok [I : Kelompok yang diberi perlakuan pakan probiotik bakteri asam
laktat 5§ g/kg pakan

Kelompok I11 : Kelompok yang diberi perlakuan pakan probiouk baktert asam
laktat 10 g/kg pakan

Kelompok IV : Kelompok yang diberi perlakuan pakan probiotik bakteri asam

laktat 20 g/kg pakan

22
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Masing-masing kelompok ada 2 ulangan dengan kepadatan 10 ekor/ember.
Pakan probiotik bakteri asam laktat diberikan ke hewan uji selama 20 han
pemeliharaan. Pakan tersebut diberikan sebanvak 1% dari bobot tubuh ikan dengan
frekuensi pemberian sebanyak 2 hari sekali. Sclama perlakuan tetap diberi aerasi
dengan aerator. Pergantian atau penambahan air sebanvak 50-60% total volume
setiap 2 han sekali.

Setelah 20 hari pemeliharaan (akhir pemberian pakan probiotik bakieri asam
laktat) dilakukan uji tantang dengan bakteri patogen, yaitu Aeromonas hydrophila.
Uji tantang dilaksanakan secara rendaman pada konsentrasi sekitar 3 x 10" selyml
selama 60 menit. Pada saat ikan nila merah diuji tantang tetap dilakukan aerasi,
kemudian ikan dilepas dalam tempat pemeliharaan/ember plasuk selama 15 han
pemeliharaan dengan diberi pakan tanpa probiotik bakteri asam laktat. Pergantian

atau penambahan air sebanyak 50-60% total volume setiap 2 han sekali.

4.4. Pengambilan Data Penelitian

Parameter vang diamati meliputi jumlah total leukosit dan diferensial
leukosit (jumlah neutrofil, eosinofil, dan monosit). Parameter tambahan tentang
performan dan gejala klinis ikan uji.

Setiap parameter diamati sebanvak 3 kali. vaitu sebelum ikan diberi pakan
probiotik bakteri asam laktat, sesudah ikan diberi pakan probiotik bakteri asam

laktat dan setelah 1kan diuji tantang.

MILIK
PERPUSTAKAAN
UNIVERSITAS AIRLANGOA |
SURABAYA
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4.4.1. Perhitungan jumlah total leukosit

Jumiah total leukosit dihitung dengan Agemocytometer Neubauer menurut
metode Blaxhall dan Daisley (1973) dalam Anonim (1996).

Pertama, 1kan nila merah dipotong pangkal ekomya. kemudian darah ekor
dihisap dengan pipet 11 sampai tanda 0.5 Bagian ujung pipa dibersihkan dan
bagian ujung vang lainnya ditutup dengan jari tangan agar darah tidak keluar. Jika
darah yang terhisap melebihi vang diperlukan, maka harus dikeluarkan dengan cara
membuka jari. Selanjutnya, pewarnaan dan pengenceran darah dengan larutan Nevt-
Herrick yang dihisap sampai tanda 11. Kemudian pipet diputar-putar mengeliling:
sumbunya selama 3 menit agar tercampur dengan baik.

Kedua, penetesan larutan darah pada Agemocytometer untuk perhitungan
total leukosit. Sebelum dilakukan penghitungan total leukosit bagian bergars dan
haemocytometer dan gelas penutup harus dibersihkan dengan teliti dan ditempatkan
di atas bilik hitung. Larutan darah yang telah diencerkan diteteskan | tetes di kanan-
kirt dari tepi bilik hitung. Penghitungan total leukosit dilakukan dengan cara
memeriksa bilik hitung dengan mikroskop perbesaran lemah (10 X) dan leukosit
dihitung dalam 4 kotak besar. Arah hitungan ditunjukkan pada Gambar 4.

Rumus :

Jumlah leukosit yang terhitung
X Faktor konversi X Faktor pengenceran

4
Faktor konversi adalah : 10 X
Volume = panjang {1 mm) x lebar (1 mm) x tinggi (0,1 mm) = 0,1 mm’

| mm’ = 10x0.,1 mm’

Faktor pengenceran = 20 kali

24
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Jumlah leukosit terhitung )
---------------------------- X 10 X 20 = jumlah total leukosit'mm’

Alau

Jumlah levkosit vang terhitung X 50 = jumiah total leukositrmm®

M1 ] oo P
R i | =I°~F <<t
\_/ JEEIRAL \ ., ¢S e
AT RRUENE:
' S - s T ® g
S=—nte = P T I
1‘sl ;11]‘l r:xr ::]J§‘, -.111 13 1‘ “111,‘ ’1 Y
= ‘ 1 }T A "L 2 . bo QL.@_, o |
—ﬂD\;_ VRN N % u-, Ryt
\/ \J'] ‘lj'\#q \7 V i
1 ! O+ tidak dihitung

b,

& : dihitung

Gambar 4. Pembagian ruang-ruang bilik hitung dan cara penghitungan total leukosit
(Wirawan ef af., 1996)

4.4.2. Pembuatan preparat hapusan darah
Pengamatan diferensial leukosit dilakukan dengan membuat preparat

hapusan darah dan dihitung menurut metode Lucky (1977). Prosedur pembuatan

preparat hapusan darah sebagai berikut.

1. Satu tetes kecil darah ikan yang berasal dari pangkal ekor d1 teteskan pada gelas

obvek yang telah disiapkan, kemudian dengan cepat dan hati-hati mengoleskan

25
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tetesan darah tersebut menggunakan gelas obyek lain dengan sudut 30 — 40°.
Cara penetesan dan pembuatan olesan seperti Gambar 5.

2. Hasil olesan darah terscbut dibiarkan sampai kering di udara dengan cara
dikeringanginkan.

3. Hasil olesan darah difiksasi dalam metanol sclama § menit dengan cara
merendamnya ke dalam wadah berisi metanol.

4. Sediaan kering di angkat dan dibiarkan sekali lagi di udara.

§. Secluruh permukaan sediaan oles ditetesi dengan larutan pewarna (iemsu 10%0
dan dibiarkan selama 30 - 40 menit. Kemudian dicuct dengan akuades.

6. Tahap perhitungan jumlah monosit, neutrofil, dan eosinofil di bawah mikroskop
dengan cara mengamati sebanyak 100 sel leukosit. Kemudian, hasil perhitungan
dikonversi dalam bentuk presentasi. Kemudian, presentasi jumlah sel tersebut

dikalikan dengan rata-rata jumlah total leukosit.

Gambar 5. Cara pembuatan preparat hapusan darah (Anomm, 1996)

26
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4.5. Analisis Data

Data vang diperoleh adalah rerata total leukosit dan diferensial leukosit
{(presemase rata-rata monosit. neutrofil, dan eosinofil). Semua data kuanutatif dan
hasi! penclitian dianalisis dengan MANAVA (mudtivariate analysis of variance)

untuk mengetahui ada tdaknya beda nvata antar perlakuan,

27
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V. HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian ini diperoleh gambaran respon imun non-spesifik ikan nila
merah (Oreachromis sp.) sebelum dan sesudah pemberian pakan probiotik bakteri
asam lakiat, serta setelah uji tantang. Performan dan gejala khnis ikan wi sebelum
dan sesudah pemberian pakan probiotik, serta setelah diuji tantang terhadap A.
hvdrophila juga ditampilkan dalam penelitian ini.

Respon imun non-spesifik akibat pemberian pakan probiotik bakteri asam
laktat dapat dilihat melalui rerata jumlah total leukosit dan diferensial leukosit
(rerata jumlah monosit, neutrofit, dan eosinofil). Baratawidjaja (1996) dan Bellanti
(1993) menyatakan bahwa salah satu komponen sistem imun non-spesifik adalah
pertahanan seluler yang terdiri atas fagositik (monosit, makrofag, neutrofil dan

eosinofil ).

Rerata jumliah total leukosit

Jumlah total leukosit merupakan keseluruhan jumlah set darah putth, tanpa
memperhitungkan macam atau jenis sel darah putih tersebut. Roitt er o, (1993)
menyatakan bahwa jenis sel darah putih terdiri atas granulosit (neutrofil. eosinofil
dan basofil) dan agranulosit (monosit dan limfosit). Rerata Jumlah total leukosit
dapat d1 lthat pada Tabel 2 dan Gambar 6.

Berdasarkan MANAVA pada « = 5% mendapatkan nilai Fs,. = 0. baik pada
antar kelompok perlakuan, antar waktu maupun interaksinva. Hal tcrsebut.

menﬁnjukkan ada beda nyata antara kelompok perlakuan (1. 11, 111, dan 1V). Beda
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nvata juga terjadi antar waktu pengambilan data, vaitu sebelum perlakukan. sesudah
pemberian bakter asam laktat, setelah uji tantang (lihat Lampiran).

Rerata jumlah total leukosit sebelum perlakuan menunjukkan nilai vang
hampir sama. vaitu 12.000, 12.200, 11.800. dan 11.900 sel'mm’ masing-masing
mlar dari hontrol (1), perlakuan [, 11 dan IV (likat Tzbel i Hal tersebut
menunjukkan bahwa kondisi keschatan ikan uji relatif sama. Jumlah total leukosit
sebelum perlakuan dikatagorikan sedikit lebih rendah daripada normal. Menurut
Chinabut ¢r «/. {1991), total leukosit pada ikan normal berkisar antara 20.000-

150.000 sel/mm’”.

Tabel 2. Rerata jumiah total leukosit

Kelompok Rerata jumlah total leukosit (sel mm®)
Perlakuan A B | C
1 12.000 + 100 12.400 % 557 17.200 £180
I 12.2004_-265. 18.150 % 180 26.000 £ 50
I 11.800 + 200 17.650 £ 150 24.650 + 132
v 11900100 1 15300+ 173 | 18.200 +229
;' | - |

Keterangan : A = sebelum perlakuan pemberian bakteri asam laktat
B = sesudah perlakuan pemberian bakteri asam laktat
C = setelah up 1antang terhadap A. murophilu
Rerata yjumlah total leukosit terjadi peningkatan setelah perlakuan dengan

pemberian probiotik bakteri asam laktat pada kelompok 11, 11l dan IV. Sedangkan.

pada kelompok kontrol relatif sama antara sebelum (12.000se mm" ) dengan setelah
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perlakuan (12400 sel/mm’). Nilai rerata jumlah total leukosit pada kelompok
perlakuan di atas terjadi pemingkatan dibanding dengan sebelum perlakuan, diduga
hal terscbut Karena telah terjadi stimulasi sistem imun. Sedangkan, pada konwol

tidak terjadi stimuiasi sistem imun.
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Gambar 6. Diagram rerata jumlah total leukosit (sel/mm®).
A = sebelum perlakuan pemberian bakteri asam laktat, B = sesudah
perlakuan pemberian  bakteri asam laktat, dan C = setelah uji
tantang terhadap A. Avdrophila. Kelompok perlakuan I, [l 11l dan IV
Berdasarkan hasil penelitian ini, perlakuan pembenian bakteri asam lakiat
menyebabkan total leukosit ikan uji mendekati jumlah normal dan lebih tinggi dari
Jumlah scbelum pemberian bakteri asam laktat. Peningkatan terssbut terjadi karzna
proses ploriferasi dan diferensiasi dari sel-sel darah putih distimulasi oleh adanva
bakteri asam laktat. Fuller (1989) melaporkan bahwa salah satu aktivitas probiotik

adalah menstimulasi sistem imun. Hal tersebut juga didukung pendapat Ringo can

Gaiesoupe (1998) bahwa bakteri asam laktat disamping sebagzai probiotik juga

LAPORAN PENELITIAN PENINGKATAN RESPON IMUN NON-SPESIFIK ... SRI PUDJI ASTUTI W



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

berfungsi schagai imunostimulan (penguat imun). Menurut Bellanti (1993), suatu
penguat imun dapat merangsang terjadinyva plonferasi dan diferensiasi sel-sel
imunokompeten.

Rerata jumlah total leukosit pada semua kelompok baik kontrol maupun
perlakuan probiouk bakteri asam lakiat mengaiami peningkatan sangat pesat setelah
ikan diuji- tantang terhadap A Aydroplula. Jumlzh total leukosit pada Kelompok
perlakuan relatif lebih tinggi dibandingkan kontrol. Peningkatan tertinggi terhihal
pada kelompok il {26.000 sel mm’), selanjutnya ditkuti oleh kelompok I1f (24.630
sel/mm’). Sedangkan, jumlah total leukosit pada kelompok 1V (18.200 sel/mm’)
sedikit lebih tinggi dari kontrol (17.200 sel/mm’). Peningkatan jumlah total leukosit
setelah uji tantang diduga karena pembentukan leukosit dirangsang oleh adanva
antigen. Hal tersebut didukung oleh penvataan Bellanti (1993), bahwa
imunostimulan dapat memperpanjang masa respon dan mengembangkan respon
terhadap antigen yang sebelumnya tidak merangsang.

Jumlah total leukosit dihitung dengan alat haemocvtometer Neubauer.
Leukosit diwarnai dengan pewarna Nari-Herrick vang menvebabkan sel berwarna
merah jingga. Tampilan haemocviometer Neubauer yang telah ada sel darahnva

dalam pewarnaan Nutt-Herrick dapat di lihat pada Gambar 7.

Diferensial leukosit

Pengamatan diferensial leukosit dilakukan dengan menghitung jumiah
monosit, neutrofil, dan eosinofil sebelum dan sesudah perlakuan serta setelah uji
tantang terhadap A. hydrophila. Perhitungan diferensial leukosit di hihat dengan

pembuatan preparat hapusan darah (1that Gambar ).
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Gambar 7. Sediaan sel darah merah ikan nila merah (Oreochromis sp.) dalam
Haemocytometer  Neubauer dengan pewamaan Natf - Herrick
(a) eritrosit dan (b) leukosit (Perbesaran 400 X)
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Gambar 8. Preparat apus darah pada perlakuan pembenan bakten asam laktai 5 g'kg
pakan dengan pewarnaan Giemsa. (a) eritrosit, {b) monosit, (c) neutrofil.
(d) eosinofil, dan (e) imfosit. (Perbesaran 1000 X).
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Monosit merupakan komponen sistem imun vang termasuk fagosit
mononuklear. Berdasarkan MANAVA pada « = 5% dengan nilai Fq,, = 0. terdapat
perbedaan nvata antara kelompok kontrol (1) dengan kelompok perlakuan II dan III.
Beda nvata juga terjadi antara kclompok Il dengan kelompok IV, serta antara
kelompok 11 dengan kelompok V. Rerata jumlah monosit antara kelonpok |
dengan kelompok 1V tidak ada perbedaan nvata, Sedangkan. berdasarkan perbedaan
waktu pengambilan data ada perbedaan nyata antara sebelum perlakuan dengan
sesudah perlakuan dan setelah uji tantang, antara sesudah perlakuan dengarn setelah
uji tantang dengan nilai F 5, = 0 (lihat Lampiran).

Berdasarkan hasil penelitian ini, jumiah monosit meningkat sesudah
perlakuan dan semakin tinggi setelah diinfeksi bakteri. Hasil lengkap rerata jumlah

monosit dapat dt ithat pada Tabel 3 dan Gambar 9.

Tabel 3. Rerata jumlah monosit

Kelompok Rerata jumlah monosit (selmm’)
Perlakuan | A B | C
| [ 4240+ 69 4.351 = 141 | 6.995 £ 99
( !
| I 4189+ 70 7.381 +£277 14.993 + 397
! il | 4327180 7.001£269 | 13.640 + 285
i Vo 4iesxo 5916234 +  7.826% 482
i |

Keterangan : A = sebelum perlakuan pembeﬂe{n bakteri asam laktat
B = sesudah perlakuan pemberian bakteri asam laktat
C = setelah uji tantang terhadap 4. Aydrophilu
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Peningkatan jumlah monosit ini diduga karena fungsinya sebagai makrofag
vang berguna untuk memfagosit benda-benda asing vang masuk ke dalam tubuh
(Robert, 1978).

Rerata jJumlah monosit setelah uji tantang paling tinggt pada kelompok 1l
selanjutnya kelompok 111 dan [V, Jumlah monosit terendah pada kontrol. Menurut
Baratawidjaja (1996) dan Tizard (1988), proporst monosit dalam darah hanva
sekitar 5 %, tetapi oleh Lucky (1977) dikatakan bahwa kadar monosit akan

meningkat 38 % dalam waktu yang singkat bila terjadi mfeksi.
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Gambar 9. Diagram rerata jumiah monosit {(sel/mm’).
A = sebelum periakuan pemberian bakteri asam laktat, B = sesudah
perlakuan pemberian bakten asam laktat, dan C = setelah up tantang
terhadap A. Avdrophilu. Kelompok perlakuan 1, 11, 11 dan IV

Fungsi utama neutrofil adalah penghancuran bahan asing melalui proses
fagositik, yaitu kemotaksis di mana sel bermigrasi menuju partikel, perlekatan pada
sel, penelanan partikel oleh sel dan penghancuran partikel oleh enzim lisosom di

dalam fagolisosom (Tizard, 1988). Berdasarkan uji MANAVA pada « = 3%
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didapat nilai Fs, = 0. Hal tersebut berarti ada perbedaan nyata antara kelompok
kontrol (1} dengan kelompok perlakuan II. III. dan IV. Beda nvata juga tenjadi
antara kelompok Il dengan kelompok Il dan IV, serta antara kelompok 1l dengan
kelompok 1V. Sedangkan, ada juga perbedaan nyata antara sebelum periakuan
dengan sesudah perlakuan dan sctetah uji tantang. antara sesudah perlakuan dengan
setelah ujt tantang (lthat Lampiran).

Rerata yjumlah neutrofil cenderung meningkat selama perlakuan dan seteiah
diinfeksi dengan bakteri. Hasil lengkap rerata yumlah neutrofil dapat di lihat pada
Tabel 4 dan Gambar 10. Menurut Dellman dan Brown (1989), pada umumnya
jumlah neutrofil meningkat pada saat terjadi kasus penvakit bakten karena neutrofi!
keluar dari pembuluh darah menuju daerah infeksi. Keluarnva neutrofil dari
pembuluh darah pada saat terjadinya infeksi disebabkan karena adanva pengaruh

rangsangan kimiawi eksternal atau kemotaksis.

Tabel 4. Rerata jumlah neutrofil

[ Kelompok | Rerata jumlah neutrofil (sel’mm"’)
Perlakuan A B C
‘ [ 1.160 + 69 1.220 =0 2064+ 172
! t 1139470 | 2117%105 assiEiso
I 1101 £68 19412177 3862+ 143
v 107120 ‘f 1632+88 23660
- |

Keterangan : © A = sebelum perlakuan pemberian bakten asam lakiat
' B = sesudah perlakuan pemberian bakter1 asam laktat
C = setelah uji tantang terhadap A. hyvdrophila
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Jumlah neutrofil pada pengamatan didapatkan nilai vang rendah, meski
terjadi peningkatan. Hal ini disebabkan karena proporsi neutrofil dalam populasi
leukosit hanya sckitar 6-8% (Roberts, 1978). Peningkatan jumlah neutrofi! setelah
diuji tantang berhubungan dengan responnva terhadap infeksi. vaitu membunuh
baktert dan membersithkan pecahan jaringan. Neutrofil merupakan garis pertahanan
pertama yang bergerak cepat ke arah bahan asing dan menghancurkannva, tetapi
tidak mampu bertahan lama. Pada umumnya, neutrofil hanva menghancurkan tuntas
setiap bahan asing dengan menelan dan tidak mengolah antigen sebagai persiapan
guna disajikan pada sel peka antigen (Tizard, 1988). Lucky (1977) menjelaskan

bahwa pada saat terjadi infeksi, jumlah neutrofil meningkat 6-7%.
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Gambar 10. Diagram rerata jumlah neutrofil (sel/mm’ ).
A = sebelum perlakuan pemberian bakteri asam lakwat, B =
sesudah perlakuan pemberian bakteri asam lakiat, dan C = setelah uji
tantang terhadap A. Mndrophila. Kelompok perlakuan 1, 11, 111 dan TV
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Eosinofil merupakan kelompok sel darah putih vang bergranula. Menurut
Baratawidjaja (1996), eosinofil adalah sel polimorfonuklear yang berfungsi juga
sebagai fagosit. Berdasarkan MANAVA didapat nilai Foy = 0 pada o = 5%,
terdapat perbedaan nyata antara kelompok kontrol (1) dengan kelompok pertakuan
I, 1), dan iV, Beda nyata juga terjadi antara kelompok [1 dengan kelompok 111 dan
1V, serta antara kelompok NI dengan kelompok 1V. Sedangkan, ada juga perbedaan
nvata antara sebelum perlakuan dengan sesudah perlakuan dan setelah uji tantang,
antara sesudah perlakuan dengan setelah uji tantang (lihat Lampiran).

Berdasarkan hasil pengamatan, jumlah eosinofil tiap kelompok sebefum
perlakuan relatif sama. Sedangkan, jumlah eosinofil sesudah pemberian probiotik
relatif meningkat terutama pada kelompok 11 dan I11. Peningkatan jumlah eosinofil
semakin besar setelah dilakukan uji tantang. Hasil lengkap rerata jumlah eosinofil

dapat di [ihat pada Tabel 5 dan Gambar 11.

Tabel 5. Rerata jumlah eosinofil |

| Kelompok 1 Rerata jumlah eosinofil (sel/mm")
Perlakuan A | B C
I 480 + 0 488+ 0 1.663 + 99
_. 11 ;488122 | 15124105 3.900+ 0
| m ‘ 472 £ 118 1.294 + 102 3.040 £ 142
v ‘ 476 +0 1.020 + 88 1.941 + 105

Keterangan : A = sebelum perlakuan pemberian bakteri asam laktat
B = sesudah perlakuan pemberian bakteri asam laktat
C = setelah wji tamang terhadap 4. hyvdrophiia
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Gambar 11. Diagram rerata eosinofil (sel/mm”).
A= sebelum perlakuan pemberian bakteri asam lakiat, B = sesudah
perlakuan pembenan bakieri asam lakiat, dan C = setelah uji tantang
terhadap A. hydrophilu. Kelompok perlakuan I, I1, 111 dan IV
Performan dan gejala klinis ikan uji

Performan dan gejala klinis ikan uji merupakan data tambahan yang diamati
selama pemeliharaan (Jihat Tabel 6). Performan ikan sebelum perlakuan pemberian
bakteri asam laktat menunjukkan bahwa ikan nila merah yang digunakan untuk
penelitian dalam keadaan sehat dan normal.

Performan ikan uji setelah pemberian probiotik bakteri asam laktat relatif
tidak mengalami perubahan. Penampakan yang teramati menunjukkan ikan dalam
kondisi sehat.

Performan pada sebagian ikan nila merah setelah uji tantang terhadap A.
hvdrophila menunjukkan perubahan yang- berbeda dari normal. Perubahan tersebut
banyak terjadi pada ikan kontro! . Gejala yang timbul adalah peradangan kulit, sirip

patah, gerakan lambat dan lemas, dan respon makan menurun. Rukmana {1997)
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menyatakan bahwa ikan nila merah yang terserang oleh 4. hidropiniu mempunvai
tanda-tanda {uka-luka borok berwarna merah pada tubuh ikan, nafsu makan hilang,
berenang tidak normal, perut kembung karena banvak mengandung cairan bensvarna

kuning. Scbagian ikan mengapung dipermukaan atau mati setelah ult taniang.

Tabel 6. Performan dan gejala klinis ikan uji

" Pengamatan | A N B C

Keadaan kulit \ Segar dan lembab | Segar dan lembab : Tidak segar

Pigmentasi kulit r Normal ! Normal + Kurang elas i suram)
Keadaan sisik ,I Lengket | Lengket . Sedikit lengket dan
! ' sebagian lepas
Sirip | Utuh Utuh ; Pecah-pecah
Warna insang Merah Merah ‘ Merah muda
Subtanst mukoid | Sedikit Sedikit | Agak banvak
| Anus | Tertutup i Tertutup  Terbuka
| Perut | Tidak kembung Tidak kembung | Kembung
Mata Jermh, tranparan, | Jernih, iranparan. i Keruh
“Sedikit menonjol | Sedikit menonjol | agak tenggelam

Tubuh | Tidak adaluka | Tidak ada fuka ! Luka-luka
Bau | Tidak berbau | Tidak berbau  , Sedikit berhau
Gerakan ikan ‘ Cepat dan gesit ‘ Cepat dan gesit - Lambat dan lemas

Respon makan } Pakan cepat habis | Pakan cepat habis - Pakan tidak habis
1, |

Keterangan : A = sebelum pertakuan pemberian baktert asam laktat
B = sesudah perlakuan pemberian bakteri asam laktat
C = setelah uji tantang terhadap A. Indropiiiu
Pada penelitian ini, ikan yang mati menunjukkan kulit kering dan sedikit

lengket, pigmen tidak jelas, anus membengkak dan berwarna kemerahan, mata

terlihat keruh dan tenggelam, serta perut kembung. Sedangkan, kemampuan ikan

LAPORAN PENELITIAN PENINGKATAN RESPON IMUN NON-SPESIFIK ... SRI PUDJI ASTUTI W



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

dalam mempertahankan kehidupan setelah diuji tantang terhadap patogen

dinamakan tingkat sintasan (lihat Tabel 7).

Tabel 7. Tingkat sintasan ikan nila merah setelah ujs tantang dengan 4. hvdrophila

[ Kelompok perlakdén { Tingkat sintasan (%) |
|

1 (Kontrol) i 57,14 !
{ 11 ! 85,71
i 08 71,42
! v ! 14,29
| |

Pada konsentrasi bakteri asam laktat yang tinggi (kelompok 1V) diperoleh
tingkat sintasan yang paling rendah. Robertsen ef af. (1990) menyatakan bahwa
konsentrasi imunostimulan yang tinggi terkadang menggambarkan kematian yang
lebih tinggi daripada ikan kontrol. Lebih lanjut dijelaskan pada saat sejumlah
imunostimulan masuk ke dalam tl_Jbuh, maka imunostimulan tersebut memberi
rangsangan kepada sel-se! fagositik ikan melebihi dari kemampuannya, sehingga
akan menurunkan aktivitas dalam membunuh bakteri dan bahan asing lainnya.

_ Berdasarkan semua hasil pengamatan dari rerata jumlah total leukosit,
diferensial leukosit dan performan dari ikan uji pada penelitian ini tampak bahwa
konsentrasi pemberian probiotik bakieri asam laktat yang optimal adalah 5 g/kg
pakan. Pemberian bakteri asam laktat pada konsentrsai tersebut memberikan
pengaruh positif berupa‘ peningkatan jumlah total leukosit, jumiah monosit,

neutrofil, dan eosinofil. Di samping itu, performan ikan tetap sehat dan tidak

menunjukkan gejala klinis setelah perlakuan, serta kemampuan hidup paling tinggi.
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VI. KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan dart hasil penelitian ini, dapat disusun kesimpulan sebagai
benkut.
1. Ada pengaruh pemberian probiotik bakteri asam laktat terhadap peningkatan

respon imun non-spesifik pada ikan nila merah (Qreochromis sp.).

2. Konsentrast optimum pemberian probiotik bakteri asam laktat yang dapat
ditambahkan pada pakan untuk peningkatan respon imun non-spesifik dan
ketahanan ikan nila merah (Oreochromis sp.} terhadap infeksi 4. nvdrophyia

adalah 5 g/kg pakan.

6.2 Saran

Berdasar hasil penelitian yang menunjukkan adanva peningkatan respon
imun non-spesifik 1kan nila merah (Oreochromis sp.) akibat pembe-n“an pemberian
probiotik baktert asam laktat pada konsentrasi 5 g/kg pakan untuk berat ikan sekitar
20 g, maka hasil penelitian tersebut dapat digunakan sebagai salah satu usaha
pencegahan terserang hama dan penyakit pada ikan vang relatif aman.

Penelitian lebth lanjut perlu dilakukan terutama untuk mengetahui pengaruh
pemberian probiotik bakteri asam laktat dalam menguji ketahanan ikan mila merah
{Oreochromis sp.) terhadap serangan hama dan penyakit vang lain, selain 4.

hvdrophyia.
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Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Varabler VAROQ0OE

A. Multivariate Analysis of Variance Jumlah Total Leukosit

Type Il Sum ‘
Source of Squares Mean Sque-s - &z
Corrected Model 792936875 0% 11 | 72085170 455 | 1375051 25
Intercept 9746625625 1| 9746625625 | 18532007 .
VARG0001 147226875 0 3 | 49075625.035 934 774 | 23
VAR00002 5518212500 2| 2759106250 | 5265440 | 020
VARQO001 * VARDO002 143588750 000 6 | 15648125000 | 298.060 | 230
Error 1260000.000 24 52500 000 !
Total 10540822500 36 i
Corrected Total 794196875.0 35 |

a. R Squared = 998 (Adjusted R Squared = .998)

Pairwise Comparisons

Dependent Variable: VAR00006

Mean 95% Confidence interval for
Difference Difference”

| {1} VARDOOO1 _ (J) VAROD0O1 (t-J) Std. Etror Sig.® Lower Bound | Lpper Bound
1.00 2.00 4916667° [ 108012 000 -5139.593 -4693.740
3.00 4166887+ 108012 000 .438% 593 -3943 740

4.00 -1266667°|  108.012 000 1485 593 -1043.740

2.00 1.00 4916667 108012 000 4653 740 513¢ 533
3.00 750 000" 108.012 000 527 073 §72.927

4.00 3650.000*| 108.012 000 3427.073 3872.927

3.00 1.00 4166667 108012 000 3943 740 438¢ 593
2.00 -750.000*| 108.012 000 -$72 927 527 073

4.00 2900.000°| 108012 000 2677 073 3122.927

400 1.00 1266667+ | 108012 000 1042740 | 148¢ 593
2.00 -3650.000*{ 108.012 000 -3872.927 -3427 073

3.00 -2900.000* 1  108.012 000 -3122.927 | -2677.073

Based on estimated marginat means
*. The mean difference is significant at the 05 level.

a. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Difference {equivalent to no adjusime=:s).
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Pairwise Comparisons

Mean 95% Cunfidence ~terva “or
Difference Difference®
{l) VAROQDOZ  {J) VAROOQO2 (I-J4} Std. Error Sig @ Lower Bound Lpper Bound
1.00 2.00 -3900.000 93.541 .000 -40%32.060 -370€.¢40
3.00 -8537 500" 93.541 .000 -9737.560 -9344 240
2.00 1.00 3900.000" 93.541 .000 3702.540 4093.080
3.00 -5637 500" 93.541 000 -5830.560 -5444 440
3.00 1.00 9537.500* 93.541 000 344 440 9730.550
2.00 5637 500" 93.541 .000 5444 440 5830.560
3ased on estimated marginal means
*. The mean difference is significant at the .05 ievel.
a. Adjustment for multiple comparisons: Least Signsficant Difference (equivalent to no adjustments).
Parameter Estimates
Dependent Varigble: TOTLUEKD :
i 5% Corhdance interva! ; honcant Chserve: |
P B . Sid Emor ! Sig. Lowsr Bound | Upper Bound : Exm Souared - Farameler Power® |
intarcepl 8200 20G | Ja22BE | AT E1D Goc T 17esksiz . 1bailie [ T3T5TE 5o
DOsE=1) Ao ievees | saas ! o aEesen £12885 LX) £ 3af e |
[DOSIS=2) TBOC OO0 187.083 41693 | 000 | 7arzeen | si88120 986 41893 10% ]
[POSIS=3] S450000  187.083 34477 | 000 i 6063880 | 6336120 . 980 34477 100
[DOSIS=4} v : o - : . _ :
[WAKTU=1] 6300000 187083 | -33675 | 000 | B6B6.12T | 5913880 o979 33675 100
WAKTU=2] 2900000 - 187083 | 15501 | ooc | azeeizm | 2513880 808 15.507 1om
TWAKTU=3] o . | | ; ; _ ;
[DOSIS=1 * IWAKTU=1] | 110000C 264575~ 4158 005 553542 | 1646056 418 4158 e
DOSIS=1] " WAKTU=21 | 1900000 . 264575 |  -7.161 | 00 | 2446056 | 1353644 882 7181 1O
DOSIE=1] * [WAKTLU=3 w . . : . . .
DOSIS=2] " WAKTU=1] | 7500000 284575 | -76 347 000 - BD4BLSE | GOA3 044 871 28347 100
[DOSIS=2] " (WAKTU=2] | 4850000 204575 | 18702 | 000 BAYECHE . 4A0TSsA 936 18.70¢ 1000
DOSIG=2] * WAK TU=3) o o ; | ; . .
DOSIS«3] " WAKTU=1) | SS50000 © 284575 ' 24757 | oo P -70eG05% ¢ AO0GGA | 862 24757 1.0
[DOSIS=3]* WAKTU=2] [ 4100000 © 264575 { 15497 | o000 | -4sd5055 | 3553944 808 15.497 1007
[DOSIS=3] * WAKTU=3) o, O i i I -
[DOSIS=4] * WAKTU=1} o : : : :
[DOSIS=4] * (WAKTU=2] of . : ! ! :
[DOSIS=4) " IWAKTU=3] ot A N . .

a. Compuled using aipha = 05
b. This parameter is set io zere because itis redundant.
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Tests of Between-Subjects Effects

Dbependent Variable: VARO0CC3

B. Multivariate Analysis of Variance Jumtah Monosit

Type i Sum

Source of Squares df Mean Square F Sqg.

Corrected Model 364644180.12 5 | 725828836017 27.454 .000

Intercept 1807255873 1 1807255973 £80.336 200

VARQGO01 85306483.194 3 | 28435494 398 10.704 000

VAROG002 279337696 .9 2 139668848 4 52578 000

Error 79692551.556 30 2656418.385

Tota! 2251592705 35

Corrected Total 4443367316 35

8. R Squared = .821 {Adjusted R Squared = .791)
Pairwise Comparisons
Dependent Vanable: VAROD003
Mean 95% Confidence Interval for
Difference Differencea

{I) VAROODD1  (J) VARQOOO1 {I-J) Std. Error Sig,a Lower Bound | Upper Bound

1.00 2.00 -365%2.111* 768.320 .000 -5228.22% -2089.993
3.00 -3127 1117 768.320 .000 -4696.229 -1557.993
4.00 -773.687 768.320 322 -2342 785 795.452

200 1.00 3659.111* 768.320 .000 208%9.993 5228.229
3.00 532.000 768.320 494 -1037.118 2101.118
4.00 2885.444"* 768.320 .o 1316.326 4454 563

3.00 1.00 3127111 768,320 000 1557.993 4696 229
2.00 -532.000 768.320 494 -2101.118 1037 118
4.00 2353.444" 7668.320 005 784 326 3922.563

400 1.00 773.667 768.320 322 -795.452 2342.785
200 -2885.444* 768.320 .001 -44524 583 -1316.326
300 -2353.444* 768.320 005 -3922 563 -784 326

3ased on esiimated marginal means
*. The mean difference is significant at the .05 level.

a. Adjustment for multiple comparnisons: Least Significant Difference (equivalent to ne agustments).
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bependent Vanable: VARQD003

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Pairwise Comparisons

Mean 95% Confidence Interval for
Difference Difference’
{1) VARODOOZ  {J) VAR(0QQ02 {i-J) Std. Error sz? Lower Bound | Upper Bound
1.00 200 -1932.333" 665.384 007 «3291 230 -573.437
300 -6633.333" 665.384 000 -7992.230 -5274 437
2.00 1.00 1932.333° 665.384 007 573.437 3291.230
3.00 -4701.000" 665 384 0G0 -6059 896 -3342.104
3.00 1.00 6633.333 665.384 000 5274.437 7992 230
200 4701.000* 665.384 Q00 3342 104 6059 896
sed on estimated margmal means
*. The mean difference is significant at the .05 level.
a. Adjustment for multiple compansons: Least Significant Difference (equivalent to no adjustments).
Parameter Estamates
Dependent Varmabie: MONOSIT
I $3% Corfidencs Intervs: ' Nancenk_ | [ ey
Parameter B S4d Error 1 Sig. Lower Bourd | Lipper Bound | Ets Scuarsd ] Pacameter ! Power"
Intercept TEE000 | 144007 54 17 060 T 7524 "o £123.204 592 1 54,347 | 006
(0OSIS>1] 831333 | 20648 | 4082 006 ] 1251 64a 411623 410 i 4,082 #5
[DOSIS=2] TISTAI | 203648 | 35195 oog 6747 73 | 7587 554 o8 35165 1.000
[DOSI5«3) 5811667 | 203.549 28 548 000! 5383356 | 6233977 LAl 28 548 1.000
[DOS1S=d) o _ . o ' . i -
[WAKTU=1] -3661.000 | 203649 -17.877 000 | 4081 211 -3240 880 a3 17977 | 1.0
WAKTU=2] 11810000 | 23648 | 8379 000 | 230311 | -1as06m0 e 9379 1.000
WAKTU=3] o : . . | . : - .
[DOSIS« 1]~ WAKTU=1]] 906333 | 288003 3147 oo 31524 1500742 202 3147 pee
[DOSIS=1] * WAKTU=2]| -733.332 | Zz82.003 -2 546 018 | 1327 742 -136.924 213 | 2.546 656
[DOG1S=1] * PWAKTU=3] o . ! . 1 . .
[DOG1S=2] * IWAKTU=1)] -7142 667 288 00 ~24 D04 000 | -7738 C7E -6549 258 562 | 24 804 1.0 4
|DOSIS=2] * WAKTU-2][ 5702 000 2eego0a l 0 taToR | o' Ere e Ealugd: 842 - 19 798 1000
IDOSIS=2) * (WAKTU=3) o A . . . i : '
{DOSIS=3) * (waKTU=1]| 5852000 | 288003 | 19625 000 ¢ 6246 43X | 5057501 | 41 19625 1 100C
[OO5IS=3] * [WARTU=Z){ 4726 667 286 003 -16.419 000 '; ST 1 4134 258 a8 16418 1.000
[DOSIS=3] * WAKTL=3){ o° : !
[DOSiS=4] * (WAKTU=1] @, i |
[DOSIS=4) * WAKTU=2} o* | : ! i
[DOSIS=4] * WAKTU=D] o i J '

4. Computed using alpha = 05
b. Thrs parameter 1s set to zero because 1L 15 redundar:
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IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

C. Multivariate Analysis of Variance Jumlah Neutrofil

Tests of Between-Subjects Effects

jependent Variable: VARDC004

Type Il Sum | _

Source of Squares df Mear, Square £ Siz

Corrected Mode! 46804265.556* 11 | 4254933.232 373.085 | Ny

intercept 150389344 4 1 150389344 4 | 13186.939 . e

VARO0001 8485658 444 3| 2828552.815 248.023 | 23

VARO0002 30014290.389 2 | 15007145194 | 1315906 | 200

VARDO001 * VARG0002 | ga0iase 799 6 | 1384052787 | 121.361 | 300

Error 273706.000 24 11404.417 j

Total 197467316.0 36 ;

Corrected Total 47077971.556 35 :

a. R Squared = .994 (Adjusted R Squared = .992)
Pairwise Comparisons
Jependent Variable: VARC0004
Mean 958% Confidence interval for
Difference Difference”

(1) VARDOO01  (J) VARDOOO1 (1-J} Std. Error Sig ® Lower Bound | Upper Bound

1.00 2.00 -1221.778* 50.342 .000 -1325.679 -1117.877
3.00 -820.111* 50.342 .000 -924.012 T -718.210
4.00 -208.333* 50.342 .000 -312.234 -104.433

200 1.00 1221.778* 50.342 .000 1117 877 1325 679
3.00 401.667" 50.342 000 297.756 505.567
4.00 1013.444" 50.342 .000 906.544 1117.345

3.00 1.00 820.111" 50.342 .00G 716.210 924 C12
200 -401.667* 50.342 .00G -505.567 -297 756
4.00 €11.778" 50.342 000 507 877 715679

400 1.00 208.333" 50.342 .000 104 433 312234
2.00 -1013.444" 50.342 000 -1117.345 -909 544
3.00 -611.778* 50.342 oco -71£ 279 -507 §¥7

ased on estimated marginal means
*. The mean difference is significant at the .05 level.

a. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Difference {equivalent to no adiistmens).
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pendent Variable: VARQ0O004

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Pairwise Comparisons

Mean 95+ Ce~fidence nterval fcr
{i) VARQOODQ2  (J) VAROOQOD2 (I-J) Std. Error Sig * Lower Bc..nd | Ucoer Bou- =z
1.00 2.00 -609.917¢ 43.597 000 -69¢ 897 -518.€325
3.00 -2168.500" 43.597 .G00 -225€ 4381 -2078.2° 5
200 1.00 609 917 43.597 20 51¢ ¢35 69% 227
300 -1558.583" 43,597 000 -164€ 554 -1468 223
3.00 1.00 2168.500* 43.597 .6oc 207E 519 2258 221
2.00 1558.583" 43.597 .000 1468 603 1648 224
sed on estimated marginal means
*. The mean difference is significant at the .05 level.
a. Adjustment for muitiple comparisons: Least Significant Difference {equivalent to no ag;ustments).
Parameter Estimates
Dependent Variable: NEUTROF!
: ] = Isdterva’ Noncent. Dbaerve:
Paracreter B 'St Emor t Sig Lorwae Bowrd i Upper Bound S Squared  Parameter Powy’!
Irkercert 7366 D00 . 61656 | 38374 000 2\ 72E | 24ITL 884 38374 LT
osis=1} O 87195 -3 464 002 481 gE1 127 038 333 3.464 £z
DCSIS=2] 2487333 ! 87195 | 28526 o0 | 207372 I 2667 295 o7 2852€ 10
{DOSIS=3)| 1a95687 | eries{ 17153 ool amrs | temsee 925 17.153 10x
|BOB15=4] s2) . . . .
WAKTU=1] -128500G 87198 7 -14 852 000 : ~14748 e . =1AIEC3S b2 4y 14880 T
WAKTU=2] 734000 . BT 195 ] 8418 000 | D13t . 554C3¢ 747 84S cxx !
WAKTY=3) -0 ’. : i i
Dosis=11"twaxkTu=1)] 301000~ t23312 % 347 oo ! 136 23£ | B45504 295 317 85 |
[DOSIS=1)* WAKTU=2{| 110000+ 123912 ¢ - o2 381 ! -364 554 144 504 oaz BGT T
[DOSIS=1] - WAKTU=3] ot a . ! : 1
[DOSIS=2] " IWAKTU=1]| 2418667 - 123312 | .19622 | DOO ' 2674 TG ' <2165 163 gat 19622 T AT |
{DOS1S=2] * WAKTU=2](-2002000 ; 123.312 | -16235 | 000 | 225650 ; 1747 46 17 16 235 VAT
(DOSIS=2] * (WAKTU=3)| o-. | . . .
[DOSIS=3] “ IWAKTU=1]|-1455.333 . 123312 | -11.883 000 TG EZT -1232 B30 B5E 11 BEZ T IX
IDOSIS=3] * WAKTU=2]|.1186.333 | 123312 |  -86N1 000 | -1440E37 -§3* 53C 754 96" S
[DOSIS=3] * WAKTL=3] o | i ‘
[DOSIS=4} * WAKT=1] & ;
{DOSIS=4] * PWAKTU 2] o : " f :
[DOSIS=4} * WAKTU=3] 07 i : ; J

2. Compuied using alpha = 05
b. This parameter is set to zero because it 18 redundart
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D. Multivariate Analysis of Variance Jumiah Eosinofil

Tests of Between-Subjects Effects
pendent Variabie: VARQOOCS

Type I} Sum ' _
bource of Squares df Mean Square = Sig
[orrected Model 41084050.3062 11 3734913664 437 493 Col
Hlﬂercept 70344564 694 1 | 70344564 694 | B5Z: 396 0z
ARDC001 6302672.308 3 2100890.769 ’ 254 527 022
YARQO002 2975(0783.389 2 | 14875391694 f 1802 188 000
/ARGO001 ° VARGO0O2 [ 590504 611 6| 838432435 | 101578 003
: rror 198098 000 24 8254 083 |
otal 111626713.0 36 |
orrected Total 41282148 306 35
a. R Squared = 995 {Adjusted R Squared = .893)
Pairwlse Comparisons
pendent Vanable: VARCO005
Mean 95% Confidence Interval for
Difference Difference”
() VAROOOO1 _ (J) VAROOOO1 (I-J) Std. Error Sig ® Lower Bound | Upper Bound
1.00 2.00 -1089.889* 42828 000 -1178.282 -1001.495
3.00 -725 111 42.828 000 -813.504 £36.718
4.00 -268.889* 42828 000 -357.282 -180.496
2.00 100 1089 889" 42828 000 1001 495 1178282
3.00 3684778 42.828 G000 276.3685 453171
400 821.000" 42 828 000 732 607 909.3¢&3
3.00 1.00 725111 42.828 L£00 636.718 813.504
200 =364 778 42.828 000 -453.171 -276.385
4.00 456 222* 42828 002 367829 544 615
4.00 1.00 268.889* 42 828 000 180.496 357 282
2.00 -821.000* 42 828 000 -909 383 7326l
3.00 -456.222" 42 828 000 -544 615 -367 82¢

1sed on estimated marginal means
‘. The mean difference is significant at the .05 ievel.
a. Adjustment for multipte comparisons: Least Significant Difference (equivalent to no adjustments)
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Pairwise Comparisons

pendent Variable: VARDO0D5

Mean 95% Corhdence interval for
Difference Difference®
() VARODO02  (J} VARQOQOZ (I-J) Std. Etror Sig 2 Lower Bound | Upper Bound
1.00 200 -599.583* 37.090 000 -676.134 -523.033
3.00 -2157.000" 37.090 0060 -2233.550 -2080.450
2.00 1.00 599.583* 37.090 .000 523 033 676.134
3.00 -1557 417" 37.080 .000 -1633.967 -1480.866
3.00 1.00 2157.000" 37.080 000 ~ 2080.450 2233.550
2.00 1557 417* 37.090 .000 1480.866 1633.967

sed on estimated marginal means

*. The mean difference is significant at the .05 level.
a. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Diiference {(equivalent to no adjustments).

Dependent Varnable EQSINOF

Parameter Estimates

$5% Confidence inlervai Noncenl. | Observed
Parameter B Std. Error t Sig. Lower Bound | Upper Bound | Eia Squared | Parameter Power”
indercept 1641.333 52453 37011 00G 1833075 2045 592 563 37011 1.000
1DOSig=1] -278.667 74180 | 3757 001 -431.767 125566 370 3757 950
{DOSIS=2] 1958 667 74 180 26.404 000 1805 566 2111767 57 i 26.404 1.000
1DOSi5=3] 1098 667 74.180 14811 000 945566 1251 767 801§ 14811 1.000
IDOSIS=4] o . . . . . ! .
PWAKTU= 1] 1485333 , T4 180 | 19734 | 000 | 9618 434 1312233 | G542 19754 1000
IWAKTU=2} 821333 | 74180 | -12470 0oc 1074 434 768 733 . 865 | 12420 1 000
[WAKTU=3] or ! . ! . ! . .
[DCSBIS=1) " WAKTU=1]] 282 667 104 907 | 2 664 613 65,150 496,184 | 232 | 2 b i 734
[DOSIS=1]* WAKTU=D]] 253333 | 04807 | -241% 024 | 465850 36816 185 | Za1s | 630
[DOSIS=1] * WAKTU=3] ot | : o : : o . :
{DOSIS=2] " [WAKTU=1){-1946.667 | 104.907 | -18.556 000 | -2163.184 -1730.150 535 | 18.556 1.000
(DOSIS=2] * WAKTU=2]){-1466 333 | 104907 | -13677 000 ' 1682850 | -1249.816 891 | 13977 1,000
DOS1S=2] * WaMTL=3) ne . _ : o . ! .
[DOSIS=M * ANAKTU=1}].1102 667 l 104807 | 1051 000 | 1319184 ' -886 150 g2 ws1r ! 1000
[DOSiS=3] * (WAKTU=2}] 824667 | 104 507 .7.861 000G 1 -1041184 | -608.150 720 ¢ 7851 | 1.000
[DOSIS=3] * (WAKTU=3] 0" ! : : ' !
[DOSIS=4) * WAKTU=1] nts i :
[DOSI5=4] * [WAKTU=2] o' ! .
[DOSIS=4] * WAKTU=3]{ o8} ] o

a. Computed using alpha = 05 -
E. This parameter is sat 10 2ere because # is redundant.
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