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RESPON HISTOLOGIS TUBUH KODOK (Rana catesbeiana Shaw)
TERHADAP INFEKSI BAKTERI PATOGEN DAN POTENSI
S acc h a ro myces cerevi si ae SE BAGAI I M U N OSTI M U l-AN

Taukhid, Pipik Taufik, dan Honorius Mundriyanto

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui respon histologis tubuh kodok (Rana catesbeiana
Shaw) terhadap infeksi bakteri patogen serta potensi ekstrak Saccharomyces cerevisiae terhadap
peningkatan respon imunitas tubuh kodok yang diberikan melalui pakan didahului dengan pnm-
ing. Uji respon histologis dilakukan melalui infeksi buatan terhadap bakteri patogen Aeromonas
hydrophila pada dosis 106 dan 108 cfu/ekor. Pengamatan dilakukan terhadap gejala klinis dan
respon histopatologis. Sedangkan uji potensi imunostimulan terhadap imunitas kodok dilakukan
melalui perendaman dalam larutan tersebul pada konsentrasi 100 mg/L selama 60 menit sebagai
priming, kemudian dilanjutkan dengan boosfer | & ll yang diberikan melalui pakan. Dosis
imunostimulan yang diberikan adalah (A) 500 mgikg, (B) 750 mg/kg, (C) 1.000 mg/kg pakan, dan
(D) tanpa imunostimulan sebagai kontrol. Parameter yang diamati meliputi diferensial leukosit,
aktivitas fagositik dan titer antibodi terhadap bakteri A. hydrophila. Hasil percobaan menunjukkan
bahwa model infeksi bakteri pada kedua konsentrasi tersebut tidak virulen, meskipun terjadi
kerusakan jaringan. Hal ini diindikasikan dengan gambaran respon histopatologis organ hati
dan ginjal yang menunjukkan adanya kerusakan seperti degenerasi lemak, melanisasi, nekrosis,
dan piknosis. Sedangkan hasil percobaan peningkatan imunitas tubuh kodok menunjukkan
bahwa pemberian imunostimulan dapat meningkatkan kekebalan non-spesifik yang diindikasikan
dengan meningkatnya proporsi leukosit fungsional (limfosit dan netrofil), aktivitas fagositosis,
serta titer antibodi.

ABSfRACI: Histological response of bullfrog (Rana catesbeiana Shaw) against bacterial
infection artificially, and potency of Saccharomyces cerevisiae as
im m u nostim u Ia nt. By : Tau kh i d, Pipi k Ta ufik, and H onori us M u nd riyanto

The experiment has an aim to study bullfrog histological response against pathogenic bacte-
ria which were infected aftificially, and the potency of applying immunostimulant (5. cerevisiae) to
induce non-specific immune response of bullfrog. Challenge fest was caried out by artificial
infection with pathogenic bacteia, A. hydrophila at concentrations of 106 cfu and 1U cfu per frog.
Parameters examined were clinical slgns and histopathologicaly response especially on the liver
and kidney. Another tial, was canied out to know the potency of immunostimulant by immersing
the frog into immunostimulant at a concentration of 100 mg/L for 60 minutes as priming, then
continued by booster I & ll which were administered via feed. Doses of immunostimulant applied
were (A) 500 mg/kg, (B) 750 mg/kg, (C) 1000 mg/kg feed, and (D) without immunostimulant as a
control. Parameters examined were differential leucocyte, phagocytic activity, and antibody titre
against A. hydrophila. The results indicated that aftificially infection to the bacterial model at
defined doses was not virulence, although, histopathological changes were found on the liver and
kidney i.e. fat degeneration, melanization, necrotic, piknotic, and kariorexis. Applying
immunostimulant was found a promising strategy to induce non-specific immunity wich was indi-
cated by increasing of leucocyte proportion (lymphocyte and netrophyl), phagocytic activity, and
antibody titre.

KEYWORDS: bullfrog, histopathology, immunostimulant, bacterial

PENDAHULUAN mudah dilatih untuk mengkonsumsi pakan buatan
serta umumnya berukuran lebih besardaripada kodok

Budi daya di Indonesia kodok benggala, Rana lokal.
catesbeiana Shaw telah berlangsung sejak
pertengahan tahun detapan putuhan oi oloeiipa ,.^l1iTL,?*hiriniseringdilaporkanadanyakematian
daerah, terutama di Pulau Jawa (Mundri11"nto "t?- I:1"1i!i|" infeksijasad patogen' Umumnya kodok

1993). Kodok jenis ini mempunyai rir"t y"n! r"nin I1:9-:.1't menunjukkan gejala luka bercak

jinak, lebih adaptif terhadap lingkungan Ouata"n, Jal kemerahan(redplague)dan gipis-gripispadajarikaki'

't Peneliti pada Balai Penelitian Perikanan Air Tawar, Sukamandi
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dan penyakit ini menyerang pada seluruh stadia hidup
kodok. Meskipun agen penyebab penyakit tersebut
belum teridentifikasi secara pasti, namun dari
beberapa jenis bakteri yang memiliki prevalensitinggi
terisolasi dari kodok yang mati dan moribundadalah
spesies Aero monas hydrophila dan pseudomonas sp.
(Crumlish & lnglish, 1999). Somsiri & Soontornvit
(2000) telah mengisolasi bakteri dari kodok (R. ilgnna\
sakit yang berasal dari 173 peternak dengan gejala
klinis: pendarahan pada kulit dan/atau organ-organ
dalam, mata kabur atau putih, luka pada kulit, dan
hilang nafsu makan. Dari hasil isolasi diperoleh jenis
bakteri Aeromonas spp., Achromobacter sp.,
Citrobacter fre u ndii, F lexibacter col um naris, pseudo-
m o n a s spp., P rote us spp., Se rrati a sp., Sfaphy/ococ-
cus sp., dan Sfrepfococcus. Namun dari beberapa
jenis bakteri tersebut, prevalensi paling tinggi adalah
dari kelompok Aeromonas yaitu sebesar 51,67%.

Penyakit dengan gejaia xhnis yang hampir serupa
pada R. tigrina dapat mengakibatkan kematian antara
20-50% (Kanchanakhan, 19gB). penyakit ini
disebabkan oleh infeksi Tiger Frog Iridovirus (TF|V)
yaitu virus dari famili lridoviridae. Selanjutnya
Kanchanakhan et al. (2000) mengisolasivirus tersebut
dari 170 sampet kodok sakit dan didapatkan 70 isotat
virus. Virus-virus tersebut mengakibatkan flek lisis
cytopathic eftcf yang sama pada sellestari Epithe_
lioma Papulosim Cyprini (EpC) dan memitiki genom,
serta karakter meristik-morfometrik yang sama pula.
Tipe gen protein capsid dari virus tersebut adalah
spesifik Ranavirus genus FV3, sehingga untuk
sementara virus tersebut dinamakan Rana Tigrina
Ranawrus(RTRV).

Penggunaan vaksin dalam akuakultur untuk
mengurangi risiko infeksi jasad patogen sudah
berkembang sejalan dengan perkembangan imunologi
ikan, namun tidak ada vaksin yang efisien untuk
melawan sejumlah penyakit infeksi potensial secara
simultan. Antibiotik dan bahan-bahan kimia dapat pula
digunakan untuk menghindari infeksi akut, tetapi
penggunaan material tersebut secara terus_menerus
akan menimbulkan dampak lingkungan yang kurang
baik, munculnya generasi bakteriyang resisten, serta
akan menurunkan reputiasi produk akuakultur di pasar_
an (Subasinghe ef a/., 2000) terlebih lagiapabila pro_
duk tersebut adalah komoditas ekspor seperti kodok.

lnformasi tentang sistem kekebalan pada species
ranldsudah dilaporkan oteh Crumtish & Ingtish (1999)
dan Taukhid et al. (2000), demikian pula dengan
potensi imunogenik serta prospek penggunaan
beberapa jenis imunostimulan seperti b-Glucan
(Crumlish & Ingtish, 1999) dan Lipopotisakarida
(Taukhid ef a/., 2000) dalam kaitannya dengan strategi
penanggulangan penyakit pada kodok.

Sejumlah materi biologis telah diketahui
mempunyai potensi untuk menginduksi sistem
kekebalan non-spesifik pada hewan, termasuk ikan
dan udang; serta menunjukkan peningkatan
ketahanannya secara simultan terhadap infeksi
beberapa jenis patogen (Raa eta/., 1992). Ragi(Sac-
charomyces cerevisiae) dengan produk akhir berupa
glukan yang merupakan salah satu elemen struktural
penting dari dinding sel adalah imunostimulan yang
potensial, dan telah digunakan untuk merangsang
mekanisme pertahanan non-spesifi k pada organisme
tingkat tinggi (Rosenberger, 1976 datam Raa ef a/.,
1992). Struktur motekul materi tersebut adalah
polisakarida yang tersusun atas unit-unit glukosa
dengan ikatan b-1,3 dan b-1,6 (Duffus et at., 1gB2
dalam Raa ef a/., 1992). Pada tumbuhan, glukan dapat
merangsang produksi fitoaleksins yang merupakan
bagian antibiotik dengan bobot molekul rendah, pada
invertebrata akarr mengaktifkan polifenoloksidase, dan
pada tikus mampu meningkatkan mekanisme anti
kanker(Robertsen ef a/., 1990).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui respon
histologis tubuh kodok terhadap infeksi bakteri
patogen A hydrophila melalui teknik infeksi buatan
serta penggunaan ekstrak S. cereyislae sebagai
imunostimulan yang diberikan melalui pakan didahului
dengan priming melalui perendaman.

METODE PENELITIAN

Respon histopatologis tubuh kodok terhadap
infeksi bakteri patogen

lsolat bakteri yang digunakan sebagai sumber
infeksi merupakan hasil screenrng sederhana terhadap
4 (empat) isolat bakteri yang diperoteh dari kodok-
kodok sakit di Instalasi Penelitian perikanan Air Tawar,
Depok dengan gejala klinis redleg. Screenrhgtersebut
dilakukan menurut teknik postulat Koch (Thrusfield,
1986); dan setelah diperoleh satu isolat tersangka
selanjutnya diidentifikasi menurut Cowan & Steells
(1ee3).

Kandidat isolat terpilih kemudian dikultur secara
in vitro pada media Tryptic Soy Agar (TSA) dan
dipanen secara kering, dilarutkan dalam pelarut sa_
line, diestimasi nilaidensitas optik (OD) dari beberapa
sediaan konsentrasi dengan bantuan spektrofoto_
meter. Selain itu juga dilakukan totat ptate count bac_
ferla secara konvensicnal, sehingga didapatkan satu
formula matematis sebagai standar isolat bakteri
tersebut dalam bentuk persamaan regresi linieryang
menggambarkan hubungan antara nilai densitas optik
dengan konsentrasi bakteri.

Kodok uji berukuran antara 50-60 g/ekor berasal
dari satu populasi hasil pemijahan terkontrol di
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perbenihan I nlitkanwar, Depok. Aklimatisasi terhadap
lingkungan baru dilakukan selama satu minggu
sebelum perlakuan. Penggantian air baru dilakukan
setiap tiga hari sekali, bersamaan pada saat sam-
pling. Pakan yang diberikan selama percobaan berupa
pakan komersial berbentuk pellet dengan rasio pro-
tein sebanyak 30o/o, dan diberikan dua kali sehari
sebanyak 3o/o dari bobot tubuh.

Rancangan percobaan yang digunakan adalah
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 3 (tiga)
perlakuan yaitu konsentrasi bakteri sebagai faktor
utama. Infeksi buatan diberikan melalui penyuntikan
secara intra muskular, yaitu (A) 106 cfu, (B) 108 cfu,
dan (C) satu perlakuan disuntik dengan saline 0,85%
sebagai kontrol. Wadah percobaan berupa fiber glass
berdiameter 0,5 m dan diisi kodok sebanyak 10 ekor/
wadah. Masing-masing perlakuan dilakukan
pengulangan sebanyak 3 kali.

Pengamatan dilakukan secara berkala setiap 3
hari sekali sebanyak 5 kali terhadap gejala klinis,
respon histopatologis pada organ hati dan ginjal,
reisolasi bakteri dari organ yang luka (borok)
dilanjutkan dengan identifikasi, serta mortalitas
selama pengujian. Organ hati dan ginjal untuk
keperluan pengamatan respon histopatologis diam bil
secara acak dari tiga ekor kodok yang diambil secara
acak untuk masing-niasrrrg perlakuan setiap kali sam-
pling (satu ekor per ularrgan). Fiksasidilakukan dalam
larutan netral buffer ferrmalin 10% dan pewarnaan
dengan hematoksilin dan eosin.

Potensi Saccharomyces cerevisrae sebagai
imunostimulan

lmunostimulan yang digunakan adalah ekstrak S.

cerevisiae yang diperoleh dari hasil kultur in vitro.
Kultur biakan dilakukan dalam media modifikasi Po-
tato Broth Medium, diinkubasi pada suhu 28oC selama
48-72 jam, dan pemanenan dilakukan melaluiteknik
penyaringan dan sentrifugasi. Ekstraksi S. cerevrsrae
dilakukan melalui pemecahan sel dengan
menggunakan alat sonikator pada amplitudo normal
selama 4 x 10 menit dengan interval 5 menit.
Pemampatan ekstrak imunostimulan dilakukan
melalui teknik sentrifugasi dingin (10"C) pada putaran
4.500 rpm, sedangkan konversi dan standardisasi
sediaan dilakukan melalui teknik dehidrasi.

Kodok benggala yang digunakan dalam percobaan
ini berukuran percil (10-15 g/ekor) berasal dari satu
populasi hasil pemijahan terkontrol. Aklimatisasi terha-
dap lingkungan baru dilakukan selama satu minggu
sebelum perlakuan. Ketinggian airdalam bak disesuai-
kan dengan tinggi dada kodok, disediakan tempat
untuk mendarat, dan bak selalu ditutup 3/4 bagian
dengan plastik gelombang. Penggantian air baru

dilakukan setiap dua harisekali. Pakan yang diberikan
selama percobaan berupa pakan komersial berbentuk
peletdengan rasio protein sebanyak 30%, dan diberi-
kan tiga kali sehari sebanyak 3% dari bobot tubuh.

Pemberian imunostimulan dilakukan melalui teknik
perendaman dalam larutan yang mengandung ekstrak
S. cereyislae pada konsentrasi 100 mg/L selama 60
menit. Perendaman pertama tersebut merupakan
p ri m i n g yang bertuj uan u ntu k mem beri ka n m e mo riz-
rng terhadap materi imunostimulan, sedangkan pada
kelompok kontrol direndam dalam air sumur dalam
tempo yang sama. Setelah proses perendaman yang
dilakukan secara pooling, kemudian kodok-kodok
tersebut dipelihara dalam bak-bak fiber glass
berdiameter 0,5 meter sesuai dengan hasil pengacak-
an dengan kepadatan masing-masing 10 ekoribak.

Pemberian imunostimulan berikutnya (boosfer)
dilakukan sebanyak dua kali melalui pakan dan
ditetapkan sebagai perlakuan. Dosis yang diterapkan
yaitu:A (500 mg/kg pakan), B (750 mg/kg pakan), C
(1.000 mg/kg pakan), dan D (tanpa pemberian
imunostimulan) sebagai kontrol. Masing-masing
perlakuan dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali.

Rincian jadwal perlakuan tersebut disajikarr pada
Tabel 1. Selama sepuluh hari sejak priming, kodok
diberipakan biasa; kemudian pada hari ke-11 sampai
hari ke-15 diberi pakan sesuai perlakuan (boosfer/);
pada harike-16-25 diberi pakan biasa, dan pada hari
ke-26-30 diberi pakan sesuai perlakuan (booster ll),
kemudian pada harike-31-40 diberipakan biasa. Pada
harike4l dilakukan sampling ldan dilanjutkan dengan
sampling ll & lll dengan interval 5 hari. Lima haridari
sampling terakhir dilakukan ujitantang dengan satu
jenis bakteri patogen yaitu Aeromonas hydrophila
(isolat yang digunakan pada percobaan l). Infeksi
dilakukan melalui penyuntikan intraperitoneal pada
konsentrasi 108 cfu sebanyak 0,2 mL dan pengamatan
berlangsung selama 7 hari.

Pengamatan terhadap pengaruh pemberian
perlakuan dilakukan melalui pengambilan darah yang
difakukan secara cardiac puncture dengan
menggunakan syringe vol. 1,0 mL. Secara ringkas,
prosedur pengamatan adalah sebagai berikut:
Sebagian dari darah hasil bleeding disimpan dalam
tabung eppendort dan diproses secara hematologis
untuk mendapatkan serum darah yang akan
digunakan untuk mengetahui adatidaknya reaksi
si lan g (cros s- re activ ity) terhada p patogen potensial
melalui uji titer antibodi. Pengamatan titer antibodi
dilakukan dengan teknik aglutinasi langsung dalam
objek glass atau titertek p/afe 96-lubang menurut
metode yang dikembangkan oleh Carpenter (1975).
Pengamatan terhadap sistem kekebalan non-spesifik
dilakukan terhadap nilai indeks fagositosis menurut
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Tabel 1. Jadwal perlakuan selama percobaan potensi Saccharomyces cereyisrae sebagai imunostimulan
pada kodok benggala

Table 1. Treatment time schedule of immunostimutant Saccharomyces cerevisiae apptication to induce
the frog immune response

Perfakuan (Treahtentl Hari ke- (Dayl

Priming (Pnming) 1

Booster | (F,/sf boosfer) 11-15
Booster ll (Second boosfer) 26-30
Sampling l(F,rsf sampling) 41
Sampling ll(Second sampting) 46
Sampling Ul (Thitd sampling) 51
Uji tantang (Challenge) 5663

metode yang dikembangkan oleh Anderson & Siwicki
(1 993) dengan menggunakan Staphytococcus aureus
sebagai organisme model dan pengamatan diferensial
leukosit dilakukan menurut metode Wedemeyer &
Yasutake (1 989).

HASIL DAN BAHASAN

Respon histopatologis tubuh kodok terhadap
infeksi bakteri patogen

Hasil identifikasi terhadap isotat bakteri uji yang
diambil dari bagian luka kodok diketah ui bahwa bakteri
tersebut adalah jenis Aero manas hydrophila dengan
karakter: gram negatif, berbentuk batang pendek,
bergerak atau memiliki sifat motil, koloni berwarna
krem, bersifat katalase, mampu membentuk gas
glukose, bersifat oksidatif-fermentatif, Oan
menunjukkan hasil positif pada uji cytocrom oxidase,
acid glukose, ornithin, arEinin, dan TSIA.

Gejala klinis setelah diinfeksi secara buatan
menunjukkan adanya respon: nafsu makan menurun
drastis dan lemah. Sedangkan pada kelompok kontrol
tetap memperlihatkan respon yang normal, nafsu
makan normal, serta tidak terdapat luka pada lokasi
tempat injeksi. Munculnya luka pada kodok uji hanya
terjadi pada kelompok yang diinfeksi bakteri dosis 10s
cfu/ekor dan hal tersebut mulai terjadi pada hari kedua
setelah penyuntikan, namun luka tersebut akhirnya
berangsur-angsur mengalami proses penyembuhan.

Hingga akhir pengamatan yang dilakukan selama
15 hari sejak proses infeksi, hanya ditemukan 2 ekor
kodok yang mengalami kematian, dan keduanya terja_
di pada kelompok yang diinfeksi bakteridosis tinggi.
Kematian terjadidiantara hari ke-3 hingga ke€ setelah
proses infeksi, namun dari ke-2 spesimen kodok yang
mati tersebut tidak dijumpai adanya gejala ktinis yang
spesifik berdasarkan pengamatan secara visuaL
Sedangkan dari hasil pengamatan histopatologis

terdapat indikasiadanya kerusakan pada organ hati
maupun ginjal. Kerusakan jaringan sebagai respon
histologis tersebut mulai ditemukan pada saat sam-
pling ke-2 hingga akhir percobaan pada kelompok yang
diinfeksi bakteri.

Kerusakan yang terjadi pada hati berupa degene-
rasi lemak yang ditandaidengan terbentuknya vakuola
diantara sel hati, degenerasi pigmen (mela-nosis) dan
nekrosis pada sel pembentuknya. Indikasi adanya
kerusakan jaringan hati yang diduga akibat infeksi
buatan dapat dilihat pada Gambar 1. Roberts (197g)
menyatakan bahwa degenerasi lemak merupakan
penggelembungan inti sel oleh tetesan lemak dan
disebabkan oleh adanya pengendapan dan ceroid atiau
lipofusin akibat penyerbuan makrofag terhadap benda
asing. Degenerasi pigmen ditandai dengan adanya
gumpalan warna hitam terutama pada inti sel hati,
sehingga nampak berukuran lebih besardibandingkan
dengan ukuran sel normal. Melanosis yang terbentuk
diduga sebagai akibat dari respon seluler (monosit)
terhadap bakteri, dan hasil dari aktivitas seluler ini
terakumulasi membentuk gumpalan hitam pada inti
sel. Nekrosis ditandai dengan pengerutan inti sel dan
warna inti cenderung menghitam (piknosis),
meluruhnya membran inti dan fragmentasi kromatin
inti (kariorexis) dan struktur inti menjaditidak beraturan
serta berwarna hitam (kariolisis) (Roberts, 1g7g).

Kerusakan yang terjadi pada jaringan ginjal sebagi_
an besar adalah terjadinya degenerasi lemak dan
nekrosis. Nekrosis terlihat pada glomerulus, di mana
dinding sel glomerulus tersebut pecah akibat adanya
reaksi terhadap infeksi bakteri. lndikasi adanya keru_
sakan jaringan ginjalyang diduga akibat infeksi buatan
dapat dilihat pada Gambar2. Hanson & Martha (1993)
menyatakan bahwa infeksi bakteri dapat mengakibat_
kan kematian, kerusakan seldan fungsinya, serta per_
ubahan keragaan, sedangkan degenerasi lemak dan
piknosis pada tubuh ginjalakan berpengaruh terhadap
aktivitas ekskresi dan keseimbangan osmoregulasi.
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Tabel2. Kerusakan histologis pada organ hatidan ginjal kodok yang diinfeksi dengan bakteri Aeromonas
hydrophila

Table 2. Histological changes of the frog's liver and kidney after infected by Aeromonas hydrophila bacterin
artificially

Dosis ba kte ri (Bacteri al doses)
Organ pengamatan ke-
Iisgre Sampling Kontrol

Control
106 cfu/ekor
100 cfu/frog

108 cfu/ekor
108 cfu/frog

Hati

Liver

Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Normal
Normal

Normal
Normal

Normal
Normal

Mel+deg. lsm+pik
Mel+fat deg.+pik
Mel+deg. lem+pik
Mel+fat deg.+pik
Mel+deg. lgrn+pik
Mel+fat deg.+pik

Mel+6s9. lem+pik
Mel+fat deg.+pik

Normal
Normal

Mel+deg. lem+pik
Mel+fat deg.+pik
Mel+deg. lem+pik
Mel+fat deg.+pik
Mel+deg. lsrn+pik
Mel+fat deg +pik

Mel+deg. lem+pik
Mel+fat deg +pik

IV

Ginjal

Kidney

Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Normal
Normal
Normal
Normal

Normal
Normal

Deg. lem+pik
Fat deg.+pik
Deg. lem+pik
Fat deg.+pik
Deg. lem+pik
Fat deg.+pik
Deg. lem+pik
Fat deg.+pik

Normal
Normal

Deg. lem+pik
Fat deg.+pik
Deg. lem+pik
Fat deg.+pik

Deg. lem+pik
Fat deg.+pik
Deg. lem+pik
Fat cleg.+pik

ill

IV

Keterangan (Nofes): Mel= melanosis (melanozation), Deg. Lem = degenerasilemak (fatdegeneration),
dan Pik = piknosis (piknotic)

Gambar 1. Jaringan hati kodok yang diinfeksi bakteri Aeromonas hydrophila (kiri) dan kontrol (kanan). Anak
panah menunjukkan sel yang mengalami melanosis

Figurel. Frog's livertissue infected by Aeromonas hydrophila artificially (left) and control livertissue
(right) Arrow shows melanotic cells
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Gambar2. JaringanginjalkodokyangdiinfeksibakteriAeromonashydropht/a(kiri)dankontrol(kanan).Dalam
lingkaran merupakan sel glomerulus yang mengalami nekrosa

Figure 2. Frog's kidney tissue infected by Aeromonas hydrophila artificially (left), and control kidney tissue
(right). Massive glomerulus necrotic cells inside circle

Potensi Sacch arom yces cerevisiae sebagai
imunostimulan

Diferensial leukosit sering digunakan sebagai
salah satu parameter hematologis untuk mengetahui
status kesehatan dan kemampuan pertahananan
tubuh (pertahanan seluler) terhadap infeksi jasad
patogen. Nilai rata-rata proporsi 4 jenis sel leukosit

(limfosit, monosit, netrofil, dan trombosit)yang diamati
darikodok ujiselama 3 kalisampling disajikan pada
Tabel 3, dan gambaran dari masing-masing sel leukosit
tersebut dapat dilihat pada Gambar 3. Pada Tabel 3
terlihat bahwa proporsijumlah sel limfosit dan netrofil
untuk kelompok yang diberi perlakuan menunjukkan
nilai yang lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol,
sedangkan proporsijumlah sel monosit dan trombosit

Tabel 3. Rata-rata proporsi nilai diferensial leukosit (limfosit, monosit, netrofil, dan trombosit) darah kodok
(Rana catesbeiana Shaw) yang diberi imunostimulan (Saccharomyces cerevisiae) dan kontrol

Tabie 3. Mean of differential leucocyte (lymphocyte, monocyte, netrophyl, and trombocyte) proportion value
of bullfrog's (Rana catesbeiana Shaw) blood were given immunostimulant (Saccharomyces
cerevisi ae) and control

Sa m pf i ng/Dosis (Samp I i ng/do*l Limfosit
Lymphocyte

Monosit
Monocyte

Netrofil
Netrophyl

Trombosit
Trombocyte

Pertama (Firsf)
500 mg/kg pakan (500 mg/kg feed)
750 mg/kg pakan (750 mg/kg feed)
1,000 mg/kg pakan (1,000 mg/kg
kontrol (contrcl)

92.33 r 3.68
84.33 r 12.91

86.83 r 9.31

84.33 r 3.62

4.33 + 2.56
6.5 r 5.68
6.83 r 5.6

7.67 t 1.26

5.17 t2.08
8.5 f 6.08

6.33 r 3.75
4.33 r 1.04

0.17 x0.28
0.67 r 1.15
0.00 f 0.00
3.67 r 1.89

Kedua (Second)
500 mg/kg pakan (500 mg/kg feed)
750 mg/kg pakan (750 mg/kg feed)
1,000 mg/kg pakan (1,000 mg/kg
kontrol (contrcl)

92.5 t7.5
89.0 r 3.61

90.5 r 3.28
81.67 r 3.82

6.33 t2.47 5.0 r 2.18 2.17 t 3.75
6.83 i 0.76 8.17 r 0.76 2.0 r 3.46
4.33 r 1.04 6.17 f 1.53 1.0 r 1.73
7.5 t 5.41 4.83 r 3.33 6.0 r 5.07

Ketiga (Thirdl
500 mg/kg pakan (500 mg/kg feed)
750 mg/kg pakan (750 mg/kg feed)
1,000 mg/kg pakan (1,000 mg/kg
kontrol (contrcl)

90.17 t4.25 6.5 r 1.61

88.33 r 12.05 6.03 r 7.08
89.67 r 7.51 6.83 r 3.25
82.5 + 9.64 7.83 r 6.66

5.67 t 1.89 0.5 r 0.00
7.33 t 2.93 3.33 r 3.8
5.33 r 4.01 0.17 r 0.46
5.0 * 5.57 1.67 t2.89
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Gambar3. Jenis-jenis leukosit pada kodok (Rana catesbeiana Shaw). l-imfosit (L), Monosit (M), Netrofil (N),
dan Trombosit (T) dengan pewarnaan giemsa pada pembesaran 1,000x

Figure 3. Leucocyte types of bullfrog (Rana catesbeiana Shaw). Lymphocyte (L), Monocyte (M), Netrophyt
(N), and Trombocyte (T) with giemsa stain at 1,000x magnification

nampaknya menunjukkan hal yang sebaliknya, yaitu
relatif tinggi pada kelompok kontrol dibandingkan
dengan kelompok perlakuan. Lebih tingginya proporsi
sel limfosit dan netrofil pada kelompok perlakuan
mengindikasikan bahwa imunostimulan tersebut
berperan dalam meningkatkan ketahanan non-spesifik
tubuh kodok, hal ini didasarkan pada fungsi dari kedua
jenis sel darah tersebut. Secara statistik tidak
menunjukkan perbedaan yang nyata (P<0,05), baik
antar perlakuan maupun antara perlakuan dengan
kontrol. Secara visual terlihat adanya peningkatan
proporsi sel-sel fungsional (limfosit dan netrofil) pada
kelompok perlakuan.

Sel limfosit berfungsi menyediakan zat kebal untuk
pertahanan tubuh (Dellman & Brown, 1989);
ditemukan dalam jumlah yang cukup besar, meskipun
pada saat infeksi terjadi penurunan. Peningkatan
jumlah limfosit pada kelompok perlakuan (Tabel 3)
diduga sebagai akibat dari pemberian imunostimulan,
hal ini sesuai dengan hipotesis Raa et al. ( 1 992) bahwa
pemberian imunostimulan akan menstimulir proses
produksi lisosim dan komplemen yang akan
mengaktifkan limfosit B untuk berdiferensiasi sehingga
akan lebih aktif dalam memproduksi antibodi spesifik.

Menurut Dellman & Brown (1989), fungsinetrofil
tidak hanya mencapaidan menyerang bahan asing
yang masuk ke dalam tubuh, tetapi menjelang kemati-
an membantu meningkatkan pengumpulan makrofag
ditempat terjadinya infeksi, sehingga makrofag lebih
mudah untuk menghancrrrkan partikel asing. Makrofag
ini mampu memiliki aktivitas fagositosis yang tahan
lama, mengolah antigen dalam persiapan untuk

tanggap kebal dan memberi kontribusi langsung pada
perbaikan jaringan yang rusak dengan membuang
jaringan yang sudah mati, ataupun yang sedang
mengalami proses kematian dan yang telah rusak.

Firngsi utanra netrofil adalah penghancuran bahan
asing melalui proses fagositosis, yaitu kemotaksis di
mana sel bermigrasi menuju partikel, perlekatan
partikel pada sel, penelanan partikel oleh sel dan
penghancuran partikel oleh enzim lisosim di dalam
fagolisosom (Tizard, 1988). Keluarnya netrofil dari
pembuluh darah pada saat terjadinya infeksi
disebabkan karena adanya pengaruh rangsangan
kimiawi eksternal atau kemotaksis. Netrofil ini
merupakan garis pertahanan pertama yang bergerak
cepat ke arah bahan asing dan menghancurkannya,
tetapitidak mampu bertahan lama. Biasanya netrofil
hanya menghancurkan tuntas setiap bahan asing yang
ditelan dan tidak mengolah antigen sebagaipersiapan
guna disajikan pada selpeka antigen (Tizard, 1988).

Peningkatan proporsi netrofil pada kelompok
perlakuan (Tabel 3) diduga akibat distimulasi oleh
materi imunostimulan, sehingga aktivitas produksi oleh
organ pembentuk seltersebut kian meningkat. Pada
mamalia, netrofil merupakan sel fagositik dan akan
nampak sangat cepat di sekitar tempat yang mengala-
mi luka. Pada ikan yang mengalami luka akibat infeksi
bak-teri juga d itemu kan adanya migrasi dan fagositosis
oleh netrofildan sel makrofag (Finn & Nielson, 1971).

Proporsi monosit dan trombosit didapatkan relatif
rendah pada kelompok perlakuan dibanding dengan
kontrol (Tabel 3), hal ini mungkin terjadi sebagai
respon keseimbangan hematologi terhadap
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peningkatan proporsi sel leukosit jenis lainnya, yaitu
limfosit dan netrofil. Sel monosit diduga berperan
sebagaisistem pertahanan kedua di mana sistem ini
berlangsung lambat dan lama tetapi mampu
melakukan fagositosis berulang-ulang (Tizard, 1988).
Jumlah trombosit umumnya relatif rendah pada
kelompok perlakuan dibandingkan dengan kontrol
(Tabel 3). Hal ini diduga karena tidak adanya kodok
yang terluka atau terinfeksi patogen. Seperti d iketah ui
bahwa fungsi trombosit itu sendiri adalah untuk
pembekuan darah saat terjadi luka dan mencegah
kehilangan cairan tubuh pada kerusakan-kerusakan
di permukaan kulit (Nabib & Pasaribu, 1989); juga
untuk menutup luka (Roberts, 1978).

lndeks fagositik dalam darah kodok yang dihitung
terhadap sel fagosit fungsional menunjukkan bahwa
pada kelompok yang diberi perlakuan terdeteksi rata-
rata lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok
kontrol. Fenomena ini merupakan indikator bahwa
pada kelompok perlakuan memiliki kemampuan
pertahanan non-spesifik yang lebih baik dibandingkan
dengan kelompok kontrol. Rata-rata nilai indeks
fagositik dari masing-masing perlakuan disajikan pada
Tabel 4. Sedangkan hipotesa mekanisme aktivitas
fagositik disajikan pada Gambar4.

Uj i statisti k terhada p n ilai rata-rata a ktivitas fagos iti k
pada selang kepercayaan 95% menunjukkan adanya
perbedaan yang nyata (P<0,05) antara perlakuan

Tabel 4. Rata-rata nilai indeks fagositik (%) sel fagosit fungsional darah kodok (Rana catesbeiana Shaw)
yang diberi imunostimulan (Saccharomyces cerevisiae) dan kontrol

Table 4. Mean of phagocytic index value (/o) ot bullfrog's (Rana catesbeiana Shaw) btood celt phagocyte
was g iven imm unastimulant (Sacth aramyees cerevisiae). an d controt

Perlakuan lTreatmentl
Sampling
Sampling 500 mg/kg pakan

504 mg/kg feed
750 mg/kg pakan

750 mg/kg feed
1000 mg/kg pakan Kontrol
1004 mglkg feed Contol

Pertama (Firsf ) 16.5 t 1.80a

Kedua (Second) 13.67 I 1.15a

Ketiga (Thitd) 14.67 t 6.11a

18.83 * 3,05a

17.33 t 1.04a

18.17 r 3.25a

21.5 t 3"77a 8.5 t 5.77b

14.33 r 3.17a 6.83 * 1.04b

16.00 t 6.56a 5.5 t2.29b

Nilaiyang diikuti huruf yang sama dalam koisrn yang sama nienunjukkan tidak berbeda nyata (p>0,0S)
Value followed by similar superscnpfs in the same column are not significanily different) (p>0.05)

Gambar4. Hipotesis mekanisme proses fagositosis pada sel fungsional darah kodok (Rana catesbeiana
Shaw). 1=Seltanpabakteri,2=Prosespendekatan,3=Prosespenempelan,dan4=proses
penelanan. (Raa ef a/., 1992)

Figure 4. Hypotetical mechanism of phagocytic activity of bultfrog (Rana catesbeiana Shaw) phagocyte
bloodcell. 1=cellswithoutbacteria,2=approaching process, J=aftachingprocess, and4=
attaching process. (Raa et al., 1992)
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dengan kontrol. Namun nilai aktivitas fagositosis pada
kelompok kodok yang diberi imunostimulan untuk
ketiga dosis perlakuan tidak menunjukkan adanya
perbedaan yang nyata, haliniditunjukkan oleh hasil
uji lanjut BNJ.

Berdasarkan indikasi peningkatan aktivitas
fagositik yang terjadi, nampaknya pemberian
imunostimulan pada dosis yang lebih tinggi tidak
memberikan efek simultan terhadap peningkatan
kekebalan non-spesifik. Hal ini sering terjadidalam
aplikasiimunologi, di mana pemberian antigen dalam
jumlah yang tidak optimal(terlalu rendah atau terlalu
tinggi) dapat memberikan efek yang kurang baik dan
bahkan dapat bersifat immunospressive, sehingga
meng u rang i atau bah kan meng hilang kan
efektivitasnya, meskipun antigen tersebut memiliki
potensi imunogenik yang tinggi. Taukhid ef a/. (2000)
mendapatkan bahwa pemberian imunostimulan
(Lipopolisakarida) secara intraperitoneal pada R.
catesbeiana sebanyak 50 mg/ekor diperoleh nilai
aktivitas fagositik yang lebih tinggi dan stabil
dibandingkan dengan kelompok yang diberi dosis lebih
tinggi maupun kelompok kontrol. Sedangkan Crumlish
& Inglish (1999) melaporkan bahwa pemberian
imunostimulan (b-glucan) secara intraperitoneal
sebanyak 100 mL (w/v) pada R. rugulosa dengan
bobot tubuh rata-rata 40 g/ekor memberikan tingkat
sintasan yang sangat signifikan dibandingkan dengan
kontrol setelah diuji tantang dengan bakteri
Ae romo n a s h yd roph i I a patogen.

Dasar pendekatan penggunaan imunostimulan
sebagai materi biologis untuk menginduksi kekebalan
non-spesifik pada mulanya adalah untuk terapi kanker,
karena materi tersebut diketah ui mampu mengaktivasi
sel makrofag, sel limfosit T dan B, dan sel pembunuh
alami; sehingga akan meningkatkan kemampuan
tubuh untuk menghancurkan sel-sel tumor. Aktivitas
tersebut juga akan meningkatkan ketahanannya
terhadap infeksijasad viral, bakterial dan parasitik
(Azuma & Jolles, 1987).

Aktivitas fagositik merupakan salah satu
manifestasi respon seluler pada organisme terhadap
kehadiran partikel asing. Peningkatan aktivitas
fagositik yang cukup nyata pada kelompok perlakuan
(Tabel 4) diduga sebagai akibat dari pemberian
imunostimulan, karena menurut Raa ef al. (1992),
imunostimulan dapat memacu proses opsonin sel
makrofag dan leukosit terhadap partikel asing.

Raa ef a/. (1992) berhasilmenguak kemampuan
imunostimulan (MacroGard) dalam menstimulir
produksi sel makrofag (interleukin-1-like hormone)
pada ikan secara in vitro. Sel tersebut merupakan
signal molekul yang diketahui berperan dalam proses
aktivasi sel limfosit T yang berfungsi melipatgandakan

dan memproduksi lebih banyak interferon sebagai
aktivator sel makrofag.

Fletcher (1982) dan Lamers (1985) menduga
beberapa elemen yang terlibat dalam mekanisme
pertahanan non-spesifik pada ikan dan vertebrata
lainnya, yaitu terdiri atas sel fagositik, netrofil dan
makrofag, komplemen, lisosim, protein, C-reactive,
interferon, dan transferin. Sedangkan Crumlish
(Percom, 2000) berdasarkan pengamatannya terhadap
sef-sel fagosit fungsional pada kodok (R. rugulosa)
menyatakan bahwa sebagian besarsel leukosit kodok
memilki kemampuan fagositik terhadap partikel asing.

Pengamatan terhadap kemungkinan adanya peran
imunostimulan terhadap peningkatan induksi
kekebalan spesifik (titer antibodi), menunjukkan bahwa
pemberian imunostimulan nampaknya berperan juga
dalam upaya memfasilitasi produksi materi kekebalan
spesifik. Fenomena ini narrrpaknya sedikit-banyak
turut mendukung hipotesis Raa et al. (1992) yang
menyatakan bahwa imunostimulan tidak hanya
berfungsi sebagai aktivator mekanisme pertahanan
non-spesifik, namun juga turut memfasilitasi proses
produksilisosim dan komplemen yang akan meng-
aktifkan limfosit B u ntuk berdiferensiasi bag i keperluan
produksi antibodi spesifik. Nilai rata-rata titer antibodi
dalam serum darah kodok ujiyang dilakukan dengan
teknik aglutinasi langsung disajikan pada Tabel 5.

Pada tabel tersebut terlihat bahwa nilai rata-rata
titer antibodi kelompok kodok yang diberi
imunostimulan lebih tinggi dibandingkan dengan
kontrol, dan secara statistik menunjukkan perbedaan
yang nyata pada selang kepercayaan 95% (P>0,05).
Raaet al. (1992) menyatakan bahwa imunostimulan
tidak hanya berfungsi sebagai aktivator mekanisme
pertahanan non-spesifik, namun juga turut
memfasilitasi proses produksi lisosim dan komplemen
yang akan mengaktifkan limfosit B untuk
berdiferensiasi memproduksi antibodi spesifik.

Berdasarkan hasil uji tantang terhadap bakteri
Aeromonas hydrophila aktif yang dilakukan satu
minggu setelah sampling terakhir, tidak diperoleh
informasiyang jelas. Karena hingga akhir pengamatan
yang dilakukan selama satu minggu sejak proses
infeksi, tidak ada satu ekor pun kodok ujiyang meng-
alamikematian. Sedangkan gejala klinis umum yang
terlihat pada kodok-kodok ujiantara lain kurang nafsu
makan, lamban, dan lemah. Kemungkinan hal ini
dapat terjadi karena beberapa faktor: 1) Populasi
kodok ujiyang digunakan pada percobaan inisebelum-
nya pernah terpapar oleh bakteri A. hydrophila,
sehingga di dalam tubuhnya telah terbentuk antibodi
spesifik yang diperoleh secara alamiah, hal inijuga
terlihat pada hasil pengukuran titer antibodi, di mana
semua kelompok kodok memilikiserum darah yang
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Tabel 5. Rata-rata nilai titer antibodi serum darah kodok (Rana catesbeiana Shaw) yang diberi imunostimulan
(Sacc h a romyces cereyisiae) dan kontrol

T?ble 5. Mean of antibody titres of bullfrog's (Rana catesbeiana Shaw) blood serum were given
imm u nosti mulant (Saccharomyces cerevisiase) and control

Perlakuan (Treatmentl
Percontoh
(Samplingl 500 mg/kg pakan

500 mg/kg feed
750 mg/kg pakan
750 mg/kg feed

1.000 mg/kg pakan Kontrol
1,000 mglkg feed Control

Pertama (Flrsf )
Kedua (Second)
Ketiga (Thid)

3.207 t 0.174
3.200 r 0.013
3.308 r 0.174

3.408 r 0.301

3.420 r 0.000
3.207 t 0.174

2.96 t0.174 2.506 t 0.000
3.207 t 0.174 2.605 ! 0.174
3.307 r 0.000 2.605 ! 0.174

Angka-angka tersebut merupakan hasiltransformasi log nilaititer + 1, dan angka yang diikuti huruf yang
sama menunjukkan tidak berbeda nyata (P>0,05)
The numbers above have been transformed into tog (titre + 1), and superscript in columns foilowed by the
same letter are not significantty different) (P>0.05)

bereaksi positif terhadap antigen tersebut. 2) Faktor
hosf spesific target, meskipun isolat bakteri A.
hydrophila yang digunakan dalam proses ujitantang
diisolasi dari kodok sakit, namun patut diduga bahwa
jenis bakteri tersebut bukan satu-satunya primary
pathogen yang mampu menimbulkan gejala red leg.
Hasil isolasi bakteridari beberapa kodok sakitdengan
gejala serupa yang dilakukan oleh Somsiri &
Soontornvit (2000) ternyata ditemukan lebih darisatu
jenis, yaitu bakteri Aeromonas spp., Achromobacter
sp., Citrobacter freundii, Flexibacter columnaris.
Pseudomonas spp., Proteus spp., Serratra sp., Sfa-
phylococcus sp., dan Sfrepfococcus.

KESIMPULAN DAN SARAN

" Infeksi buatan tubuh kodok terhadap bakteri
Aeromonas hydrophila yang dilakukan melalui
penyuntikan secara intra muskular (lM) pada
konsentrasi 106 cfu dan 1 08 cfu menunjukkan bahwa
infeksi bakteri model pada konsentrasi tersebuttidak
menyebabkan respon histologis yang serius dan
tidak mengakibatkan kematian hewan uji.

* Pemberian imunostimulan dalam bentuk ekstnak
S acch a ro m yces cere yislae yan g d i beri kan melalu i

perendaman dan dilanjutkan dengan pemberian
melalui pakan dapat meningkatkan respon
kekebalan tubuh kodok.

* lmunoterapi merupakan alternatif strategi
penanggulangan penyakit yang prospektif sebagai
tindakan pencegahan, namun dad kenyataan begitu
variatifnya patogen penyebab penyakit pada kodok
budi daya; maka perlu adanya identifikasi patogen
yang dilakukan secara periodik dari spesimen-
spesinren kodok sakit yang dilanjutkan dengan
pengujian efektivitas penggunaan obat-obatan/
antibiotik sebagai upaya tindakan kuratif.
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