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Pengaruh Pemberian Sinbiotik Gabungan Lactobacillus acidophillus dan
Spirulina platensis terhadap Kadar Relatif CD68 Limpa dan Gambaran
Histopatologi Kolon Tikus Putih (Rattus norvegicus) yang
Diinduksi Salmonella enteritidis

ABSTRAK

Sinbiotik adalah gabungan dari probiotik dan prebiotik. Probiotik adalah
mikroorganisme yang dapat menekan pertumbuhan bakteri patogen.
Mikroorganisme yang digunakan sebagai probiotik salah satunya adalah
Lactobacillus Acidophillus. Sedangkan prebiotik adalah bahan pangan yang dapat
digunakan untuk menunjang kehidupan bakteri baik dalam tubuh. Salah satu
bahan yang digunakan sebagai prebiotik adalah Spirulina platensis. Pemberian
sinbiotik mampu menurunkan efek patogen yang diakibatkan oleh bakteri
patogen, termasuk Salmonella enteritidis. Salmonella enteritidis adalah bakteri
patogen penyebab salmonellosis. Salmonellosis adalah penyakit yang sering
terjadi pada hewan dan tidak jarang menimbulkan kerugian bagi peternak dengan
gejala klinis diare hingga kematian. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui pengaruh pemberian sinbiotik gabungan dari Lactobacillus
Acidophillus dan Spirulina platensis terhadap tikus yang diinduksi Salmonella
enteritidis. Penelitian ini merupakan penelitian experimental menggunakan
metode Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 20 tikus putih yang dibagi ke
dalam 5 perlakuan dengan masing-masing perlakuan terdapat 4 ulangan. P1, P2
dan P3 diberikan sinbiotik masing-masing 0,2%/KgPK 0,4%/KgPK dan
0,6%/KgPK dan diinduksi Salmonella 0,5 ml. K+ (Kontrol Positif) induksi
Salmonella 0,5 ml. Salmonella enteritidis yang digunakan sesuai dengan standar
Mc Farland 0,5. K- (Kontrol Negatif) tanpa perlakuan. Kadar relatif CD68
dihitung menggunakan metode Flowcytometry yang dianalisis dengan uji statistik
One Way ANOVA menggunakan aplikasi MINITAB 18 dan histopatologi kolon
menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran 100x dan 400x. Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian Sinbiotik gabungan L. acidophilus
dan S. platensis berpengaruh nyata (P<0,05) terhadap penurunan kadar relatif
CD68 pada kelompok P3 dan perbaikan gambaran histopatologi kolon pada
kelompok P2 dan P3 yang diinduksi S. enteritidis.

Kata Kunci : Sinbiotik, Salmonellosis, CD68, Histopatologi Kolon
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The Effect of Synbiotic Combination of Lactobacillus acidophillus and
Spirulina platensis on Relative Levels of Splenic CD68 and Colon
Histopathology of the White Rat (Rattus norvegicus)

Induced by Salmonella enteritidis

ABSTRACT

Sinbiotics are a combination of probiotics and prebiotics. Probiotics are
microorganisms that can suppress the growth of pathogenic bacteria. One of the
microorganisms used as probiotics is Lactobacillus Acidophillus. While prebiotics
are foods that can be used to support the life of good bacteria in the body. One of
the ingredients used as prebiotics is Spirulina platensis. Giving synbiotics can
reduce the effects of pathogens caused by pathogenic bacteria, including
Salmonella enteritidis. Salmonella enteritidis is a pathogenic bacterium that
causes salmonellosis. Salmonellosis is a disease that often occurs in animals and
often causes harm to farmers with clinical symptoms of diarrhea, fever to death.
The purpose of this study was to determine the effect of the combined synbiotic
administration of Lactobacillus Acidophillus and Spirulina platensis on rats
induced by Salmonella enteritidis. This research is an experimental study using a
completely randomized design method (CRD) with 20 white rats divided into 5
treatments with each treatment having 4 replications. P1, P2 and P3 are given
synbiotics 0.2%/KgPK, 0.4%/KgPK and 0.6%/KgPK and induced Salmonella 0.5
ml. K + (Positive Control) induction of Salmonella 0.5 ml. Salmonella enteritidis
which is used in accordance with Mc Farland standard 0.5. K- (Negative Control)
without treatment The relative level of CD68 was calculated using the
Flowcytometry method which was analyzed by One Way ANOVA statistical test
using the MINITAB 18 application and colon histopathology using a light
microscope with 100x and 400x magnification. The results of this study showed a
significant effect of the combined Sinbiotic administration of L. acidophilus and
S. platensis on a decrease significantly (P<0,05) in the relative levels of CD68 in
the P3 group and improvement of colon histopathology in P2 and P3 groups
induced by S. enteritidis.

Keyword : Sinbiotics, Salmonellosis, CD68, Histopathology Colon
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Perkembangan ilmu pengetahuan dan teknologi berdampak terhadap
kemajuan yang dicapai oleh manusia. Salah satunya dalam bidang kedokteran
hewan. Berbagai penelitian dan penemuan terus dikembangkan dalam rangka
meningkatkan kesejahteraan manusia. Meskipun demikian, masih ada penyakit-
penyakit yang dijumpai pada hewan belum diatasi secara tuntas melalui
penelitian-penelitian tersebut. Salah satunya adalah penyakit salmonellosis.

Salmonellosis merupakan penyakit yang sudah tidak asing lagi bagi dunia
kedokteran. Penyakit ini disebabkan oleh genus Salmonella sp. Pada umumnya,
bakteri ini menyerang sistem gastrointestinal hingga menyebabkan infeksi pada
saluran pencernaan dan gastroenteritis. Salmonellosis merupakan salah satu dari
25 penyakit hewan menular strategis (PHMS) (BPPV, 2018). Salmonellosis
adalah salah satu penyakit zoonosis yang disebut foodborne disease dan terdapat
di seluruh dunia. Disebut foodborne disease karena penyakit ini ditularkan oleh
ternak carrier yang sehat ke manusia melalui makanan yang terkontaminasi
bakteri ini. Di Indonesia, penyakit ini merupakan penyakit yang sering terjadi
sepanjang tahun dengan tingkat insidensi tinggi (Poeloengan, 2014). Kerugian
yang terjadi akibat Salmonellosis pada hewan antara lain kematian, penurunan
produksi ternak, abortus, kematian neonatal dan pengafkiran bahan makanan yang
tercemar bakteri (Pudjiatmoko, 2014). Salmonella enteritidis merupakan bakteri

dari famili Enterobacteriaceae yang termasuk ke dalam bakteri gram negatif



(Pudjiatmoko, 2014). Salmonella enteritidis dapat ditularkan dari hewan ke
manusia melalui cemaran produk hewan, dari hewan yang terinfeksi dan
menimbulkan penyakit pada manusia (Badan Penelitian dan Pengembangan
Pertanian, 2016).

Pencegahan terhadap Salmonellosis salah satunya dapat dilakukan dengan
pemberian probiotik BAL (Bakteri Asam Laktat). Asam laktat adalah agen
penghancur membran bakteri Gram negatif yang dibuktikan dengan
kemampuannya merusak Lipopolisakarida pada dinding sel Escherichia coli,
Salmonella enterica dan Pseudomonas aeruginosa (Alakomi et al. 2000).
Lactobacillus adalah salah satu bakteri asam laktat yang banyak ditemukan pada
saluran pencernaan makhluk hidup, baik hewan maupun manusia sehingga sering
kali digunakan sebagai bahan probiotik.

Probiotik merupakan kultur mikroorganisme hidup yang dimasukkan pada
hewan ternak dengan cara mencampurnya dengan pakan atau ransum yang
mampu menjamin ketersediaan populasi organisme menguntungkan dalam usus.
Probiotik akan efektif apabila mampu hidup dalam berbagai kondisi lingkungan.
Tujuan pemberian probiotik antara lain untuk mempertahankan mikroorganisme
flora normal dalam saluran pencernaan yang menguntungkan dan menghambat
mikroorganisme yang merugikan atau yang memiliki sifat patogen. Selain itu
manfaat probiotik lainnya yaitu meningkatkan aktivitas enzim pencernaan,
menurunkan aktivitas enzim bacterial dan produksi ammonia, meningkatkan
asupan dan pencernaan makanan serta menetralisir enterotoksin dan menstimulasi

sistem kekebalan (Manin, 2010).



Prebiotik merupakan bahan pangan yang tidak dapat dicerna dalam
saluran pencernaan namun dapat memicu pertumbuhan mikroorganisme flora
normal pada usus besar. Salah satu bahan yang berpotensi sebagai prebiotik yaitu
Spirulina platensis. S. platensis memiliki kandungan oligosakarida berupa
mannosa dan rhamnosa yang diketahui dapat menstimulasi pertumbuhan mikroba
nonpatogenik (Gupta et al., 2017). S. platensis mampu meningkatkan
pertumbuhan bakteri asam laktat (BAL) serta menghambat pertumbuhan bakteri
patogen (Bhowmik et al. 2009).

Sinbiotik merupakan campuran antara probiotik dan prebiotik. Menurut
Antarani (2011) pemberian probiotik akan meningkatkan aktivitas enzim
pencernaan sehingga penyerapan nutrien menjadi lebih optimal dengan makin
luasnya area absorpsi sebab probiotik dapat mempengaruhi anatomi usus yaitu vili
usus menjadi lebih tinggi dan densitasnya lebih padat. Sedangkan pemberian
prebiotik tidak dapat dicerna oleh sistem pencernaan namun mampu difermentasi
oleh bakteri asam laktat sebagai nutrisi. Campuran dari probiotik dan prebiotik
akan saling bersinergi karena daya tahan hidup bakteri probiotik akan meningkat
dengan pemberian nutrisi yang tersedia untuk difermentasi sehingga memberi
manfaat yang lebih sempurna.

Adanya infeksi akan berpengaruh pada respon imun non-spesifik (innate
immunity) dimana akan terjadi peningkatan makrofag untuk proses fagositosis.
Salah satu marker makrofag adalah CD68. CD68 adalah transmembran
glikoprotein tipe I dimana erat kaitannya dengan endosomal/lisosomal. CD68

memiliki struktur yang sama dengan Lysosomal-Associated Membrane Proteins



(LAMPs). Fungsi CD68 belum terlalu diketahui, namun lokasi preferensial pada
bagian akhir endosom memiliki peran dalam transportasi peptida atau Antigen
processing. CD68 dikenal sebagai marker spesifik permukaan myeloid terutama
makrofag, namun juga bisa diekspresikan oleh non-myeloid. Ekspresi CD68 dapat
juga ditemukan pada granulosit seperti basofil dan neutrofil intestinal. CD68
digunakan sebagai marker atau penanda makrofag pada saat terjadi inflamasi
(Chistiakov, 2017).

Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek
preventif pemberian sinbiotik gabungan Lactobacillus acidophillus dan Spirulina
platensis terhadap kadar CD68 dan gambaran histopatologi Kolon tikus putih

(Rattus norvegicus) yang diinduksi bakteri Salmonella enteritidis.

1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimana pengaruh pemberian Sinbiotik gabungan antara Lactobacillus
acidophlus dan Spirulina platensis terhadap kadar relatif CD68 diinduksi
Salmonella enteritidis.

2. Bagaimana pengaruh pemberian Sinbiotik gabungan antara Lactobacillus
acidophlus dan Spirulina platensis terhadap gambaran histopatologi Kolon
tikus putih yang diinduksi Salmonella enteritidis.

1.3 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini antara lain :
1. Hewan coba yang digunakan yaitu tikus putih (Rattus Novergicus) sehat

berjenis kelamin jantan umur 4-6 minggu dengan berat sekitar 100 gram.



Hewan coba diperoleh dari Laboratorium Fisiologi Hewan UIN Maliki
Malang dengan surat keterangan sehat (Lampiran 4). Penggunaan hewan
coba dalam penelitian ini sudah mendapat persetujuan laik etik dari Komisi
Etik Penelitian Universitas Brawijaya No. 944-KEP-UB (Lampiran 3).
Sinbiotik yang digunakan pada penelitian ini adalah kombinasi antara
Lactobacillus acidophilus (probiotik) dan Spirulina platensis (prebiotik) yang
dicampur dengan perbandingan 28 ml Lactobacillus acidophilus dan 56 gram
Spirulina platensis. Pada pembuatan mikroenkapsulasi metode freeze dryer
menurut Permatasari (2013), sinbiotik yang digunakan sejumlah sepertiga
dari jumlah enkapsulan. Perbandingan probiotik dan prebiotik yang
digunakan dengan perbandingan 1 : 2 (Saputra, 2013).

. Terdapat 5 perlakuan antara lain P1 (0,2% /kgPk sinbiotik + induksi
Salmonella enteritidis 0,5 ml standar Mc Farland 0,5), P2 (0,4% /kgPk
sinbiotik + induksi Salmonella enteritidis 0,5 ml standar Mc Farland 0,5), P3
(0,6% /kgPk sinbiotik + induksi Salmonella enteritidis 0,5 ml standar Mc
Farland 0,5), Kontrol Positif (induksi Salmonella enteritidis 0,5 ml standar
Mc Farland 0,5) dan Kontrol Negatif (tanpa perlakuan). Pemberian dilakukan
secara peroral (PO) diberikan selama 3 minggu setelah penyesuaian selama 7
hari berdasarkan kelompok perlakuan. Pemberian jumlah feed additive
mengacu pada penelitian Galik et al (2016), bahwa pemberian feed additive
yang diberikan sebanyak 0,5% dan 0,75% per kilogram memiliki pengaruh

positif yang signifikan.



4. Salmonella enteritidis diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas

Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Dosis infeksi bakteri Salmonella
enteritidis diberikan secara per oral (PO) pada tikus (Rattus novergicus)
sebanyak 0,5 ml per ekor standar Mc Farland 0,5 (1,5 x 10® CFU/ml).
Menurut Naughton et al (1997), pada hewan coba tikus dosis 103 CFU tidak
menimbulkan gejala klinis dan pada dosis yang tinggi yaitu 108 CFU mampu
menimbulkan gejala klinis.

Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah penurunan kadar relatif
CD68 yang diukur menggunakan flowcytometry dan gambaran histopatologi

Kolon tikus putih (Rattus novergicus).

1.4 Tujuan Penelitian

1.4.1 Tujuan Umum

Tujuan Umum penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh

lactobacillus acidophilus dan Spirulina platensis terhadap tikus putih (Rattus

novergicus) yang diinduksi Salmonella enteritidis.

1.

1.4.2 Tujuan Khusus

Untuk mengetahui pengaruh pemberian Sinbiotik gabungan antara
Lactobacillus acidophlus dan Spirulina platensis terhadap kadar relatif CD68
diinduksi Salmonella enteritidis.

Untuk mengetahui pengaruh pemberian Sinbiotik gabungan antara
Lactobacillus acidophlus dan Spirulina platensis terhadap gambaran

histopatologi Kolon tikus putih yang diinduksi bakteri Salmonella enteritidis.



1.5 Manfaat Penelitian
1.5.1 Manfaat Teoritis
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai
efek preventif pemberian sinbiotik kombinasi Lactobacillus acidophilus dan
Spirulina platensis terhadap kadar relatif CD68 dan perbaikan gambaran
histopatologi kolon tikus putih yang diinduksi Salmonella enteritidis.
1.5.2 Manfaat Produktif
Hasil penelitian ini diharapkan dapat menghasilkan solusi berupa produk
di bidang medis veteriner sinbiotik kombinasi Lactobacillus acidophilus dan
Spirulina platensis untuk pencegahan terhadap penyakit Salmonellosis.
1.5.3 Manfaat Praktis
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi di bidang
medis veteriner bahwa sinbiotik kombinasi Lactobacillus acidophilus dan

Spirulina platensis dapat menjadi anternatif pencegahan terhadap Salmonellosis.



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tikus Putih
Menurut Basselsen (2004), klasifikasi tikus putih (Rattus norvegicus)

adalah sebagai berikut :

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mammalia

Ordo : Rodentia
Subordo : Odontoceti
Familia : Muridae

Genus : Rattus

Spesies : Rattus norvegicus

Tikus putih memiliki beberapa sifat yang menguntungkan sebagai hewan
uji penelitian di antaranya perkembangbiakan cepat, mempunyai ukuran yang
lebih besar dari mencit, mudah dipelihara dalam jumlah yang banyak. Tikus putih
juga memiliki ciri-ciri morfologis seperti albino, kepala kecil dan ekor yang lebih
panjang dibandingkan badannya (Gambar 2.1) (Sirois, 2005). Galur ini memiliki
pertumbuhan yang cepat, tempramen yang baik dan kemampuan laktasi yang

tinggi (Carere dan Maestripieri 2013).



Gambar 2.1 Tikus Putih (Rattus norvegicus) (Fauziyah, 2016).

2.1.1 Saluran Pencernaan Tikus Putih

Sistem pencernaan berfungsi sebagai pemecah zat makanan dari molekul
yang kompleks menjadi molekul yang sederhana sehingga mampu diserap oleh
tubuh. Aktivitas sistem pencernaan dibantu dengan adanya enzim yang bekerja
sebagai katalis zat makanan seperti karbohidrat, protein, dan lemak untuk
mempermudah proses absorbsi (Suprijatna, 2008). Saluran pencernaan tikus
terdiri atas mulut, esofagus, lambung, intestinal tenue, intestinal crasum dan anus
(Gambar 2.2). Intestinal tenue atau usus halus terdiri atas duodenum, jejunum
dan ileum. Sedangkan intestinal crasum atau usus besar terdiri atas caecum, colon

dan rektum. Masing-masing bagian usus memiliki panjang dan diameter yang

berbeda. Selengkapnya dapat dilihat pada Tabel 2.1 berikut:

Tabel 2.1 Panjang dan diameter usus (Vdoviakova et al., 2016).

Bagian Usus Panjang (mm) Diameter (mm)
Duodenum 95 -100 25-3
Jejunum 900 — 1350 4-5
Ileum 25-35 3-5
Cecum 50-70 10
Colon 90-110 1-3
Rectum 80 3-10
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Gambar 2.2 Sistem Pencernaan Tikus
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Kolon merupakan struktur yang membentuk sebagian besar usus besar,

berbentuk tabung muskular berongga yang memanjang dari sekum sampai

rektum. Kolon berfungsi untuk penyerapan air, elektrolit dan mineral lain. Kolon

mengabsorbsi air dan elektrolit hingga 90%, mengubah bahan makanan cair

menjadi semipadat yang disebut feses. Bakteri yang terdapat pada kolon berfungsi

untuk mencerna selulosa sehingga menghasilkan nutrisi bagi tubuh, menghasilkan

vitamin K dan gas yang menyebabkan bau pada feses (Sherwood, 2013).

Struktur histologi kolon tikus terdiri atas 4 lapisan yaitu mukosa,

submukosa, muskularis dan serosa. Lapisan mukosa terdiri atas sel epitel, lamina

propia dan muskularis mukosa. Pada lapisan mukosa tidak terdapat vili, tersusun
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atas sel epitel kolumnar dan memiliki kripte lieberkuhn yang terletak lebih dalam
serta memiliki sel goblet yang lebih banyak daripada usus halus. Pada lamina
propia terdapat terdapat banyak sel limfoid dan nodul limfoid yang tersebar
sampai sub mukosa. Lapisan submukosa pada tikus lebih tipis dibanding manusia.
Lapisan muskularis terdiri atas serabut otot longitudinal dan sirkular. Lapisan
serosa merupakan lapisan intraperitoneal kolon yang terdiri atas pembuluh darah

dan jaringan adiposa. Lebih jelas ditunjukkan pada Gambar 2.3.

Gambar 2.3 Keterangan a. Mukosa, b. Submukosa, c.Muskularis, d. Serosa,
e. Lamina Propia, f. Muskularis Mukosa, g. Kripte Lieberkuhn
(Sherwood, 2013).
2.2 Sinbiotik
Sinbiotik adalah gabungan antara probiotik dan prebiotik (Antarini, 2011).
Pemberian probiotik akan meningkatkan aktivitas enzim pencernaan sehingga
penyerapan nutrien menjadi lebih optimal dengan makin luasnya area absorpsi
sebab probiotik dapat mempengaruhi anatomi usus yaitu mukosa usus menjadi

lebih tinggi dan densitasnya lebih padat. Sedangkan pemberian prebiotik tidak

dapat dicerna oleh sistem pencernaan namun mampu difermentasi oleh bakteri
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asam laktat sebagai nutrisi. Campuran dari probiotik dan prebiotik akan saling
bersinergi karena daya tahan hidup bakteri probiotik akan meningkat dengan
pemberian nutrisi yang tersedia untuk difermentasi sehingga memberi manfaat

yang lebih sempurna.

2.2.1 Lactobacillus acidophillus

Pencegahan terhadap Salmonellosis salah satunya dapat dilakukan dengan
pemberian probiotik BAL (Bakteri Asam Laktat). Metabolit yang dihasilkan
seperti asam organik khususnya pada bakteri asam laktat yang dapat menurunkan
pH atau juga peroksida dan bakteriosin diperkirakan bertanggung jawab atas sifat
antagonis terhadap bakteri patogen gram negatif seperti Salmonella (Haryati,
2011). Lactobacillus merupakan salah satu genus bakteri asam laktat yang paling
banyak dijumpai pada saluran gastro intestinal baik pada manusia maupun hewan.
(Manin, 2010).

Genus Lactobacillus sp. secara umum merupakan bakteri gram positif
(mengandung banyak peptidoglikan), tidak membentuk spora dan berbentuk
batang (Gambar 2.4). Bakteri ini bersifat fakultatif anaerob, suhu optimum
pertumbuhannya berkisar antara 30 — 40°C, dengan pH pertumbuhan optimum
pada 5,5 — 5,8 , tapi pada umumnya dapat tumbuh pada pH di bawah 5. Genus
Lactobacillus sp. dapat dibedakan atas kelompok homofermentatif (bakteri yang
mampu memecah gula menjadi asam laktat sebagai produk utama), dan kelompok

heterofermentatif (bakteri yang mampu memecah gula menjadi asam laktat dan
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produk-produk lain seperti alkohol, asetat dan karbondioksida.) (Leoanggraini,

2011).

£ il s AT
Gambar 2.4 L. acidophilus (Pyar, 2014)

Satu dari alasan penggunaan probiotik yaitu untuk menstabilkan mikroflora
pencernaan dan berkompetisi dengan bakteri patogen, dengan demikian strain
probiotik harus mencapai usus dalam keadaan hidup dalam jumlah yang cukup.
Secara umum, ada beberapa karakteristik dan kriteria keamanan yang harus
dimiliki oleh probiotik. Karakteristik dan kriteria bakteri yang dapat digunakan
sebagai probiotik menurut Gaggia (2010):

1) Nontoksik dan nonpatogenik

2) Mempunyai identifikasi taksonomi yang jelas

3) Dapat hidup dalam spesies target

4) Dapat bertahan, berkolonisasi dan bermetabolisme secara aktif dalam target
yang ditunjukkan dengan:

a) Tahan terhadap cairan pencernaan dan empedu

b) Persisten dalam saluran pencernaan

¢) Menempel pada ephitelium atau mucus
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d) Berkompetisi dengan bakteri patogen
5) Memproduksi senyawa antimikrobial
6) Antagonis terhadap bakteri patogen
7) Dapat meningkatkan respon imun
8) Tidak berubah dan stabil pada waktu proses penyimpanan dan lapangan

9) Bertahan hidup pada populasi yang tinggi

2.2.2 Spirulina platensis

Prebiotik bersifat menstimulasi pertumbuhan mikroba nonpatogenik pada
saluran pencernaan sehingga diharapkan penyerapan nutrisi oleh saluran
pencernaan menjadi lebih baik dan produktivitas menjadi optimal (Haryati, 2011).
Salah satu bahan yang berpotesi sebagai prebiotik yaitu Spirulina platensis.
Spirulina platensis memiliki kandungan oligosakarida berupa mannosa dan
rhamnosa yang diketahui dapat menstimulasi pertumbuhan mikroba nonpatogenik
(Gupta et al., 2017). S. platensis mampu meningkatkan pertumbuhan bakteri asam
laktat (BAL) serta menghambat pertumbuhan bakteri patogen (Bhowmik et al.

2009).

Spirulina tergolong cyanobacteria berbentuk spiral (Gambar 2.5),
memiliki klorofil dan mengandung protein sekitar 50 - 70% berat kering, beberapa
vitamin dan mineral. Spirulina platensis dapat dibudidayakan pada media air
tawar, air payau atau air laut. Untuk kebutuhan obat-obatan dan makanan
manusia, Spirulina platensis dibudidayakan di air tawar lebih baik karena

memiliki kandungan protein yang tinggi dan kandungan sodium rendah. Spirulina
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platensis dibudidayakan di media air laut memiliki fikosianin dan karbohidrat
yang tinggi dan memiliki biaya produksi rendah. Spirulina yang dibudidayakan
menggunakan media air laut cenderung memiliki kandungan natrium tinggi
sehingga tidak baik bagi kesehatan. S. platensis adalah jenis mikroalga yang
mempunyai peran aktif dalam biosintesis enzim metabolik seperti cytochromes
dan glutathione reductase sehingga terjadi peningkatan proses metabolisme di

dalam tubuh ternak (Jamil ef al., 2015).

Gambar 2.5 Splrulma platenszs (Sar1 2013).

Substrat seperti inulin, FOS dan mananoligosakarida (MOS) yang dapat
dihidrolisis oleh enzim endogenous pencernaan juga bisa diabsorbsi oleh inang.
Mekanisme yang mungkin terjadi yaitu penurunan pH karena dihasilkannya asam
lemak rantai pendek, sekresi bakteriosin dan stimulasi imun. MOS sebagai
prebiotik mempunyai mekanisme yang berbeda dimana secara selektif tidak hanya
mningkatkan  populasi  bakteri yang menguntungkan, tetapi melalui
kemampuannya yang dapat melekat pada lektin spesifik manosa dari patogen
gram negatif tipe 1 yang memiliki flagella seperti Salmonella dan E. coli yang

kemudian akan keluarkan dari saluran pencernaan (Baurhoo et al., 2007).
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2.3 Salmonellosis

Salmonellosis adalah penyakit yang disebabkan oleh bakteri Salmonella.
Pada umumnya, bakteri ini menyerang sistem gastrointestinal hingga
menyebabkan peradangan. Salmonellosis merupakan salah satu dari 25 penyakit
hewan menular strategis (PHMS) (BBPV, 2018). Salmonellosis adalah salah satu
penyakit zoonosis yang disebut foodborne disease dan terdapat di seluruh dunia.
Foodborne disease terjadi karena penyakit ini ditularkan oleh ternak carrier yang
sehat ke manusia melalui makanan yang terkontaminasi Salmonella dan
menyebabkan enteritis. Di Indonesia, penyakit ini merupakan penyakit yang

sering terjadi sepanjang tahun dengan tingkat insidensi tinggi (Poeloengan, 2014).

2.3.1 Etiologi

Salmonella adalah bakteri gram negatif, anaerob fakultatif dan berbentuk
batang yang berasal dari family Enterobacteriaceae. Anggota dari genus ini
flagella peritrik, kecuali S. Enterica serovar pullorum dan S. Enterica serovar
gallinarum. Salmonella memiliki ukuran 2 — 3 x 0,4 — 0,6 um dan merupakan
chemoorganotrophs yang mampu memetabolisme nutrisi baik dari jalur
respiratory maupun fermentative patways (Nwabor, 2015).

Salmonella  adalah  bakteri  yang  tergolong dalam  famili
Enterobacteriaceae. Pada umumnya bakteri Salmonella ini bersifat patogen
karena dapat menyebabkan penyakit pada manusia, hewan piaraan atau ternak dan
hewan air seperti ikan, udang dan kerang-kerangan (Kunarso, 1987). Salmonella

dikenal sebagai agen zoonosis dan merupakan peringkat kelima dalam zoonosis
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prioritas, sesuai Keputusan Menteri Pertanian nomor 4971/2012 tentang zoonosis
proritas (Kepmentan, 2013).

Menurut Jawetz (2010), Taksonomi Salmonella sp. adalah sebagai

berikut :
Kingdom : Bacteria
Divisi : Proteobacteria
Kelas : Gamma Proteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Salmonella
Species 2 S. typhi, S. paratyphi A, S. thyphimurium, S. choleraesuis,

S. enteritidis, S. Pullorum

2.3.2 Patogenesis dan Penularan

Salmonella enteritidis hidup di dalam saluran pencernaan manusia dan
hewan. Sehingga penularannya biasanya terjadi melalui mulut. Infeksi Salmonella
enteritidis dimulai dari tertelannya bakteri tersebut melalui pakan atau air minum
yang terkontaminasi Salmonella enteritidis. Selanjutnya bakteri tersebut masuk ke
dalam saluran pencernaan. Bakteri kemudian akan menembus dinding usus masuk
ke dalam sistem pertahanan limfatik dan dapat mencapai sistem peredaran darah.
Selanjutnya bakteri tersebut akan mencapai ke organ tubuh seperti hati, jantung,
limpa dan ovarium (Alisantosa et al, 2000). Makanan yang terkontaminasi

biasanya berasal dari hewan, seperti daging, susu, dan telur. Biasanya makanan
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yang terkontaminasi terlihat normal dan tidak menimbulkan bau (Global
Technical Services, 2013). Selain melalui makanan, menurut Akter et al. (2007)
bahwa penyakit ini dapat ditularkan secara vertikal dari induk ke anaknya.

Habitat utama Salmonella enteritidis berada dalam saluran penceraaan,
tetapi bakteri ini dapat juga ditemukan pada feses maupun lingkungan seperti air,
tanah, tanaman, debu dan sebagainya (Supardi dan Sukamto, 2003). Salmonella
enteritidis akan multiplikasi di dalam saluran pencernaan penderita, sehingga
mengakibatkan radang usus (enteritis). Kerusakan pada lamina propria saluran
pencernaan dapat terjadi karena bakteri salmonella menghasilkan racun yang
disebut cytotoxin dan enterotoxin, sehingga berakibat munculnya diare
(Poeloengan, 2005). Salmonella akan difagosit oleh makrofag dan mengakibatkan
respon imun berupa peradangan. Dampak yang ditimbulkan akibat salmonellosis
adalah mengurangi fertilitas, mengurangi daya tetas, mengurangi produksi telur

dan kematian pada anak ayam (Thaha, 2016).

2.3.3 Gejala Klinis Salmonellosis
Salmonellosis memperlihatkan tiga sindrom yaitu terjadinya septikemia,
radang usus akut yang kemudian menjadi radang usus kronik. Pada kejadian akut
penderita sangat depresif, demam dan diare (Thaha, 2016). Salmonella dapat
menyerang ayam pada semua umur, namun pada ayam muda lebih rentan. Infeksi
pada ayam berumur kurang dari 1 minggu dapat menimbukan infeksi bahkan

kematian.
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Gastroenteritis merupakan gejala yang ditimbulkan akibat salmonellosis.
Biasanya gejala ini ditandai dengan muntah, bersin, pusing, myalgia dan tidak ada
darah pada feses (Hohmann, 2001). Bakteraemia adalah kondisi dimana bakteri
masuk ke aliran darah setelah menyerang intestinal barrier. Semua strain
Salmonella dapat menyebabkan bakteaemia (Woods et al, 2008). Mirip dengan
demam enterik, demam tinggi juga terjadi pada gejala bakteraemia, namun tanpa
lesi kemerahan pada pasien demam enterik. Pada beberapa kasus, komplikasi
ekstraseluler menyebabkan kerusakan pada paru-paru. Selain itu dapat juga
menyebabkan selulitis, infeksi saluran wurinary, pneumonia, endokarditis dan
meningitis (Arii et al, 2002). Pada ayam dewasa, infeksi akut ditandai dengan

adanya pembengkakan dan kongesti pada hati, limpa dan ginjal (Tabbu, 2000).

2.3.4 Epidemiologi

Pada tahun 2000, insiden demam enterik diperkirakan mencapai 22 juta
kasus dan 200.000 mengalami kematian di seluruh dunia, khususnya terjadi pada
negara berkembang Crump et al/, 2004). Demam enterik adalah penyakit endemik
pada beberapa wilayah, diantaranya adalah benua Afrika dan Asia dibanding
benua lain seperti Eropa, Amerika Tengah dan Selatan serta Timur Tengah.
Insiden demam enterik di Amerika dan beberapa negara Eropa terjadi cukup
rendah dengan kasus akibat Salmonella kurang dari 10 per 100.000 (Molbak et al,
2002).

Negara-negara di Asia seperti China, India, Vietnam, Pakistan dan

Indonesia memiliki tingkat insidensi demam enterik yang tinggi mencapai lebih
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dari 100 kasus per 100.000 populasi. Dibanding dengan negara Asia lainnya,
Pakistan dan India memiliki tingkat insidensi tertinggi yaitu 451,7 dan 214,2

kasus per 100.000 populasi (Ochiai et al, 2008).

2.1.5 Kerugian yang ditimbulkan akibat Salmonellosis

Salmonella enteritidis adalah salah satu penyebab utama kerugian secara
ekonomi pada industri perunggasan, khususnya pada negara-negara berkembang.
Sifatnya yang patogen tidak hanya menyebabkan kematian yang tinggi pada anak
ayam juga dalam jangka waktu yang panjang berada dalam limpa, saluran
reproduksi, menginfeksi telur, dan keturunannya (Shivaprasad dan Barrow, 2008).

Infeksi Salmonella enteritidis pada ayam dapat menyerang semua umur
dengan gejala klinis yang bervariasi. Pada ayam pedaging dapat menimbulkan
gejala klinis yang jelas dan mengakibatkan penurunan bobot badan antara 16 —
24% dalam waktu 3 minggu (Alisantosa et al., 2000). Infeksi pada ayam petelur
mengakibatkan kerugian ekonomi yang cukup besar, berupa penurunan produksi
telur, penurunan daya tetas telur (fertilitas), dan kenaikan kematian embrio

(Hang'ombe et al., 1999).

2.4 Respon Imun Terhadap Salmonella

Antigen dikenal sebagai molekul asing yang mampu bereaksi dengan
antibodi yang diproduksi atas rangsangan imunogen tanpa mempertimbangkan
apakah antigen tersebut bersifat imunogenik atau tidak. Imunogen sendiri

didefinisikan sebagai antigen yang mampu mengakibatkan respon imun seluler,
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humoral atau keduanya. Hampir semua molekul biologis seperti karbohidrat, lipid,
hormon dan asam nukleat termasuk antigen. Untuk dapat menimbulkan respon
sistem imun, maka setidaknya imunogen harus memiliki 2 buah epitop guna
membentuk antibodi dan merangsang limfosit T (Antari, 2017).

Respon imun terhadap Salmonella enteritidis meliputi sistem imun natural
dan adaptif. Sistem imun natural adalah sistem pertahanan pertama hospes untuk
melawan Salmonella enteritidis. Invasi dan kolonisasi oleh Salmonella enteritidis
akan memunculkan respon imun natural. Lipopolisakarida akan berikatan dengan
makrofag. Setalah itu sel TCD4 akan teraktivasi dan akan menginisiasi sel Thl.
Selanjutnya Th1 akan menghasilkan IFNy yang merupakan sitokin utama yang
akan mengaktivasi makrofag dan monosit ke arah sumber infeksi untuk
melakukan fagositosis. Hasil fagositosis tersebut akan berupa fragmen protein
yang akan disajian sel T untuk mengaktivasi sel B untuk pembentukan antibodi

(Noss et al, 2001).

2.4.1 CD68

Makrofag merupakan sel yang berperan dalam sistem pertahanan tubuh
alamiah. Kemampuan (daya) fagositosis makrofag sangat penting dalam
menghadapi patogen mikroorganisme maupun sel dan jaringan sendiri yang telah
rusak, sehingga makrofag dapat dikatakan sebagai professional phagocytic cell
(Mustafia, 2011). Salah satu penanda keberadaan makrofag dan monosit adalah

CDe68.
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CD68 adalah transmembran glikoprotein tipe I dimana erat kaitannya
dengan endosomal/lisosomal. CD68 memiliki struktur yang sama dengan
lysosomal-associated membrane proteins (LAMPs) dan merupakan keluarga
LAMP ¢glikoprotein. Fungsi CD68 belum terlalu diketahui, namun lokasi
preferensial pada bagian akhir endosom memiliki peran dalam transportasi
peptida atau antigen processing. CD68 dikenal sebagai marker spesifik
permukaan myeloid terutama makrofag, namun juga bisa diekspresikan oleh non-
myeloid. Ekspresi CD68 dapat juga ditemukan pada granulosit seperti basofil dan
neutrofil intestinal. CD68 digunakan sebagai marker atau penanda makrofag pada
saat terjadi inflamasi (Chistiakov, 2017). Selama infeksi bakteri, fagosit
profesional tertarik ke tempat infeksi, di mana mereka merupakan lini pertama
pertahanan sel inang. Fungsi mereka adalah untuk menelan dan menghancurkan
patogen. Dengan demikian, bakteri harus tahan terhadap aktivitas bakterisida
fagosit profesional, termasuk makrofag untuk melawan sistem kekebalan inang

(Lovewell et al., 2014).



BAB 3 KERANGKA TEORI, KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS
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3.2 Kerangkan Konseptual

Sinbiotik

Sinbiotik merupakan gabungan antara probiotik dan prebiotik. Sinbiotik

memiliki efek sebagai antimikroba dan antiinflamasi. Probiotik adalah
mikroorganisme yang mampu menghambat mikroorganisme patogen dalam
tubuh, terutama pada sistem perncernaan. Mekanisme penghambatan tersebut
dilakukan dengan cara produksi asam laktat oleh bakteri asam laktat (BAL) yang
mampu mematikan pertumbuhan bakteri patogen. Salah satu bakteri asam laktat
yang biasa digunakan sebagai probiotik adalah Lactobacillus acidophillus.
Sedangkan prebiotik adalah zat makanan yang tidak dapat dicerna oleh tubuh
namun dapat difermentasikan oleh bakteri asam laktat. Tujuan pemberian
prebiotik pada penelitian ini adalah sebagai nutrisi untuk menunjang kehidupan
bakteri. Salah satu bahan yang dapat dijadikan sebagai prebiotik adalah Spirulina
platensis. Gabungan antara probiotik dan prebiotik tersebut memungkinkan akan

menghasilkan reaksi yang lebih efektif untuk menghambat bakteri patogen.

Salmonella enteritidis merupakan bakteri fakultatif intraseluler. Bakteri ini
memiliki endotoksin berupa lipopolisakarida dan menginfeksi pada saluran
pencernaan, termasuk kolon. Bakteri akan masuk kedalam intraseluler epitel
saluran pencernaan dan akan merusak epitel-epitel saluran pencernaan sehingga

menyebabkan sejumlah erosi epitel. Infeksi di dalam tubuh akan berakibat
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munculnya berbagai respons imun yang diawali oleh meningkatnya sel fagosit
berupa makrofag jaringan ke arah sumber infeksi yang diaktivasi oleh adanya
mediator radang. Hasil dari proses fagositosis akan mengaktivasi sel CD4
bersama MHC kelas II yang selanjutnya akan menginisiasi sel T helper 1 (Thl)
untuk menghasilkan IFN-y. IFN-y merupakan sitokin utama yang berperan dalam
aktivasi makrofag dan memiliki fungsi yang sangat penting dalam cell mediated
immunity terhadap mikroba intraseluler. Sedangkan sel CD8 bersama molekul
MHC kelas I akan memediasi sel T cytotoxic (sel Tc) untuk mengikat sel yang
terinfeksi melalui mekanisme nekrosis berupa erosi pada epitel epitel. Sel fagosit
seperti neutrofil maupun makrofag akan bergerak ke arah sumber rangsangan,
selanjutnya memfagosit sel yang dianggap asing tersebut. Keberadaan makrofag
dapat diketahui dengan adanya marker makrofag CD68. Hasil fagositosis sel asing
tersebut akan berupa fragmen protein yang selanjutnya disajikan ke sel T untuk
mengaktivasi sel B untuk proses pembentukan antibodi. (Noss et al., 2001).
Bakteri Lactobacillus acidophillus akan berkompetisi dengan Salmonella
enteritidis dalam perlekatan pada epitel usus. Selain berkompetisi dalam
perlekatan, Lactobacillus acidophilus juga dapat menghasilkan asam laktat. Asam
laktat yang dihasilkan oleh bakteri L. acidophillus akan menghacurkan dinding sel
bakteri Salmonella enteritidis sehingga akan bakteri akan mati. Kehidupan bakteri
L. acidophillus akan ditunjang oleh Spirulina platensis sebagai nutrisi.
Pertumbuhan bakteri Salmonella enteritidis yang dihambat oleh sinbiotik tersebut
nantinya akan menurunkan efek inflamasi akibat Salmonellosis yang ditunjukkan

oleh gambaran histopatologi kolon dan kadar CD68.
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3.3 Hipotesis Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah yang ada, maka hipotesis yang dapat

diajukan antara lain :

1. Mengurangi efek inflamasi akibat infeksi Salmonella enteritidis yang ditandai
dengan penurunan kadar relatif CD68.
2. Perbaikan epitel pada Kolon yang dapat diamati dengan berkurangnya erosi

epitel.



BAB 4 METODE PENELITIAN

4.1 Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Mei 2018 — Juli 2018 di Laboratorium
Epidemiologi Fakultas Peternakan Universitas Brawijaya, Laboratorium Nutrisi
dan Makanan Ternak Universitas Brawijaya, Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Brawijaya, Laboratorium Biologi Universitas
Brawijaya, Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas

Brawijaya Malang.

4.2 Alat dan Bahan Penelitian
4.2.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain : Freeze dryer,
kandang tikus, tempat pakan, tempat minum, timbangan digital, autoclave,
inkubator, glove, masker, spuit, Biosafety Cabinet (BSC), ose, gunting bedah,
mortar, setrifugasi, gelas ukur, cawan petri, vortex, bunsen, tabung reaksi, tabung
erlenmayer, object glass, cover glass, tabung falcon, tabung eppendorf, mikroskop
cahaya, mikropipet, yellow tip, blue tip, white tip, ice box, flowcytometer,

penangas air, rak tabung.

4.2.2 Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus putih jantan,
desinfektan, serbuk gergaji, pakan tikus, air, Salmonella enteritidis. Mc. Farland

0,5, Lactobacillus acidophilus Mc. Farland 0,5, spirulina platensis 100%, media

27
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NB, media MRSA, media MRSB, PBS, media SSA, NaCl 0,9%, organ kolon
tikus, formalin 10 %, alkohol 70%, xylol, ethanol 70%, ethanol 80%, ethanol

90%, ethanol absolut, entelan, parafin, pewarna HE, antibodi CD68.

4.3 Variabel Penelitian

Penelitian ini menggunakan tiga variabel, yaitu variabel bebas, variabel
terikat dan variabel terkendali.
Variabel Bebas : - Konsentrasi Salmonella enteritidis.

- Konsentrasi sinbiotik

Variabel Terikat : - Histopatologi kolon
- Kadar Relatif CD68
Variabel Terkendali : - Tikus dengan berat badan 100 gram yang diinduksi

dengan Salmonella enteritidis. untuk memperoleh

kondisi penyakit Salmonellosis.

4.4 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan metode Experimental menggunakan
Rancangan acak lengkap (RAL). Penelitian ini menggunakan tikus putih (Rattus
novergicus) jantan strain wistar yang telah mendapat persetujuan laik etik dari
Komisi Etik Penelitian Universitas Brawijaya No : 944-KEP-UB (Lampiran 1).
Penelitian ini menggunakan 20 ekor yang dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan
dengan masing-masing perlakuan 4 ulangan. Penggunaan hewan coba sesuai

dengan rumus Federer dalam Kusriningrum (2008) yaitu sebagai berikut :
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Jumlah ulangan =t (n—1) > 15 Keterangan :
S5(n-1)>15 t = jumlah kelompok perlakuan
5n—-5 2>15 n = iumlah ulangan vane dinerlukan
5n >20
n >4

Tabel 4.1 Rancangan Penelitian (Hubungan antara perlakuan dan ulangan).

Ulangan
Perlakuan 1 ) 3 4 Total Rata-rata
K-
K+
P1
P2
P3
Keterangan :
K- = Tanpa perlakuan
K+ = Tikus diinduksi Salmonella enteritidis standar Mc Farland 0,5 (1,5 x

P1

P2

P3

108 CFU/ml) sebanyak 0,5 ml pada setiap ulangan per oral

= Tikus diberi Sinbiotik sebanyak 0,2% /kgPK dan diinduksi Salmonella
enteritidis standar Mc Farland 0,5 (1,5 x 108 CFU/ml) sebanyak 0,5 ml
pada setiap ulangan per oral

= Tikus diberi Sinbiotik sebanyak 0,4% /kgPk dan diinduksi Salmonella
enteritidis standar Mc Farland 0,5 (1,5 x 108 CFU/ml) sebanyak 0,5 ml
pada setiap ulangan per oral

= Tikus diberi Sinbiotik sebanyak 0,6% /kgPk dan diinduksi Salmonella
enteritidis standar Mc Farland 0,5 (1,5 x 108 CFU/ml) sebanyak 0,5 ml

pada setiap ulangan per oral



Tabel 4.2 ANOVA (Analysis of Variance)
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S.V. df* SS MS** FX*x F5% F1%
Calc

Treatment 4 3,06 4,89

Error 15

Total 19

Keterangan :

x). d.f.varietas (treatment) =t—1=5-1=4

d.f. total =nt-1=20-1=19
d.f. error = df total — df varietas =19 -4 =15
xX). MS Varietas = M
df Varietas
SS error
MS error T P—
xxX). F Calculated = MS Varisiys
MS error
4.5 Tahapan Penelitian

Tahapan penelitian yang dilakukan antara lain :

1. Persiapan Sinbiotik

2. Persiapan Hewan coba

3. Perlakuan pada tikus dengan pemberian sinbiotik

4. Pemberian bakteri Salmonella enteritidis pada tikus
5. Preparasi organ kolon dan limpa

6. Pengukuran kadar relatif CD68

7. Pembuatan preparat histopatologi kolon
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4.6 Prosedur kerja
4.6.1 Persiapan Sinbiotik

Sinbiotik adalah gabungan antara probiotik dan prebiotik. Probiotik
merupakan mikroorganisme yang digunakan kompetitor bakteri patogen dalam
usus. Probiotik pada penelitian ini menggunakan bakteri Lactobacillus
acidophilus standar Mc. Farland 0,5. Sedangkan prebiotik adalah nutrisi yang
berguna untuk menunjang kelangsungan hidup probiotik. Prebiotik pada
penelitian ini menggunakan Spirullina platensis. Perbandingan antara probiotik
dan prebiotik yaitu sebanyak 28 ml bakteri Lactobacillus acidophilus standart
Mec. Farland 0,5 dan 56 gram alga Spirulina platensis. Setelah itu dicampur
dengan 194 ml aquades dan maltodextrin sebanyak 58 gram menggunakan kaca
pengaduk. Selanjutnya campuran homogen dikeringkan dengan metode
mikroenkapsulasi menggunakan freeze dryer selama 4 — 5 hari hingga terbentuk
mikrokapsul. Prosedur pembuatan sinbiotik dengan metode Freeze dryer lebih

lengkap dapat dilihat pada Lampiran 6 (Permatasari, 2013).

4.6.2 Persiapan Hewan coba
Penelitian ini menggunakan 20 ekor tikus (Rattus Novergicus) berusia 4-6
minggu sebagai hewan coba dengan berat +100 gram. Tikus diperoleh dari
Laboratorium Fisiologi Hewan Universitas Islam Negeri, Malang. Sebelum
penelitian, tikus dibiarkan beradaptasi selama 7 hari pada kandang plastik
berukuran 50 x 30 cm yang bertujuan agar tikus tidak stres. Alas kandang diberi

litter berupa serutan kayu agar meminimalisir bau urea dari feses dan urin tikus.
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Pemberian pakan BR-2 sebanyak 10% dari berat badan tikus dan minum
dilakukan secara adlibitum. Penggunaan hewan coba dalam penelitian ini sudah
mendapatkan persetujuan laik etik dari Komisi Etik Penelitian Universitas

Brawijaya No : 944-KEP-UB (Lampiran 3).

4.6.3 Persiapan Salmonella enteritidis

Salmonella enteritidis diperoleh dari laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya. Kemudian bakteri tersebut direidentifikasi di
Laboratorium Bakteriologi Balai Besar Veteriner Wates Yogyakarta yang
menunjukkan bahwa bakteri tersebut positif Salmonella enteritidis (Lampiran 5).
Bakteri Salmonella yang di tumbuhkan pada media SSA yang ditandai dengan
koloni berwarna hitam setelah diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam
(Darmayanti, 2017). Salmonella enteritidis kemudian diperbanyak di media NB
dan diinkubasi kembali pada suhu 37°C selama 24 jam. Selanjutnya Salmonella
enteritidis dibuat dengan mengikuti kekeruhan pada standar Mc Farland 0,5 (1,5 x

10® CFU/ml).

4.6.4 Perlakuan
Pemberian sinbiotik dilakukan setelah tikus beradaptasi selama 7 hari.
Caranya adalah dengan mencampur sinbiotik dengan pakan sesuai dengan
konsentrasi yang ada dalam peneitian Baderuddin (2017) yaitu sebesar
0,2%/kgPK, 0,4%/kbPK, 0,6%/kgPK. Pemberian sinbiotik dilakukan selama 2

minggu. Setelah itu dilakukan induksi Salmonella enteritidis 0,5 ml per ekor.
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Selanjutnya dialakukan pemberian sinbiotik yang dicampur pakan selama 1

minggu sesuai dengan perlakuan.

4.6.5 Nekropsi Tikus
Pada hari ke 29 pemeliharaan, dilakukan proses nekropsi. Sebelum proses
nekropsi, tikus ditimbang berat badannya terlebih dahulu dan dilanjutkan dengan
proses eutanasi dengan cara dislokasi servicalis. Setelah tikus sudah benar-benar
mati, incisi pada bagian abdomen hingga terlihat semua bagian organnya. Setelah
itu, dikoleksi organ limpa untuk perhitungan kadar CD68 menggunakan

flowcytometry dan kolon untuk dijadikan preparat histopatologi.

4.6.6 Flowcytometry

Perhitungan CD68 dilakukan dengan metode flowcytometry. Organ yang
dikoleksi untuk perhitungan kadar relatif CD68 adalah limpa. Organ limpa
diambil dari tikus yang telah dinekropsi kemudian dibilas menggunakan NaCl
0,9% , lalu diletakkan di cawan petri yang berisi 5 ml NaCl, digerus menggunakan
pangkal spuit, diambil menggunakan spuit lalu dimasukkan ke dalam tabung
eppendorf. Selanjutnya disentrifus dengan kecepatan 2500 rpm selama 5 menit
dengan suhu 4°C, kemudian dibuang cairan super natan dan diambil peletnya.
Setalah didapat pelet, ditambahkan 50 ul antibodi ekstrak seluler staining CD68
menggunakan FITC, kemudian dimasukkan dalam kuvet flowcytometry lalu di

running.
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4.6.7 Pembuatan Preparat Histopatologi Kolon

Pembuatan preparat histologi atau histopatologi (Histoteknik) merupakan
metoda atau cara untuk membuat gambaran histologi dari suatu spesimen melalui
suatu rangkaian proses sehingga dapat diamati atau dianalisa. Tujuan pembuatan
suatu preparat histologi atau histopatologi adalah sebagai bahan pembelajaran
atau ilmu pengetahuan, penelitian atau riset dan untuk menentukan diagnosa suatu
penyakit. Langkah-langkah pembuatan preparat histpatologi antara lain Fiksasi,
Dehidrasi, Clearing, Embedding atau Infiltrasi parafin, Blocking, Sectioning,
Staining, Mounting dan Labeling (Jusuf, 2009).

Sampel segar diambil sekitar 1 ¢m3 dari hewan yang baru mati dan
langsung difiksasi. Keterlambatan pengambilan jaringan akan mengakibatkan
jaringan akan membusuk. Jaringan difiksasi menggunakan formalin 10% yang
berfungsi untuk melindungi jaringan dari enzim-enzim atau bakteri dan
melindungi struktur fisik sel. Proses fiksasi memerlukan waktu minimal 24 jam.
Proses fiksasi bertujuan untuk mencegah perubahan post mortal, mempertahankan
morfologi sel dan jaringan serta mengeraskan jaringan.

Setelah jaringan difiksasi, selanjutnya dipotong dengan ketebalan 0,3 — 0,5
mm dan disusun diatas Tissue cassette lalu dimasukkan ke dalam basker.
Selanjutnya proses dehidrasi menggunakan ethanol 70%, ethanol 80%, ethanol
90%, ethanol absolut I dan ethanol absolut II masing-masing 2 jam Proses
dehidrasi dimaksudkan untuk menarik air dari jaringan dan mencegah terjadinya

pengerutan sampel yang diuji.
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Setelah dikeluarkan dari cairan dehidran, jaringan dimasukkan dalam
cairan penjernih yang pada akhir proses ini dihasilkan suatu jaringan yang
transparan menggunakan xylol I dan xylol II selama 2 jam (Miranti, 2010).

Infiltrasi atau impregnasi adalah proses pengisian parafin ke dalam pori-
pori jaringan. Pengisian pori-pori ini dimaksudkan untuk mengeraskan jaringan
agar mudah dipotong dengan pisau mikrotom. Proses infiltrasi parafin dapat
menggunakan parafin cair I dan parafin cair I masing-masing 2 jam.

Embedding atau blocking adalah proses penanaman jaringan dalam blok
parafin. Proses ini dilakukan menggunakan mesin dengan suhu 59 - 60 °C selama
30 menit. Setelah itu blok parafin dicetak dengan cara menuangkan parafin cair
diatas cetakan blok parafin hingga jaringan terendam sempurna lalu dibekukan
dan disimpan di dalam freezer.

Sectioning adalah proses pemotongan jaringan yaitu blok parafin dipotong
dengan ketebalan 3 - 4 um. Potongan tersebut diletakkan di atas permukaan air
dalam waterbath bersuhu 46 °C dengan tujuan agar bentuk potongan blok dapat
dirapikan. Kemudian diletakkan diatas objek glass yang telah diolesi Ewith
sebagai bahan perekat. Pemotongan dilakukan dengan alat Rotary Microtome
Spencer. Sediaan kemudian di letakan pada gelas objek dan disimpan dalam

inkubator dengan suhu 37°C selama 24 jam (Jusuf, 2009).

4.6.8 Pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE)
Proses pewarnaan HE menurut Muntha (2001) dilakukan dengan

pencelupan dengan urutan sebagai berikut:
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a. Proses Deparafinisasi dilakukan menggunakan Xylol I selama 3 menit,
Xylol II selama 3 menit yang bertujuan untuk menghilangkan parafin pada
objek sehingga zat warna akan meresap pada objek.

b. Proses selanjutnya adalah Rehidrasi menggunakan Ethanol absolut I
selama 3 menit, Ethanol absolut II selama 3 menit, Ethanol 90% 3 menit,
Ethanol 80% 3 menit.

c. Dibilas dengan air mengalir selama 1 menit.

d. Dicelupkan pada larutan Hematoksilin 6-7 menit.

e. Dilas dengan dengan air keran 1 menit.

f. Dicelupkan pada larutan Asam Alkohol 1 menit.

g. Selanjutnya dicelupkan pada larutan eosin 1 — 5 menit.

h. Dehidrasi kembali dengan Ethanol 80% 10 celupan, Ethanol 90% 10
celupan, Ethanol absolut 10 celupan, Ethanol absolut 1 menit.

1. Dicelupkan pada Xylol I selama, Xylol II dan Xylol III masing-masing 3
menit.

J- Preparat yang telah diwarnai diberi 1 tetes entellan

k. Ditutup dengan kaca penutup.

1. Preparat yang sudah jadi dapat diamati dibawah mikroskop.

4.7 Analisa Data
Analisa yang digunakan pada penelitian ini menggunakan 2 cara yaitu
secara kuantitatif dan kualitatif. Analisa kuantitatif dilakukan dengan menghitung

kadar relatif CD68 hasil dari metode flowcytometry menggunakan perhitungan
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statistik One Way Anova dan dilanjutkan dengan uji Tukey menggunakan aplikasi
statistik Minitab 18. Sedangkan analisa kualitatif dianalisa melalui gambaran
histopatologi organ kolon tikus yang dilakukan menggunakan mikroskop cahaya

dengan perbesaran mulai dari 100x, dan 400x untuk setiap ulangan.



BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Kadar Relatif CD68 pada Tikus Putih (Raffus norvegicus) yang Diberi
Sinbiotik Gabungan Lactobacillus acidophillus dan Spirulina platensis
yang Diinduksi Salmonella enteritidis

Pada penelitian untuk mengukur kadar relatif CD68 menggunakan
metode Flowcytometry  dengan sampel berupa organ limpa yang dilabel
ekstraseluler CD68. Hasil uji Flowcytometry organ limpa terhadap kadar CD68
yang dianalisis menggunakan analisis statistik One Way ANOVA yang dilanjutkan
uji Tukey (a =5%) menunjukkan bahwa Sinbiotik gabungan Lactobacillus
acidophilus dan Spirulina platensis dapat menurunkan kadar relatif CD68 pada
tikus putih yang diinduksi Salmonella enteritidis. Hasil tersebut dapat dilihat pada

Tabel 5.1 dan Tabel 5.2 serta pada Gambar 5.1.

Tabel 5.1 Tabel rata-rata kadar relatif CD68 (%)

Perlakuan Ulangan Rata-rata
1 2 3 4
K+ 1370 1102 1217 623 10,78 + 3,23¢
K- 610 766 832 553 6,902 + 1,305%
Pl 953 601 780 742 7690 + 1,448
P2 1041 563 747 499 713 + 2,439
P3 445 398 601  7.59 5508 + 1,637

Keterangan : notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan
(p<0,05)
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Tabel 5.2 Tabel ANOVA

S.V. df* SS MS*  F*<*Cale F5% Fl%
Treatment 4 60,84 15,211

Error 15 6837  4.558 3,34 3,06 489
Total 19 12921

Keterangan : Fhitung > Ftabel, maka pada perlakuan terdapat perbedaan nyata
(p<0,05) dengan o. = 5%

Interval Plot of p%; p2; ...
95% CI for the Mean

“ >
10,78 + 3,23¢

7,690 + 1,448
10

7,13 + 2,437 6,902 + 1,305%?

5,508 + 1,637

pl p2 p‘3 k+ k-

The pooled standard deviation is used to calculate the intervals.

Gambar 5.1 Grafik rata-rata kadar relatif CD68

Pada penelitian ini K- (kontrol negatif) secara statistika menunjukkan
perbedaan namun tidak signifikan dibanding dengan K+ (kontrol positif). Hal ini
disebabkan karena pada kondisi sehat sudah terdapat makrofag pada keadaan
belum teraktivasi oleh antigen. Menurut Efendi (2003), makrofag berasal dari sel
precursor sumsum tulang belakang. Promonosit berkembang menjadi monosit
dan diedarkan melalui sistem peredaran darah. Selanjutnya monosit akan migrasi
ke dalam jaringan dan matang yang kemudian disebut sebagai makrofag. Di
dalam jaringan, makrofag akan berproliferasi menjadi jumlah yang banyak.

Tingginya kadar CD68 pada K+ menunjukkan adanya respon imun tubuh
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terhadap antigen. Antigen akan mengaktivasi makrofag, sel NK, dan neutrofil
untuk melakukan fagositosis (Sunarno, 2007).

Hasil analisis kadar CD68 pada P1 (Tikus yang diberi 0,2% perKgPK),
P2 (Tikus yang diberi 0,4% perKgPK) dan P3 (Tikus yang diberi 0,6% perKgPK)
berturut-turut menunjukkan rata-rata sebesar 7,690%; 7,13% dan 5,508%. Hasil
tersebut menunjukkan bahwa P1 dan P2 tidak berbeda nyata dibanding dengan
K+. Sedangkan pada P3 menunjukkan hasil yang berbeda nyata dibanding dengan
K+. Sinbiotik adalah gabungan antara probiotik dan prebiotik yang mendukung
keberlangsungan hidup dan pertumbuhan bakteri yang menguntungkan di dalam
saluran pencernaan makhluk hidup. Probiotik berupa Lactobacillus acidophilus
dan prebiotik berupa Spirulina platensis mempunyai fungsi sebagai antibakteri
dan antiinflamasi.

Penurunan kadar relatif CD68 pada kelompok perlakuan yang diberi
sinbiotik dikarenakan bakteri Lactobacillus acidophilus mempunyai kemampuan
menghasilkan asam laktat dapat merusak lipopolisakarida dinding sel bakteri
gram negatif, termasuk Salmonella enteritidis (Alakomi et al. 2000). Sedangkan
peran dari Spirulina platensis adalah sebagai nutrisi bagi keberadaan bakteri
Lactobacillus acidophilus. Spirulina platensis memiliki kandungan oligosakarida
berupa mannosa dan rhamnosa yang diketahui dapat menstimulasi pertumbuhan
BAL (Gupta et al., 2017)

Salmonella yang masuk ke dalam saluran cerna akan menembus epitel
dinding usus dan masuk ke pertahanan limfatik, kemudian mengikuti aliran limfe

memasuki sirkulasi darah menuju hepar, ovarium dan limpa sehingga akan
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menyebabkan perubahan histopatologi organ-organ tersebut. Infeksi salmonella
akan menyebabkan limpa mengalami hiperplasia dan hipertropi, lunak dan
membengkak akibat proliferasi limfosit di pulpa merah serta infiltrasi neutrofil
dan makrofag ke dalam limpa (Alisantosa, 2000). Menurut Erina dkk (2007),
isolasi bakteri organ limpa menggunakan metode swab pada ayam layer jantan
yang diinfeksi Salmonella sp. menunjukkan hasil positif pada media SIM, SCA,
TSIA dan media gula (glukosa, laktosa, manitol dan maltose).

Salmonella enteritidis adalah bakteri fakultatif intraseluler yang memiliki
endotoksin berupa lipopolisakarida (LPS). LPS merupakan komponen antigen
imunogenik yang dominan dari kebanyakan dinding sel bakteri Gram-negatif.
Respon imun dimulai dari pengenalan komponen bakteri seperti LPS dan DNA,
diikuti pengambilan dan penghancuran bakteri oleh sel fagosit. Hasil dari proses
fagositosis akan mengaktivasi sel TCD4* yang selanjutnya akan menginisiasi sel
T helper 1 (Thl) untuk menghasilkan IFN-y. IFN-y merupakan sitokin utama
yang berperan dalam aktivasi makrofag dan memiliki fungsi yang sangat penting
dalam cell mediated immunity terhadap mikroba intraseluler. Sel fagosit seperti
neutrofil maupun makrofag akan bergerak ke arah sumber rangsangan,
selanjutnya memfagosit sel yang dianggap asing tersebut. Hasil fagositosis sel
asing tersebut akan berupa fragmen protein yang selanjutnya disajikan ke sel T
untuk mengaktivasi sel B untuk proses pembentukan antibodi (Noss et al., 2001).
CD68 adalah glikoprotein penanda permukaan sel dan diekspresikan oleh monosit

dan makrofag (Cojocaru et al., 2012; Gregorio et al., 2005).
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Faktor yang mempengaruhi efektifitas penggunaan sinbiotik salah satunya
adalah dosis dari bakteri probiotik yang digunakan. Probiotik adalah
mikroorganisme hidup yang dalam jumlah cukup akan memberikan manfaat bagi
kesehatan bagi host, termasuk hewan dan manusia (FAO/WHO, 2002). Pada
penelitian ini dosis probiotik yang terkandung dalam sinbiotik adalah sebesar
6,25x10’ CFU/gram. Agar memiliki efek kesehatan yang bermanfaat, produk
makanan yang diperkaya dengan probiotik harus mengandung minimum yang
diperlukan. Pada industri pangan jumlah minimum yang direkomendasikan
probiotik harus 10° CFU/ml pada saat dikonsumsi (Boylston et al,2004).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa kelompok P3 dengan pemberian
sebesar 0,6%/KgPK sebagai feed additive mampu memberikan hasil terbaik
dengan rataan kadar relatif CD68 sebesar 5,508% pada tikus putih (Rattus

norvegicus) yang diinfeksi Salmonella enteritidis.

5.2 Pengaruh Pemberian Sinbiotik (L. acidophillus dan S. platensis) Terhadap
Histopatologi Kolon Tikus yang Diinduksi Salmonella enteritidis

Pada penelitian untuk mengetahui pengaruh pemberian sinbiotik
gabungan Lactobacillus acidophilus dan Spirulina platensis terhadap gambaran
organ kolon tikus putih (Rattus norvegicus) yang diinduksi Salmonella enteritidis
dilakukan melalui gambaran histopatologis yang diwarnai dengan pewarnaan
Hematoxylin-Eosin (HE) yang diamati menggunakan mikroskop cahaya dengan
perbesaran 100x dan 400x. Pengaruh pemberian sinbiotik ditunjukkan dengan

berkurangnya erosi epitel kolon.
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Gambar 5.2 Gambaran Histopatologi Koon eloo K
Keterangan: a. Mukosa

b. Lamina Propia

c. Glandula Intestinal

d. Muskularis Mukosa

e. Submukosa

f. Muskularis

g. Sel Goblet

Histologi kolon dalam keadaan normal ditunjukkan oleh kelompok K-

(Gambar 5.2). Struktur kolon secara histologi tikus terdiri atas 4 lapisan yaitu
mukosa, submukosa, muskularis dan serosa. Lapisan mukosa terdiri atas sel epitel,
lamina propia dan muskularis mukosa. Pada lapisan mukosa tidak terdapat vili,
tersusun atas sel epitel kolumnar dan memiliki kripte lieberkuhn yang terletak
lebih dalam serta memiliki sel goblet yang lebih banyak daripada usus halus. Pada

lamina propia terdapat banyak sel limfoid dan nodul limfoid yang tersebar sampai

sub mukosa (Sherwood, 2013).
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Gambar 5.3 Gambaran Histopatologi kolon perlakuan K+ Lapisan epitel kolon
mengalami erosi (panah merah)

Gambaran histopatologi kolon pada kelompok K+ (Gambar 5.3)
menunjukkan kerusakan struktur pada lapisan epitel kolumnar. Hal itu
ditunjukkan pada lapisan epitel kolumnar mengalami sejumlah erosi yang cukup
parah. Perubahan pada struktur epitelial kolon tersebut menunjukkan bahwa
induksi Salmonella enteritidis mengakibatkan kerusakan epitel kolon. Hal tersebut
sesuai dengan pendapat Rodenburg et al (2007), bahwa Salmonella memiliki

cytotoksic yang menyebabkan erosi pada epitel ileum dan juga kolon.

Gambar 5.4 Gambaran Histopatologi Kolon kelompok P1 Lapisan epitel pada
kolon mengalami erosi (panah merah)
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Gambaran histopatologi kolon kelompok perlakuan P1 (Gambar 5.4)
yang diberi perlakuan feed additive berupa 0,2%/KgPK sinbiotik dan diinduksi

0,5 mL Salmonella enteritidis, menunjukkan adanya erosi namun tidak lebih

parah jika dibandingkan dengan K+.

Gambar 5.5 Gambaran istopatologi Kolonkelompok 2 Lpisan epitel kolon
mengalami perbaikan yang ditunjukkan dengan berkurangnya erosi

Gambaran histopatologi kolon pada perlakuan P2 (Gambar 5.5) yang
diberi feed additive 0,4%/KgPK sinbiotik dan induksi 0,5 mL Salmonella
enteritidis menunjukkan adanya penghambatan kerusakan epitel. Hal itu
ditunjukkan dengan berkurangnya erosi epitel dan tidak terjadi perubahan susunan
epitel kolumnar. Gambaran histopatologi pada P2 terlihat normal dan mendekati

kontrol negatif.
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Gambar 5.6 Gambaran Histopatologi Kolo keopok P3 Lapisan epitel
mengalami perbaikan yang ditunjukkan dengan tidak adanya erosi
epitel

Gambaran histopatologi kolon pada perlakuan P3 (Gambar 5.6) yang
diberi feed additive 0,6%/KgPK sinbiotik dan induksi 0,5 mL Salmonella
enteritidis menunjukkan adanya penghambatan kerusakan epitel. Hal itu
ditunjukkan dengan berkurangnya erosi epitel dan tidak terjadi perubahan susunan
epitel kolumnar. Berdasarkan gambaran histopatologi kolon menunjukkan bahwa
dosis pada kelompok P2 dan P3 memberikan gambaran histopatologi mendekati
kontrol negatif.

Epitel merupakan salah satu barrier pertama yang melindungi saluran
pencernaan dari bakteri, sehingga adanya kerusakan dapat dijadikan sebagai
indikasi suatu infeksi bakteri (Jawetz et al, 2005). Salmonella enteritidis
merupakan salah satu bakteri patogen pada saluran pencernaan. Salmonella
enteritidis memiliki 3 mekanisme infeksi yaitu adhesi pada epitel usus, kolonisasi
dan invasi ke dalam mukosa usus. Pada saat infeksi, Salmonella enteritidis

mengeluarkan endotoksin yang mampu merusak struktur jaringan kolon sehingga

mengakibatkan perubahan pada morfologi kolon (Finlay et al, 2003).
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Pada pengamatan histopatologi kolon kelompok perlakuan dengan
pemberian sinbiotik kombinasi Lactobacillus acidophilus dan Spirulina platensis
yakni P2, dan P3 menunjukkan adanya perbaikan yang ditandai dengan
berkurangnya kerusakan pada epitel jika dibandingkan dengan kelompok kontrol
positif. Menurut Food and Agriculture Organization/World Health Organization
(FAO/WHO) (2002), probiotik yang ideal mampu bertahan melewati pada saluran
pencernaan dan mempunyai kemampuan untuk berkembang biak yang baik di
dalam saluran pencernaan, tahan terhadap cairan lambung dan cairan empedu.
Selain itu probiotik juga harus mampu menempel pada sel epitel usus,
membentuk kolonisasi pada saluran pencernaan dan menghasilkan zat anti
mikroba (bakteriosin) serta memberikan pengaruh yang menguntungkan
inangnya. Terbentuknya kolonisasi probiotik dalam saluran pencernaan,
mengakibatkan kompetisi nutrisi dan lokasi adhesi (penempelan) antara probiotik
dan bakteri lain, khususnya bakteri patogen. Pertumbuhan probiotik juga akan
menghasilkan berbagai komponen anti bakteri (asam organik, hidrogen peroksida,
dan bakteriosin yang mampu menekan pertumbuhan bakteri patogen) (Collado et
al., 2009).

Lactobacillus dan Bifidobacterium merupakan mikroflora normal usus
yang paling umum digunakan dan merupakan mikroba yang paling berperan
menjaga keseimbangan saluran cerna. Lactobacillus dan Bifidobacterium
merupakan probiotik yang tahan terhadap asam lambung, cairan empedu, mampu
menempel pada dinding saluran cerna sehingga melindungi mukosa saluran cerna,

dan mampu menghasilkan zat yang berpotensi sebagai antimikroba patogen.
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Keduanya merupakan bakteri asam laktat (LAB — lactic acid bacteria) karena
mampu melakukan proses fermentasi membentuk asam laktat pada usus besar
(Simadibrata, 2010). Asam laktat yang dihasilkan oleh BAL berguna untuk
merusak permeabilitas bakteri patogen sehingga bakteri patogen akan mati
(Alakomi et al. 2000).

Kelompok P2 dan P3 dengan pemberian sinbiotik kombinasi Lactobacillus
acidophilus dan Spirulina platensis 0,4%/KgPK dan 0,6%/kgPK menunjukkan
gambaran epitel kolon yang menyerupai normal ditandai dengan adanya
penghambatan erosi epitel. Hasil tersebut menunjukkan bahwa pemberian
sinbiotik  kombinasi Lactobacillus acidophilus dan Spirulina platensis
0,4%/KgPK dan 0,6%/kgPK sebagai feed additive adalah pemberian terbaik
dalam memperbaiki gambaran epitel kolon pada tikus putih yang diinduksi

Salmonella enteritidis.



BAB 6 PENUTUP

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa
pemberian Sinbiotik gabungan Lactobacillus acidophilus dan Spirulina platensis
dapat mencegah terjadinya salmonellosis pada tikus putih (Rattus norvegicus)
yang diinduksi Salmonella enteritidis dengan dosis efektif 0,6%/KgPK
berdasarkan penurunan kadar CD68 organ limpa dan berkurangnya erosi epitelial

pada gambaran histopatologi organ kolon tikus.

6.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, pemberian sinbiotik yang
dicampur dengan pakan kurang efektif dikarenakan pada beberapa tikus masih
terdapat sisa-sisa makanan yang diberikan dan memungkinkan dosis sinbiotik

yang dimakan hewan coba tidak sesuai dengan dosis yang diharapkan.
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Lampiran 1. Bagan Kerangka Operasional Penelitian

Tikus putih (Rattus novergicus) jenis kelamin jantan

v

Aklimatisasi selama 7 hari dengan pemberian
pakan dan minum secara ad libitum

\
Perlakuan (hari ke 8-28)

v v v v v
K- K+ Pl P2 P3
Pakan Pakan Pakan Pakan Pakan
Kontrol Kontrol Kontrol + Kontrol + Kontrol +
sinbiotik sinbiotik sinbiotik
0,02 gr 0,04 gr 0,06 gr
I l I 1
Hari ke 22 diinduksi bakteri Salmonella enteritidis standar
Mec. Farland 0,5 secara per oral (PO) sebanyak 0,5 ml
) !
Pada hari ke-29 dilakukan euthanasi dan pembedahan terhadap tikus
I
\4
Preparasi organ Limpa Preparasi organ Kolon
Pengukuran kadar relatif Histopatologi Kolon
CD68 menggunakan dengan pewarnaan HE
metode flowcytometry

'

Analisa data
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Lampiran 2. Perhitungan Dosis

Perhitungan Pakan untuk Tikus dengan berat 100 gram

Jumlah Pakan = 10% X BB

1.

=10% X 100
= 10 gram/ekor/hari
Perhitungan Dosis dan jumlah pemberian Sinbiotik Perlakuan 1 (0,2% /kgPK)
Dosis P1 =0,2% X1 kg
=0,2 % X 1000 gram
= 2 gram/kgPK
Jumlah Pakan P1 = Dosis P1 X Jumlah Pakan

2 gram
=9 X 10 gram
1000gram

=0,02 gram

Jadi jumlah pemberian sinbiotik P1 adalah 0,02 gram per hari

Perhitungan Dosis dan jumlah pemberian Sinbiotik Perlakuan 1 (0,4% /kgPK)
Dosis P2 =0,4% X1 kg

=0,24% X 1000 gram

= 4 gram/kgPK

Jumlah Pakan P1 = Dosis P1 X Jumlah Pakan

4 gram
=9 X 10 gram
1000gram

=0,04 gram

Jadi jumlah pemberian sinbiotik P2 adalah 0,04 gram per hari
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3. Perhitungan Dosis dan jumlah pemberian Sinbiotik Perlakuan 1 (0,2% /kgPK)
Dosis P3 =0,6% X1 kg
=0,6 % X 1000 gram
= 6 gram/kgPK
Jumlah Pakan P1 = Dosis P1 X Jumlah Pakan

6 gram
=9 X 10 gram
1000gram

= 0,06 gram

Jadi jumlah pemberian sinbiotik P3 adalah 0,06 gram per hari
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Lampiran 3. Laik Etik

KOMISI ETIK PENELITIAN
UNIVERSITAS BRAWIJAYA

KETERANGAN KELAIKAN ETIK
“ETHICAL CLEARENCE”

No: 944-KEP-UB

KOMIS| ETIK PENELITIAN (ANIMAL CARE AND USE COMMITTEE)
UNIVERSITAS BRAWIJAYA
TELAH MEMPELAJARI SECARA SEKSAMA RANCANGAN PENELITIAN YANG
DIUSULKAN, MAKA DENGAN INI MENYATAKAN BAHWA:

PENELITIAN BERJUDUL - FAFA (FEED ADDITIVE FOR  ALTERNATIVE
ANTIMICROBIAL):  SINBIOTIK MIKROENKAPSULASI
Spirulina  plantesis DAN  Lactobacillus  acidophilus
TERHADAP SALMCNELLOSIS

PENELITI . EKAWULANDAR!
UN!T/LEMBAGATEMPAT  : UNIVERSITAS BRAWIJAYA

DINYATAKAN . LAIK ETIK

o, Malang, 16 April 2018 |
o "+(g\tua Komisi Etik Penelitiar.

“Upiversitas Brawijaya

—
T T A RN sy

m(‘;c
l NIP, 19600903 198802 2 001




Lampiran 4. Surat Keterangan Tikus Sehat
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KEMENTRIAN AGAMA
UNIVERSITAS ISLAM NEGERI MAULANA MALIK IBRAHIM MALANG

FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI

LABORATORIUM JURUSAN BIOLOGI
J1. Gajayana 50 Malang, telp. (0341) 558933

SURAT KETERANGAN PEMBELIAN HEWAN COBA
NOMOR : 015/HC/5/2018

Dengan ini menerangkan bahwa:

Nama : Eka Wulandari
Status : Mahasiswa Universitas Brawijaya
Hp/ Telp. : 0812-3021-6946

telah membeli Tikus Wistar dengan kriteria sebagai berikut:

Jenis Kelamin : Jantan
Kondisi Hewan : Sehat
Jumlah Hewan : 25 ekor

Berat badan rata-rata : 100 gr
Digunakan untuk : Penelitian

Asal Hewan : Lab. Fisiologi Hewan UIN Maulana Malik Ibrahim Malang

Demikian surat keterangan kami buat untuk dapat digunakan sebagaimana mestinya.

Malang, 7 Mei 2018
Td. .
N o 1 u’l \

g

M. Basyaruddin, M.Si



Lampiran 5 Hasil Reidentifikasi Salmonella sp.

S "N e
| | ~ e s
| {K_‘_N flac-wra C ' | o o
e ":MQ““ b ' ’ ' ) v
SNIISONEC 17025 :2008  ILAC - MRA SN 10 9001
o P.G]geN 1D A4 0022
No. Surat : 70_’: -.JPK.310/F 5.0/07/2018
Lampitony KEPADA YTH:
Penhal + Hasil Uji Laboralorlum Eke Wulandari
TolKinm/No  :03 Jul 2018 JI. Raya Dieng Atas, Kalisongo, Dau, Malang
Tg! Terima 03 Juh 2018 Malang
No EPI 04181036
Jenis Layanan  : Percrangan
Tgl Jawab : 10 Juli 2018
o =
No Kecomatan  Desa Pemilk; ‘Lab UJi Jenis Uji T
1. Day Kalisongo Lab mikrobiologi Bakteriologi  Salmonella sp isolasi 1 1 0 0 0 0
dan Imunologl
FKH UB
Kesimpulan/Diagnosa T 2T s :
No Kecamatan Desa Hewan Diagnosa S ) gonean
1. Dau Kalisongo Lain-lain SALMONELLOSIS POSITIF (1)
A
. ER\AN S
ﬁ\;\r yia] ratorium, PJ/Wakil PJ Laboratorium
{/Li{’"e
s v
g Cth{ s
= = o
* drh, Clcilia S.R.. MSc
A\ %

e
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&

: NIP. 19791108 200501 2 003
\ 'W_Nuw»"—‘v 7,
Tembusan':'\—/

1. Kepala Dinas Peternakan dan Kesehatan Hewan Kab. Malang
2. Arsip



Lampiran 6. Prosedur Pembuatan Sinbiotik dengan Metode Freeze Dryer

Menurut Permatasari (2013)

Aquades
(194 ml)

Suspensi
L.acidophilus +
spirulina
platensis (1/3
mikroenkapsulan)

Maltodextrine (58g)

v

Diaduk dengan stirrer

A 4

Larutan Enkapsulan

\ 4

Didiamkan (12 jam)

v

Larutan material

.

Diaduk dengan stirrer

\4

Dikeringkan dengan freezer
drayer (-52°C)

\4
Dihaluskan

l

Mikrokapsul(20%)

61



Lampiran 7. Perhitungan Hasil Mikroenkapsulasi Sinbiotik

Bahan yang digunakan:

1. Maltodextrin : 58 gram

2. Aquades : 194 ml

3. Sinbiotik > x enkapsulan
Perhitungan:

1. Enkapsulan = Maltodextrin + Aquades

=58+ 194
=252
2. Sinbiotik =3 x enkapsulan
=2 &2
=84
Probiotik : Prebiotik =1 : 2
(Probiotik + Prebiotik) X =84
1+2)X =84
X A
3
X =%
3. Hasil Mikroenkapsulasi =20% x (252 + 84)
=20% x 336
=167,2 gram

_ 28x1,5x108
- 67,2
=0,625 x 108

4. Jumlah L. acidophilus
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Lampiran 8 Identifikasi Bakteri Salmonella sp.

a. Pewarnaan Gram

Bakteri Salmonella sp. dengan pewarnaan gram tampak berwarna merah dan
berbentuk batang.

b. Isolasi kotoran usus tikus pada media SSA

TR =)

Bakteri Salmonella sp. yang ditumbuhkan pada media SSA tampak membentuk
koloni berwarna hitam



Lampiran 9. Langkah Kerja Penelitian

a. Pembedahan Hewan Coba

Tikus putih (Rattus novergicus)

— Dieuthanasia dengan dislokasi leher

— Diletakkan tikus di atas sterofoam sebagai alas dan diposisikan
rebah dorsal

— Dibuka bagian abdomen dengan dissecting set dan diambil organ
kolon untuk dibuat preparat histopatologi serta orga limpa untuk
pengukuran CD68 dengan flowcytometry

— Dicuci organ dengan menggunakan NaCl
A

Hasil

b. Pembuatan Preparat Histopatologi Kolon

Organ Kolon

— Direndam laritan fiksasi formalin 10% selama 24 jam
— Dipotong jaringan organ menggunakan pisau scalpel dengan
ketebalan 3-5 mm dan disusun ke dallam fissue cassete

— Dicelupkan ke dalam alkohol 70%, 80%, 90%, dan absolut

— Dimasukkan ke dalam xylol
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— Dimasukkan ke dalam parafin cair dalam oven 59-60 derajat
selama 30 menit

— Dimasukkan ke dalam blok parafin untuk dicetak

pewarnaan

— Dicelupkan ke dalam xylol

— Dicelupkan ke dalam alkohol absolut, 90%, 80%, dan 70%
selama 5 menit

— Dibilas dengan air mengalir

— Dicelupkan ke dalam larutan hematoksilin selama 15 menit

— Dibilas dengan air mengalir

— Dicelupkan ke dalam larutan eosin selama 15 menit

— Dimasukkan ke dalam alkohol 70%, 80%, 90%, dan absolut
selama 3 menit

— Dimasukkan ke dalam xylol

— Dikeringkan

— Diberi entelan kemudian ditutup dengan cover glass
v

Hasil

— Dilakukan pemotongan blok parafin menggunakan mikrotom
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dengan ketebalan 3-5 mikron, kemudian ditempelkan pada object

glass yang telah diolesi ewith, kemudian dilanjutkan dengan tahap



C.
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Alur Metode Flowcytometri

Organ limpa

— Dihaluskan limpa di dalam cawan petri menggunakan ujung spuit
dan ditambah NaCl 0,9%

— Dimasukkan ke dalam tabung eppendorf

— Disentrifus selama 15 menit

— Dibuang supernatan dan diambil endapannya

— Ditambah 1 ml PBS lalu diresuspensi

— Diambil 300 mikro liter larutan

— Dipindahkan ke mikrotube yang lebih kecil

— Ditambah 500 mikro liter PBS

— Disentrifus kembali dengan kecepatan 2500rpm, suhu 10 derajat

celcius selama 5 menit

— Dibuang supernatan

— Distaining menggunakan anti-CD68

— Diinkubasi 20 menit, 4 derajat celcius di ruang gelap

— Ditambah 300 mikroliter PBS kemudian diresuspensi

— Dipindahkan ke dalam kuvet flowcytometer

— Di running dan dihitung menggunakan alat flowcytometer

A

Hasil




Lampiran 10. Hasil Uji Flowcytometry

K- (Kontrol Negatif)

104

02
!

6.10%

108 104

K+ (Kontrol Positif)

104

10?
|

11.02%

P1 (Dosis 0,2 %/KgPK)

104

103
!

7.42%

File: Data 038

Pasent 1D Sinksctk - rat

Hetogram Statistics

Sampla I0: kont.neg (sehat).2 - spl
Acquisition Date; 03-Jun-18

Gate. G2 Gatod Events; 20000
Totad Events: 23702 X Paramafter: CDES FITC (Log)
Mutker Loh. Fight Ewents % Gated % Totsl
Al 1, 8010 20000 10000 84008
K M OEEM 1218 &10. 512
Hislogram Siabstics
Fig: Dada 085 Sampds 1D P2 004 %+Sadmo. 1 - sl

Passent 80; Sinkectl -
Gata: G2
Totall Ewgnis; 28047

rat Apquisition Date; 03-Jun-18
Gailnd Evenis: 20000
X Paramsitor; CDEA FITC (Log)

Markee Lefl, Righl  Evenis % Gabed % Tolal
Al 1. 8310 30000 10000 BAAT
M1 24 ER 20 11,02 B

Fiia: Data 033
Paignt ID; Sinbcdik
Gase; G2

Total Events: 24328

Histogram: Skatistics

Sampls 10 kond. pos (Salma). 1 - spl
Acguisiion Date; 03-Jun-18

Gated Evends; 20000

X Paramater: CDER FITC (Log)

=l

Marker Loft, Righi  Ewenis % Gabed % Tota
A 1, 8910 20000 100.00 8255
W 24 ER2 1483 Ta2 B2
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P2 (Dosis 0,4 %/KgPK)

104

103
1

Histogram Statistes

Filg: Dada 035 Sampis I0: koot pos (Salmo).3 - spl
Patiant ID; Sinbictk - ral Acquisition Date; 03-Jun-18

Gate: G2 Gatod Events: 30000

Tolal Events: 23304 X Parameber; CDER FITC Log)

Marker Loft, Right Ewenis % Gated % Total
A 16910 20000 f00.00 8548
M1, ER 108 583 4T3

10!
P3 (Dosis 0,6 % /KgPK)
Hestogram Statistics
Fio: Data 037 Sampla ID: kont.neg (sehat).1 - gpl
Patient iD; Sinbicak - rat Acquisition Date: 03-Jun-18
Gals: G2 Gatod Eventsc 20000
Totad Events: 22887 X Paramator; CDGE FITC (Log)
4~45% Masker Loit, Right Ewents % Gated * Tola
[T 1. 6610 2000 10000 A739
BN 24 M B30 4 45 18
13 104

CDBSFITC

68



Lampiran 11. Perhitungan Statistik Kadar Relatif CD68
One-way ANOVA: p1; p2; p3; k+; k-
Method

Null hypothesis All means are equal

Alternative hypothesis Not all means are equal

Significance level o = 0,05
Equal variances were assumed for the analysis.

Factor Information

Factor Levels Values

Factor 5 pl; p2; p3; k+; k-
Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value

Factor 4 60,84 15,211 3,34 0,038
Error 15 68,37 4,558

Total 19 12921
Model Summary

S R-sqg R-sq(adj) R-sq(pred)

2,13490 47,09%  32,98% 5,94%
Means

Factor N Mean StDev 95% (I

pl 4 7690 1448 (5415;9,965)
p2 4 713 243 (4,85;9,40)

p3 4 5508 1,637 (3,232;7,783)
k+ 4 10,78 3,23 (850;13,06)
k- 4 6902 1,305 (4627;9178)

Pooled StDev = 2,13490
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Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95%
Confidence

Factor N Mean Grouping

k+ 4 10,78 A
pl 4 7,690 A B
p2 4 713 A B
k- 4 6,902 A B
p3 4 5508 B
Grafik rata-rata kadar relatif CD68
Interval Plot of pI; p2; ...
95% CI for the Mean
u A 4 R N A A Y
10,78 + 3,23%
»

- 7,690 + 1,448

7,13 + 2,432 6,902 + 1,305%

5,508 + 1,637

Data
(-]

()}
/
//

24 _ 4 =
pl p2 p3 k+ k-

The pooled standard deviation is used to calculate the intervals.
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