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ABSTRACT

HEMATOLOGY AND HISTOPATHOLOGY OF NORTH AFRICAN
CATFISH Clarias gariepinus (BURCHELL, 1822) INFECTED BY
Aeromonas hydrophila (STANIER, 1943) AND TREATED WITH

ENROFLOXACIN

By

ZAFIRA CHAIRUNNISA

Hematology test is carried out to evaluate changes health of catfish and histopatho-
logical to determine tissues structure of north african catfish (Clarias gariepinus)
caused by Aeromonas hydrophila a pathogenic bacteria that causes MAS (motile ae-
romonas septicemia) disease, in particular for freshwater fish species. Treatment
with enrofloxacin as an broad spectrum antibiotic for Gram negative and Gram posi-
tive bacterias. This study aimed to evaluate effect of enrofloxacin treatment on north
african catfish infected by A. hydrophila on hematology and histopathology within 5
days. This study used a completely randomized design (CRD) with three treatments:
catfish injected with a physiological solution and fed without enrofloxacin (KN), cat-
fish injected with A. hydrophila with a density of 4,7 x 108 cfu/mL and fed without
enrofloxacin (KP), and catfish injected A. hydrophila with a density of 4,7 x 108 cfu/
mL and fed with enrofloxacin (EF) dose of 50 mg/kg biomass. The parameters obser-
ved were total leukocyte, differential leukocyte, phagocytic index, and histopatho-
logy on liver and kidney. The results showed that enrofloxacin had a significantly
different effect (P<0,05) on total leukocyte after day 5 and lymphocytes after day 5.
However, differential leukocyte parameters i.e. neutrophils and monocytes and pha-
gocytic index did not showed significantly different effect. Enrofloxacin can kill A.
hydrophila on kidney tissue after day 3 with mild demaged and day 5 was normal.
Histopathology of he catfish's liver in the form of degeneration showed of mild da-
maged, while the leukocyte infiltration was normal.

Keywords: African catfish, Aeromonas hydrophilla, enrofloxacin, hematology, his-
topathology



ABSTRAK

PROFIL DARAH DAN HISTOPATOLOGI LELE DUMBO Clarias
gariepinus (BURCHELL, 1822) YANG DIINFEKSI Aeromonas hydrophila
(STANIER, 1943) DENGAN PENGOBATAN ENROFLOKSASIN

Oleh

ZAFIRA CHAIRUNNISA

Pengujian profil darah dilakukan untuk mengevaluasi tingkat kesehatan lele dan
histopatologi untuk mengatahui perubahan struktur jaringan pada lele dumbo (Cla-
rias gariepinus) yang disebabkan oleh Aeromonas hydrophila yang merupakan
bakteri patogen MAS (motile aeromonas septicemia) pada ikan air tawar. Peng-
obatan dengan enrofloksasin yang merupakan antibiotik spektrum luas pada bakteri
Gram negatif dan positif. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh en-
rofloksasin pada lele yang di infeksi A. hydrophila pada gambaran darah dan histo-
patologi selama lima hari. Penelitian menggunakan rancangan acak lengkap dengan
tiga perlakuan: lele disuntik larutan fisiologis dan diberi pakan tanpa ditambahkan
enrofloksasin (KN), lele disuntik A. hydrophila dengan kepadatan 4,7 x 108 cfu/mL
dan diberi pakan tanpa ditambahkan enrofloksasin (KP), dan lele disuntik A. hydro-
phila dengan kepadatan 4,7 x 108 cfu/mL dan diberi pakan ditambahkan enroflok-
sasin (EF) dosis 50 mg/kg biomassa. Parameter yang diamati adalah total leukosit,
diferensial leukosit, indeks fagositik, dan histopatologi pada jaringan hati dan gin-
jal. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pengaruh enrofloksasin berbeda nyata
(P<0,05) terhadap total leukosit hari ke-5 dan limfosit hari ke-5. Diferensial leuko-
sit (neutrofil dan monosit) dan indeks fagositik tidak menunjukkan nilai yang ber-
beda nyata. Enrofloksasin juga dapat membunuh A. hydrophila pada organ ginjal di
hari ke-3 dengan kondisi rusak ringan dan hari ke-5 dengan kondisi normal. Histo-
patologi organ hati lele berupa degenarasi menunjukkan kondisi rusak ringan, se-
dangkan infiltrasi leukosit dalam keadaan normal.

Kata Kunci: lele dumbo, Aeromonas hydrophilla, enrofloksasin, profil darah
histopatologi.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Lele dumbo (Clarias gariepinus) merupakan salah satu komoditas perikanan air
tawar yang potensial untuk dibudidayakan selain nila (Oreochromis niloticus),
mujair (Oreochromis mossambicus), patin (Pangasius hypophthalmus) serta gu-
rami (Osphronemus gouramy) (Zaenab & Massiseng, 2021). Lele dumbo memili-
ki pertumbuhan cepat, mudah menyesuaikan diri dengan lingkungan bahkan pada
penebaran tinggi dan kondisi air yang buruk, memiliki nilai gizi, serta harga relatif
murah (Wulansari et al., 2022), sehingga memacu para pembudi daya untuk mem-
budidayakan lele secara intensif (Ciptawati et al., 2021). Namun demikian, dalam
usaha budi daya terdapat kendala dalam produksi ikan, salah satunya penyakit be-
rupa infeksi patogen (Manalu et al., 2022). Jenis bakteri yang umumnya menye-
rang ikan air tawar, termasuk lele, yaitu Aeromonas hydrophila (Sarkar & Rashid,
2012; Muslikha et al., 2016; Radityo et al., 2022).

Aeromonas hydrophila merupakan patogen motile aeromonas septicemia (MAS)
(Andrianti et al., 2023). Penyakit bakterial ini memiliki sifat akut dan mengin-
feksi semua jenis ikan air tawar (Mustahal et al., 2020). Aeromonas hydrophila
menyebabkan tingkat kematian tinggi (80-100%) dalam kurun waktu yang sing-
kat (1-2 minggu) (Manalu et al., 2022). Kesehatan ikan merupakan salah satu in-
dikator penting dalam melakukan usaha budi daya ikan, dimana munculnya pe-
nyakit merupakan faktor yang sangat penting yang harus cepat ditangani agar ti-
dak menyebabkan kerugian pada usaha budi daya (Rochvita & Permadi, 2021).

Infeksi bakteri Aeromonas hydrophila dapat dikendalikan dengan cara vaksinasi,



penggunaan bahan herbal, imunostimulan, probiotik, dan antibiotik (Sughra et al.,
2021).

Penanggulangan penyakit bakteri, seperti Aeromonas hydrophila umumnya meng-
gunakan antibiotik yang bersifat bakterisidal dan bakteriostatik (Mufidah et al.,
2022). Antibiotik berperan dalam membunuh patogen dan menyembuhkan ikan
yang terinfeksi oleh bakteri (Gustiana et al., 2015; Chen et al., 2019; (Mufidah et
al., 2022). Namun, penggunaan antibiotik berdampak pada keamanan produk ha-
sil perikanan, resistensi mikroba, dan pencemaran lingkungan budi daya (Mufidah
et al., 2022). Pemerintah Indonesia melalui Kementerian Kelautan dan Perikanan
mengatur penggunaan antibiotik dalam keputusan Menteri Kelautan dan Perikan-
an Republik Indonesia Permen KKP No. 1/PERMEN-KP/2019 Tahun 2019 ten-
tang Klasifikasi Obat Ikan, contohnya enrofloksasin yang merupakan salah satu
antibiotik yang penggunaannya diizinkan. Enrofloksasin merupakan golongan
fluorokuinolon pertama yang diperkenalkan dan digunakan sebagai obat hewan
dengan metabolit utamanya yaitu siprofloksasin. Enrofloksasin dalam kegiatan
budi daya berfungsi dalam menanggulangi infeksi penyakit bakterial salah satu-
nya Aeromonas hydrophila pada lele (Hidayah, 2018; Dwi et al., 2023; Mufida,
2023).

Kajian pengaruh pengobatan dengan enrofloksasin pada respon fisik ikan yang di-
infeksi oleh bakteri dapat dievaluasi dengan teknik histopatologi dan gambaran
darah. Histopatologi memiliki peranan untuk melihat perubahan struktur jaringan
pada organ yang terinfeksi patogen dan toksisitas pada perairan yang memungkin-
kan terjadinya abnormalitas jaringan (Saltas et al., 2021). Menurut Dwi et al.
(2023), organ hati dan ginjal yang diobati dengan enrofloksasin menunjukkan his-
topatologi yang lebih baik dibandingkan dengan yang diinfeksi A. hydrophila de-
ngan perubahan struktur jaringan berupa makrofag pada hati dan degenerasi pada
ginjal, akan tetapi hal itu bersifat sementara dan dapat pulih kembali (reversible)
seiring waktu dengan perawatan. Adapun pengamatan profil darah untuk menge-
tahui tingkat kesehatan ikan, yang meliputi status fisiologis ikan, baik dipengaruhi

oleh proses di dalam tubuh ikan maupun lingkungan hidup ikan (Syawal et al.,
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2021). Pengamatan gambaran darah meliputi, eritrosit, leukosit, hemoglobin, dan
diferensial leukosit (Sahfitri et al., 2021). Darah merupakan bagian dari sistem sir-
kulasi yang berfungsi mengangkut oksigen, karbondioksida, nutrisi yang dibutuh-

kan oleh tubuh, dan hormon ke seluruh bagian tubuh (Ariyanti et al., 2022).

1.2 Tujuan

Dari latar belakang yang sudah diuraikan, tujuan dari penelitian ini yaitu:

1. Mengevaluasi profil darah pada lele dumbo yang diinfeksi Aeromonas hydro-
phila setelah diberi obat enrofloksasin.

2. Mengevaluasi profil histopatologi hati dan ginjal pada lele dumbo yang diin-

feksi Aeromonas hydrophila setelah diberi obat enrofloksasin.

1.3 Manfaat Penelitian

Berdasarkan tujuan yang telah disebutkan, penelitian ini diharapkan dapat mem-

berikan manfaat sebagai berikut:

1. Pengembangan ilmu pengetahuan tentang pengobatan enrofloksasin pada lele
yang diinfeksi Aeromonas hydrophila.

2. Pengembangan ilmu pengetahuan tentang profil darah dan struktur jaringan
histologi lele sebelum dan setelah perlakuan proses pengobatan menggunakan
enrofloksasin pada lele yang diinfeksi Aeromonas hydrophila.

3. Acuan penelitian selanjutnya dalam pengobatan enrofloksasin secara injeksi

dan perendaman.

1.4 Kerangka Pikir

Lele merupakan salah satu komoditas unggul air tawar yang banyak dan mudah di-
budidayakan sebab pertumbuhan yang cepat, memiliki organ pernapasan tambahan
berupa arboresen sehingga mampu toleransi dengan parameter lingkungan yang luas,
serta memiliki permintaan pasar tinggi. Adapun permasalahan yang sering dihadapi
oleh para pembudi daya adalah penyakit yang sering menyerang ikan air tawar ada-
lah Aeromonas hydrophila, dimana salah satu jenis bakteri patogen penyebab penya-

kit motile aeromonas hydrophila (MAS) dan menyebabkan kematian yang tinggi.



Penggunaan antibiotik sudah banyak dilakukan dalam mengobati penyakit yang se-
ring menyerang ikan air tawar salah satunya dari Aeromonas hydrophila. Golongan
antibiotik yang dapat digunakan sesuai dengan izin Keputusan Menteri Kelautan dan
Perikanan Republik Indonesia yaitu tetrasiklin, makrolida, fluorokuinolon, dan sulfo-
namid. Enrofloksasin merupakan fluorokuinolon pertama yang diperkenalkan dan di-

gunakan sebagai obat hewan dengan metabolit utamanya yaitu siprofloksasin.

Lele dumbo (Clarias gariepinus)

v

Diinfeksi Aeromonas hydrophila dengan dosis 4,7 x 108 cfu/mL
v

Pengobatan secara oral dengan enrofloksasin dosis 10 mg/kg biomassa

v v
Profil darah (total leukosit, diferensial Histopatologi hati dan ginjal
leukosit, dan indeks fagositik)

Analisis deskriptif

v

Tingkat kerusakan
organ hati & ginjal

y

Analisis data

Tidak dapat di-
tentukan penggu-
naan enrofloksa-
sin yang tepat un-
tuk pengobatan
lele dumbo dari
infeksi Aeromo-
nas hydrophila

Tidak

Berbeda
nyata

Uji lanjut

v

Dapat ditentukan peng-
gunaan enrofloksasin
yang tepat untuk peng-
obatan lele dumbo dari
infeksi Aeromonas hy-
drophila

Gambar 1. Diagram alir kerangka pikir penelitian



1.5 Hipotesis

Hipotesis dalam penelitian ini sebagai berikut:

1. Total leukosit

Ho : semua 1i=0

Semua pengaruh perlakuan tidak berbeda nyata terhadap total leukosit.

H1: minimal ada satu ti£0

Minimal ada satu pengaruh perlakuan yang berbeda nyata terhadap total leukosit.
2. Diferensial leukosit

Ho : semua 1i=0

Semua pengaruh perlakuan tidak berbeda nyata terhadap diferensial leukosit.

H1: minimal ada satu ti£0

Minimal ada satu pengaruh perlakuan yang berbeda nyata terhadap diferensial leu-
kosit.

3. Indeks fagositik

Ho : semua 1i=0

Semua pengaruh perlakuan tidak berbeda nyata terhadap indeks fagositik.

H1: minimal ada satu ti£0

Minimal ada satu pengaruh perlakuan yang berbeda nyata terhadap indeks fagositik.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Biologi Lele Dumbo (Clarias gariepinus)
2.1.1 Klasifikasi

Lele merupakan salah satu komoditas perikanan air tawar yang unggul dan cukup
populer di masyarakat (Gambar 2). Menurut Burchell (1822), lele memiliki kedu-

dukan taksonomi sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Pisces

Sub-kelas : Teleostei

Ordo : Siluriformes

Sub Ordo : Siluroidae

Famili : Clariidae

Genus : Clarias

Spesies : Clarias gariepinus

Gambar 2. Lele dumbo (Clarias gariepinus)
Sumber: Warseno (2018)

Lele berasal dari Benua Afrika dan pertama kali dibawah ke Indonesia pada tahun
1984 (Al-Mubhatir et al., 2023). Lele termasuk ikan air tawar yang banyak


https://www.fishbase.se/summary/OrdersSummary.php?order=Siluriformes

dikembangkan di Indonesia (Wulansari et al., 2022). Hal ini karena memiliki har-
ga yang relatif murah, memiliki rasa daging yang khas dan mengandung gizi ting-
gi (Al-Mubhatir et al., 2023). Lele memiliki kandungan leusin dan lisin, asam le-
mak omega-3 dan omega-6. Asam amino esensial leusin dan lisin berperan dalam
pertumbuhan dan perkembangan serta menjaga keseimbangan nitrogen (Andri et
al., 2020).

2.1.2 Morfologi dan Habitat

Menurut Warseno (2018), lele merupakan ikan yang hidup di perairan umum dan
bernilai ekonomis, serta disukai oleh masyarakat. Lele umumnya memiliki warna
kehitaman atau keabuan dengan bentuk tubuh yang panjang dan pipih (Gambar 3).
Lele dikenal dengan tubuh yang licin dan tidak bersisik, dengan sirip punggung
dan sirip anus yang panjang (Gambar 3). Lele memiliki empat pasang sungut pe-
raba (barbells) yang berfungsi sebagai alat gerak di air dalam kondisi yang gelap
(Gambar 3). Menurut Primaningtyas et al. (2015), lele memiliki organ pernapas-
an bantuan berupa arboresen yang memiliki membran berlipat-lipat penuh dengan
kapiler darah. Arboresen berfungsi agar dapat hidup di perairan dengan kadar ok-
sigen rendah. Lele juga memiliki gigi berbentuk villiform dan menempel pada ra-
hang (Tarigan et al., 2023). Jumlah sirip lele terdiri dari sirip dada, sirip perut, si-
rip dubur, sirip punggung, dan ekor. Pada bagian sirip dada lele dilengkapi dengan
patil yakni duri tulang yang tajam berfungsi untuk melindungi dirinya terhadap

serangan atau ancaman dari luar yang membahayakan (Warseno, 2018).

Gambar 3. Morfologi tubuh lele dumbo (Clarias garipenius)
Sumber: Warseno (2018)



Menurut Muslimah & Musakkir (2017), habitat lele di alam yakni di perairan de-
ngan arus yang tenang, relatif dangkal dan bersubstrat lumpur, seperti rawa, tela-
ga, waduk, dan sawah yang tergenang air. Lele tergolong hewan nokturnal, yaitu
aktif makan di malam hari. Pada siang hari, lele berdiam diri dan berlindung di
tempat-tempat gelap. Lele dapat tumbuh atau berkembangbiak pada suhu hangat
berkisar antara 22-28°C dengan derajat keasaman atau pH normal 6,5-7,5 serta

kandungan oksigen (O2) cukup (Agustina, 2018).

2.2 Respon Imun Ikan

Sistem imun merupakan mekanisme pertahanan tubuh terhadap bahaya yang da-
pat disebabkan oleh faktor-faktor tertentu. Faktor yang memengaruhi mekanisme
sistem imun adalah genetik (gen induk timus), metabolik hormon, lingkungan, gi-
zi, anatomi, fisiologi, umur, dan mikroba (Ani et al., 2021). Sistem imun terdiri
dari sistem imun alamiah (nonspesifik) dan sistem imun adaptif (spesifik). Menu-
rut Rahmaningsih (2018), sistem imun nonspesifik merupakan sistem pertahanan
pertama yang terdapat dalam tubuh ikan untuk menghadapi serangan berbagai
mikroorganisme sehingga dapat memberikan respon langsung. Faktor yang me-
mengaruhi sistem imun nonspesifik meliputi spesies, faktor keturunan dan usia,
suhu, pengaruh hormon, serta faktor kondisi. Respon imun pada ikan baru terben-
tuk sempurna saat ikan sudah dewasa (Ode, 2013). Sistem imun spesifik memiliki
kemampuan dalam mengenal benda asing yang masuk ke dalam tubuh ikan. Sis-
tem imun spesifik terdiri dari sistem humoral (limfosit B) dan sistem seluler (lim-
fosit T) (Hewajuli & Dharmayanti, 2015). Karakteristik sistem imun spesifik me-
miliki kemampuan menghasilkan immunoglobulin yang spesifik, cell-mediated
immunity, immunological memory dan memiliki kemampuan hipersensitivitas
langsung. Adapun pada ikan teleostei memiliki antibodi yaitu IgM (macroglobu-
lin) dan 1gG (Rahmaningsih, 2018). Menurut Randelli et al. (2008), imunoglobu-
lin selain IgM dan IgG ditemukan juga IgD, IgT, dan IgZ. Sistem imun spesifik
ikan belum terbentuk sempurna hingga beberapa minggu setelah menetas (Rah-
maningsih, 2018).



2.3 Aeromonas hydrophila
2.3.1 Biologi

Menurut Sinurat et al. (2019), Aeromonas hydrophila merupakan penyebab pe-
nyakit MAS (motile aeromonas septicemia), khususnya untuk spesies ikan air ta-
war di perairan tropis. Infeksi Aeromonas hydrophila mewabah di Asia Tenggara
sampai sekarang. Penyakit yang disebabkan Aeromonas hydrophila mengakibat-
kan bercak merah pada ikan dan menimbulkan kerusakan pada kulit, insang, dan
organ dalam. Menurut Haryani et al. (2012), Aeromonas hydrophila tergolong da-
lam protista prokariot mempunyai sel tunggal dan makhluk heterotrofik, berukur-
an 0,7-1,8 x 1,0-1,5 um dan bergerak dengan flagel yang sifatnya motil. Aeromo-
nas hydrophila bersifat bakteri Gram negatif, hidup pada suhu optimum 20-30 °C,

berbentuk batang dengan ujung membulat (Gambar 4), dan bersifat mesofilik.

Gambar 4. Aeromonas hydrophila
Sumber: Soedjatmiko & Ariesyady (2011)

Menurut Prasetio et al. (2019), infeksi Aeromonas hydrophila terjadi secara se-
kunder melalui perubahan kondisi lingkungan, stres, perubahan temperatur air
yang terkontaminasi dan inang telah terinfeksi oleh virus, bakteri atau parasit lain-
nya. Penularan Aeromonas hydrophila sangat cepat melalui perantara air, kontak
bagian tubuh ikan, dan peralatan budi daya yang tercemar/terkontaminasi bakteri.
Adapun proses penginfeksian A. hydrophila terjadi melalui permukaan tubuh yang
luka, saluran pencernaan makanan atau masuk melalui insang, dan akan masuk ke
pembuluh darah dan menyebar pada organ dalam lainnya, dan bakteri Gram nega-
tif ini bersifat laten (Juanda, 2019). Gejala klinis yang ditimbulkan oleh Aeromo-
nas hydrophila yakni gerakan ikan menjadi lamban, ikan cenderung diam di da-
sar, nafsu makan menurun, luka/borok, pendarahan pada insang, perut membesar

berisi cairan, pembengkakan dan kerusakan pada jaringan hati, ginjal dan limfa



10

(Wulandari et al., 2019). Bakteri ini menyerang bagian hati, limpa, hati dan ginjal
melalui darah (Muslikha, 2016).

2.3.2 Pengaruh Aeromonas hydrophila pada Profil Darah dan Histopatologi
Lele Dumbo (Clarias gariepinus).
Aeromonas hydrophila memberikan pengaruh terhadap perubahan profil darah
dan histopatologi hati dan ginjal lele, seperti perubahan kadar normal darah (erit-
rosit, leukosit, haemoglobin, dan diferensial leukusit), struktur, dan fungsi hati
dan ginjal. Menurut Triyaningsih et al. (2014), infeksi A. hydrophila mengakibat-
kan penurunan respon terhadap pakan, berenang abnormal, luka kemerahan di ba-
gian tubuh seperti sirip punggung, sirip ekor, sirip dada, kulit mengelupas, daging
rusak, dan abdominal dropsy. Hal ini disebabkan enzim-enzim eksotoksin yang
dihasilkan oleh A. hydrophila bersifat virulen, seperti hemolisin, protease dan
elastase. Enzim-enzim tersebut masuk ke pembuluh darah sehingga tubuh lele me-
ngalami kerusakan pada permukaan lele yang terinfeksi. Selain itu, kerusakan pa-
da permukaan tubuh ikan yang terinfeksi disebabkan oleh jaringan otot dan salur-
an darah yang banyak kandungan protein. Kandungan enzim hemolisin yang ma-
suk dan terlarut dalam darah mengakibatkan lisis pada sel darah merah dan mele-
paskan haemoglobin, sehingga darah banyak yang keluar melewati luka pada per-
mukaan tubuh ikan yang terinfeksi. Adapun enzim protease mengakibatkan penu-
runan nafsu makan ikan, sebab enzim mampu melawan pertahanan tubuh inang
dalam proses perkembangan penyakit dan mengambil persediaan nutrien. Penu-
runan nutrien yang masuk ke dalam tubuh ikan berpengaruh pada jumlah darah
merah, sebab nutrien tersebut sangat penting untuk membantu proses pembentuk-
an sel darah merah dalam tubuh (Cerlina et al., 2021). Hal ini sesuai dengan per-
nyataan Bangsa et al. (2015), kurangnya suplai nutrien ke sel, jaringan, dan organ

dapat memengaruhi total eritrosit.

Infeksi A. hydrophila mengakibatkan perubahan struktur dan fungsi histopatologi
hati dan ginjal (Al-yahya et al., 2018). Menurut Durai et al. (2018), ginjal yang
terinfeksi A. hydrophila akan mengakibatkan degradasi pada tubulus, nekrosis, hy-

pertrophy, degradasi glomerulus, dan pelebaran bowman space. Namun, pada hati
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yang terinfeksi A. hydrophila akan mengakibatkan nekrosis, pyknotic, degradasi di
central vakuola, melanomacrophage (pigmentasi), dan agregasi sel darah merah
di sekitar pembuluh darah. Kerusakan patologi hati dan ginjal berpengaruh pada
gambaran darah seperti eritrosit, leukosit, dan diferensial leukosit, sebab hati me-
rupakan proses metabolisme utama (Alif et al., 2021) dan ginjal merupakan tem-
pat produksi leukosit (Ginting et al., 2021).

2.4 Enrofloksasin

Enrofloksasin adalah obat antibakteri kelompok fluorokuinolon yang dikembang-
kan untuk digunakan dalam kedokteran hewan (Grabowski et al., 2022). Menurut
Trouchon & Lefebvre (2016), enrofloksasin memiliki spektrum aktivitas antibak-
teri yang luas, termasuk bakteri Gram negatif, Gram positif, dan Mycoplasma sp.
Enrofloksasin memiliki efek bakterisidal yang bekerja dengan cara menghambat
aktivitas enzim DNA girase (topoisomerase I1) dan topoisomerase IV bakteri. Me-
nurut Widiyanti et al. (2019), mekanisme kerja dari enrofloksasin didukung oleh
kandungan struktur kimia yaitu ikatan fluor. Gugus fluorida bersifat neurotoksik
dan obat yang menempel pada gugus fluorida dapat berpenetrasi ke dalam jaring-
an yang sensitif, termasuk otak. Kemampuan fluorida dapat menembus blood-
brain barrier, dan membuat fluorida bersifat neurotoksik kuat. Fluorida juga me-
mengaruhi sintesis kolagen, dan dapat merusak sistem imun dengan menghabis-
kan persediaan energi, serta menghambat pembentukan antibodi dalam darah. En-
rofloksasin banyak digunakan pada ikan, karena memiliki sifat penyerapan yang
baik, volume distribusi yang besar, bioavailabilitas yang tinggi, dan waktu paruh
terminal yang panjang (Shan et al., 2020). Enrofloksasin termasuk kategori terla-
rang dalam klasifikasi antibiotik untuk penggunaan pada hewan dalam hal risiko
resistensi antimikroba, akan tetapi dapat digunakan pada ikan dalam berbagai ka-
sus pengobatan alternatif, seperti infeksi Aeromonas (Uney et al., 2021). Enro-
floksasin mampu menyembuhkan penyakit seperti septicemia, furunculosis, mulut
merah enterik, vibriosis atau penyakit kulit pada ikan, di karena efektivitasnya da-
lam melawan bakteri seperti Aeromonas sp., Vibrio sp., dan Yersinia sp. (Corum
et al., 2020).
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Menurut Ma et al. (2019), pengobatan menggunakan obat enrofloksasin mem-
berikan pengaruh pada organ hati ikan. Hati mengandung banyak makrofag, ter-
utama sel kupffer yang mengeluarkan sitokin dalam jumlah besar dan berperan
penting dalam pankreatitis dan cedera organ. Selain itu, hati memiliki fungsi se-
bagai organ metabolisme utama, bertanggung jawab untuk detoksifikasi, penyim-
panan gula hati, dan sintesis protein sekretori. Proses metabolisme enrofloksasin
menurut Ma et al. (2017), terjadi di dalam hati dengan cara diubah menjadi sipro-
floksasin melalui biotransformasi, akan tetapi proses metabolit ini tetap merusak
organ hati dengan mengubah protein hati. Enrofloksasin juga dapat mepengaruhi
aktivitas enzim fase I dan fase Il di hati dan menyebabkan peroksidasi lipid pada
jaringan hati (Li et al., 2018). Enrofloksasin yang telah dimetabolisme oleh hati,
akan diekskresikan dan dieliminasi di dalam tubuh, dimana golongan fluorokui-
nolon (enrofloksasin) merupakan obat yang bersifat hidrofilik, dan akan meng-
alami proses eliminasi terutama di ginjal (Widiyanti et al., 2019). Hal ini sesuai
dengan pernyataan Wijayanti et al. (2015), bahwa enrofloksasin mengakibatkan
toksisitas pada hati, ginjal dan produksi darah, reaksi alergi, dan terganggunya ke-

seimbangan mikroflora dalam tubuh.

2.5 Profil Darah
2.5.1 Sel Darah Putih

Sel darah putih (leukosit) merupakan unit sistem pertahanan tubuh paling aktif
dan beredar di dalam sirkulasi darah (Putranto et al., 2019). Leukosit mempunyai
bentuk yang lonjong atau bulat dan tidak berwarna, serta leukosit diproduksi di
organ timus dan ginjal (Sinaga et al., 2023). Leukosit terdiri dari dua macam sel
yaitu sel granulosit (neutrofil, eosinofil, dan basofil) dan sel agranulosit (limfosit
dan monosit) (Tigner et al., 2022). Leukosit memiliki fungsi utama yaitu merusak
bahan-bahan infeksius dan toksik melalui proses fagositosis dengan membentuk
antibodi (Putranto et al., 2019). Jumlah nilai leukosit normal pada lele yaitu 20-
150 x 103 sel/mm? (Purwanti et al., 2020). Adapun menurut Puspitowati et al.
(2022), jumlah leukosit yang menyimpang dari keadaan normal mempunyai arti
bahwa sistem pertahanan tubuh ikan sedang terganggu yang ditandai dengan pe-

ningkatan jumlah leukosit disebabkan oleh ikan yang terinfeksi atau stres. Apabila



13

ikan terinfeksi, maka sel-sel leukosit akan ditranspor secara khusus ke daerah
yang terinfeksi (Hardi, 2018).

2.5.2 Diferensial Leukosit

Diferensial leukosit merupakan kesatuan dari sel darah putih yang terdiri dari dua
kelompok yaitu granulosit (neutrofil, eosinofil, dan basofil) dan agranulosit (lim-
fosit dan monosit) (Jumadin et al., 2020). Neutrofil pada lele memiliki bentuk bu-
lat, inti berwarna ungu dan berbentuk ginjal (Gambar 5). Neutrofil memiliki peran
sebagai pertahanan pertama terhadap infeksi dalam tubuh (Rosales, 2020). Per-
sentase neutrofil yang mengalami peningkatan disebabkan oleh infeksi dan kon-
disi perairan yang buruk, sehingga mengakibatkan stres pada ikan (Lestari et al.,
2017). Pada saat ikan terinfeksi, neutrofil dalam tubuh ikan akan membentuk sis-
tem pertahanan tubuh yang diproduksi oleh limfa dan dikirim ke tempat terjadinya
infeksi (Lestari et al., 2021). Selain itu, pertahanan yang dilakukan oleh sel neu-
trofil dipengaruhi oleh rangsangan kimiawi eksternal, di antaranya distimulasi

oleh imunostimulan (Yusuf et al., 2021).

Gambar 5. Sel-sel granulosit. Sel neutrofil (4)
Sumber: Hidayaturrahman (2015)

Limfosit merupakan salah satu dari sel darah putih yang memiliki fungsi utama
yaitu mampu menerobos jaringan atau organ tubuh yang lunak untuk pertahanan
tubuh (Muntasiroh et al., 2020). Limfosit menurut Sinaga et al. (2023), merupa-
kan leukosit yang paling dominan dibandingkan leukosit lainnya, dengan kadar
normal adalah 71,12- 82,88%. Sel limfosit menurut Novita et al. (2020), terdiri
dari 2 kelompok yaitu sel B dan sel T. Sel B melakukan transformasi menjadi sel

plasma untuk memproduksi antibodi. Sel T melakukan tugas dalam sistem
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kekebalan perantara sel T (sel T sitotoksik) dan mengontrol respon imun (sel T
supresor). Monosit merupakan leukosit terbesar yang biasa disebut makrofag, de-
ngan diameter 15-20 mikrometer dan berjumlah sekitar 3-9 % dari seluruh sel da-
rah putih (Gambar 6b) (Dewi et al., 2019). Monosit berfungsi sebagai penanda pa-
togen kepada sel T sehingga patogen dapat dikenali dan dibunuh atau dapat mem-
buat antibodi (Preanger et al., 2016). Adapun pendapat lain, monosit berfungsi da-
lam proses fagositosis terhadap serangan patogen berbahaya, dan untuk menghi-
langkan sel mati, sekarat atau rusak dalam darah (Hasugian, 2018). Jumlah mono-
sit akan meningkat jika terdapat substansi asing pada jaringan atau sirkulasi darah
(Suhermanto et al., 2013). Proses penginfeksian oleh bakteri tersebut berlangsung
dalam waktu yang singkat (Robert, 2012). Peningkatan persentase monosit menu-
rut Preanger et al. (2016), disebabkan oleh infeksi jamur, radang granulomatosa,
dan penyakit tertentu. Penurunan (monositopenia) persentase monosit bersifat fi-
siologis terjadi pada saat stadium awal ikan stres, sedangkan monositopenia yang

bersifat patologis terjadi setelah stadium akut suatu penyakit berakhir.

...
[
®
. Sel limfggit (L D Sel M
a. Sel limfgit (L) = emono&() o

Gambar 6. Sel agranulosit.
Sumber: Preanger et al. (2016)

2.5.3 Indeks Fagositik

Fagositosis menurut Novita et al. (2023), merupakan mekanisme penting dalam
sel leukosit saat terjadi suatu infeksi, sebab fagosit merupakan sistem pertahanan
tubuh yang dapat beroperasi segera dalam melawan invasi mikroorganisme sete-
lah melintasi permukaan tubuh dan masuk ke dalam tubuh. Perhitungan indeks fa-
gositik berfungsi untuk melihat kemampuan sel leukosit untuk memfagosit benda
asing bersifat patogen yang masuk dalam tubuh (Utami et al., 2013). Sel-sel fago-

sit untuk melakukan fagositosis dibedakan menjadi dua jenis yaitu fagosit
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mononuklear dan polimorfonuklear. Fagosit mononuklear yaitu monosit berada di
darah, jika bermigrasi ke jaringan akan berubah menjadi makrofag. Fagosit poli-
morfonuklear berupa granulosit, yaitu neutrofil, eosinofil, basofil, dan cell mast
(Esteban et al., 2015). Fagosit mempunyai kemampuan intrinsik untuk mengikat
mikroorganisme secara langsung. Oleh karena itu, fagositosis makrofag banyak
digunakan sebagai parameter imunologi untuk mengevaluasi fungsi kekebalan
tubuh (Handayani et al., 2018).

2.6 Histopatologi Hati dan Ginjal

Hati merupakan organ penting yang memiliki peran dalam mengekskresi bahan
untuk proses pencernaan yang tersusun dari sel parenkim (hepatosit) dan jalinan
serabut (Safratilofa, 2017). Menurut Affandi & Tang (2002), hati merupakan ke-
lenjar yang kompak dan berwarna merah kecoklatan. Organ hati sangat rentan ter-
hadap pengaruh zat kimia dan menjadi organ dengan sasaran utama dari efek ra-
cun zat kimia (toksikan). Menurut Damayanti (2010), hapatosit (sel parenkim)
memiliki peran utama dalam proses metabolisme. Sel — sel ini terletak pada sinu-
soid yang berisi darah dan empedu. Sel kupffer merupakan monosit atau makrofag
yang berfungsi sebagai penghancur bakteri dan benda asing dalam darah, sehing-
ga hati merupakan salah satu organ utama dalam pertahanan agen toksik. Berda-
sarkan pengamatan oleh Asniatih et al. (2013), perubahan patologi pada hati lele
yang diinfeksi A. hydrophila yaitu degenerasi sel dan nekrosis. Penelitian lainnya
oleh Safratilofa (2017), histopatologi pada hati patin yang diinfeksi A. hydrophila

ditemukan kerusakan berupa degenerasi, vakuolisasi, dan nekrosis.

Ginjal merupakan organ ekskresi pada semua hewan vertebrata. Ginjal menyekre-
sikan produk metabolisme seperti amonia, serta berfungsi dalam memelihara ho-
meostasis (Safratilofa, 2017). Anatomi ginjal ikan bervariasi bergantung pada spe-
siesnya, akan tetapi secara umum anatomi ginjal ikan teleos terbagi atas dua yaitu
pronephros (head kidney) dan mesonephros (body kidney). Head kidney terdiri
atas jaringan limfoid yang berperan dalam hematopoiesis. Bagian body kidney le-
bih banyak berperan dalam proses ekskresi dan filtrasi. Mesonephros mempunyai

unit-unit yang disebut dengan nefron yang terdiri dari badan malpighi dan tubulus
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ginjal (Takashima & Hibiya, 1995). Badan malpighi terdiri dari glomerulus dan
kapsula bowman yang keduanya berfungsi untuk menyaring buangan metabolik
dalam darah. Jumlah glomerulus ginjal ikan air tawar lebih banyak dan diameter-
nya lebih besar dari pada ikan air laut. Hal ini terkait dengan fungsinya untuk le-
bih dapat menahan garam di dalam tubuh agar tidak keluar, serta mengeluarkan/
memompa air keluar dengan mengeluarkan urin yang encer sebanyak-banyaknya
(Affandi & Tang, 2002). Menurut Safratilofa (2017), perubahan histopatologi gin-
jal ikan patin akibat A. hydrophila mengakibatkan kerusakan berupa infiltrasi sel
radang, degenerasi dan nekrosis. Penelitian lainnya oleh Asniatih et al. (2013),
diketahui bahwa organ ginjal lele pasca infeksi A. hydrophila terjadi perubahan
berupa degenerasi hialin pada tubulus distal dan atropi pada jaringan hematopo-
ietik.



I11. METODE

3.1 Waktu dan Tempat
Kegiatan penelitian ini dilaksanakan pada Juni - September 2023. Pelaksanaan pe-
nelitian dilakukan di Laboratorium Patologi, Mikrobiologi, dan Bioassay Balai

Pengujian Kesehatan Ikan dan Lingkungan (BPKIL) Serang, Banten.

3.2 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan metode eksperimental, yaitu meto-

de penelitian untuk mempelajari pengaruh perlakuan tertentu terhadap parameter

yang diamati dengan kondisi terkendali. Penelitian ini menggunakan desain pene-

litian rancangan acak lengkap yang terdiri dari tiga perlakuan dan tiga kali peng-

ulangan. Lele yang digunakan sebagai hewan uji berukuran panjang total 8 cm

dan berat total 25 g/ekor sebanyak 35 ekor dalam setiap wadah pemeliharaan. De-

sain penempatan bak pemeliharan untuk penelitian ini dapat dilihat pada Gambar

7. Rincian perlakuan yang dilakukan adalah sebagai berikut:

Kontrol negatif (KN) : lele dumbo diinfeksi larutan fisiologis dan setelahnya di-
beri pakan komersil tanpa enrofloksasin

Kontrol positif (KP) : lele dumbo diinfeksi Aeromonas hydrophila dan setelah-
nya diberi pakan komersil tanpa enrofloksasin

Efikasi (EF) . lele dumbo diinfeksi Aeromonas hydrophila dan setelah-

nya diberi pakan komersil yang dicampur enrofloksasin

f— - 2 f—o
KN 1 KP 2 EF 3
~ — _/ ~—
e — M~~————1 e
KP 3 EF1 KN 3
~ — ~——— ~ —
f— f— —
EF 2 KN 2 KP1

~ ~

Gambar 7. Denah wadah pengujian
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3.3 Metode Kerja Penelitian
3.3.1 Alat dan Bahan

Penelitian ini menggunakan alat dan bahan yang berbeda-beda pada setiap peng-
ujiannya yang meliputi uji in vitro, LDso, in vivo, hematologi, dan histopatologi.
Alat dan bahan untuk uji lapang yaitu bak fiber bulat, baskom, ember, waring, se-
ser, lele, pakan komersil, sumber air, dan 200 mg enrofloksasin dalam 1 g obat de-
ngan dosis obat yang digunakan 50 mg/kg biomassa ikan. Alat dan bahan untuk
uji in vitro dan in vivo yaitu mikropipet, tabung reaksi, rak tabung reaksi, turbidi-
meter, glass beaker, timbangan digital, labu ukur 25 mL dan 10 mL, well plate,
multi channel pipet, reservoir disposable, inkubator, aluminium foil, cawan petri,
jarum ose, bunsen, hazard safety cabinet, larutan fisiologis, kontainer, aerasi, se-
ser, alat bedah, alkohol, isolat murni Aeromonas hydrophila, media MHB (muel-
ler hinton broth), enrofloksasin 50 mg/kg biomassa, akuades, NaOH, dan media
TSA (triptic soy agar), media darah, media RS (rimler shot), kit identifikasi, dan
Vitek 2 Compact. Alat dan bahan untuk uji gambaran darah dan histologi yaitu
mikrotub 1,5 mL, syringe, gelas objek, glass beaker, pipet leukosit, haemosito-
meter, mikroskop, digital timer, pisau bedah, pinset, nampan, label, handseal,
masker, cover glass, microtube, cassette tissue, vacuum infiltration processor
(Tissue-Tek VIP 5 Jr), specimen basketts, embedding console system (TEC5),
mikrotom, floation bath, hot plate, glass ukur, staining jar, cover slipper, kertas
tisu, laboratory fume hood, sampel darah, sampel organ (hati dan ginjal), larutan
Rees Ecker, akuades, metanol, larutan giemsa, formalin 10%, parafin, etanol, xy-
lol, etanol 50%, etanol 80%, etanol 95%, etanol absolut, scott, eosin, hematoksilin

dan entelan.

3.3.2 Ujivin itro

Prinsip uji minimum inhibitory concentration adalah untuk mengetahui konsen-
trasi terkecil atau dosis terkecil dari suatu zat atau substansi zat antimikroba yang
diujikan terhadap mikroba tertentu. Alat dan bahan yang digunakan larutan bak-
teri, larutan obat/antibiotik, media cair MHB (mueller hinton broth), well plate,
multi chenel pipet, reservoir disposable, inkubator, dan aluminium foil. Media

cair MHB dituang ke dalam reservoir disposable dan diambil menggunakan multi
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channel pipet sebanyak 50 pL untuk dimasukkan ke dalam well plate (well 2-12).
Larutan obat/antibiotik dituang ke dalam reservoir disposable dan diambil meng-
gunakan multi channel pipet sebanyak 50 pL untuk dimasukkan ke dalam well
plate (well 1-11). Namun, step ini harus dilakukan proses homogen dan pengen-
ceran di setiap well kecuali well 1, dengan cara mengambil 50 pL di setiap well
(dimulai dari well 2) untuk dipindahkan ke well selanjutnya sampai well 11 dan
sisanya dibuang, sehingga tetap mengahasilkan 50 pL di setiap well. Larutan Ae-
romonas hydrophila dituang ke dalam reservoir disposable dan diambil menggu-
nakan multi channel pipet sebanyak 50 pL untuk dimasukkan ke dalam well plate
(well 1-12), yang dimulai dari well belakang yaitu well 12 (Gambar 8). Tahap ter-
akhir, well plate dilapisi dengan aluminium foil dan diinkubasi pada suhu 28 °C
selama 24 jam (Miller et al., 2020).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
| | | | | | | | | | | |
I I I I I I I I I I I I
M M M M M M M M M M M
A A A A A A A A A A A
B B B B B B B B B B B B

Gambar 8. Denah well plate proses pengujian minimum inhibitory concentration.

Keterangan:

M : Media MHB (mueller hinton roth)
A . Antibiotik (enrofloksasin)

B : Bakteri Aeromonas hydrophila

3.3.3 Pengujian Lethal Dose 50 (L.Dso)

Isolat Aeromonas hydrophila dari inang yang virulen dimasukkan ke dalam ta-
bung reaksi yang berisi 0,85% NaCl. Suspensi bakteri dibuat dengan 3 konsen-
trasi yang berbeda yaitu 10° cfu/mL, 108 cfu/mL, dan 107 cfu/mL. Suspensi bakteri
diinjeksi sebanyak 0,1 mL/ekor ke 15 ekor ikan secara intramuscular sesuai de-

ngan perlakuan, dan perlakuan kontrol negatif diinjeksi dengan larutan fisiologis.
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Ikan dilakukan pengamatan untuk mengetahui gejala klinis dan kematian selama 7
hari. Bakteri yang terdapat pada ikan diisolasi dan diindentifikasi kembali. Hasil
perhitungan LDsg digunakan untuk menentukan konsentrasi bakteri yang diguna-

kan pada uji in vivo dengan metode Reed dan Muench.

3.3.4 Pengujian in vivo

Wadah pengujian menggunakan 9 bak fiber dengan volume air 600 liter. Ikan uji
yang digunakan yaitu lele dengan jumlah 35 ekor/bak pada setiap perlakuan.
Pengujian dilakukan dengan tiga perlakuan dan tiga pengulangan, yaitu kontrol
negatif, kontrol positif, dan efikasi. Kontrol negatif lele diinjeksi dengan larutan
fisiologis dan diberi pakan komersil tanpa enrofloksasin. Kontrol positif lele di-
injeksi dengan Aeromonas hydrophila dan diberi pakan komersil tanpa enroflok-
sasin. Perlakuan efikasi lele diinjeksi dengan Aeromonas hydrophila dan diberi

pakan komersil yang dicampur enrofloksasin.

Isolat bakteri hasil penentuan LDso dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang ber-
isi 0.85% NaCl. Suspensi bakteri dibuat dengan konsentrasi 4,7 x 108 cfu/mL, dan
diinjeksi sebanyak 0,1 mL/ekor secara intramuscular pada perlakuan kontrol posi-
tif dan efikasi, sedangkan kontrol negatif lele diinjeksi dengan larutan fisiologis.
Proses pemberian pakan yang dicampur dengan enrofloksasin diberikan pada per-
lakuan efikasi selama 5 hari pasca diinjeksi bakteri. Perlakuan kontrol positif dan
negatif tidak diberikan pakan yang dicampur antibiotik atau hanya pakan biasa.
Pakan diberikan dengan feeding rate 3% dari bobot ikan sebanyak 2 kali dalam
se-hari, yaitu pukul 08.00 WIB dan 16.00 WIB.

3.3.5 Pembuatan Pakan Antibiotik

Proses pembuatan pakan antibiotik dilakukan dengan cara metode coating. Kan-
dungan enrofloksasin sebesar 200 mg/g obat antibiotik, dengan dosis pemberian
enrofloksasin pada ikan sebesar 10 mg/kg biomassa dalam obat antibiotik 50
mg/kg biomassa ikan. Pakan komersial dengan kandungan protein 33%, enroflok-
sasin, dan progol ditimbang sesuai dosis perhitungan (Lampiran 3). Enrofloksasin
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dan progol dilarutkkan dengan akuades sampai bahan homogen. Hasil larutan en-
rofloksasin dimasukkan bertahap ke dalam baskom, kemudian pakan dimasukkan
dan diaduk sampai homogen. Proses pengadukan dilakukan sampai larutan enro-
floksasin habis. Hasil coating pakan dikeringanginkan, ditimbang, dan dimasuk-
kan ke dalam plastik. Jumlah setiap pemberian pakan untuk semua perlakuan
sebanyak 32,81 gram (Lampiran 3).

3.3.6 Paremeter Uji Penelitian
1. Profil Darah

Pengambilan sampel darah dilakukan sebelum dan sesudah pengujian yang di-
lakukan selama 5 hari. Jumlah sampel ikan yang digunakan dalam setiap peng-
ambilan sampel darah yaitu 3 ekor/bak. Pengambilan sampel dilakukan pada hari
ke-0 sebagai kontrol, hari ke-3 dan hari ke-5 pasca penyuntikan dan pemberian
pakan obat enrofloksasin. Pengambilan sampel darah dilakukan di vena caudal
dengan menggunakan syringe 1 mL. Sampel darah dimasukkan ke dalam mikro-
tube yang telah berisi antikoagulan. Pengujian gambar darah meliputi total leu-

kosit, diferensial leukosit, dan indeks fagositik.

a) Total Leukosit

Pengujian total leukosit menurut Benjamin (1961), dilakukan dengan cara darah
ikan diambil menggunakan syringe 1 mL, dan dimasukkan ke dalam mikrotube
yang telah diisi antikoagulan. Pipet leukosit diisi sampel darah sampai skala “0,5”
dengan cara dihisap menggunakan syringe. Larutan Rees Ecker ditambahkan ke
dalam pipet leukoist sampai skala “11” dengan cara menggunakan syringe secara
perlahan. Pipet leukosit diletakkan secara mendatar, dan pipet digoyangkan mem-
bentuk angka 8 selama 3 menit hingga homogen. Sampel darah dibuang 2-3 tetes
dari ujung pipet. Cairan sampel darah diteteskan di bagian kanan dan kiri haemo-
cytometer, dan diamkan selama 1 menit agar sel-sel darah mengendap. Sampel da-
rah dilakukan pemeriksaan menggunakan mikroskop dengan lensa perbesaran le-
mah dengan cara mencari 9 kotak (ruang besar kamar) di haemocytometer. Penge-
cekan selanjutnya menggunakan perbesaran kuat dengan cara mencari dan meng-

hitung leukosit pada 4 kotak besar di setiap sudut kamar hitung. Proses
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perhitungan eritrosit dengan menggunakan “triple lines and double ruling. Selu-
ruh leukosit dijumlahkan dengan menghitung leukoist dari 4 kotak yang terdiri
dari 16 kotak kecil. Penentuan total nilai leukosit dilakukan perhitungan dengan

persamaan sebagai berikut:

Jumlah sel terhitung x 20 x 10
4

Total leukosit (sel/mm3) =

b) Diferensial Leukosit

Pembuatan ulas darah untuk pengujian diferensial leukosit menurut Benjamin
(1961), dilakukan dengan cara sampel darah yang masih segar (tanpa antikoagu-
lan) diletakkan setetes di dekat ujung gelas objek. Gelas objek kedua diletakkan di
atas permukaan gelas objek pertama dengan sudut 30-45°. Sampel darah didiam-
kan sampai menyebar di ujung gelas objek kedua, kemudian dorong gelas objek
kedua ke sepanjang gelas objek pertama hingga membentuk lapisan darah yang ti-
pis, dan preparat dikeringanginkan. Preparat dilakukan pewarnaan selama 1 jam
atau fiksasi dengan metano. Fiksasi dilakukan dengan menempatkan preparat ulas
darah pada coplin jar atau wadah yang telah diisi dengan metanol selama 3-5 me-
nit. Preparat di angkat, tiriskan, dan keringanginkan hingga preparat kering. Pe-
warnaan dilakukan dengan menggunakan larutan giemsa 10% selama 15-45 me-
nit. Preparat diangkat dan dibilas dengan menggunakan larutan akuades. Preparat
ditiriskan dan dikeringkan dalam posisi berdiri, dan preparat siap diamati meng-
gunakan mikroskop. Proses perhitungan dan pengklasifikasian leukosit dilakukan
sebanyak 100 leukosit. Pengamatan dilakukan di bagian tepi atau sisi terjauh saat
pembuatan preparat. Pengamatan dilakukan pada perbesaran lensa 100x menggu-
nakan minyak emersi. Leukosit dilakukan klasifikasi berdasarkan kelompok de-
ngan mengamati ukuran, sitoplasma (warna, granula), dan nukleus (bentuk, war-
na, struktur kromatin, nukleolus). Penentuan nilai relatif dan absolut leukosit di-

lakukan perhitungan sebagai berikut:

o . Jumlah tiap jenis sel
Nilai relatif (%) = 100 x 100%

Nilai absolut (sel/mm3) = nilairelatif x total leukosit
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c) Indek Fagositik

Pengujian indeks fagositik menurut Haugland et al. (2012), dilakukan dengan cara
sampel darah dimasukkan ke dalam mikrotube sebanyak 50 pL. Bakteri Aeromo-
nas hydrophila dengan kepadatan 107 cfu/mL sebanyak 50 pL yang terdapat di
dalam phosphate buffer saline ditambahkan ke dalam sampel darah, dan diinku-
basi selama 10 menit. Sampel hasil inkubasi diteteskan ke gelas objek sebanyak 5
ML untuk pembuatan preparat ulas dan dikeringkan. Sampel difiksasi mengguna-
kan alkohol 95% selama 5 menit, dan pewarnaan dengan larutan giemsa selama
10 menit. Preparat dilakukan pembilasan dengan menggunakan larutan akuades,
serta preparat ditiriskan dan dikeringkan dalam posisi berdiri. Preparat siap di-
amati menggunakan mikroskop dengan perbesaran 100x. Penentuan nilai indeks

fagositik dilakukan perhitungan tsebagai berikut:

Jumlah bakteri yang terfagosit
Jumlah sel yang memfagosit bakteri

Indeks fagositik =

2. Histologi

Pengambilan sampel histologi dilakukan sebelum dan sesudah pengujian yang di-
lakukan selama 5 hari. Jumlah sampel ikan yang digunakan dalam setiap pengam-
bilan sampel histologi yaitu 3 ekor/bak. Pengambilan sampel dilakukan pada hari
ke-0 sebagai kontrol, hari ke-3 dan hari ke-5 pasca penyuntikan dan pemberian
pakan obat enrofloksasin. Pengambilan sampel histologi ikan harus dalam keada-
an hidup dengan tujuan tidak ada perubahan dalam struktur jaringan di organ ikan.
Prosedur dalam pembuatan preparat histologi meliputi tahap nekropsi, fiksasi,
preparasi, embedding, blocking, trimming, slicing, deparafinasi, staining, dan
mounting (Lampiran 16).

3.3.7 Analisis Data
Penelitian ini menggunakan metode eksperimental dengan rancangan acak leng-

kap (RAL). Data kuantitatif yang diperoleh yaitu gambaran darah yang dianalisis
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sidik ragam satu arah (anova), dan untuk melihat perbedaan nyata antar perlakuan
yang diuji dengan selang kepercayaan 95% (P<0,05). Parameter histopatologi hati
dan ginjal dianalisis secara deskriptif menggunakan scoring untuk mengetahui
luasan perubahan jaringan dan. Berdasarkan Mustagien et al. (2008), penghitung-
an persentase degenerasi pada organ ginjal dilakukan pada 4 lapang pandang yang
berbeda menggunakan persamaan sebagai berikut.

SKS
P (%) =57 x 100

Keterangan:

P (%) : Persentase sel yang mengalami kerusakan
>KS :Jumlah sel rusak pada 4 lapang pandang
>TS :Jumlah sel total pada 4 lapang pandang

Nilai organ hati dan ginjal mengacu pada penelitian Wolf et al. (2015) dan Marni

(2011) dengan pemberian skor secara bertingkat (Tabel 1).

Tabel 1. Nilai histopatologi hati dan ginjal

Tingkat Kerusakan Nilai Derajat Kerusakan
P <20% 0 Normal
20% <p <40% 1 Rusak Ringan
40% < p < 60% 2 Rusak Sedang
60% < p < 80% 3 Rusak Parah
P >80% 4 Rusak Sangat Parah

Sumber: Wolf et al. (2015) dan Marni (2011)



V. SIMPULAN & SARAN

5.1 Simpulan
Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan sebagai berikut:

1. Pengobatan dengan enrofloksasin 10 mg/kg biomassa di hari terakhir perla-
kuan memberikan pengaruh yang berbeda nyata pada total leukosit hari ke-5
dan limfosit hari ke-5 pada lele dumbo yang diinfeksi A. hydrophila.

2. Pengobatan dengan enrofloksasin 10 mg/kg biomassa tidak menyebabkan ke-
rusakan infiltrasi leukosit pada organ hati lele dumbo di hari ke-5 dengan me-
nunjukkan kondisi normal.

3. Pengobatan dengan enrofloksasin 10 mg/kg biomassa menyebabkan degene-
rasi pada organ hati lele dumbo di hari ke-5 dengan tingkat kerusakan sedang,

sedangkan pada organ ginjal di hari ke-5 ginjal kembali normal (sembubh).

5.2 Saran

Pengobatan lele dumbo dengan enrofloksasin oleh pembudi daya sebaiknya
menggunakan dosis sebesar 10 mg/kg biomassa, sebab mampu mengobati lele
dumbo yang terinfeksi Aeromonas hydrophila. Selain itu, perlu dilakukannya pe-
nelitian lanjutan dengan dosis yang lebih rendah agar tidak merusak organ hati

dan ginjal ikan.
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