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ABSTRACT

The research was conducted in order to study the effect of probiotics administration on
phagocytosis of polymorphonuclear cell of broiler chicken. One hundred broilers were divided into 5
groups, (A) the control group (not given probiotic and antibiotic), (B) received feed containing zinc
bacitracin, (C) received probiotic Bacillus apiarius, (D) received probiotic B. coagulans, and (E)
received probiotic BM (contained B. apiarius, B. coagulans, B. alvei, B. circulans, B. brevis and B.
laterosporus). The probiotic were supplemented in drinking water (10° CFU/litre). Blood samples
were collected at 6 week of age. Polymorphonuclear cells were separated from blood and further
investigated for activity and capacity of phagocytosis and clearance of Salmonella enteritidis and S.
typhimurium. This study showed that probiotics administration increased activity and capacity of
phagocytosis of polymorphonuclear cell. As well as enhanced the Salmonellas clearance of

polymorphonuclear cell.
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PENDAHULUAN

Probiotik berasal dari bahasa Yunani yang
berarti untuk kehidupan (Fuller, 1992;
Schrezenmeir dan de Vrese, 2001). Menurut
Collins dan Gibson (1999) dan Roberfroid
(2000), probiotik adalah makanan tambahan
yang mengandung mikroorganisme hidup yang
memberikan keuntungan bagi inang dengan
meningkatkan keseimbangan mikroorganisme
dalam saluran pencernaan. Sanders (2000)
menyatakan bahwa probiotik adalah
mikroorganisme hidup yang dapat memperbaiki
kesehatan inang apabila dikonsumsi dalam
Jumlah yang tepat.

Sumber probiotik dapat berupa bakteri atau
kapang yang berasal dari mikroorganisme
saluran pencernaan hewan (Lopez, 2000).
Beberapa bakteri yang telah digunakan sebagai
probiotik yaitu Lactobacillus dan Bacillus

subtilis, kapang dan jamur yang dipergunakan
sebagai  probiotik adalah  Saccharomyces
cerevisiae dan Aspergillus oryzae (Lopez,
2000). Probiotik dapat mengandung satu atau
beberapa strain mikroorganisme dan dapat
diberikan dalam bentuk cairan, tepung, tablet
atau pasta, baik secara langsung peroral atau
dicampur dalam pakan atau air minum.
Probiotik dapat mempertahankan keseimbangan
mikroorganisme menguntungkan dan
mengeleminasi mikroorganisme patogen
melalui competitive exclusion (Pascual et al.,
1999).

Mekanisme kerja mikroba probiotik adalah
pertama, dapat menghasilkan asam, sehingga
pH menjadi rendah. Keadaan ini tidak
menguntungkan bagi mikroorganisme patogen.
Kedua, beberapa mikroba probiotik dapat
menghasilkan bahan antimikroba (bakteriosin)
yang dapat menghambat pertumbuhan mikroba
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lain yang tidak menguntungkan.  Ketiga,
mikroba probiotik dapat berkembang biak di
dalam saluran pencernaan dan berkompetisi
dengan mikroba patogen. Keempat, mikroba
probiotik berkompetisi dengan mikroba patogen
untuk berikatan dengan reseptor yang sama
(Lopez, 2900; Harish dan Varghese, 2006).

Probiotik juga mampu bertindak sebagai
imunomodulator (Conway dan Wang, 2000;
Fuller, 1992; Isolauri er al, 2001). Pemberian
probiotik yang mengandung Lactobacillus
acidophillus dan L. salivarius pada mencit dapat
menstimulasi sistem pertahanan non-spesifik
dan probiotik tersebut dapat meningkatkan
kapasitas sel makrofag dan sel lekosit
polimorfonuklear (PMN) dalam memfagosit
bakteri S. typhimurium secara in vitro. Menurut
Isolauri er al. (2001) pemberian lactobacilli
dapat meningkatkan pertahanan non-spesifik
inang terhadap bakteri patogen.  Beberapa
bakteri  penghasil asam  laktat  dapat
menginduksi pelepasan sitokin seperti tumor
necrosis factor dan interleukin 6. Pemberian
probiotik juga dapat mengurangi pemakaian
antibiotik (Conway dan Wang, 2000).

Probiotik telah banyak dipergunakan
sebagai pemacu pertumbuhan pada hewan dan
umumnya  probiotik yang  mengandung
Lactobacillus.  Lactobacillus diketahui dapat
meningkatkan ketahanan inang terhadap infeksi
bakteri patogen (Conway dan Wang, 2000;
Fuller, 1992). Salah satu bakteri patogen yang
sering menimbulkan masalah pada peternakan
unggas adalah Salmonella. Infeksi Salmonella
pada ayam sering bersifat subklinis, sehingga
merupakan salah satu sumber penularan
salmonellosis pada manusia (Gast, 2003;
Humprey, 1998; Craven dan Williams, 1997).
Oleh karena itu pengendalian terutama
pencegahan salmonellosis pada unggas sangat
penting.

Penggunaan probiotik yang mengandung
Bacillus sp. pada ternak unggas masih sangat
sedikit dan perannya sebagai imunomodulator
belum diketahui. Dalam rangka mengetahui
peran  probiotik  Bacillus  sp. sebagai
imunomodulator dan  prospeknya  dalam
pengendalian  salmonellosis, maka pada
penelitian ini dilakukan uji kemampuan
fagositosis dan clearance sel polimorfonuklear
terhadap bakteri Salmonella enteritidis dan S.
typhimurium secara in vitro pada ayam broiler
yang diberi probiotik.
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BAHAN DAN METODE

Pada penelitian ini dipergunakan ayam
pedaging berumur 1 hari sebanyak 100 ekor
yang dipelihara selama 6 minggu. Ayam dibagi
menjadi S kelompok - yaitu kontrol tanpa
probiotik dan antibiotik (A), kelompok B (tanpa
probiotik dan diberi antibiotik zinc bacitrasin),
kelompok C (probiotik isolat Bacillus apiarius),
kelompok D (probiotik isolat B. coagulans) dan
kelompok E (probiotik BM). BM adalah
probiotik yang mengandung campuran Bacillus
sp. yaitu B. apiarius, B. brevis, B. coagulans, B.
lateroporus, B. circulans dan B. alvei.

Probiotik dan Antibiotik

Probiotik yang dipergunakan dalam
penelitian ini adalah :
a. Isolat B. apiarius 10° CFU (colony forming
unit)/ml
. Isolat B. coagulans 10° CFU/ml
c. Campuran 6 spesies Bacillus sp. 10°
CFU/ml
Probiotik diperoleh dari Dr. 1 Putu
Kompiang, APU., peneliti di Balai Penelitian
Ternak, Ciawi Bogor. Probiotik berbentuk
cairan dan diberikan setiap hari dengan dosis 2
mi/liter air minum. Probiotik diberikan pada
ayam secara peroral yang dicampur dengan air
minum. Antibiotik yang dipergunakan dalam
penelitian ini adalah zinc bacitrasin. Antibiotik
diberikan dengan dicampur dengan pakan
dengan dosis 0,1 g/kg pakan. Pakan yang
digunakan adalah pakan broiler komersial.

Bakteri

Bakteri yang  dipergunakan  dalam
penelitian ini adalah Salmonella enteritidis dan
S. typhimurium yang berasal dari ayam. Isolat
bakteri Sa/monella diperoleh dari Balai Besar
Penelitian Veteriner, Bogor. Bakteri
ditumbuhkan pada media selektif Salmonella
shigella (SS) dan XLD agar. Untuk identifikasi
dilakukan pewarnaan Gram dan uji biokimia
(Krieg dan Holt, 1984 ; Sneath er al., 1986;
Williams er al., 1980).

Uji Fagositosis Sel Heterofil (PMN)

Uji fagositosis dilakukan untuk mengetahui
aktivitas dan kapasitas fagositosis oleh sel
lekosit  polimorfonukiear  (PMN/heterofil).
Sampel darah ayam dari setiap kelompok
diambil dari vena brachialis. Ke dalam tabung
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reaksi diisikan 5 ml larutan Ficoll Faque®
dingin, kemudian secara perlahan-lahan ke
dalam tabung tersebut ditambahkan 5 ml darah
ayam dari setiap kelompok sehingga terbentuk 2
lapisan (Andreasen dan Latimer, 1989).
Campuran darah dan ficoll disentrifus (1500g,
15 menit), kemudian supernatan dibuang. Ke
dalam endapan yang terdiri atas eritrosit dan
PMN ditambahkan larutan 0,87% NH,Cl dingin
(pH 7,2) sambil dikocok kuat hingga terjadi
hemolisis sempurna. Suspensi disentrifus dan
dicuci 3 kali hingga endapan PMN terbebas dari
eritrosit. Endapan PMN disuspensikan dalam
media RPMI 1640. Uji viabilitas sel PMN
dilakukan menggunakan larutan 0,4% tripan
blue dalam larutan 0,81% NaCl dan 0,06%
Na;HPO, steril, dan penghitungan lekosit
menggunakan hemositometer.

Penentuan jumlah sel bakteri yang
digunakan untuk wuji fagositosis dilakukan
menggunakan spektrofotometer (A 620 nm,
transmisi 10%).  Suspensi bakteri dicampur
dengan suspensi PMN dengan perbandingan
1000 : 1 (Wibawan dan Laemmler, 1994),
kemudian campuran diinkubasikan selama 30
dan 60 menit pada suhu 37° C.

Untuk mengetahui aktivitas dan kapasitas
fagositosis PMN terhadap bakteri, dibuat
preparat ulas dan diwarnai dengan Giemsa.
Aktivitas fagositosis adalah jumlah sel PMN
yang menelan bakteri per 100 PMN. Kapasitas
fagositosis adalah jumlah bakteri yang ditelan
oleh sel PMN yang dihitung pada 50 PMN yang
menunjukkan aktivitas fagositosis, kemudian
dirata-ratakan (Wibawan dan Laemmler, 1994).

Uji Kemampuan Clearance Sel PMN

Kemampuan clearance (eliminasi bakteri)
sel PMN dihitung menurut metode (Anderson et
al., 1984). Campuran bakteri Salmonella dan sel
PMN yang telah diinkubasikan selama 30 menit
pada suhu 37°C. Kemudian disentrifus (500g)
selama 10 menit sehingga terbentuk pelet dan
supernatan.

Untuk mengetahui jumlah CFU bakteri
Salmonella yang tidak ditelan oleh PMN,
supernatan ditumbuhkan pada media SS agar,
dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C,
sedangkan pelet yang mengandung sel PMN
yang menelan bakteri Salmonella disuspensikan
dan diinkubasikan kembali selama 30 menit
pada suhu 37°C.

Setelah diinkubasi kembali selama 30
menit, ke dalam suspensi tersebut ditambahkan

Pengaruh probiotik terhadap fagositosis

aquades yang mengandung 0,01% gelatin dan

- dikocok menggunakan vortex selama 60 detik.

Selanjutnya ditumbuhkan pada media SS agar
selama 24 jam dan CFU dihitung. Persentase
bakteri Salmonella yang ditelan dan mati oleh
sel PMN dihitung menurut rumus Anderson e/
al., 1984.

Persentase Salmonella yang dimakan PMN
pada 30 menit dihitung dengan rumus :

No =M 100
N

0

N : Jumlah CFU awal
N, : Jumlah CFU dalam supernatan pada
30 menit

Persentase Salmonella yang mati oleh
PMN pada 60 menit dihitung dengan rumus :

NZ_NI

x100

N; : Jumlah CFU dalam supernatan pada
30 menit
N, : Jumlah CFU pada pelet pada 60 menit

Analisis Data

Data kuantitatif yang diperoleh dalam
penelitian ini diuji dengan analisis sidik ragam
dan dilanjutkan dengan uji multiple Duncan
untuk mengetahui perbedaan antar perlakuan
(Steel dan Torrie, 1991). Data selanjutnya
dianalisis menggunakan software SAS release
8,2.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kemampuan fagositosis sel heterofil
(PMN) yang diamati pada penelitian ini adalah
aktivitas dan kapasitas fagositosis. Sel PMN
pada kelompok yang diberi probiotik (kelompok
C, D dan E) nyata (P<0,05) mempunyai
aktivitas fagositosis terhadap S. enteritidis dan
S. typhimurium yang lebih tinggi dibandingkan
kelompok A dan B baik pada 30 menit maupun
60 menit (Tabel 1). Persentase sel PMN yang
aktif memfagosit S. enteritidis dan S
typhimurium pada kelompok yang diberi
antibiotik (B) tidak berbeda nyata (P>0,05)
dengan kontrol (A) baik pada 30 menit maupun
60 menit, akan tetapi berbeda nyata (P<0,05)
dengan kelompok yang diberi probiotik
(kelompok C, D dan E).
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Aktivitas fagositosis PMN terhadap .
enteritidis dan S. typhimurium pada 60 menit
mengalami peningkatan yang nyata (P<0,05)
dibandingkan dengan aktivitas pada 30 menit
yang terjadi pada semua kelompok, baik kontrol
(A) maupun kelompok yang diberi antibiotik
(B) dan probiotik (C, D, E) seperti tercantum
pada Tabel 1. Jumlah sel PMN yang aktif
memfagosit S. enteritidis dan S. typhimurium
(aktivitas fagositosis) pada kelompok C, D dan
E pada 60 menit nyata lebih tinggi daripada
kontrol dan kelompok yang diberi antibiotik
(P<0,05).

Sel PMN pada kelompok yang diberi
probiotik B. apiarius (C), B. coagulans (D) dan
BM (E) nyata mempunyai kemampuan
kapasitas fagositosis S. enteritidis dan S.
typhimurium yang lebih tinggi (P<0,05)
dibandingkan kelompok kontrol (A) dan
kelompok yang diberi antibiotik (B) baik pada
30 menit maupun 60 menit (Tabel 2). Kapasitas
fagositosis sel PMN terhadap S. enteritidis dan
S. tphimurium pada kelompok yang diberi
antibiotik (B) tidak berbeda nyata dengan
kontrol (A) baik pada 30 menit maupun 60
menit (P>0,05), akan tetapi berbeda nyata
(P<0,05) dengan kelompok yang diberi
probiotik (C, D dan E). Kapasitas fagosit PMN
pada 60 menit mengalami peningkatan nyata

Tabel 1. Aktivitas fagositosis sel PMN (%)

(P<0,05) pada semua kelompok baik kelompok
kontrol (A), kelompok yang diberi antibiotik
(B) maupun kelompok yang diberi probiotik (C,
D dan E).

Hasil penelitian ini mendukung hasil
penelitian yang dilaporkan Kato et al. (1983)
dalam Perdigon et al. (2001) yaitu pemberian
probiotik yang mengandung Lactobacillus casei
dapat meningkatkan kapasitas fagositosis sel
makrofag.  Perdigon et al. (2001) juga
menyatakan bahwa pemberian L. acidophilus,
L. delbrueckii  subsp. Bulgaricus dan
Streptococcus thermophillus dapat
meningkatkan aktivitas makrofag dengan cara
melepaskan  enzim  lisosom  seperti B
glukoronidase dan B galaktosidase.

Menurut Isolauri et al. (2001) probiotik
dapat meningkatkan pertahanan tubuh inang.
Pemberian  Lactobacillus  casei dan L.
bulgaricus dapat meningkatkan  aktivitas
fagositosis pada mencit. Fagositosis merupakan
sistem pertahanan tubuh non-spesifik. Aktivitas
dan kapasitas fagositosis menggambarkan
kemampuan  sel-sel  pertahanan  dalam
mengeliminir antigen atau sel/jaringan yang
rusak atau mati. Fagositosis dapat dipengaruhi
oleh beberapa faktor antara lain kesehatan inang
dan stres.

S. enteritidis

S. typhimurium

Kelompok

30 menit 60 menit 30 menit 60 menit
A 69.0 £ 6,1 P° 81, £85 ™ 66,0£5,15% 77.0£72 %
B 68,3 +5,9F 86,2+ 81"™ 62,2+83 % 81,4+68"%
C 89,0+ 7,1 A° 923+ 78" 86,0+ 5,7 ** 930+73 4
D 89,2+5,7 94,8 + 6,5 8924254 93,8+ 8,6 A
E 91,0+2,7 % 95,0+ 5,2 A2 88,6+22 A° 94162 "

Keterangan : Huruf besar superskrip yang berbeda dalam kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (p<0,05)
Huruf kecil superskrip yang berbeda dalam baris yang sama menunjukkan berbeda nyata (P<0,05)

Tabel 2. Kapasitas fagositosis sel PMN (jumlah bakteri/PMN)

S. enteritidis

S. typhimurium

Kelompok

30 menit 60 menit 30menit 60 menit
A 8,64+22% 10,89 + 3,5 5 6,44 +20 924+42 %
B 8,86+3,8% 9,68 +2,85 774 +£34 9,78 £2,6
C 11,58 £ 5,5 A8 13,84+ 1,5 AP 10,12+ 4,8%° 14,62+ 63 **
D 11,84 £2,1 AB° 16,72 + 5,8 A 13,46+ 3,5 A° 15,02+ 6,2 "
E 12,10 + 4,5 Ab 15,90+ 1,84 11,99 + 5,4 A% 15,1841 %

Keterangan : Huruf besar superskrip yang berbeda dalam kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (p<0,05)
Huruf kecil superskrip yang berbeda dalam baris yang sama menunjukkan berbeda nyata (P<0,05)
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Tabel 3. Kemampuan clearance sel PMN

Pengaruh probiotik terhadap fagositosis

Bakteri yang ditelan pada 30 menit (%)

Bakteri yang mati pada 60 menit (%)

Kelompok —— — — ——
S.enteritidis S.typhimurium S.enteritidis S.typhimurium
A 76,00+ 5,1° 80,75+ 9,8 ° 8322+82" 75,46 + 5,8°
B 79,00+ 92 ° 77,75+ 6,2° 86,15+ 6,7 ° 74,76 + 6,2°
C 96,10+ 8,1° 98,40 £ 5,1° 93,43+4,1° 88,73+ 53"
D 97,40 + 6,8° 98,75 +3,8* 94,73+ 6,5° 93,63 +4,7"
E 96,20+ 5,5" 99,08+ 52° 93,00+ 7,8° 89,63 32"

Keterangan : Huruf superskrip yang berbeda dalam kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (p<0,05)

Kemampuan sel PMN kelompok probiotik

darah ketempat

peradangan yang ditandai

(C, D, E) dalam memakan/menelan dan
mematikan (clearance) S. enteritidis dan S.
typhimurium pada 30 dan 60 menit nyata
(P<0,05) lebih tinggi dibandingkan kelompok
antibiotik (B) dan kontrol (A) seperti tercantum
pada Tabel 3. Kemampuan clearance kelompok
B yang diberi antibiotik tidak berbeda nyata
dengan kontrol (A) baik dalam memakan
maupun mematikan S. enteritidis dan S.
typhimurium (P>0,05).

Pemberian probiotik (B. apiarius, B.
coagulans dan BM) pada dapat meningkatkan
kemampuan sel PMN dalam mematikan
Salmonella. Hasil dalam penelitian ini
mendukung  penelitian  yang  dilaporkan
Perdigon er al. (1994) yaitu pemberian L.
acidophilus pada mencit menginduksi sistem
pertahanan  dalam  menghadapi  infeksi
Salmonella dengan meningkatkan immuno-
globulin A (IgA) dan Ig M, sitokin dan
meningkatkan kemampuan fagositosis
makrofag. Dengan kata lain pemberian
probiotik menjadikan inang lebih siap dalam
menghadapi infeksi.

Makrofag dan heterofil merupakan bagian
utama dari respon immun bawaan (innate) pada
unggas (Stabbler et al., 1994).  Heterofil
merupakan sel yang ekivalen dengan netrofil
pada mammalia, mempunyai inti bersegmen dan
sitoplasmanya bergranula serta mempunyai
kemampuan fagositosis yang tinggi terutama
terhadap mikroorganisme.

Menurut  Stabbler et al. (1994) heterofil
mempunyai  kemampuan dalam mematikan
68% S. enteritidis pada 60 menit dan 95% pada
120 menit.  Pada unggas yang terinfeksi
Salmonella, sel PMN merupakan sel pertahanan
yang pertama datang kebagian yang mengalami
peradangan kemudian diikuti oleh makrofag.
Infiltrasi sel radang pada tempat invasi
merupakan tahap penting dalam mengatasi
infeksi S. enteritidis. Respon akibat peradangan
adalah migrasi sel-sel pertahanan dari pembuluh

dengan akumulasi PMN dan makrofag. PMN
mampu mematikan Salmonella baik dengan
opsonisasi maupun tanpa opsonisasi. Pada
keadaan tanpa opsonisasi PMN mampu memati-
kan 68% S. enteritidis dan 70% pada keadaan
opsonisasi. Kemampuan makrofag dalam
mematikan S. enteritidis apabila tanpa opsoni-
sasi sangat rendah yaitu 7% dan apabila
diopsonisasi maka kemampuan meningkat men-
jadi 71%. Oleh karena pada tahap awal infeksi
Salmonella di usus belum terbentuk antibodi
yang dapat membantu sel-sel radang dalam
melakukan fagositosis dan mematikan bakteri,
maka kemampuan sel radang untuk mematikan
bakteri tanpa opsonisasi sangat penting.

Menurut Erickson dan Hubbard (2000)
peningkatan sistem pertahanan non-spesifik
diantaranya fagositosis terjadi akibat adanya
LPS (lipopolisakarida) atau peptidoglikan (PG)
atau keduanya yang dilepaskan secara terus
menerus oleh bakteri. Bakteri Gram positif dan
negatif normal ada dalam saluran pencernaan.
PG merupakan komponen dinding sel bakteri
Gram positif dan negatif dan LPS komponen
dinding sel bakteri Gram negatif. Sejumliah
kecil LPS dan PG dilepaskan secara terus
menerus dan berinteraksi dengan permukaan sel
inang, sehingga mengaktifkan sel makrofag, sel
retikuloendotelial (RES) dan netrofil untuk
melepaskan berbagai mediator. LPS dapat
menstimulasi makrofag untuk menghasilkan
berbagai mediator termasuk sitokin seperti
tumor necrosis factor ¢ (TNF-a), interleukin 1
(IL-1), IL-6, IL-8 dan 1IL-12, elastase,
prostaglandin dan oksigen reaktif. = Mencit
germfree yang diberi bakteri asam laktat
Lactobacillus selama 7 hari dapat meningkat-
kan kapasitas makrofagnya dalam memfagosit
Escherichia coli (E. coli). Hal ini disebabkan
bakteri Lactobacillus tersebut dapat meng-
induksi sitokin.

Probiotik dapat menjaga keseimbangan
mikroorganisme dalam usus (Famularo et al.
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1997 dalam Fuller, 1997, Isolauri ef al., 2001).
Ketidakseimbangan mikrobiota endogenous
usus dapat terjadi pada kejadian penyakit pada
hewan dan manusia. Keberadaan mikrobiota
dalam usus sangat penting dalam melindungi
inang terhadap kolonisasi patogen. Permukaan
mukosa saluran pencernaan secara terus
menerus terpapar oleh antigen oleh karena itu
kemampuan dan efektifitas respon pertahanan
mukosa merupakan hal yang penting dalam
menjaga kesehatan inang.

Pada penelitian ini pemberian probiotik
Bacillus sp, baik diberikan secara tunggal
maupun kombinasi dapat meningkatkan
aktivitas dan kapasitas fagositosis sel PMN
terhadap Salmonella (S. enteritidis dan 8.
typhimurium).  Pemberian probiotik tersebut
juga dapat meningkatkan kemampuan clearance
sel PMN terhadap Salmonella, sedangkan
antibiotik growth promoter (bacitrasin) tidak
dapat meningkatkan kemampuan fagositosis dan
clearance sel PMN. Dari hasil penelitian ini
probiotik Bacillus memberikan prospek yang
baik dalam meningkatkan pertahanan ayam
terhadap bakteri patogen.
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