;‘q ‘ . A b _.-‘\'1 \ . y " Ly s
; B e T v X A RN R
. !

o

., HUBUNGAN ANTARA AKTIVITAS

S ASETILKOLINESTERASE SERUM DAN LESI

- PADA OTAK IKAN MAS YANG DIBERI -~
i DIAZINON DALAM AIR AKUARIUM .

" Charles Rangga Tabbu*

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari hubungan antara aktivitas
d ‘ asetilkolinesterase (AKE) serum dan timbulnya lesi pada otak ikan mas (Cy-
‘ : prinus carpio) yang diberi diazinon. Penelitian ini dilakukan pada 32 ekor
; ikan, yang dibagi menjadi 4 kelompok, masing-masing 8 ekor. lkan-ikan da-
lam 3 kelompok diberi diazinon melalui air akuarium dengan dosis masing-
masing 0,1 ppm, 0,5 ppm dan 1,5 ppm sedangkan satu kelompok lainnya se-
bagai kontrol tanpa diberi bahan uji. Contoh darah dari 4 ekor ikan pada
setiap kelompok diambil pada hari ke-14 dan ke-28 setelah perlakuan, kemu-
dian ikan dibunuh dan contoh jaringan otak diambil untuk pemeriksaan his-
topatologik.

Analisis statistik dengan metode 2 x 4 factorial ANOVA menunjukkan

bahwa aktivitas AKE pada kelompok ikan yang diberi diazinon 0,1 ppm, 0,5

ppm dan 1,5 ppm lebih rendah secara bermakna (P < 0,05) dibandingkan

dengan kelompok kontrol pada hari ke-14 ataupun ke-28 setelah perlakuan.

i Uji multiple comparison dengan Student Newman Keuls (SNK) tidak menun-

| Jukkan adanya perbedaan yang bermakna antara kelompok dosis pada se-

| tiap periode pemeriksaan. Secara histopatologik tidak ditemukan adanya lesi
tertentu pada otak.

Hasil penelitian ini memberi petunjuk tentang mekanisme toksisitas
diazinon pada ikan mas, dan mungkin juga pada ikan secara umum, yang
meliputi hambatan pada AKE. Pemberian diazinon dosis rendah hanya me-
nyebabkan penurunan akiivitas ensim tersebut tanpa disertai oleh lesi pada
otak.

* Staf Pengajar Lab. Patologi FKH-UGM, Yogyakarta,
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ABSTRACT

THE RELATIONSHIP BETWEEN THE ACTIVITY OF SERUM
ACETYLCHOLIN-ESTERASE AND LESIONS IN THE BRAIN OF
CARP GIVEN DIAZINON IN AQUARIUM WATER

This experiment was designed to study the relationship between the
activity of serum acetylcholinesterase (AChE) and lesions in the brain of
carp (Cyprinus carpio) treated with diazinon through aquarium water. This
experiment was done in 32 carps, which were divided into 4 groups, each of
8 fishes. Fish in 3 groups were given either 0,1 ppm, 0.5 ppm or 1.5 ppm of
this compound whereas the remaining group as a control without treatment.
Blood samples from 4 fishes of each group were taken at 14 or 28 days post
treatment, after which fish were killed and their brain samples were collec-
ted for histopathologic evaluation.

Statistical analysis of 2 x 4 factorial ANOVA indicated that the ac-
tivity of AChE in group of fish given diaginen of 0,1 ppm, 0,5 ppm or 1.5
ppm was significantly lower (P < 0,05) than control at 14 days and 28 days
after trearment. Student Newman Keuls (SNK) test did not demonstrate any
significant difference between groups at each period of testing. Histopatho-
logic evaluation did not reveal any lesion in the brain.

Results of this experiment suggest inhibition of AChE as the me-
chanism of diazinon induced only a decrease in the activity of this enzyme
without lesion in the brain. :

PENDAHULUAN

Dewasa ini para petani di berbagai daerah mempunyai kecenderungan
untuk memelihara ikan sebagai usaha tambahan di samping mengerjakan sa-
wahnya. Sumber air yang digunakan pada umumnya sama dengan yang dipa-
kai untuk mengairi sawah, sehingga pencemaran air kolam dengan pestisida/
insektisida dapat terjadi setelah penyemprotan pada tanaman. Di samping itu
penggunaan pestisida yang tidak "tepat” dapat menyebabkan timbulnya kera-
cunan pada organisme bukan sasaran, misalnya ternak, ikan, manusia atau-
pun sistim lingkungan di sekitar area penggunaan pestisida tertentu.

Diazinon adalah salah satu insektisida kelompok organofosfat (OP)
yang sering dipakai untuk memberantas hama tanaman (Murphy, 1986).
Substansi ini dapat diabsorpsi melalui saluran pernapasan, pencernaan, atau-
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i i 1977). Metabolisme diazinon
kontak langsung melalui kulit (Arena, ; .
::lla ikan mungkin terjadi di hepar dan ekskresi bahan tersebut mur.lgkm me-
fajui ginjal. Dugaan tersebut dapat dihubungkan dengan adanya lesi pada ke-
dua organ tersebut setelah pemberian diazinon (Rangga Tabbu, 1992).

Keracunan insektisida golongan OP pada ha.kekfatnya dapat dihubung-
xan dengan hambatan pada aktivitas ensim asetilkoh.nestcrase (AK.E)hdan
neurotoksisitas kronis (Kurtz et al., 1989). Pada mamal_xa dan serangga, alzn—t
patan pada aktivitas AKE merupakan dasar mekar_usme lr{eracuﬂ;:jl:j alit;a
insektisida golongan OP. Ensim ten.;ebut berfungsi Lll'ltl.]k- {nenfl rom_af
asetilkolin (AK) yang bertanggung jawab u:_)tuk transmisi imp amsf sy "
melalui sinapsis di dalam sistem syaraf Penf_er dan sistem sy pusO:
Asetilkolin juga berfungsi datam proses aktwasn_ otot skelet oleh neum; m
toris dan aktivasi organ efektor tertentu oleh snsler.n syaraf otonom. Secara
nermal stimulasi reseptor pasca sinapsis yang dihasilkan oleh pcnggabungdan
dengan AK akan berhenti akibat hidrolisis AK oleh” AKE. Sehul:l.ungan e-
ngan adanya kemiripan struktur kimiawi antara AK dan su!:stans‘l-.substanm
OP termasuk diazinon, maka AKE akan bergabur_lg dengan insektisida tersle—
but (Murphy, 1986). Gabungan ini akan menghasilkan gugus estcr. yang rcba-
tif stabil dan selanjutnya akan menghambat AI.{E .l.ll:ll'l]k mendeaktifkan su 1s-
trat normalnya, yaitu AK. Akibatnya akan terjadi timbunan AK yang .ber e-
bihan di dalam jaringan syaraf dan organ-organ e_fektc.w yang sclanp_ltnya
akan menyebabkan timbulnya pengaruh muskarinik, nikotinik dan sistem

syaraf pusat (Murphy, 1986), termadsuk berbagai lesi pada otak. Pengaruh pa-

da syaraf pusat meliputi berbagai efek pada sistem refspirasi d_an sirkulasi.
Hambatan AKE pada sistem syaraf pusat akan mcngaklbafkan_ timbulnya ge-
jala kebingungan, suara yang tidak jelas, gangguan koordmasT dan ko?.vulm.
Efek neurotoksisitas kronis OF dapat menimbulkan degcr_le.rasn .\K{al.lenan Pa—
da akson dan mielin dari syaraf perifer. Efek neu;otoksxsltas ini tidak dite-
mukan pada semua jenis OP (Kurtz et al., 1989).

Lama gejala keracunan biasanya merupakan suatu fungsi dari w?.kctlu
yang dibutuhkan untuk reaktivasi ensim AKE dan pada umumnya berbeda
untuk berbagai jenis OP. Kontak dengan OP secara berulang ataupun terus
menerus akan menyebabkan timbulnya toleransi (Kurt_z et al., 1989). Wa—
laupun efek toksik substansi ini pada berbagai jaringan ikan mas su(li)ah dll;l—
porkan (Rangga Tabbu, 1992), mekanisme _keracur.lan bahan t‘_ersa ut pada
ikan mas ataupun ikan secara umurm belum diketahui secara pastl.

Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari tentang kemungkin‘an ac!a—
nya hambatan pada AKE di dalam serum ikan mas setelah pemberian dia-
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zinon dan untuk mengetahui hubungan antara aktivitas ensim tersebut dan
timbulnya lesi didalam otak. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberi-
kan gambaran tentang mekanisme keracunan diazinon pada ikan mas dan

dapat dijadikan bahan pertimbangan dalam diagnosis keracunan diazinon
pada ikan.

MATERI DAN METODE

Penelitian ini menggunakan ikan mas (Cyprinus carpio) sebanyak 32
ekor {jantan dan betina) ukuran 8-10 cm sebagai hewan percobaan, yang
dibeli dari perani tambak di Yogyakarta. Ikan-ikan tersebut dipelihara dalam
akvarium ukuran 40 x 26 x 28 cm? dan diberi makanan ikan buatan P.T.
Charoen Pokphan, Jakarta yang dibeli dari Poultry shop di Yogyakarta, Pe-

nelitian ini menggunakan sumber air yang berasal dari sumur tanpa proses
penjernihan secara kimiawi.

Bahan uji yang digunakan adalah diazinon 60 EC buatan P.T. Petro-
kimia, Kayaku, Gresik, Jawa Timur yang dibeli dari toko penyalur obat-
obatan dan alat pertanian di Yogyakarta.

Setelah adaptasi selama satu minggu, maka ikan-ikan tersebut dibagi
secara acak ke dalam 4 kelompok (A, B, C dan D), masing-masing 8 ckor
per kelompok. Kelompok A, B, dan C diberi diazinon yang dicampurkan ke
dalam air akuarium masing-masing sebesar ¢, ppm, 0,5 ppm dan 1,5 ppm
sedangkan kelompok D bertindak sebagai kontrol (tidak diberi diazinon). Air
akuarium yang mengandung diazinon diganti secara periodik dengan larutan
yang sama setiap 24 jam. Makanan ikan diberikan secara ad libitum.

Pada hari ke-14 dan ke-28 setelah periakuan, 4 ekor dari setiap ke-
lompok diambil darahnya secara intrakardial untuk pemeriksaan aktivitas
AKE serum menggunakan spectrophotometer (Perkin-Elmer, Coleman 44,
USA). Setelah pengambilan contoh darah, semua ikan dibunuh dengan cara
dekapitasi kemudian dinekropsi untuk pemeriksaan patologik (makroskopik
dan mikroskopik). Contoh jaringan otak dari setiap ikan diambil dan dima-
sukkan kedalam formalin 10% untuk selanjutnya diproses sesuai dengan
metode pewarnaan hematoksilin dan ecsin (H & E} yang lazim dikerjakan di

laboratorium Patologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Gadjah
Mada.
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- Data tenfang aktivitas AKE serum dari masing-masing lkan Airlgzl;
Jkan dan selanjutnya dianalisis dengan metode 2 x 4 fa.c:onal '
p letely random design ); kemudian diuji untuk smultiple comparison
(eom akan uji Student Newman Keuls (SNK) dengan P < 0,05 (Stee.l ar.id
?:;??111980). Perubahan patologik pada-otak dianalisis secara kualitatif/

deskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Gejala Klinik |

* Selama penelitian ini berlangsung, ilfan-ikan pada kelompok y;ng da:
beri diazinon tidak menunjukkan suatu gejfi]?. lertent'u se_hubu;lkgan l:;gka_
adanya efek toksik dari bahan tersebut. Hal u-n. mu_ng‘km dlrseba ) az;;n (;hjn -
rena dosis diazinon yang dipakai pada peneht1a1_1 ini masih renbb Slggzgig
belum menimbulkan gejala keracunan yang spesifik (Rangga Tabbu, .

Pemeriksaan Patologik

Hasil pemeriksaan makroskopik maupun mikroskopik pada otak ikan-
jkan percobaan dari semua kelompok tidak mem:mjl.l_kkfm adanya pt:rubf;hkan
tertentn. Hal ini dapat dihubungkan dengan dosis diazinon yang digun kan
pada penelitian ini, yang masih dibawah dosis terendah yang dapat menim-
bulkan kerusakan pada otak (Rangga Tabbu, 1992).

Pemeriksaan Aktivitas Asetilkolinesterase Serum

Hasil pemeriksaan aktivitas AKE serum menunjul-d(a:-l afia:}ya pzrb?;
daan yang bermakna (P < 0,05) anta:a- kelompok yang dibett i:innggl (;sd :
0,1 ppm, 0,5 ppm dan 1,5 ppm dibandingkan denga.n kelompo 1 olr: ) I-Enan
hari ke-14 ataupun hari ke-28 setelah perl.?\kuz.m _(h}.mt Tabel ).‘h 3;1 nan
aktivitas AKE pada kelompok ikan yang d1b31:1 <_.hazmoln dapat di ukunigsme
dengan efek toksik bahan tersebut. Keadaan ini sesual denga;lh rr:;::l anrkan
toksisitas senyawa OP pada mammalia dan serangg-a yang tel A 11 ar;l:odila_
sebelumnya (Kurtz et al., 1989). Sebaliknya mekanisme serupa belu
porkan pada ikan. '

Selama penelitian ini berlangéung, gejala klinik rr'laupun lesi 'ga:li::
otak belum terlihat; hal ini memberi petunjuk bahwa ketiga macam 0o
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diazinon yang digunakan hanya menimbulkan penurunan aktivitas AKE
serum saja dan belum menyebabkan lesi pada otak ataupun gejala kiinik ter-
tentu. Di samping itu penurunan aktivitas ensim inj dapat diamati pada se-
mua kelompok ikan percobaan, termasuk kelompok yang diberi diazinon do-
sis rendah (0,1 ppm). :

Tabel 1. Aktivitas Asetilkolinesterase Serum Ikan Percobaan yang Di-
beri Diazinon Setelah Hari ke-14 dan ke-28.

.. o N
Kelompok | Dosis (ppm) | N Aktl.vltas Aseulko[mesteras.e (kUny
Hari ke-14 Hari ke-28
A 0,1 4 | 0,16510,013*+ 0,253 £ 0,044%%x*
B 0.5 4 1 0,197 £0,032%* 0,171 0,033 %4+
C 1.5 4 | 0,171 £0,011%+ 0,202 + 0,031 ***
D Kontrol 4 | 0,752 £ 0,104%* 0,988 + 0,032%*

* Data disajikan dalam bentuk X + S.E.

** Signifikan dibandingkan dengan kelompok kontrol (P < 0,05) pada hari ke-14 setelah
perlakuan. :

*** Signifikan dibandingkan dengan kelompok kentrol (P < 0,05) pada hari ke-28 setelah
perlakuan.

Temuan-temuan ini memberi petunjuk bahwa diagnosis keracunan

diazinon yang awal pada ikan dapat dilakukan berdasarkan evaluasi pada ak-
tivitas AKE serum.

Penurunan aktivitas AKE masih terlihat sampai hari ke-28 setelah
perlakuan walaupun pada periode tersebut mulai terjadi peningkatan aktivi-
tas ensim tersebut pada kelompok ikan yang diberi diazinon dosis 0,1 ppm
dan 0,5 ppm (lihat Tabel 1.). Hal ini mungkin dapat dihubungkan dengan
proses awal reaktivasi AKE di dalam tubuh ikan (Kurtz er al., 1989), di-
samping kemungkinan timbuinya toleransi yang dihasilkan oleh kontak

dengan diazinon secara terus menerus pada suatu periode tertentu (Kurtz er
al., 1989).

Berdasarkan atas hasil penelitian ini, maka dapatlah disimpuikan bah-
wa penurunan aktivitas AKE memberi petunjuk tentang mekanisme kera-
cunan diazinon (salah satu senyawa OP) pada ikan mas dan mungkin pula
Pada ikan secara umum. Disamping itu, evaluasi aktivitas AKE dapat diper-
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Limban.gkan sebagai salah satu cara diagnosis dini keracunan diazinon/
senyawa OP pada ikan mas dan mungkin pula pada ikan secara umum.

Mengingat bahwa diazinon dosis rendah (0,1 ppm) telah_ mamp me-
pimbulkan hambatan pada AKE serum, yang merupakan suatu indikasi aviral
keracunan bahan tersebut, maka penggunaan air yang‘ tf.:rccn{ar dengan dia-
zinon untuk keperluan kolam/tambak ikan hendaklah dihindari.
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