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ABSTRAK

Serangan penyakit yang paling banyak ditemui menyerang kegiatan budidaya ikan nila adalah bakteri
Streptococcus agalactiae sebagai salah satu agen penyakit Streptococcosis. Peningkatan sistem imun dari ikan
yang dibudidayakan merupakan cara yang efektif untuk menanggulangi masalah tersebut. Salah satu
fungsi tanaman obat adalah sebagai imunostimulan, di mana sistem imun akan meningkat terutama saat
mengalami wabah penyakit ikan. Penelitian ini di tujukan untuk mengetahui efek penggunaan kombinasi
ekstrak tanaman sirih dan Kipahit dengan dosis yang berbeda terhadap respons imun bawaan dari ikan
nila. Dosis yang digunakan adalah 1%, 2%, 4%, dan 8% per kg pakan pemberian pakan dilakukan selama
empat minggu, diikuti dengan uji tantang menggunakan bakteri patogen S. agalactiae. Meskipun tidak
terlihat perbedaan yang nyata, namun rerata respons imun hematokrit, eritrosit, leukosit, fagositik oksidase,
dan lisosim pada kelompok perlakuan menunjukkan nilai yang yang lebih tinggi dibandingkan dengan
kontrol. Perbedaan yang signifikan ditunjukkan oleh sintasan, di mana kelompok perlakuan mempunyai
nilai sintasan yang lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok kontrol. Hasil tersebut diduga disebabkan
oleh kandungan bahan aktif yang terdapat dalam tanaman obat. Sehingga penggunaannya mampu
bertindak sebagai sebagai upaya pencegahan dari infeksi bakteri patogen S. agalactiae. Perlu diketahui juga
apakah kombinasi yang digunakan mampu bertindak untuk terapi (pengobatan).
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ABSTRACT: Effects of betel and mexican sunflower combination as immunostimulant against Streptococcosis
in nile tilapia (Oreochromis niloticus). By: Nunak Nafigoh, Septyan Andriyanto, Hessy Novita, Desy
Sugiani, and Taukhid

Streptococcosis disease in nile tilapia culture is caused by Streptococcus agalactiae, a bacterium commonly found in
freshwater systems. Vaccines and probiotics have been used to prevent the disease outbreaks. However, increasing the
innate immune system of cultured fish is more effective in preventing the disease. Medicinal plantshave immunostimulant
properties, which could be used as an alternative prevention measure against Streptococcosis. This research aimed to
determine the effects of betel and kipahit combination as immunostimulant against S. agalactiae in nile tilapia. The
combinations consisted of four different doses of 1%, 2%, 4%, and 8% of the plants’ extracts per kg of feed. Feeding
experiment was carried out for four weeks, followed by a challenge test using the pathogenic bacteria S. agalactiae.
Despite no observable significant differences, haematocrit, erythrocyte, leukocyte, phagocytic oxidase, and lysozyme in
the treatment group showed higher values than the control. The treatment groups also had better survival rates than
the control group. These results indicate the presence of active compounds within the medicinal plants. In conclusion,
supplementation of the plants’ active compounds in feed has the potential as immunostimulant agents in tilapia to
prevent Streptococcosis disease caused by pathogenic bacteria S. agalactiae. Determining the capability of this plant
combination as a therapeutic agent against S. agalactiaeis an interesting future research direction to be pursued.
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PENDAHULUAN

Aktivitas perikanan budidaya dewasa ini menjadi
industri yang cukup menjanjikan, hal ini disebabkan
karena produk budidaya telah memenuhi kebutuhan
bahan pangan berupa ikan segar. Hal tersebut memicu
terjadinya intensifikasi kegiatan budidaya di Indone-
sia dan juga di negara lainnya. Intensifikasi tanpa
pengelolaan yang tepat mengakibatkan timbulnya
masalah dalam kegiatan budidaya, salah satunya adalah
penyakit yang menyerang kegiatan budidaya.

Penyakit yang cukup menjadi kendala dalam
kegiatan budidaya adalah penyakit yang disebabkan
oleh bakteri sebagai agen. Bakteri penyebab penyakit
yang mampu menyebabkan kerugian hingga 30%-40%
adalah Streptococcus agalactiae, bakteri ini merupakan
penyebab utama penyakit streptococcosis pada ikan
(Lusiastuti et al., 2016). S. agalactiae adalah bakteri
gram-positif yang berbentuk bulat berantai (Strepto-
cocci), bersifat non-hemolitik dan hemolitik baik al-
pha ataupun beta, menyerang hewan akuatik, terres-
trial dan mamalia juga manusia, beberapa jenis ikan
yang sudah diketahui rentan terhadap serangan bakteri
Streptococcus antara lain dari golongan ikan kakap,
salmon, belanak, kerapu, trout, dan tilapia (Amal &
Zamri-Saad, 2011).

Pada proses budidaya ikan nila, bakteri Streptococ-
cus merupakan penyebab penyakit utama yang mampu
mengakibatkan kerugian yang cukup besar. Indonesia
adalah negara kedua terbesar dalam produksi ikan nila
setelah Cina Indonesia (Mapfumo, 2018). Sehingga
keberadaan penyakit akibat bakteri Streptococcus
menjadi perhatian yang cukup besar dari pemerintah.
Beberapa cara telah dikembangkan untuk mengatasi
penyakit akibat bakteri Streptococcus, antara lain
vaksinasi dan probiotik. Namun kekayaan biodiversitas
berupa tanaman yang dapat berfungsi sebagai obat
sangat sayang untuk tidak dimanfaatkan; selain itu,
tanaman obat-obatan banyak tumbuh di sekitar kolam
pemeliharaan.

Daun kipahit adalah salah satu tumbuhan perdu
yang ada di sekitar kolam pemeliharaan. Tanaman
kipahit sendiri merupakan tanaman yang jarang
dimanfaatkan oleh manusia, meskipun mengandung
senyawa yang dapat bertindak sebagai anti-oksidan,
anti-bakteri, dan anti-inflamasi (Chukwuka & Ojo,
2014). Sedangkan sirih merupakan obat tradisional
yang banyak digunakan di Indonesia, dikenal sebagai
anti-bakteri, anti-oksidan, dan mempunyai aktivitas
imunomodulasi (Pradhan et al., 2013). Kedua bahan
tersebut terbukti sebagai anti-bakteri dengan dosis
berbeda saat diujikan pada bakteri Aeromonas
hydrophila (Nafigoh et al., 2019).

(Nunak Nafigoh)

Beberapa studi tentang penggunaan bahan tanaman
obat menunjukkan bukti efikasi dari tanaman obat
yang digunakan baik digunakan secara tunggal ataupun
kombinasi, namun studi lanjutan menegaskan bahwa
kombinasi dari tanaman obat mempunyai efikasi yang
lebih baik sebagai obat (Che et al., 2013; Jiet al., 2007).
Oleh karena itu, studi ini dilakukan untuk mengetahui
prospek tanaman obat sirih dan kipahit yang
dikombinasikan dengan dosis yang berbeda sebagai
peningkat sistem imun pada ikan nila yang diuji
tantang dengan bakteri Streptococcus agalactiae.

BAHAN DAN METODE

Tanaman Obat

Tanaman obat berupa daun sirih dan kipahit
didapatkan dari Balai Penelitian Tanaman Rempah dan
Obat (Balittro), Bogor berupa serbuk kering. Serbuk
dikombinasikan dengan perbandingan daun sirih dan
kipahit adalah 1:32.

Persiapan Pakan dan Pemeliharaan Ikan

Tanaman obat serbuk sirih dan kipahit direndam
dalam akuades dengan dosis 1, 2, 3, 4, dan 8 g 100
mL* akuades selama semalam, kemudian disaring
menggunakan Kkertas saring Whatman (N°41) dan
disemprotkan pada 100 g pakan, pakan
dikeringanginkan dan disimpan dalam wadah bersih
tertutup, sedangkan pakan kontrol merupakan pakan
yang tidak ditambahkan tanaman obat.

Ikan nila berukuran 10 =+ 2 cm dipelihara dalam
bak bervolume 40 liter dengan kepadatan 2 ekor L™.
Ikan dipelihara selama empat minggu dengan diberikan
pakan perlakuan sebanyak 3% dari biomassa. Pada
akhir pemeliharaan ikan diuji tantang menggunakan
bakteri patogen S. agalactiae dan kematian diamati
sampai hari ke-4 pasca uji tantang. Setiap kelompok
perlakuan dilakukan sebanyak tiga kali ulangan.

Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel dilakukan pada jam ke-24 pasca
uji tantang. Sampel yang diambil adalah darah yang
diambil menggunakan spuit 1 cc, darah dibagi menjadi
dua bagian, satu bagian dicampur dengan 3,8% natrium
sitrat sebagai anti-koagulan dan satu bagian didiamkan
selama dua jam pada suhu ruang untuk disentrifus
untuk koleksi serum, serum yang dikoleksi kemudian
disimpan pada suhu -20°C untuk uji lisosim. Sedangkan
darah dengan anti-koagulan digunakan untuk analisis
jumlah eritrosit, leukosit, dan fagositik oksidase.

Eritrosit dan Leukosit

Jumlah eritrosit dan leukosit dilakukan sesuai
prosedur yang telah dijelaskan oleh Ngugiet al. (2015).
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Untuk menghitung eritrosit, darah yang telah dicampur
dengan anti-koagulan dilarutkan dengan Dacie’s fluid
(L mL formaldehyde, 3 g trisodium citrate, 99 mL
akuades). Sedangkan untuk menghitung leukosit darah
yang telah dicampur dengan anti-koagulan dilarutkan
dengan Turk’s Fluid (1 mL crystal violet; 0,5 mL asam
asetat glasial; 100 mL akuades). Sampel kemudian
diteteskan pada hemocytometer dan dihitung di
bawah mikroskop. Perhitungan eritrosit dan leukosit
mengikuti rumus:

Jumlahsel x Pengenceran
0,02

Eritrosit =

. Jumlahsel x Pengenceran
Leukosit — umlahse engencera

Volume kamar hitung A
10

Respons Imun

Respons imun yang diukur adalah aktivitas lisosim
dan fagositik oksidase, aktivitas lisosim diukur
menggunakan metode Ellis (1990). Sebanyak 10 mL
serum diinkubasi dalam 190 mL suspensi Micrococcus
lysodeikticus (0,05 M Na,H,PO, dalam akuades steril.
Sampel dibaca sesaat penambahan suspensi dan lima
menit setelah inkubasi pada suhu 24°C dengan panjang
gelombang 530 nm.

Aktivitas fagositik oksidase diukur menggunakan
nitroblue tetrazolium (NBT) diukur mengikuti metode
Kumar et al. (2008). Sebanyak 20 mL darah dimasukkan
dalam sumur 96-well plate dan diinkubasi selama satu
jam pada suhu 27°C, sumur dicuci menggunakan phos-
phate buffer saline (PBS) dan ditambahkan NBT sebanyak
20 mL dan diinkubasi selama satu jam. NBT dibuang
dan ke dalam sumur dimasukkan fiksatif berupa 95%
methanol selama tiga menit, diikuti 30% metanol
selama tiga menit. kemudian ke dalam sumur
dimasukkan 70 mL DMSO dan 60 mL KOH (1 M). Sampel
dibaca dengan panjang gelombang 540 nm.

Uji Tantang

Uji tantang menggunakan bakteri S. agalactiae yang
merupakan koleksi dari Instalasi Riset Pengendalian
Penyakit Ikan (IRPPI), Depok. Bakteri ditumbuhkan
dalam media tryptic soy broth (TSB, Oxoid) selama 48
jam pada suhu 30°C. Kemudian bakteri diencerkan
dalam PBS hingga mencapai kepadatan 10° CFU mL™.
Sebanyak 100 mL bakteri yang telah diencerkan
diinjeksikan secara intramuscular pada minggu ke-4
setelah pemberian pakan. Sintasan dan relative percent
survival (RPS) dihitung sebagai berikut:
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No
di mana:
Nt = jumlah ikan yang hidup pada akhir eksperimen
No = jumlah ikan yang hidup pada awal eksperimen

RPS (%) = % ikan pada kelompok perlakuan <100
% ikan pada kelompok kontrol

Analisis Statistik

Data yang didapatkan diuji ANOVA dilanjutkan
dengan uji Duncan menggunakan statistik
menggunakan SPSS ver 18.

HASIL DAN BAHASAN

Hematokrit merupakan bagian padat dari cairan
darah dalam ikan, dengan komposisi terbanyak adalah
eritrosit atau sel darah merah. Hasil menunjukkan
bahwa penambahan kombinasi ekstrak sirih dan
kipahit mampu memelihara jumlah padatan (Gambar
1) sekaligus jumlah eritrosit (Gambar 2) pada
kelompok perlakuan. Meskipun nilai hematokrit dan
eritrosit tidak menunjukkan perbedaan yang nyata,
namun rerata menunjukkan nilai yang lebih tinggi
dibandingkan kelompok kontrol. Penelitian mengenai
efek infeksi pernah dilaporkan oleh Martins et al.
(2008), di mana ikan nila yang diinfeksi menggunakan
menunjukkan nilai hematokrit dan eritrosit yang lebih
tinggi dibandingkan dengan ikan yang tidak diinfeksi.

Penelitian sebelumnya yang terfokus pada eritrosit
manusia menemukan bahwa eritrosit mampu berperan
sebagai modulator dari respons imun bawaan (Ander-
son et al., 2018). Sehingga jumlah sel darah merah
yang lebih tinggi pada kelompok perlakuan
mengindikasikan bahwa ikan mempunyai sistem
pertahanan yang cukup dibandingkan dengan
kelompok kontrol. Bakteri S. agalactiae yang digunakan
merupakan bakteri koleksi laboratorium kesehatan
ikan yang telah diamati, bakteri ini merupakan bakteri
Streptococcus yang bersifat non-hemolitik atau tidak
melisiskan eritrosit (Suhermanto et al., 2019),
sehingga kemungkinan jumlah eritrosit dari kelompok
kontrol tidak dipengaruhi oleh adanya infeksi dari S.
agalactiae namun dipengaruhi oleh tidak adanya
tanaman obat.

Naiknya jumlah leukosit merupakan respons yang
terjadi hampir di setiap adanya serangan infeksi. Hal
ini disebabkan bahwa fungsi sel darah putih (leukosit)
adalah pertahanan pertama dari tubuh untuk
menghalau serangan penyakit yang terjadi (Martins
et al., 2008). Penambahan ekstrak tanaman terlihat
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Gambar 1.

Nilai hematokrit ikan nila yang menerima perlakuan tanaman kombinasi
ekstrak daun sirih dan kipahit setelah uji tantang dengan bakteri S. agalactiae.

Figure 1. Hematocrit value of tilapia fed with a combination of betel and kipahit leaf extract

treatment after challenged with S. agalactiae.
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Gambar 2. Jumlah eritrosit ikan nila yang menerima perlakuan tanaman kombinasi
ekstrak daun sirih dan kipahit setelah uji tantang dengan bakteri S. agalactiae.

Figure 2.

Erythrocyte of tilapia fed with a combination of betel and kipahit leaf extract

treatment after challenged with S. agalactiae.

memberikan efek positif pada ikan uji (Gambar 3),
hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang
menunjukkan naiknya jumlah leukosit pada ikan nila
yang menerima perlakuan pakan bersuplemen minyak
esensial dari citrus limon (Baba et al., 2016). Jumlah
leukosit yang naik diduga karena adanya proliferasi
sel dari sel dari darah putih yang diproduksi di organ
ginjal dari ikan, seperti penelitian yang menggunakan
ikan lele sebagai ikan model (Nafigoh et al., 2019).

Nilai tetrazolium yang menggambarkan aktivitas
fagositik oksidase dari ikan nila menunjukkan
perbedaan antara perlakuan dan kontrol (Gambar 4).

Hal ini diduga karena jumlah sel darah putih dari
kelompok perlakuan cenderung lebih banyak
dibandingkan kontrol. Hasil yang sama diperoleh oleh
penelitian Baba et al. (2016).

Demikian juga nilai dari aktivitas lisosim yang
terdeteksi dari serum, pada kelompok perlakuan
cenderung lebih tinggi dibandingkan kelompok
kontrol (Gambar 5). Penelitian yang sama
menunjukkan adanya kenaikan aktivitas lisosim dari
ikan nila yang menerima perlakuan. Lisosim adalah
sistem pertahanan humoral dari ikan yang mampu
memicu hidrolisis dari dinding sel bakteri, ditemukan
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Gambar 3.

Figure 3.

Gambar 4.

Figure 4.

Jumlah leukosit ikan nila yang menerima perlakuan tanaman kombinasi
ekstrak daun sirih dan kipahit setelah uji tantang dengan bakteri S. agalactiae.

Leukocyte value of tilapia received a combination of betel and kipahit leaf extract
treatment after challenged with S. agalactiae.
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Nitroblue tetrazolium ikan nila yang menerima perlakuan tanaman
kombinasi ekstrak daun sirih dan kipahit setelah uji tantang dengan bakteri
S. agalactiae.

Nitroblue tetrazolium value of tilapia fed with a combination of betel and kipahit
leaf extract treatment after challenged with S. agalactiae.

pada serum dan lender (mucus) (Vallejos-Vidal et al.,
2016). Naiknya aktivitas lisosim akibat penambahan
tanaman obat diduga akibat adanya interaksi antara
kandungan tanaman obat berupa flavonoid dengan
lisosim, perlu dicatat bahwa interaksi ini sangat
tergantung pada posisi hydrogen dan glikosil (Yang et
al., 2012).

Pada pengukuran pertumbuhan ikan yang

menerima perlakuan menunjukkan tidak adanya efek
negatif yang biasa terlihat dari pakan yang suplemen

tanaman obat, hal ini diduga karena yang digunakan
adalah ekstrak dari tanaman sirih dan kipahit di mana
serat dari tanaman sudah dieliminasi. Meskipun
pertumbuhan panjang dari kelompok perlakuan terlihat
tidak berbeda dibandingkan kelompok kontrol
(Gambar 6); namun pada pertumbuhan berat,
kelompok perlakuan cenderung lebih baik
dibandingkan dengan kelompok kontrol (Gambar 7).
Penambahan tanaman obat tertentu memang diketahui
mampu meningkatkan pertumbuhan seperti penelitian
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Gambar 5.

Aktivitas lisosim ikan nila yang menerima perlakuan tanaman kombinasi

ekstrak daun sirih dan kipahit setelah uji tantang dengan bakteri S. agalactiae.

Figure 5.

Lysosyme activity of tilapia fed with a combination of betel and kipahit leaf extract

treatment after challenged with S. agalactiae.
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Gambar 6. Pertumbuhan panjang ikan nila yang menerima perlakuan tanaman kombinasi

ekstrak daun sirih dan kipahit.
Growth length of tilapia received a combination of betel and kipahit leaf extract

Figure 6.
treatment.

Abdel-Tawwab et al. (2010) yang menggunakan
suplementasi daun teh pada ikan nila. Pertumbuhan
yang lebih baik dari kelompok perlakuan diduga
naiknya feed intake dari ikan yang menerima perlakuan.

Banyak penelitian yang menunjukkan adanya
kenaikan sintasan (Gambar 8) dari ikan yang menerima
perlakuan tanaman obat. Kenaikan ini tentu saja
dipengaruhi oleh peningkatan respons imun yang
menunjukkan adanya kenaikan dibandingkan dengan
kelompok kontrol.

Relative percent survival (Tabel 1), menunjukkan
bahwa ikan yang menerima perlakuan mempunyai

persentase bertahan hidup lebih baik dibandingkan
dengan kelompok kontrol. Penelitian menggunakan
tanaman daun sirih dan kipahit secara tunggal mampu
meningkatkan sintasan relatif hingga 79%, dengan
kedua tanaman tersebut dikombinasikan sintasan
relatif yang dihitung mampu naik hingga 96% (Nafiqoh
etal., 2019).

Hasil yang didapatkan diduga dipicu oleh bahan aktif
yang terkandung pada tanaman obat yang digunakan.
Kandungan utama dari daun kipahit adalah asam
klorogenat dan sesquiterpenes lactones, keduanya
mempunyai aktivitas yang mirip dengan obat anti-
inflamasi dan antioksidan (Chagas-paula et al., 2011;
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Gambar 7. Pertumbuhan bobot ikan nila yang menerima perlakuan tanaman kombinasi
ekstrak daun sirih dan kipahit.

Figure 7. Growth weight of tilapia fed with a combination of betel and kipahit leaf
extract treatment.

100
90 — a
g 80
D
s 70
= .
g S I
50 b
= —_—
% 40 '
g 3 2
= 20 4%
10 | ——8%
0
0 1 2 3 4

Hari ke- setelah uji tantang (Days post injection)

Gambar 8. Analisis sintasan dari ikan nilayang menerima perlakuan tanaman kombinasi
ekstrak daun sirih dan kipahit setelah uji tantang dengan bakteri
S. agalactiae.

Figure 8. Survival rate of tilapia fed with a combination betel leaf and kipahit extract after
challenged with S. agalactiae bacteria.

Tabel 1. Relative percent survival (RPS) dari ikan nila yang menerima perlakuan kombinasi
ekstrak daun sirih dan kipahit setelah uji tantang dengan bakteri S. agalactiae

Table 1. Relative percent survival (RPS) of tilapia fed with a combination betel leaf and kipahit
extract after challenged with S. agalactiae bacteria

Persentase kelangsungan hidup relatif

Perlakuan (Treatments . .
uan (T ) Relative percent survival (RPS)

0% -

1% 87.9182
2% 96.33885
4% 86.03532
8% 80.13287
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Husniati & Sari, 2021). Sedangkan kandungan utama
dari daun sirih adalah eugenol yang bersifat sebagai
anti-bakteri dan anti-jamur (Prakash et al., 2010;
Saxena et al., 2014). Kombinasi anti-oksidan dan
antibakteri pada sirih dan kipahit diduga mampu
memberikan efek meningkatnya sintasan pada ikan
uji, melalui mekanisme naiknya respons imun bawaan
dari ikan.

KESIMPULAN

Penambahan tanaman kombinasi ekstrak daun sirih
dan kipahit mempunyai prospek yang cukup baik
sebagai imunostimulan pada ikan nila sebagai upaya
pencegahan dari infeksi bakteri patogen Streptococcus
agalactiae. Semua dosis yang digunakan (1%, 2%, 4%,
dan 8%) menunjukkan adanya pengaruh terhadap
respons imun bawaan dari ikan yang diamati melalui
parameter jumlah eritrosit, leukosit, aktivitas
fagositik oksidase, dan aktivitas lisosim, meskipun
tidak menunjukkan perbedaan yang nyata. Tanaman
herbal yang diberikan mampu meningkatkan sintasan
dari ikan uji. Perlu dilakukan penelitian tentang
prospek kombinasi sirih dan kipahit untuk
pengobatan pada ikan.
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