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Abstrak
Ikan nila merupakan ikan air tawar yang banyak dikonsumsi hampir diseluruh dunia. Serangan penyakit yang paling banyak ditemui menyerang kegiatan budidaya ikan nila adalah bakteri Streptococcus agalactiae sebagai 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 imnostimulan, dimana sistem imun akan meningkat terutama saat mengalami wabah penyakit ikan. Penelitian ini di tujukan untuk mengetahui efek dari kombinasi tanaman sirih dan kipahit sebagai imunostimulan untuk ikan nila dalam menghadapi serangan penyakit akibat S. agalactiae. Kombinasi dari kedua tanaman tersebut diberikan dalam 4 dosis berbeda 1, 2, 4, dan 8% per kg pakan Parameter hematologi menunjukkan perbedaan hematokrit dan eritrosit dari kelompok perlakuan dibandingkan kelompok kontrol. Nilai hitung leukosit, NBT dan lisosim menunjukkan tren serupa. Nilai sintasan menunjukkan kelompok perlakuan jauh lebih baik dibandingkan kelompok kontrol.

Kata Kunci:  Sirih, Kipahit, Imunostimulan, Streptococcosis, Orechromis niloticus

Abstract
Tilapia is a freshwater fish that widely consumed in all over the world. Streptococcus agalactiae is the one of most common bacteria within freshwater, it causes a Streptococcosis disease in tilapia culture. One of medicinal plants property is as an imnostimulant, especially when experiencing outbreaks of fish disease. This research is aimed to find out the effect of the combination of betel and kipahit plants as immunostimulants for tilapia to conquers S. agalactiae outbreaks. The combination of the two plants was given in 4 different doses of 1, 2, 4, and 8% per kg of feed. Hematological parameters showed differences in hematocrit and erythrocytes in the treatment group compared to the control group. Leukocyte, NBT and lysozyme count values ​​show a similar trend. The survival value indicates the treatment group was better than the control group.
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Pendahuluan
Aktifitas 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 Indonesia 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 momok dalam kegiatan budidaya adalah penyakit yang disebabkan oleh bakteri sebagai agen. Bakteri penyebab penyakit yang mampu menyebabkan kerugian cukup besar adalah Streptococcus agalactiae, bakteri ini merupakan penyebab utama penyakit streptococcosis pada ikan. S. agalactiae adalah bakteri Gram-positif yang berbentuk bulat berantai (Streptococci), bersifat hemolitik baik alpha ataupun beta, menyerang hewan akuatik, terrestrial 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 and Zamri-Saad 2011).
Pada proses budidaya ikan nila, bakteri Streptococcus merupakan penyebab penyakit utama yang mampu mengakibatkan kerugian yang cukup besar. Indonesia adalah negara kedua terbesar dalam produksi ikan nila setelah China Indonesia (FAO, 2015). 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 disekitar kolam pemeliharaan.
Daun kipahit adalah salah satu tumbuhan perdu yang ada di sekitar kolam pemeliharaan. Tanaman kipahit sendiri merupakan tanaman yang jaang dimanfaatkan oleh manusia, meskipun mengandung senyawa yang dapat bertindak sebagai anti-oksidan, anti-bakteri dan anti-inflamasi (Chukwuka and Ojo 2014). Sedangkan sirih merupakan obat tradisional yang banyak digunakan di Indonesia, dikenal sebagai anti-bakteri, anti-oksidan, dan mempunyai aktifitas immunomodulasi (Pradhan et al. 2013). Kedua bahan tersebut terbukti sebagai anti-bakteri dengan dosis berbeda saat diujikan pada bakteri Aeromonas hydrophila (Nafiqoh, Sukenda, Zairin, et al. 2019). 
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; Ji et al. 2007). Oleh karena itu studi ini dilakukan untuk mengetahui prospek tanaman obat sirih dan kipahit yang dikombinasikan sebagai peningkat system imun pada ikan nila yang di uji tantang dengan bakteri Streptococcus agalactiae.
Bahan dan Metode
Ekstraksi tanaman obat
Tanaman obat berupa daun sirih dan kipahit didapatkan dari Balai Penelitian Tanaman Rempah dan Obat (Balitro) berupa serbuk kering, kemudian serbuk tersebut diekstrak dengan metode maserasi menggunakan pelarut aceton dengan perbandingan 1:10 g/v. Larutan di diamkan semalam pada suhu ruang dalam orbital shaker (50 rpm). Larutan rendaman tanaman obat kemudian di saring menggunakan kertas saring Whatmann (N°41). Larutan yang telah disaring kemudian dievaporasi menggunakan alat rotary evaporator (Heidolph WB 200) hingga semua pelarut menguap. Hasil ekstrak kemudian disimpan dalam botol kaca gelap pada suhu 4 °C untuk digunakan pada uji in vitro.
Persiapan pakan dan pemeliharaan ikan
Tanaman obat yang akan digunakan direndam dalam akuades dengan komposisi 1, 2, 3, 4 dan 8 gr 100 mL-1 akuades selama semalam, kemudian disaring menggunakan kertas saring dan di semprotkan pada 100 gr pakan, pakan dikeringanginkan dan disimpan dalam wadah bersih tertutup, sedangkan pakan control merupakan pakan yang tidak ditambahkan tanaman obat.
Ikan nila berukuran 10±2 cm dipelihara dalam bak bervolume 40 liter dengan kepadatan 2 ekor L-1. Ikan dipelihara selama 4 minggu dengan diberikan pakan perlakuan sebayka 3% dari biomassa. Pada ahir pemeliharaan ikan di uji tantang menggunakan bakteri pathogen Streptococcus agalactiae dan kematian di amati sampai hari ke-4 pasca uji tantang. Setiap kelompok perlakuan dilakukan sebanyak tiga kali ulangan.
Pengambilan sampel
Pengambilan sampel dilakukan pada ahir masa pemeliharaan dan pasca uji tantang. Sampel yang diambil adalah darah yang diambil menggunakan spuit 1 cc. darah dibagi menjadi dua bagian, satu bagian di campur dengan 3,8% Natrium sitrat sebagai anti-koagulan dan satu bagian di diamkan selama 2 jam pada suhu ruang untuk disentrifus untuk koleksi serum, serum yang dikoleksi kemudian disimpan pada suhu -20C untuk uji lisosim. Sedangkan darah dengan anti-koagulan digunakan untuk Analisa jumlah eritrosit, leukosit dan Nitroblue Tetrazolium (NBT).
Eritrosit dan Leukosit
Jumlah eritrosit dan leukosit di lakukan sesuai prosedur yang telah dijelaskan oleh Ngugi et al. (2015). Untuk menghitung eritrosit, darah yang telah di campur dengan anti-koagulan dilarutkan dengan Dacie’s fluid (1 mL formaldehyde, 3g trisodium citrate, 99 mL akuades). Sedangkan untuk menghitung leukosit darah yang telah di campur dengan anti-koagulan dilarutkan dengan Turk’s Fluid (1 mL crystal violet, 0.5 mL asam asetat glasial, 100 mL akuades). Sampel kemudian di teteskan pada hemocytometer dan di hitung dibawah mikroskop. Perhitungan eritrosit dan leukosit mengikuti rumus;



Respon imun
Respon imun yang diukur adalah aktifitas lisosim dan NBT, aktifitas lisosim diukur menggunakan metode Ellis (1990). Sebanyak 10 L serum di inkubasi dalam 190 L suspensi Micrococcus lysodeikticus (0.05 M Na2H2PO4 dalam akuades steril), sample dibaca sesaat penambahan suspensi dan 5 menit setelah inkubasi pada suhu 24C dengan Panjang gelombang 530 nm. 
Nitoblue tetrazolium (NBT) diukur menggunakan metode Kumar et al. (2008). Sebanyak 20 L darah dimasukkan dalam sumur 96-well plate dan di inkubasi selam 1 jam pada suhu 27C, sumur dicuci menggunakan Phosphate Buffer Saline (PBS) dan di tambahkan NBT sebanyak 20 L dan diinkubasi selama 1 jam. NBT dibuang dan kedalam sumur dimasukkan fiksatif berupa 95% methanol selama 3 menit, diikuti 30% menthanol selama 3 menit. kemudian kedalam sumur dimasukkan 70 L DMSO dan 60 L KOH (1 M). Sampel dibaca dalaam Panjang gelombang 540 nm.
Uji tantang
Untuk uji tantang S. agalactiae di tumbuhkan dalam media Triptic Soya Broth (TSB, Oxoid) selama 48 jam pada suhu 30C. Kemudian bakteri di encerkan dalam PBS hingga mencapai kepadatan 105 CFU mL-1. Sebanyak 100 L bakteri yang telah diencerkan di ijeksikan secara intramuscular pada saat ahir pemeliharaan. Sintasan dan Relative Percent Survival (RPS) dihitung sebagai berikut; 


Hasil dan pembahasan
Hematokrit merupakan bagian padat dari cairan darah dalam ikan, dengan komposisi terbanyak adalah eritrosit atau sel darah merah. Hasil menunjukkan bahwa penambahan ekstrak tanaman mampu memelihara jumlah padatan (Gambar 1) sekaligus jumlah eritrosit (Gambar 2) pada kelompok perlakuan. 

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 received a combination of betel and kipahit leaf extract treatment after challenge with S. agalactiae 
Penelitian sebelumnya yang terfokus pada eritrosit manusia menemukan bahwa eritrosit mampu berperan sebagai modulator dari respon imun bawaan (Anderson, Brodsky, and Mangalmurti 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 di amati, 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 perlakuan tanaman obat.

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 received a combination of betel and kipahit leaf extract treatment after challenge with S. agalactiae 
Naiknya jumlah leukosit merupakan respon yang terjadi hampir disetiap adanya serangan infeksi. Hal ini disebabkan bahwa fungsi sel darah putih (leukosit) adalah pertahanan pertama dari tubuh untuk menghalau serangan penyakit yang terjadi. Hasil serupa juga ditunjukkan oleh penelitian sebelumnya yang menggunakan ikan nila yang telah diinfeksi oleh Enterococcus sp. Pada penelitian tersebut jumlah leukosit yang terhitung naik secara signifikan (Martins et al. 2008). Penambahan ekstrak tanaman terlihat 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 (Nafiqoh, Sukenda, Zairin Jr, et al. 2019)

Gambar 3. Jumlah leukosit ikan nila yang menerima perlakuan tanaman kombinasi ekstrak daun sirih dan kipahit setelah uji tantang dengan bakteri S. agalactiae
Figure 3. Leukocyte value of tilapia received a combination of betel and kipahit leaf extract treatment after challenge with S. agalactiae 
Nilai Tetrazolium yang menggambarkan aktifitas fagositosis 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). 


Gambar 4. Nitroblie tetrazolium ikan nila yang menerima perlakuan tanaman kombinasi ekstrak daun sirih dan kipahit setelah uji tantang dengan bakteri S. agalactiae
Figure 4. Nitoblue tetrazolium value of tilapia received a combination of betel and kipahit leaf extract treatment after challenge with S. agalactiae 
Demikian juga nilai dari aktifitas lisosim yang terdeteksi dari serum, pada kelompok perlakuan cenderung lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol (Gambar 5). Penelitian yang sama menunjukkan adanya kenaikan aktifitas lisosim dari ikan nila yang menerima perlakuan. Lisosim adalah system pertahanan humoral dari ikan yang mampu memicu hidolisis dari dinding sel bakteri, ditemukan di serum dan lender (mucus) (Vallejos-Vidal et al. 2016). Naiknya aktifitas 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).

Gambar 5. Aktifitas 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 received a combination of betel and kipahit leaf extract treatment after challenge with S. agalactiae 
Pada pengukuran pertumbuhan ikan yang menerima perlakuan menunjukkan tidak adanya efek negative yang biasa terlihat dari pakan yang suplemen tanaman obat, hal ini diduga karena yang digunakan adalah ekstrak dari tanaman sirih dan kipahit dimana serat dari tanaman sudah dieliminasi. Meskipun pertubuhan Panjang dari kelompok perlakuan terlihat tidak berbeda dibandingkan kelompok kontrol (Gambar 6), namun pada pertumbuhan berat kelompok perlakuan cenderung lebih bik dibandingkan dengan kelompok kontrol (Gambar 7). Penambahan tanaman obat tertentu memang diketahui mampu meningktakan pertumbuhan seperti penelitian 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.

Gambar 6. Pertumbuhan panjang ikan nila yang menerima perlakuan tanaman kombinasi ekstrak daun sirih dan kipahit
Figure 6. Growth length of tilapia received a combination of betel and kipahit leaf extract treatment 


Gambar 7. Pertumbuhan berat ikan nila yang menerima perlakuan tanaman kombinasi ekstrak daun sirih dan kipahit
Figure 7. Growth weight of tilapia received a combination of betel and kipahit leaf extract treatment 
Banyak penelitian yang menunukkan adanya kenaikan sintasan (Gambar 8) dan Relative Percent Survival (Table 2) dari ikan yang menerima perlakuan. Kenaikan ini tentu saja dipengaruhi oleh peningkatan respon imun yang menunjukkan adanya kenaikan 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, Sukenda, Zairin, et al. 2019)

Gambar 8. Analisa sintasan dari ikan nila yang menerima perlakuan tanaman kombinasi ekstrak daun sirih dan kipahit setelah uji tantang dengan bakteri S. agalactiae
Figure 8. Survival rate analysis rate of tilapia that received a combination betel leaf and kipahit extract after challenging tests with S. agalactiae bacteria
Tabel 2. Relative percent survival (RPS) dari ikan nila yang menerima perlakuan kombinasi ekstrak daun sirih dan kipahit setelah uji tantang dengan bakteri S. agalactiae
Table 2. Relative percent survival (RPS) of tilapia that received a combination betel leaf and kipahit extract after challenging tests with S. agalactiae bacteria

	Perlakuan
	RPS

	0%
	-

	1%
	87.9182

	2%
	96.33885

	4%
	86.03532

	8%
	80.13287



Kesimpulan
Penambahan tanaman kombinasi ekstrak daun sirih dan kipahit dengan dosis 2% mempunyai prospek yang cukup baik sebagai imunostimulan pada ikan nila saat diuji tantang dengan bakteri pathogen Streptococcus agalactiae. 

Saran
Perlu didalami lebih lanjut tentang efektifitas ekstrak kombinasi sebagai peningkat pertumbuhan.
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Panjang (cm)

W0	4.238844919314686	1.663864477654361	3.7111568277290559	4.6208152238899718	2.244943948817729	4.238844919314686	0	0.01	0.02	0.04	0.08	18.7075	19.467500000000001	14.72	20.329999999999998	24.077500000000001	Wt	3.5654340549223451	2.4915654383004444	4.3813017471979734	3.8086014493511948	3.7394125541319845	3.5654340549223451	2.4915654383004444	4.3813017471979734	3.8086014493511948	3.7394125541319845	0	0.01	0.02	0.04	0.08	26.54	35.887500000000003	29.142499999999998	35.2575	35.142500000000005	Perlakuan
Berat (gr)
Control	0	0.999	1	1.9990000000000001	2	2.9990000000000001	3	3.9990000000000001	4	4.9989999999999997	100	100	98.333333333333329	98.333333333333329	59.166666666666664	59.166666666666664	52.5	52.5	39.166666666666664	39.166666666666664	1%	0	0.999	1	1.9990000000000001	2	2.9990000000000001	3	3.9990000000000001	4	4.9989999999999997	100	100	97.222222222222214	97.222222222222214	97.222222222222214	97.222222222222214	95.555555555555543	95.555555555555543	93.888888888888872	93.888888888888872	2%	0	0.999	1	1.9990000000000001	2	2.9990000000000001	3	3.9990000000000001	4	4.9989999999999997	100	100	100	100	100	100	98.148148148148152	98.148148148148152	98.148148148148152	98.148148148148152	4%	0	0.999	1	1.9990000000000001	2	2.9990000000000001	3	3.9990000000000001	4	4.9989999999999997	100	100	100	100	98.75	98.75	96.111111111111114	96.111111111111114	92.936507936507937	92.936507936507937	8%	0	0.999	1	1.9990000000000001	2	2.9990000000000001	3	3.9990000000000001	4	4.9989999999999997	100	100	100	100	98.039215686274517	98.039215686274517	93.995098039215691	93.995098039215691	89.950980392156865	89.950980392156865	Day post injection-
Survival Rate (%)

Hematoktit	5.4047253771352901	6.6917099123817678	9.9873366840809084	13.271695824322904	12.730353304798651	5.4047253771352901	6.6917099123817678	9.9873366840809084	13.271695824322904	12.730353304798651	0	0.01	0.02	0.04	0.08	39.689133768081142	55.661375661375658	44.894894894894897	39.42948791385038	58.067870826491522	Perlakuan
Hematokrit (%)
Eritrosit	0.11581234821900459	0.27016488021206642	0.75653369334529119	0.23425413550244928	0.37182755299556086	0.11581234821900459	0.27016488021206642	0.75653369334529119	0.23425413550244928	0.37182755299556086	0	0.01	0.02	0.04	0.08	1.595	3.1112500000000001	2.5412499999999998	1.97	2.1287500000000001	Perlakuan
Eritrosit (106.mm-1)




