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Article Histor Permasalahan petani budidaya ikan nila yaitu adanya penyakit
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Oleh sebab itu, diperlukan alternatif pencegahan dengan bahan
alami dari ekstrak daun Macaranga tanarius dengan memiliki
senyawa tannin, terpenoid, flavonoid, prenylflavonoid, dan lignan
yang memiliki sifat imunostimulator. Ekstrak daun M. tanarius
disuntikkan dengan cara injeksi secara intra muskulas ikan nila.
Metode penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan masing-masing lima perlakuan tiga ulangan.
Perlakuan (P1) menggunakan larutan fisiologis (kontrol positif), P2
=4 % (v/v) (ImL ekstrak + 24 mL akuades), P3 = 8 % (v/v) (2mL
ekstrak + 23 mL akuades), P4 = 12 % (v/v) (3mL ekstrak + 22 mL
akuades) dan P5 tanpa penyuntikan ekstrak daun M. tanarius
(kontrol negatif). Hasil pengamatan menunjukkan bahwa ekstrak
daun M. tanarius dapat merespon aktivitas fagositosis dan
peningkatan jumlah sel darah putih. Hal ini dapat dilihat pada
perlakuan P4 dengan jumlah sel darah putihnya sebesar (12,43 x
108 sel/mL) dan aktivitas fagositosis sebesar (45,82%).
Berdasarkan penelitian ini disimpulkan bahwa ekstrak M. tanarius
menunjukkan peningkatan respon imun ikan nila.
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ABSTRACT: The problem of tilapia farming farmers is the
presence of disease, which is caused by viruses, bacteria, fungi, and
parasites. Prevention by farmers is the provision of vaccines,
antibiotics, and immunostimulants. However, it is only effective in
one type of disease. Therefore, alternative prevention is needed with
natural ingredients from Macaranga tanarius leaf extract which has
tannins, terpenoids, flavonoids, prenylflavonoids, and lignans that
have immunostimulator properties. M. tanarius leaf extract was
injected by intramuscular injection of tilapia. This research method
used a completely randomized design (CRD) with five treatments
with three repetitions. Treatment (P1) using physiological solution
(positive control), P2 = 4 % (v/v) (ImL extract + 24 mL distilled
water), P3 =8 % (v/v) (2mL extract + 23 mL distilled water), P4 =
12% (v/v) (3mL extract + 22 mL distilled water) and PS5 without

186 Jurnal Biotek Volume 9 No 2 Desember 2021



PENINGKATAN RESPON IMUN IKAN NILA (Oreochromis niloticus)...

injection of M. tanarius leaf extract (negative control). The results
showed that the leaf extract of M. tanarius could respond to
phagocytic activity (45.82%) and increase the number of white
blood cells (12.43 x 108 cells/mL). Based on this study, the extract
of M. tanarius showed an increase in the immune response of
tilapia.

PENDAHULUAN

Ikan nila (Oreochromis niloticus) merupakan ikan budidaya yang mudah
berkembangbiak dengan pertumbuhan relatif cepat. Sifat tersebut dapat menguntungkan
petani budidaya ikan air tawar, karena mempunyai prospek yang baik dan memiliki nilai
ekonomis yang tinggi ditandai dengan tingginya permintaan pasar. Petani budidaya ikan
nila biasnya menerapkan metode budidaya secara intensif agar jumlah produksi semakin
meningkat (Pasaribu, Longdong & Mudeng, 2015).

Metode budidaya secara intensif memiliki banyak dampak negatif jika
pelaksanaannya tidak terkontrol dengan baik. Dampak negatif yang sering dialami oleh
petani budidaya ikan nila dengan metode secara intensif ini adalah pencemaran yang
tinggi. Pencemaran tersebut akan memicu timbulnya penyakit yang disebabkan oleh
fungi, parasit, virus dan bakteri. Penyakit-penyakit tersebut muncul karena disebabkan
oleh interaksi kompleks antara ikan budidaya, lingkungan budidaya dan beberapa
organisme yang menyebabkan penyakit (Post, 1987).

Adanya penyakit pada lingkungan budidaya ikan nila tentunya akan menyebabkan
kerugian secara ekonomi bagi para petani. Para petani budidaya melakukan pencegahan
dengan memberikan antibiotik, vaksin dan imunostimulan (Payung & Manopo, 2015).
Namun, pemberian vaksin dan antibiotik selain harganya yang mahal, juga memiliki
keefektifan hanya pada satu jenis penyakit saja. Pencegahan dan pengobatan dengan
vaksin dan antibiotik yang lama tentunya akan meningkatkan residu yang berbahaya bagi
lingkungan dan secara tidak langsung berbahaya pada manusia. Selain itu, dapat
menyebabkan mikroorganisme patogen resistensi yang akan menimbulkan kekebalan
terhadap penggunaan vaksin dan antibiotik (Manurung, 2013).

Daun Macaranga tanarius mengandung dua prenylflavonoid sebagai komponen
utama pada tanaman jantan dan betina yaitu nymphaenol-B dan isonymhaenol-B
(Kumazawa, dkk., 2014). Menurut Carvalho, dkk., (2013) bahwa senyawa flavonoid
memiliki kemampuan untuk menghambat siklus replikasi virus. Adapun yang termasuk

senyawa flavonoid yaitu quercetin, morin, rutin, dan hesperidin secara in vitro mampu
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menghambat replikasi virus pada tahap adsorpsi dan penetrasi. Senyawa tannin juga
memiliki polimer yang mampu menghambat replikasi virus immunodeciency human
(HIV) dan virus herpes simpleks (HSV) (Lee, dkk., 2000). Senyawa-senyawa tersebut
secara in vitro teruji sebagai anti virus, fungi, bakteri, dan patogen serta sebagai senyawa
bioaktif. Berdasarkan uraian di atas perlu adanya uji coba secara in vivo untuk mengetahui
keefektifan senyawa yang terkandung dalam ekstrak daun M. tamnarius sebagai
imunostimulator pada ikan nila yang diberikan dengan metode injeksi.
METODE PENELITIAN
Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Balai Benih Ikan Wundulako Kabupaten Kolaka
sebagai tempat pemeliharaan ikan nila. Sedangkan pengamatan jumlah sel darah putih
dan aktivitas fagositosisis dilaksanakan di UPT Laboratorium Terpadu Universitas
Sembilanbelas November Kolaka. Penelitian ini dilaksanakan pada Bulan Mei 2020
hingga September 2020.
Metode Penelitian

Penelitian ini merupakan true eksperiment dengan posttest-only control desain

(Sugiyono, 2013), terdiri atas 2 kelompok yaitu kelompok pertama sebagai kontrol dan
kelompok kedua sebagai eksperimen yang diberikan perlakuan. Penelitian ini
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) tunggal dengan 5 perlakuan dan 3
ulangan.
Prosedur Penelitian
Alat dan Bahan

Peralatan penelitian yaitu akuarium, aerasi, selang, oxymeter, pH meter, timba,
gelas ukur, gelas kimia, jaring ikan, syring 1 ml, vacutainer, mikroskop, haemocytometer,
kaca obyek, cawan petri, hand counter, sentrifus, gelas kimia, mistar plastik, dan pipet
tetes. Bahan-bahan penelitian yaitu larutan (etanol, metanol, giemsa, turk), HCI 0,1 N,
kertas label, akuades ikan nila, dan pakan ikan pellet.
Pembuatan Ekstraks Etanol Daun Macaranga tanarius

Daun M. tanarius yang telah dikumpulkan, dibersihkan dengan air dan ditiriskan.

Dikeringkan dengan cara diangin-anginkan selama 4-6 hari hingga daunnya berwarna
hitam. Daun yang kering dihaluskan menggunakan blender hingga menghasilkan serbuk

halus. Selanjutnya, serbuk direndam dengan larutan etanol 80%. Dilakukan penyaringan
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dengan kertas saring sebanyak tiga kali secara berulang hingga warnanya pudar untuk
memisahkan ampas dengan filtrat yang mengandung senyawa yang ikut larut dalam
pelarut. Kemudian, divapkan dengan rotary evaporator dengan kecepatan putaran 80
rpm, dengan tekanan 175 mbar, pada suhu 60°C (Octarina, dkk., 2018).
Desain Perlakuan dan Pemeliharaan Ikan Nila

Penelitian ini dilakukan dengan lima perlakuan yaitu dua perlakuan kontrol (P)
(positif dan negatif) dan tiga perlakuan dengan dosis yang berbeda dari ekstrak daun M.
tanarius. Setiap perlakuan dilakukan dengan tiga ulangan. Dosis ekstrak diinjeksi pada
intra muscular sebanyak 0,1 mL (Satyantini, dkk., 2016). Perlakuan (P1) sebagai kontrol
positif dengan menyuntikkan larutan fisiologi sebanyak 0,1 mL/ekor. Perlakuan (P2)
dengan dosis ekstrak 4% (v/v) sebanyak 0,1 mL/ekor, perlakuan (P3) dengan dosis
ekstrak 8% (v/v) sebanyak 0,1 mL/ekor, perlakuann (P4) dengan dosis 12% (v/v)
sebanyak 0,1 mL/ekor (Effendi & Widiastuti, 2014). Sedangkan perlakuan (P5) sebagai
kontrol negatif tanpa dosis ekstrak. Setiap ulangan menggunakan 12 ekor ikan nila yang
berumur tiga bulan atau sudah berukuran 4-5 cm dan masing-masing perlakuan
dipeliharan pada akuarium dengan ukuran (80 cm x 50 cm x 40 cm) sebanyak 15 akuarium
selama 14 hari. Pemberian pakan dilakukan pagi dan sore dengan pakan komersil.
Parameter Pengamatan

Parameter yang diamati pada penelitian ini adalah jumlah sel darah putih dan
aktivitas fagositosis. Selama penelitian, terdapat lima kali pengambilan darah ikan
sebagai sampel yaitu pada hari ke-0 sebelum diinjeksikan ekstrak pada masing-masing
perlakuan. Hari ke-1 yaitu satu hari setelah diinjeksikan ekstrak, hari ke-4 yaitu empat
hari setelah diinjeksikan ekstrak, hari ke-7 yaitu tujuh hari setelah diinjeksikan ekstrak
dan hari ke-14 yaitu empat belas hari setelah diinjeksi ekstrak. Darah diambil dengan alat
syiring 1 mL yang mengandung anti koagulan pada bagian intra-vena (Lengka, Manoppo
& Kolopita, 2013). Alat yang digunakan untuk menghitung jumlah sel darah putih adalah
haemacytometer. Alat ini digunakan dengan mengisap sampel darah pada setiap
perlakuan hingga skala 0,5, lalu ditambahkan larutan Turk’s sampai skala 11, selanjutnya
pipet diayunkan hingga bercampur rata selama 5 menit. Diteteskan pada kolom
perhitungan sel haemacytometer. Kemudian diamati dan dihitung jumlah sel darah

putihnya.
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Pengukuran aktivitas fagositosis dilakukan dengan mengaktifkan ragi terlebih
dahulu sebagai mikroorganisme untuk mengamati aktivitas fagositosis. Pembuatan ragi
dilakukan dengan mencampurkan 0,05 mg ragi dan 0,1 g gula pasir, dilarutkan dalam air
panas 70°C dengan volume 25 mL (Utami, 2009). Ragi yang aktif bersama dengan darah
50 pL dimasukkan ke dalam microtube. Sebelum diinkubasi dalam suhu ruangan
suspense ragi dihomogenkan terlebih dahulu selama 15 menit. Selanjutnya, 5 iL
dibuatkan sediaan ulasan (Octarina, dkk., 2018). Direndam dalam larutan giemsa selama
15 menit sebagai pewarna, dan dicuci dengan air mengalir, agar gambar sel terlihat jelas
yang menunjukkan proses fagositosis.

Analisis Data

Data hasil pengamatan meliputi jumlah sel darah putih dan aktivitas fagositosis
menggunakan analisis ANOVA kemudian dilanjutkan uji duncan untuk menunjukkan
pengaruh yang berbeda pada hasil tabel sidik ragam dengan taraf kepercayaan 95%.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Jumlah Sel Darah Putih

Sistem pertahanan tubuh pada ikan feleostei yang bersifat non-spesifik adalah sel
darah putih (Uribe dkk., 2011). Jumlah sel darah putih yang menurun disebut leukopenia,
sementara leukositosis merupakan peningkatan jumlah sel darah putih. Bentuk pertahanan
tubuh ikan jika adanya infeksi virus yaitu meningkatkan produksi sel darah putih (Azhar,

2014). Hasil pengamatan jumlah sel darah putih dari 5 perlakuan dapat dilihat pada

gambar 1.
30 mP1
mp2
25 P3
m P4
20 mP5

15

?ﬂﬂﬂdﬂ

Pengamatan Hari ke

Jumlah Leukosit (x 108 sel mL-1

Gambar 1. Jumlah Sel Darah Putih Ikan Nila pada Semua Perlakuan
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Hasil pengamatan menunjukkan bahwa dosis ekstrak dapat meningkatkan jumlah
sel darah putih. Pengamatan pada hari ke-0 menunjukkan jumlah sel darah putih ikan nila
masih normal. Pengamatan pada hari ke-1 menunjukkan adanya peningkatan jumlah sel
darah putih dari jumlah awal (hari ke-0). Pada perlakuan P4 mengalami peningkatan
jumlah sel darah putih yang tinggi dan berbeda nyata (P < 0,05) dengan P1 dan P5, namun
tidak berbeda nyata (P < 0,05) dengan perlakuan P2 dan P3. Pengamatan pada hari ke-4
untuk semua perlakuan menunjukkan adanya peningkatan jumlah sel darah putih. Pada
perlakuan P4 juga menunjukkan jumlah sel darah putih tinggi yang berbeda nyata (P <
0,05) dengan semua perlakuan.

Hasil pengamatan hari ke-7, perlakuan P4 jumlah sel darah putih mengalami
penurunan dari jumlah leukosit pengamatan pada hari ke-4. Tetapi, perlakuan P4
memberikan respon berbeda nyata dengan semua perlakuan. Demikin juga pada
pengamatan hari ke-14 bahwa jumlah sel darah putih mengalami penurunan lagi dari
pengamatan pada hari ke-7. Hasil ini menandakan bahwa akan ada respon imun humoral
jika ada antigen masuk dalam tubuh. Respon antibodi merupakan respon imun humoral
ketika dipapar dengan antigen. Pada ikan, respon imunnya terjadi secara seluler, biasa
terjadi pada hari ke 1 - 5 setelah pemberian dosis ekstrak (Effendi & Widiastuti, 2014).
Aktivitas Fagositosis

Fagositosis merupakan proses penelanan partikel asing yang masuk ke dalam tubuh.

Hasil pengamatan aktivitas fagositosis (%) ikan nila terdapat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Aktivitas Fagositosis (%) Ikan Nila pada Semua Perlakuan

Jurnal Biotek Volume 9 No 2 Desembar 2021 191



Saparuddin & Edi llimu

Sistem pertahanan tubuh ikan nila sama halnya dengan sistem pertahanan pada
hewan lainnya, yaitu memiliki neutrofil. Selain itu, sel-sel fagositik juga mampu
mengeliminasi benda-benda asing yang masuk dalam tubuh. Monosit dan makrofag
termasuk bagian dari fagositik yang mampu menfagosit 100 bakteri. Monosit berfungsi
untuk meningkatkan kekebalan tubuh ikan terhadap benda-benda asing yang masuk
dalam tubuh ikan. Hal ini aktivitas fagositosis dapat dijadikan sebagai indikator sistem
kekebalan tubuh ikan.

Pengamatan hari ke-0 menunjukkan aktivitas fagositosis ikan nila masih normal.
Aktivitas fagositosis pada hari ke- 1 menunjukkan bahwa perlakuan P4 tidak berbeda
nyata (P <0,05) dengan P3, namun memberikan respon berbeda nyata (P <0,05) terhadap
P5, P1, dan P2. Pengamatan aktivitas fagositosis hari ke-4 berbeda nyata (P < 0,05)
dengan semua perlakuan. Pada perlakuan P4 memiliki aktivitas fagositosis tertinggi dari
semua perlakuan. Pengamatan pada hari ke-7 diketahui bahwa P4 berbeda nyata (P <
0,05) dengan (P5), (P2), dan (P1), tetapi tidak berbeda nyata (P < 0,05) dengan P3.
Pengamatan pada hari ke-14 P4 berbeda nyata (P < 0,05) dengan P5 dan P1, namun tidak
berbeda nyata dengan P2 dan P3.

Dari seluruh hasil pengamatan pada setiap perlakuan menunjukkan bahwa ekstrak
daun M. tanarius dapat meningkatkan aktivitas fagositosis. Hal ini dapat dijadikan
sebagai indikator peningkatan sistem imun pada tubuh ikan nila (Alifuddin, 2002). Proses
fagositosis merupakan kontak antara sel fagositosis dan partikel dengan membran sel
mengalami invaginasi yang menelan benda asing (Anderson, 1992).

Sintasan (SR)

Sintasan merupakan survival rate dari suatu populasi dalam jangka waktu tertentu.

Survival rate ikan nila dengan waktu pemeliharaan selama 14 hari dapat dilihat pada
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Gambar 3. Kelangsungan Hidup Ikan Nila pada Semua Perlakuan
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Hasil pengamatan survival rate ikan nila dari setiap perlakuan menunjukkan bahwa
tidak memberikan pengaruh yang berbeda nyata (P > 0,05) diantara sesama perlakuan
dalam 14 hari pemeliharaan. Persentase survival rate ikan nila dari seluruh perlakuan
selama 14 hari adalah lebih dari 50%. Hal ini menunjukkan bahwa dosis ekstrak yang
diberikan pada setiap perlakuan masih bisa ditoleransi oleh ikan nila. Menurut Taufik
(1984) bahwa survival rate ikan sangat dipengaruhi oleh kualitas air karena setiap
terjadinya perubahan satu parameter kualitas air maka parameter-parameter yang lain ikut
terpengaruh.

Kualitas Air

Air merupakan media pemeliharaan ikan nila yang harus diperhatikan kualitasnya,
karena menentukan kelangsungan dan kebutuhan biota air yang dapat diamati dari
berbagai karakter yaitu karakter fisik, kimia dan biologisnya. Hasil pengamatan kualitas
air selama penelitian, dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Kualitas Air Selama Penelitian

Perlakuan Parameter (Parameter)
treatment Suhu Temperatur pH DO (mg L)
(O

P1 25-29 6,9-17,5 5,7-6,4
P2 26-29 6,9 -7,6 5,6 —6,2
P3 27-28 7,0-74 5,7-6,2
P4 26-29 6,9-17,5 5,6 - 6,0
P5 25-28 6,9-17,5 5,7-6,1
SNI 25-30 6,5-28.,5 >50

Hasil pengamatan kualitas air yang diukur dan mendukung pemeliharaan ikan nila
selama penelitian yaitu suhu, pH dan DO menunjukkan kondisi baik. Hasil parameter
kualitas air ini sesuai Standar Nasional Indonesia (SNI) dalam pemeliharaan ikan nila.
Selama penelitian keadaan suhu air berkisar 25-29 °C. Perubahan suhu dapat
mempengaruhi sistem imun ikan, menyebabkan stress ikan, dan akan mempengaruhi
perkembangbiakan ikan (Manurung, 2013). Hasil pengamatan oksigen yaitu berkisar
antara 5,1-6,1 mg L. Keadaan ini dapat memenuhi kelayakan pemenuhan oksigen ikan
nila yaitu berkisar antara 6,5-12,5 mg L' (Anderson, 1992). Hasil pengamatan pH selama

penelitian sudah sesuai dengan standar nasional ikan nila yakni berkisar antara 6,9-7,5.
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KESIMPULAN

Kesimpulan penelitian ini adalah bahwa ekstrak daun M. tanarius dapat
meningkatkan sistem kekebalan tubuh ikan nila, ditandai dengan meningkatnya jumlah
sel darah putih dan aktivitas fagositosis.
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