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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis kemampuan ekstrak terung asam (Solanum ferox/SF)
dan lempuyang (Zingiber zerumbet/Z7) dalam meningkatkan efikasi vaksin bakteri Pseudomonas sp. (EP-
02) yang diberikan melalui perendaman pada ikan nila (Oreochromis niloticus). Dosis yang digunakan
yaitu ekstrak SF 600 mg.Li!; ZZ 200 mg.L! dan kepadatan bakteri vaksin yang digunakan 10° CFU.mL",
rasio antara ekstrak terung asam, ekstrak lempuyang dan vaksin adalah 1:1:1. Pengujian diawali dengan
merendam selama 20 menit ikan nila (O. niloticus) dengan campuran vaksin dan ekstrak tanaman terung
asam/SF dan lempuyang/ZZ, dilanjutkan dengan uji tantang dengan bakteri gabungan Aeromonas
hydrophila (EA-01) dan Pseudomonas fluorescens (EP-02) (kepadatan bakteri masing-masing 10° CFU.mL-
1) melalui injeksi intramuskular sebanyak 0,1 mL pada hari ke-7 (d7), 14 (d14) dan 21 (d21) pascavaksinasi.
Pengamatan imunitas non spesifik dan spesifik serta tingkat kelangsungan hidup diukur pada minggu
ke-2 pasca uji tantang. Hasil penelitian menunjukkan bahwa aplikasi ekstrak SF dan ZZ pada vaksinasi
mampu meningkatkan imunitas non spesifik (parameter darah) dan imunitas spesifik (indeks fagositik/
IP dan titer antibodi) sejak hari ke-7/d7 pemberian, sedangkan pemberian vaksin saja tanpa ekstrak
baru terjadi peningkatan secara signifikan pada hari ke-14/d14 pascavaksinasi. Peningkatan kelangsungan
hidup pascainfeksi dengan bakteri A. hydrophila dan P. fluorescens juga lebih tinggi pada ikan yang diberikan
vaksin dan ekstrak. Sebagai kesimpulan, penambahan ekstrak SF dan ZZ mampu meningkatkan kinerja
vaksin lebih cepat dan lebih efektif sejak hari ke-7/d7 infeksi.

Kata-kata kunci: vaksinasi; adjuvant; Solanum ferox, Zingiber zerumbet; Oreochromis nilaticus

ABSTRACT

This research was aimed to evaluate the Solanum ferox/SF and bitter ginger (Zingiber zerumbet/ZZ) in
increasing the effectiveness of the Pseudomonas sp. (EP-02) vaccine through immersion in tilapia
(Oreochromis niloticus). The dose used was 600 mg.L* of SF; 200 mg.L! of ZZ and vaccine bacterial density
used 108 CFU.mL", the ratio between vaccine and extract was 1: 1: 1. The test were begun with immersion
the tilapia in the vaccine and extract for 20 minutes, the challenges test was done on day 7% (d7), 14 (d14)
and 21* (d21) post-vaccination with the combined bacteria Aeromonas hydrophila (EA-01) and Pseudomonas
fluorescens (EP-01) (concentration of each bacteria was 10° CFU.mL™!) through intramuscular injection of
0.1 mL each fish. Abnormal swimming patterns, pathology of anatomy, total mortality, survival rate,
RPS, were measured at week 2 after the challenge test. Application of SF and ZZ extracts in vaccination
can increase the non specific (haematology parameters) and specific immunity (phagocytic index and
antibody) since d7 of vaccination. While the increasing fish immunity in vaccine groups occurred in d14
post vaccination. The extract administration in vaccination reduced the fish mortality; increased SR and
RPS of tilapia faster than the vaccination group. In conclusion, addition of SF and ZZ extracts can increase
the efficacy of vaccines faster and more effectively from day 7* of infection.

Keywords: vaccination; adjuvant; Solanum ferox; Zingiber zerumbet; Oreochromis nilaticus
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PENDAHULUAN

Penyakit yang disebabkan oleh bakteri
patogen Aeromonas hydrophila dan Pseu-
domonas fluorescens masih menjadi penyebab
kematian dalam budidaya ikan. Kedua bakteri
ini menyebabkan ikan nila (Oreochromis nila-
ticus) mengalami eksoptalmia, permukaan
tubuh menghitam, dan luka pada organ terin-
feksi (Hardi et al., 2014; Hardi et al., 2016;
2017). Berbagai cara penanggulangan sudah
dilakukan, antara lain menggunakan vaksin
Pseudomonas (Yuliani et al., 2014; Hardi et al.,
2014b; Saugqie et al., 2016), ekstrak tanaman
rempah (Hardi et al., 2016a; 2016b; 2017a,b),
antibakteri dari bakteri antagonistik dan
komponen bakteri (Hardi et al., 2016¢) dan
hasilnya menunjukkan aktivitas penghambatan
yang cukup baik.

Vaksinasi merupakan cara yang paling
aman untuk mengendalikan patogen melalui
peningkatan imunitas spesifik ikan (Evensen,
2016). Penggunaan vaksin Pseudomonas sp.
untuk pencegahan penyakit bakterial pada ikan
nila sudah dilakukan baik secara laboratorium
(Yuliani et al., 2016) dan secara lapang di
keramba jaring apung (Sauqie et al., 2017)
dengan tingkat proteksi terhadap infeksi bakteri
A. hydrophila dan Pseudomonas sp. mencapai
70-90%. Namun, kendalanya adalah sistem
imun spesifik yang terbentuk membutuhkan
waktu yang cukup lama, yakni sekitar tiga
minggu pascavaksinasi, dan terkadang infeksi
sudah terjadilebih cepat di lingkungan budidaya
(Hardi et al., 2014b; Pasnik et al., 2005) di
samping itu pemberian vaksin membutuhkan
booster atau pemberian vaksinasi ulang. Untuk
menanggulangi hal tersebut, dibuatlah ramuan
vaksin yang dapat meningkatkan imunitas ikan
lebih cepat dan tingkat proteksi yang lama.
Caranya adalah dengan menambahkan adjuvant
ke dalam vaksin yang dapat memperlambat
pelepasan vaksin dalam tubuh ikan, akibatnya
proses perangsangan zat kebal berlangsung lebih
lama.

Adjuvant seringkali ditambahkan ke dalam
vaksin untuk meningkatkan imunogenisitas
vaksin. Schijns (2001) menyatakan bahwa
adjuvant dapat melepas antigen secara perlahan
sehingga memperpanjang paparan antigen
dengan sistem imun, mempertahankan
integritas antigen, dan memicu respons imun
dengan afinitas tinggi. Lebih lanjut, Rajput et
al. (2007) menyatakan bahwa vaksin dengan
penambahan adjuvant dapat meningkatkan
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potensi sistem imun serta menambah lamanya
perlindungan terhadap suatu infeksi penyakit
pada hewan dan manusia.

Beberapa bahan adjuvant yang digunakan
pada ikan antara lain Freund’s adjuvants (Stills,
2005); lipopolisakharida/LLPS (Kawakami et al.,
1998); mineral oil adjuvant (Mutoloki et al.,
2010); garam aluminium (Jiao et al., 2010), b-
glucans (Robertsen et al., 1999; Dalmo dan
Bogwald, 2008); cytokine (Caipang et al., 2009);
lipopeptida (Hoel dan Lillehaug, 1997); ekstrak
tanaman Quillaja saponaria berupa saponin
(Wang et al., 2016); gabungan ekstrak tanaman
Ocimum sanctum (Tulsi), Withania somnifera
(Ashwagandha), Tinospora cordifolia (Guduchi)
dan Emblica officianalis (Amalaki) (Priya-
darshini et al., 2012).

Pengembangan bahan alami sebagai bahan
adjuvant dan imunomodulator sudah mulai di-
kembangkan untuk meningkatkan sistem imun
ikan (Zhu et al., 2013; Pasquale et al., 2015),
karena adanya kandungan saponin didalamnya
(Freitas et al., 2006; Wang et al., 2016; Hardi et
al., 2016 a, b; 2017a, b; Hardi et al., 2019).

Vaksinasi melalui metode perendaman
telah banyak dilakukan untuk ikan dengan hasil
yang sangat baik (Johnson dan Amend 1983;
Hastein et al., 2005; Joosten et al., 1997),
meskipun beberapa ahli menganggap metode
injeksi lebih efektif untuk meningkatkan
imunitas spesifik ikan (Hardi et al., 2013;
Gudding et al., 1999; Evensen et al., 2005).
Pemberian ekstrak SS dan ZZ bersama dengan
vaksin Pseudomonas sp. secara injeksi mampu
meningkatkan imunitas spesifik ikan nila
(Hardi et al., 2018). Artikel penelitian ini bertu-
juan untuk mengetahui potensi ekstrak terung
asam dan lempuyang dalam mening-katkan
efikasi vaksin Pseudomonas sp. yang diberikan
secara perendaman pada benih ikan nila.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan mulai bulan
Agustus sampai Desember 2018 di Laboratorium
Mikrobiologi Perairan, Fakultas Perikanan dan
IImu Kelautan dan Fakultas Kehutanan Univer-
sitas Mulawarman, Samarinda, Kalimantan
Timur.

Ikan Uji

Tkan uji yang digunakan adalah ikan nila
(O. nilaticus) berukuran 10 + 0,3 g diperoleh dari
Desa Sebulu, Kabupaten Kutai Kartanegara,
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Kalimantan Timur. Sebelum ikan digunakan,
dilakukan pemeriksaan dengan mengisolasi
organ insang dan ginjal pada media Glutamate
Starch Phenol (GSP), jika bakteri tidak tumbuh,
ikan dapat digunakan, jika ada bakteri yang
tumbuh, ikan direndam dalam larutan formalin
3% selama lima menit, metode diulang jika ma-
sih ditemukan ikan sampel yang teridentifikasi
membawa bakteri Aeromonas dan Pseudo-
monas. Tkan nila yang digunakan untuk tujuh
kelompok pengujian sebanyak 210 ekor.

Bakteri Aeromonas hydrophila, Pseudo-
monas flurescens, dan Pseudomonas sp.

Isolat bakteri A. hydrophila (EA-01),
Pseudomonas sp. (EP-01), P. fluorescens (EP-
02) didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi
Perairan FPIK Unmul, Samarinda. Isolat
bakteri (stock) disimpan dalam media Brain
Heart Infusion Broth/BHIB (DIFCO®) dan media
padat Brain Heart Infusion Agar/BHIA,
(DIFCO®). Pengujian bakteri Aeromonas dan
Pseudomonas dilakukan dengan pengujian
Biokimia (SNI 7303-2009) dan dilanjutkan
dengan menggunakan API 20 NE Biomerieux?®
untuk mengidentifikasi bakteri Gram negatif
non-Enterobacteriaceae. Untuk menghitung
kepadatan bakteri menggunakan metode total
plate count (TPC), dengan prosedur seperti yang
dilakukan Hardi et al. (2016a).

Persiapan Vaksin

Vaksin dibuat dengan membiakkan bakteri
Pseudomonas sp. (EP-01) pada media BHIB,
selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 30°C setelah diperoleh kepadatan bakteri
10% CFU mL1, ditambahakan formalin 3% dan
dikultur kembali pada suhu 30°C selama 24 jam
dan homogenkan menggunakan shaker.
Selanjutnya vaksin diuji keamanannya dengan
mengisolasi kandidat vaksin pada media BHIA,
jika dalam waktu 72 jam tidak tumbuh, maka
vaksin aman untuk digunakan.

Persiapan Bakteri Uji Tantang

Bakteri yang digunakan untuk uji tantang
adalah bakteri patogen A. hydrophila (EA-01)
dan P. fluorescens (EP-02) yang diperoleh dari
Laboratorium Mikrobiologi Perairan, FPIK
Unmul. Bakteri uji ditumbuhkan dalam media
cair BHI selama 24 jam pada suhu 30°C. Kepa-
datan yang digunakan untuk masing-masing
bakteri adalah 10° CFUmL!, bakteri yang digu-
nakan untuk uji tantang dicampur antara EA-
01:EP-02 adalah 1:1.
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Persiapan Ekstrak

Ekstrak yang digunakan adalah ekstrak
terung asam atau terung dayak (Solanum
ferox/SF) 600 mg.Li* dan ekstrak lempuyang
(Zingiber zerumbet/ZZ) 200 mg.Lt. Pengen-
ceran dilakukan dengan menggunakan aquades
steril. Ekstrak dibuat dengan menggunakan
pelarut etanol dengan menggunakan metode
Hardi et al. (2016a,b) dan proses ekstraksi
dilakukan di laboratorium Kimia Kayu,
Fakultas Kehutanan, Universitas Mulawarman.

Uji Efikasi Vaksin dan Ekstrak

Vaksin Pseudomonas sp. (EP-02), ekstrak
SF dan ZZ dicampurkan dengan perbandingan
1:1:1 dan pemberiannya secara perendaman
selama 20 menit. Larutan yang berisi vaksin
dan ekstrak untuk perendaman sebanyak 2 L,
untuk 10 ekor ikan. Tkan yang telah direndam
dengan vaksin dan ekstrak selanjutnya dipe-
lihara dalam akuarium uji dan dilakukan uji
tantang dengan bakteri A. hydrophila (EA-01)
dan P. fluorescens (EP-02) pada hari ke-7 (d7),
14 (d14), dan 21 (d21) pascavaksinasi (Tabel 1.)
dan dipelihara hingga minggu ke-2 setelah uji
tantang. Secara terperinci, pengujian yang
dilakukan.

Penelitian pengujian kemampuan ekstrak
SF dan ZZ dalam meningkatkan efikasi vaksin
EP-01 pada ikan nila dilakukan dalam tujuh
kelompok/group (A-G), dan masing-masing
group diulang sebanyak tiga kali dan setiap
group terdiri dari tiga akuarium uji yang berisi
30 ekor ikan nila.

Uji Tantang dengan bakteri A. hydrophila
dan P. fluorescens

Uji tantang dilakukan dengan menginjek-
sikan ikan dengan bakteri gabungan EA-01:EP-
02 dengan perbandingan 1:1 kepada ikan yang
telah divaksinasi. Kepadatan masing-masing
bakteri uji 10° CFU.mL", penginjeksian bakteri
dilakukan secara intramuskular sebanyak 0,1
mL setiap ekor ikan pada d7, d14, dan d21
pascavaksinasi (sesuai perlakuan pada Tabel 1.).

Parameter Penelitian

Parameter yang digunakan dalam
penelitian ini diukur pada minggu ke-2 setelah
uji tantang sehingga waktunya menyesuaikan
dengan waktu uji tantang yang dilaksanakan
sejak d7,d14, dan d21 pascavaksinasi. Beberapa
parameter, yang diukur antara lain: 1) Pola
renang, patologi anatomi organ luar dan organ
dalam ikan nila, mengikuti metode Hardi et al.
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Tabel 1. Perlakuan uji efikasi vaksin Pseudomonas sp. dan ekstrak (terung asam/SS dan lempu-
yang/ZZ) pada ikan nila (Oreochromis niloticus).

Perla-  Jenis Perlakuan Waktu uji tantang  Pengamatan parameter
kuan uji pada Minggu ke 2
setelah uji tantang

A Vaksin + S. ferox + Z. zerumbet Hari ke- 7 Hari ke- 21

B Vaksin + S. ferox + Z. zerumbet Hari ke- 14 Hari ke- 28

C Vaksin + S. ferox + Z. zerumbet Hari ke- 21 Hari ke- 35

D Vaksin Hari ke- 7 Hari ke- 21

E Vaksin Hari ke- 14 Hari ke- 28

F Vaksin Hari ke- 21 Hari ke- 35

G Tidak divaksin dan tidak diberi ekstrak Hari ke- 14 Hari ke- 28

(2018); 2) Parameter darah total leukosit, total
eritrosit, kadar hematokrit, hemoglobin
dilakukan mengikuti prosedur Blaxhall dan
Daisley (1973); 3) Parameters imunitas spesifik
yvaitu Indeks Phagositik/IP, titer antibodi
mengikuti metode Hardi et al. (2018); 4) Ting-
kat mortalitas dan tingkat kelangsungan hidup
(Survival Rate/SR), dan Relative Percent Sur-
vival (RPS) dihitung untuk mengetahui efikasi
vaksinasi dihitung dengan menggunakan rumus
Ellis (1988) dan Amend (1981). Pengukuran
RPS dilakukan untuk membandingkan efikasi
vaksin antara ikan yang diberi vaksin dan
ekstrak (A, B, C) dan ikan yang diberi Vaksin
(D, E, F). Ada pun rumus RPS = [1-{(% ikan
yang mati pada perlakuan vaksin) x (% ikan
yang mati pada perlakuan kontrol)}],
sedangkan SR = [Gumlah ikan yang hidup pada
akhir pengamatan) x (jumlah ikan pada awal
penelitian)!] x 100.

Analisis Data

Seluruh data (parameter penelitian yang
diukur) disajikan dalam nilai rata-rata dan
standar deviasi. Selanjutnya selain data pola
renang, patologi anatomi organ luar dan organ
dalam dianalisis menggunakan sidik ragam non
parametrik (two-way Analysis of Variance SPSS
22 Inc., USA). Untuk hasil berbeda nyata pada
taraf P<0,05 dilanjutkan dengan uji jarak
berganda Duncan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik Bakteri Aeromonas dan
Pseudomonas

Bakteri yang digunakan untuk vaksin dan
uji tantang adalah Aeromonas dan Pseudomo-

nas, untuk meyakinkan bahwa bakteri yang
digunakan adalah benar, maka bakteri ditum-
buhkan di media Glutamate Starch Phenol
(GSP) dan selanjutnya diuji menggunakan API
20 NE. Secara terperinci karakteristik bakteri
disajikan dalam Tabel 2. dan Tabel 3.

Patologi anatomi organ luar

Pemberian ekstrak SF dan ZZ mampu
meningkatkan efikasi vaksin EP-01 pada ikan
nila, diindikasikan dengan berkurangnya
abnormalitas pola berenang, patologi anatomi
organ luar dan organ dalam ikan nila
pascainfeksi dengan bakteri EA-01 dan EP-02
(Tabel 4). Tkan yang terinfeksi bakteri EA-01
dan EP-02 menunjukkan gejala eksoptalmia
pada mata, sirip gripis dan terkadang timbul
pendarahan (Hardi et al., 2014a; Hardi et al.,
2016; 2017; Anderson, 1992), sedangkan ikan
pada perlakuan vaksin dan ekstrak (perlakuan
A, B, C) ikan tidak menunjukkan gejala tersebut
pascainfeksi, dan hanya sebanyak 10-20% ikan
menunjukkan abnormalitas pada perlakuan
ikan yang diberi vaksin (D, E, F). Tkan kontrol
tanpa vaksin dan ekstrak (G) sebanyak 20-72%
menunjukkan abnormalitas berenang dan
patologi anatomi organ luar dan organ dalam
pasca infeksi kedua bakteri patogen.

Parameter Darah Tkan

Peningkatan efikasi vaksin EP-01 dengan
pemberian ekstrak SF dan ZZ (A, B, C) juga
terlihat dari peningkatan total leukosit yang
berbeda nyata dibandingkan dengan vaksinasi
tanpa ekstrak (D, E, F) dan kontrol (G) (P<0,05).
Begitu juga dengan total eritrosit pada perlakuan
vaksin dengan ekstrak (A, B, C) berbeda nyata
dibandingkan dengan perlakuan vaksin (D, E)
dan kontrol (G), sedangkan untuk parameter
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Table 2. Karakteristik bakteri Aeromonas dan Pseudomonas menggunakan metode biokimia (SNI

7303-2009)
Kode Gram Kata- Moti- Mannitol O/F Tumbuh Bacterial
Bakteri lase litas Fermentatif di media Group
NaCl
EA-01 - + + + F+ + Aeromonas
EP-01 - + - - O- + Pseudomonas
EP-02 - + O- + Pseudomonas

Keterangan: EA-01=Aeromonas hydrophila 1 ; EP-01= Pseudomonas sp.: EP-02= P. fluorescens ; O/F=Uji
Oksidatif Fermentatif ; O= Oksidatif; F= Fermentatif

Table 3. Karakteristik bakteri Aeromonas dan Pseudomonas menggunakan uji API 20 NE

Active Ingredients EA-01 EP-01 EP-02

L-arginine +
Trisodium citrate
Urea

Lypolysis
L-tryptophane
Sodium pyruvate
Gelatin

Starch hydrolysis
D-mannitol
Inositol
D-sorbitol
D-sucrose
Amylase
L-arabinose
Oxidase
Siderophore

o+ o+ o+
+++++

++++++++
+H+++ 0+
R

T
+

+

Keterangan: EA-01=Aeromonas hydrophila 1 ; EP-01= Pseudomonas sp.: EP-02= P. fluorescens.

Tabel 4. Persentase terjadinya perubahan pola renang dan perubahan patologi anatomi organ luar
dan organ dalam ikan nila pada minggu ke-2 uji tantang

Persentase perubahan (%) pada perlakuan:

Pola renang dan patologi anatomi

A B C D E F G
Berenang berputar 0 0 0 0 0 0 20
Berenang di dasar akuarium 0 0 0 10 0 0 50
Pergerakan lemah 0 0 0 20 10 0 55
Patologi anatomi organ luar:
Warna tubuh hitam 0 0 0 10 10 0 72
Sisik lepas 0 0 0 20 20 10 58
Mata menonjol 0 0 0 20 0 0 65
Mata berkabut (opacity) 0 0 0 10 10 0 65
Operkulum luka/pucat(clear operculum) 0 0 0 20 10 10 45
Sirip gripis 0 0 0 10 10 10 40
Patologi anatomi organ dalam:
Organ dalam pucat 0 0 0 20 20 20 48
Organ dalam berair 0 0 0 20 10 0 42

Keterangan: A-G merujuk pada Tabel 1.
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hematokrit tidak terjadi peningkatan yang signi-
fikan pada semua perlakuan. Kadar hemoglobin
pada perlakuan vaksin dan ekstrak lebih tinggi
dan berbeda nyata (P<0,05) dibandingkan dengan
tanpa ekstrak dan dengan perlakuan kontrol.

Titer Antibodi

Produksi antibodi mulai terjadi sejak
minggu ke-2 pada uji tantang d7, namun
jumlahnya baru berbeda nyata (P<0,05) pada
uji tantang pada d14 dan d21 baik pada perlakuan
vaksin dan ekstrak (A, B, C) maupun perlakuan
vaksin saja (D, E, F).

Jurnal Veteriner

Indeks Fagositik (%)

Indeks fagositik/IP ditentukan dengan
menghitung jumlah sel darah putih (monosit,
limfosit, dan neutrophil) yang melakukan
aktivitas fagositik dengan pewarnaan Giemsa.
Hasil penelitian menunjukkan, pemberian
ekstrak pada vaksinasi mampu meningkatkan
nilai IP secara signifikan (P<0,05) dibandingkan
dengan perlakuan vaksin dan kontrol. Dilihat
dari waktu uji tantangnya, sejak uji tantang d7 ikan
telah menunjukkan peningkatan nilai IP, artinya
penambahan ekstrak mampu mening-katkan
efikasi vaksin dalam meningkatkan aktivitas
IP ikan nila.

Tabel 5. Parameter darah ikan nila pada minggu ke-2 pasca uji tantang

Perlakuan
Parameter darah
A B C D E F G
Total leukosit  170.800+10¢ 489.60013¢ 419.200+15¢ 11.000+20* 11.800+10" 13.20012" 2.639+15%
(sel.mm-?)
Total eritrosit 3.166.667¢ 2.550.000* 2.300.000> 1.890.000¢ 1.410.000¢ 2.190.000"> 628.054*
(sel.mm-?)
Hematokrit (%) 12+0,3Y 8+0,22 640,28 14+0,3Y 10+0,22 16+0,3° 6+0,3*
Hemaglobin (g%) 4,5+0,1° 4,7+0,1° 4,6+0,1° 7+0,2% 6,5+0,1° 7+0,12 8+0,1?
Keterangan: A-G merujuk pada Tabel 1.
Tabel 6. Titer antibodi (-log,) ikan nila pada minggu ke-2 uji tantang
Perlakuan

Bakteri uji aglutinasi

A B C D E F G
Aeromonas hydrophila & 11° 11° 8 10° 10° &
Pseudomonas fluorescens 11° 10° 11° 10° 10° 11° 7

Keterangan: A-G merujuk pada Tabel 1.

Tabel 7. Indeks fagositik (%) ikan nila pada
minggu ke-2 uji tantang

Perlakuan Indeks fagositik (%)

A 20,00+0,5¢
B 22,00+1,0°
C 28,00+0,6¢
D 14,00+1,0°
E 10,00+1,5"
F 16,00+1,0°
G 6,0+0,52

Keterangan: A-G merujuk pada Tabel 1.

Tingkat Kelangsungan Hidup Ikan
Peningkatan secara signifikan (P<0,05) pada
tingkat kelangsungan hidup ikan nila
pascainfeksi bakteri EA-01 dan EP-02 pada d7,
d14 dan d21 terlihat pada ikan yang diberi
vaksin dengan ekstrak (A, B, C) dan perlakuan
vaksin (D, E, F), dibandingkan dengan kontrol
(G). Peningkatan SR dan RPS ikan nila pada
perlakuan vaksin d21 (F) tidak berbeda nyata
dibandingkan dengan semua perlakuan vaksin
plus ekstrak (A, B, C). Ini menunjukkan bahwa
pemberian ekstrak mampu meningkatkan
kelangsungan hidup ikan nila pascainfeksi
dengan bakteri patogen sejak d7 dan d14 uji
tantang dan nilainya sama dengan pemberian
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vaksin d21. Nilai RPS 2 menunjukkan pening-
katan efikasi vaksin EP-01 dengan pemberian
ekstrak SF dan ZZ sebesar 29-55%. Sama halnya
dengan penambahan adjuvant vaksin V. anguil-
larum pada ikan turbot, menunjukkan adanya
peningkatan RPS pasca uji tantang pada hari
ke-14 dan 28 (Wang et al., 2016).

Pemanfaatan adjuvant dalam vaksinasi
pada manusia (Wang et al., 2016; Pasquale et
al., 2015) dan ikan (Hardi et al., 2019) sudah
dilakukan, karena terbukti dapat mening-
katkan kemampuan imunitas dari vaksin yang
diberikan. Beberapa bahan yang bersifat sebagai
adjuvant antara lain aluminum, emulsi air
dalam minyak/water-in-oil emulsions (Freund’s
adjuvants), bagian dari sel mikroorganisme dan
komponen dari ekstrak tanaman (Bo-Kun Su dan
Chen, 2008)

Ekstrak tanaman seperti Boesenbergia
pandurata, S. ferox, Z. zerumbet, Azadirachta
indica, O. sanctum, Curcuma longa yang memi-
liki kandungan saponin, flavonoid, dan karbo-
hidrat memiliki kemampuan sebagai imuno-
modulator dan juga adjuvant karena mening-
katkan IP, respiratory burst, dan alternative
complement activity serta lysozyme (Gjessing
et al., 2012; Hardi et al., 2016a dan 2017 a,b;
Harikrishnan et al., 2009).

Data pengujian menunjukkan pencam-
puran ekstrak SF dan ZZ dengan vaksin EP-01
mampu meningkatkan total leukosit, total
eritrosit, titer antibodi dan IP ikan nila
dibadingkan dengan ikan nila yang diberi vaksin
tanpa ekstrak (group D, E, F) dan ikan kontrol
(group G). Peningkatan mulai terjadi pada
waktu uji tantang d7 hingga d21. Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian ekstrak
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mampu mempercepat peningkatan imunitas
non spesifik dan spesifik ikan nila. Hal serupa
juga terlihat dari hasil penelitian penggunaan
ekstrak tanaman untuk meningkatkan efikasi
vaksin juga telah dilakukan oleh Hardi et al.
(2018); Song dan Hu (2009); Milgate dan Roberts
(1995); Bagherwal (2011); Wang et al. (2016).
Peningkatan efikasi vaksin yang diberi ekstrak
tersebut disebabkan oleh kemampuan saponin
meningkatkan respons imun pada jaringan
mukosa dan menghambat penempelan virus/
bakteri pada sel inang, melalui pengerusakan
membrane sel protein (Tam dan Roner., 2011;
Sasaki et al., 1998). Menurut Wang et al. (2016)
saponin dari tanaman Quillaja saponaria
mampu meningkatkan efektivitas komplemen,
fagositosis sel makrofag, dan meningkatkan
respons pembentukan antibodi pada ikan.
Hasil penelitian juga menunjukkan adanya
peningkatan titer antibodi dan IP pada ikan nila
yang diberi penambahan ekstrak dalam vaksin,
hal ini diduga karena ekstrak mempercepat
penyajian antigen yang diperlukan untuk
aktivasi limfosit T dan limfosit B spesifik seperti
hasil penjabaran oleh Sun et al. (2009); Tafalla
et al. (2017); Ribeiro dan Schijns (2010); dan
Dalmo et al. (2016). Selain itu, peningkatan titer
antibodi dan IP selaras dengan peningkatan SR
dan RPS ikan nila pascainfeksi dengan bakteri
A. hydrophila dan P. fluorescens. Kelangsungan
hidup relatif ikan yang diberi dengan vaksin dan
ekstrak terhadap ikan yang hanya diberi vaksin
saja (RPS 2) menunjukkan adanya peningkatan
RPS yaitu sebesar 29-55%. Sama halnya dengan
penggunaan vaksin Edwardsiella tarda yang
dicampur dengan curdlan dan saponin Quil A
tanaman mampu meningkatkan kelangsungan

Tabel 8. Tingkat mortalitas, kelangsungan hidup dan kelangsungan hidup relatif ikan nila pada

minggu ke-2 pasca uji tantang

Perlakuan

Parameter

A B C D E F G
Mortalitas (%) 20" 15° 10 28¢ 25¢ 220 95,45%
SR(%) 80° 85° 90° 72¢ 75¢ 78¢ 4,552
RPS 1 (%) 792 842 90* 71 74° 77°
RPS 2 (%) 29° 40P 55¢
Keterangan.
SR : Survival rate/ kelangsungan hidup

RPS1
RPS 2
Keterangan A-G merujuk pada Tabel 1.

: Kelangsungan Hidup Relatif terhadap ikan kontrol (Group G)
: Kelangsungan Hidup Relatif terhadap ikan yang di vaksin (Group D, E, F)
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hidup secara signifikan dibandingkan dengan
tanpa penggunaan saponin Quil A (Ashida et al.,
1999).

Keberhasilan ekstrak tanaman SS dan ZZ
dalam vaksin Pseudomonas sp. dapat dilihat
melalui peningkatan imunitas non spesifik dan
imunitas spesifik ikan nila serta peningkatan
SR dan RPS pascainfeksi dengan bakteri pato-
gen. Mekanisme peningkatan tersebut dapat
melalui beberapa cara antara lain melalui
peningkatan produksi antibodi untuk bereaksi
dengan epitop antigen sehingga antigen tidak
mampu mengenal reseptor sel inang, dan menye-
babkan kegagalan proses perlekatan antigen
pada permukaan sel inang atau menghambat
infeksi bakteri (Kato et al., 2012), atau dapat
juga melalul percepatan eliminasi antigen
melalui proses opsonisasi (antibodi sebagai
opsonin), antigen dalam keadaan teropsonisasi
lebih mudah dikenal makrofag dan lebih efektif
untuk dihancurkan (LaPatra et al., 2010).

SIMPULAN

Simpulan dari penelitian ini adalah
penggunaan ekstrak SS dan ZZ mampu
meningkatkan efikasi vaksin (Pseudomonas
sp.) melalui metode perendaman ditandai
dengan peningkatan imunitas spesifik dan non
spesifik ikan nila, kelangsungan hidup dan
tingkat proteksi terhadap infeksi bakteri A.
hydrophila dan P. fluorescens.

SARAN

Pengembangan ekstrak S. ferox dan Z.
zerumbet sebagai bahan untuk meningkatkan
efikasi vaksin Pseudomonas sp. dapat
ditingkatkan dengan melakukan pemisahan
komponen saponin dalam ekstrak untuk
mengetahui peranan spesifik dalam mening-
katkan imunitas ikan.
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