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ABSTRACT 

 

 

EFFECTIVITY OF PROBIOTIC BACTERIA Bacillus sp. D2.2 AND 

SWEET POTATOES EXTRACT AS A SYNBIOTIC ON 

STREPTOCOCCOSIS ATTACKS IN TILAPIA FISH (Oreochromis 

niloticus) 

 

 

By 

Nandya Dwinitasari 

 

Tilapia that cultured under intensive methods to increase total production, 

potentially can cause pathogen infection disease. Application of synbiotics one of 

biological control strategy that can improving the growth and health status in 

aquaculture organisms. Sinbiotic is a combination of probiotic and prebiotic. One 

of probiotics bacteria that can be used in auaculture activities is Bacillus sp D2.2. 

combined with sweet potatoes extract as a prebiotic. This research aim is to 

examine the synbiotic effectiveness based on hematological conditions, survival 

rate (SR) and relative percent survival (RPS) of baby tilapia that infected by 

Streptococcus agalactiae that causing Streptococcosis. This research was held  in 

May to June 2018 at the Fisheries Laboratory, University of Lampung. The results 

showed  that the babies tilapia in the P4 (PRE 4% PRO 8%) had the highest SR 

with the most effective level of relative protection compared to the anothers 

babies tilapia in this research. 

 

Keywords: synbiotic, Bacillus sp. D2.2, sweet potatoes extract, Streptococcus 

agalactiae, immunity system 
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Budidaya ikan nila secara intenisf untuk meningkatkan total produksi dapat 

berpotensi menimbulkan infeksi patogen pada ikan. Pengaplikasian sinbiotik 

merupakan salah satu strategi pengendalian biologis yang dapat meningkatkan 

pertumbuhan dan kesehatan pada organisme budidaya. Sinbiotik merupakan 

kombinasi antara bakteri probiotik dan prebiotik. Salah satu jenis bakteri probiotik 

yang dapat digunakan dalam kegiatan budidaya ikan adalah Bacillus sp D2.2. 

dengan kombinasi prebiotik ekstrak tepung ubi jalar. Penelitian ini dilakukan 

bertujuan untuk mengetahui efektivitas sinbiotik yang terdiri dari ekstrak tepung 

ubi jalar (Ipomoea batatas) dan isolat bakteri Bacillus sp. D2.2 berdasarkan 

kondisi hematologi, nilai survival rate (SR) dan nilai relative percent survival 

(RPS) pada benih ikan nila yang terserang penyakit streptococcosis. Penelitian ini 

dilakukan pada bulan Mei-Juni 2018 di Laboratorium Perikanan, Universitas 

Lampung. Hasil penelitian ini menunjukan bahwa hewan uji pada perlakuan P4 

(PRE 4% PRO 8%) memiliki nilai SR  yang  paling tinggi dengan tingkat 

perlindungan relatif yang paling efektif dibandingkan dengan hewan uji pada 

perlakuan kontrol dan perlakuan lainnya.  

 

Kata kunci: sinbiotik, Bacillus sp. D2.2, ekstrak tepung ubi jalar, Streptococcus 

agalactiae, sistem imun 
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I. PENDAHULUAN  

 

A. Latar Belakang  

Ikan  nila  adalah salah satu jenis ikan air tawar yang sering dibudidayakan karena 

memiliki pertumbuhan yang cepat, memiliki  nilai  ekonomis yang  tinggi dan 

mudah dibudidayakan. Produksi  ikan nila  pada  tahun  2010  sebesar  491.800  

ton  dan meningkat menjadi 850.000 ton pada  tahun  2012. Target produksi ikan 

nila pada tahun 2013 ditingkatkan menjadi  1,1  juta  ton  (KKP,  2013).  Upaya 

yang dapat dilakukan untuk memenuhi  permintaan pasar terhadap ikan nila di 

Indonesia salah satunya adalah meningkatkan dan mengembangkan usaha budi-

daya ikan nila secara intensif. Intensifikasi budidaya ikan nila menyebabkan mun-

culnya kendala seperti masalah penyakit pada ikan yang disebabkan oleh bakteri 

patogen. 

Penyakit yang sering menyerang ikan nila adalah Streptococcosis. Penyakit 

Streptococcosis adalah salah satu penyakit yang disebabkan oleh bakteri 

Streptococcus sp. Streptococcosis menyebabkan ikan berenang tidak beraturan, 

warna tubuh ikan menjadi gelap, respon terhadap pakan lemah, dan bukaan oper-

kulum menjadi lebih cepat (Hardi et al., 2011). Sheehan et al., (2009) melaporkan 

bahwa bakteri Streptococcus agalactiae yang menginfeksi ikan nila ditemukan 

dalam dua tipe yaitu tipe hemolitik dan tipe non hemolitik. Bakteri tipe hemolitik 

tumbuh baik (cepat) pada suhu 37
o
C dan mampu menghidrolisis gula lebih ba- 
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nyak sedangkan bakteri tipe non hemolitik memiliki sifat yang bertolak belakang 

dengan tipe hemolitik, yaitu tumbuh relatif lebih lambat pada suhu 37
o
C dan 

hanya gula tertentu yang mampu dihidrolisis. 

Penanggulangan penyakit Streptococcosis biasanya dilakukan menggunakan dis-

infektan dan antibiotik. Disinfektan diberikan sebagai upaya pencegahan sedang-

kan antibiotik diberikan setelah infeksi terjadi. Pemberian disinfektan sebagai 

upaya pencegahan hanya dapat menanggulangi gejala penyakit akan tetapi tidak 

mematikan bakteri penyebab penyakit. Sedangkan penanganan saat infeksi telah 

terjadi menggunakan antibiotik memerlukan biaya yang relatif tinggi dan dapat 

menyebabkan bakteri menjadi resisten sehingga dapat menimbulkan masalah baru 

(Tendencia & de la Pena, 2001; Le et al., 2005; Costa et al., 2015).  

Upaya pencegahan menggunakan sinbiotik dapat menjadi alternatif penanganan 

infeksi bakteri. Aplikasi sinbiotik merupakan salah satu strategi pengendalian 

biologis yang dapat meningkatkan pertumbuhan dan resistensi penyakit organisme 

akuakultur (Cerezuela et al., 2011).  

Sinbiotik tersusun dari probiotik dan prebiotik. Salah satu jenis bakteri probiotik 

yang dapat digunakan dalam kegiatan budidaya ikan adalah Bacillus sp D2.2. Iso-

lat bakteri dengan kode D2.2 merupakan bakteri probiotik yang dapat digunakan 

dalam budidaya ikan karena isolat bakteri tersebut memiliki kekerabatan dekat 

dengan Bacillus sp. (Aji, 2014).  

Media kultur bakteri yang umum digunakan untuk pembiakan isolat bakteri D2.2 

yaitu sea water complete (SWC), akan tetapi penggunaan media SWC untuk pem-

biakan isolat bakteri D2.2 memiliki kelemahan yaitu komposisi bahan pembuatan 
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media yang relatif mahal (Widanarni, 2011). Oleh karena itu diperlukan bahan 

media yang lebih ekonomis yang dapat digunakan untuk menumbuhkan bakteri 

D2.2. Salah satu komposisi media teknis penganti yang dapat digunakan yaitu ubi 

jalar, karena didalam ubi jalar terkandung oligosakarida berupa rafinosa dan su-

krosa yang berperan sebagai prebiotik yang dapat menunjang pertumbuhan bak-

teri probiotik (Lesmawati et al., 2013). 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Septiani (2016) didapatkan 

informasi bahwa bakteri biokontrol D2.2 mampu tumbuh pada salinitas 0, 10, 20 

dan 30 ppt. Sehingga berdasarkan informasi tersebut, bakteri D2.2 ini me-

mungkinkan untuk diaplikasikan sebagai probiotik pada budidaya ikan air tawar 

dengan harapan dapat meningkatkan sistem kekebalan tubuh ikan dan mengguna-

kan media yang lebih ekonomis. 

B. Tujuan 

Penelitian ini dilakukan bertujuan untuk mengetahui efektivitas sinbiotik yang 

terdiri dari ekstrak tepung ubi jalar (Ipomoea batatas) dan isolat bakteri Bacillus 

sp. D2.2 berdasarkan kondisi hematologi, nilai survival rate (SR) dan nilai 

relative percent survival (RPS) pada benih ikan nila yang terserang penyakit 

streptococcosis. 

C. Manfaat Penelitian 

Manfaat penelitian ini adalah diperolehnya informasi baru ten-tang potensi 

prebiotik ekstrak ubi jalar (Ipomoea batatas) dan bakteri probiotik Bacillus sp. 

D2.2 sebagai sinbiotik terhadap serangan Streptococcosis pada ikan nila.  
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D. Kerangka Pemikiran 

Kerangka pemikiran penelitian: 
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Gambar 1. Kerangka pemikiran 

Upaya yang dapat dilakukan untuk memenuhi  permintaan pasar terhadap ikan 

nila di Indonesia salah satunya adalah meningkatkan dan mengembangkan usaha 

budidaya ikan nila secara intensif. Intensifikasi budidaya ikan nila menyebabkan 

munculnya kendala seperti masalah penyakit pada ikan yang disebabkan oleh 

bakteri patogen karena kualitas air yang buruk. Penyakit yang sering menyerang 

ikan nila adalah Streptococcosis.  

Resiko terserang penyakit streptococciasis 

Sistem imun ikan nila. 

Sistem imun non spesifik Sistem imun spesifik 

Pemberian pakan sinbiotik (Bacillus sp. 

D2.2 dan ekstrak tepung ubi jalar) 

Adanya peningkatan sistem imun non spesifik pada ikan nila ditandai dengan nilai survival 

rate, relative percent survival, kadar hematokrit, total leukosit, diferensial leukosit ikan yang 

lebih baik pada ikan yang diberi perlakuan dibandingkan dengan ikan tanpa perlakuan. 

Intensifikasi budidaya ikan nila. 

  Penurunan kualitas air. 
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Upaya pencegahan menggunakan sinbiotik dapat menjadi alternatif penanganan 

infeksi bakteri. Sinbiotik merupakan suplemen gizi yang merupakan gabungan 

antara probiotik dan prebiotik secara sinergis. Probiotik adalah agen mikroba 

hidup yang memberikan pengaruh menguntungkan pada inang melalui peningkat-

an nilai nutrisi pakan, respon terhadap penyakit atau memperbaiki kualitas ling-

kungan. Dalam peningkatan nilai nutrisi pakan, probiotik mampu menghasilkan 

enzim exogenous yang dibutuhkan dalam proses pencernaan pakan sehingga 

meningkatkan nilai kecernaan pakan dan akhirnya dapat meningkatkan per-

tumbuhan inang. Prebiotik merupakan bahan pangan non digestible yang dapat 

merangsang pertumbuhan dan aktivitas mikroba sehingga meningkatkan kesehat-

an inang. Aplikasi sinbiotik merupakan salah satu strategi pengendalian biologis 

yang dapat meningkatkan pertumbuhan dan resistensi penyakit organisme akua-

kultur (Cerezuela et al., 2011).  Pengaplikasian sinbiotik diharapkan mampu 

meningkatkan sistem imun non spesifik pada ikan nila dalam melawan serangan 

patogen.    

E. Hipotesis 

Hipotesis yang digunakan dalam penelitian ini yaitu: 

I. Uji ANOVA  

H0 : µ0 = 0 : Pemberian pakan sinbiotik tidak berpengaruh terhadap titer 

antibodi, Hematokrit, total leukosit, SR, RPS, dan MTD 

H1 : µ0 ≠ 0 : Pemberian pakan sinbiotik berpengaruh terhadap titer antibodi, 

Hematokrit, total leukosit, SR, RPS, dan MTD 
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II. Uji Lanjut  

H0 : µ0 = 0 : Pemberian pakan sinbiotik tidak berpengaruh terhadap 

peningkatan sistem imun non spesifik pada ikan nila. 

H1 : µ0 ≠ 0 : Minimal ada satu perlakuan pakan sinbiotik yang berpengaruh 

terhadap peningkatan sistem imun non spesifik pada ikan nila. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

A.  Biologi Ikan Nila 

Klasifikasi ikan nila menurut Trewavas (1991) adalah:   

Kingdom : Animalia   

Phylum     : Chordata   

Class       : Osteichthyes  

Sub Class     : Acanthoptherigii  

Ordo       : Percomorphi   

Sub Order     : Percoidea   

Family      : Cichlidae  

Genus      : Oreochromis 

Species     : Oreochromis niloticus 

 

 

Gambar 2. Ikan nila (Oreochromis niloticus) 
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Ikan nila (Oreochromis niloticus) merupakan ikan air tawar yang berasal dari 

Afrika Timur (Trewavas, 1991). Ikan nila terdiri dari tiga jenis yaitu  ikan nila 

biasa, nila merah dan nila albino (Sugiarto, 1988). Ikan nila termasuk golongan 

ikan omnivora, namun cenderung ke herbivora sehingga ikan nila lebih mudah 

beradaptasi dengan jenis pakan seperti zooplankton, fitoplankton, dan lumut. Per-

tumbuhan dan perkembangbiakan, serta kelangsungan hidup ikan nila memerlu-

kan pakan yang cukup dari segi kualitas dan kuantitas. Ikan nila memiliki kemam-

puan yang baik dalam menyesuaikan diri dengan lingkungan. Ikan nila mampu 

hidup pada rentang suhu 14-38
o
C dengan suhu optimal 25-30

o
C dan pada air 

dengan pH 6-8,5 (Kottelat et al., 1993). Warna tubuh ikan nila dipengaruhi oleh 

lingkungan hidupnya. Ikan nila yang dibudidayakan di jaring terapung (perairan 

dalam)  memiliki warna lebih hitam atau gelap dibandingkan dengan ikan yang 

dibudidayakan di kolam (perairan dangkal). 

Ikan nila merupakan jenis ikan air tawar yang mempunyai nilai konsumsi yang 

cukup tinggi. Ikan nila banyak dibudidayakan karena mempunyai daging sisi 

badan yang cukup tebal. Ikan nila memiliki keunggulan yang komperatif yaitu 

pembudidayaannya yang relatif cepat dibandingkan dengan jenis ikan lain. Hal ini 

disebabkan karena sifat ikan nila yang mudah berkembang biak dan pertumbuhan 

yang cepat.  

B. Streptococcosis 

Budidaya ikan nila secara intensif dapat mengakibatkan tekanan yang lebih besar 

terhadap komoditas ikan yang dibudidayakan, sehingga menjadi lebih rentan 

terhadap penyakit. Salah satu penyakit infeksi yang semakin sering terjadi pada 

budidaya ikan nila adalah penyakit Streptococcosis yang disebabkan oleh bakteri 
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Streptococcus iniae dan Streptococcus agalactiae (Yanong & Floyd, 2002). 

Streptococcosis yang diakibatkan oleh infeksi jenis bakteri tersebut dapat bersifat 

akut dan mengakibatkan kematian massal (>50%) dalam tempo 3-7 hari, atau 

kematian berpola kronik yang persisten selama beberapa minggu. 

Gejala yang ditimbulkan pada ikan yang mengalami Streptococcosis adalah ikan 

kehilangan nafsu makan, warna tubuh menjadi gelap, hilang keseimbangan, 

pendarahan pada mata, kornea mata rusak serta pendarahan dan luka pada bagian 

eksternal (Filho et al., 2009). Sedangkan infeksi pada organ internal dapat 

mengakibatkan pembengkakan limpa, ginjal, hati, dan organ dalam lainnya. 

C. Potensi Ekstrak Ubi Jalar  

Ubi jalar mengandung oligosakarida yang tidak dicerna di antaranya rafinosa dan 

sukrosa yang dapat digunakan sebagai prebiotik. Berdasarkan hasil penelitian oli-

gosakarida yang diperoleh dari ubi jalar mampu berperan sebagai prebiotik yang 

menunjang pertumbuhan bakteri probiotik. Prebiotik tidak dapat dipisahkan 

dengan probiotik karena target prebiotik adalah memacu pertumbuhan bakteri 

probiotik (Lesmawati et al., 2013). 

Ubi jalar secara signifikan mengandung betakaroten yang cukup  tinggi. Beta-

karoten merupakan bahan pembentuk vitamin A di dalam tubuh, dan mengandung 

gugus gula oligosakarida. Oligosakarida merupakan senyawa turunan fruktosa dan 

galaktosa yang berperan sebagai prebiotik dalam meningkatkan imunitas, tidak 

terdegradasi oleh enzim endogenus yang dihasilkan organisme inang, tidak dicer-

na, dan tidak diserap sehingga menurunkan asupan energi dalam pencernaan dan 

menurunkan pengeluaran insulin, akan tetapi dengan mudah difermentasi oleh 
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Bifidobacteria yang ada dalan saluran pencernaan dan menghasilkan asam lemak 

rantai pendek, butirat dan propionat yang selanjutnya digunakan oleh inang seba-

gai sumber energi (Haryati et al, 2010). 

Penggunaan   media   teknis   tepung   ubi   jalar memiliki  keuntungan  karena  

lebih sederhana proses pembuatannya dan lebih murah daripada penggunaan  me-

dia SWC. Oleh karena itu, ubi  jalar sangat potensial digunakan sebagai bahan 

baku pembuatan media teknis ini. Proses pengukusan pada saat preparasi tepung 

ubi jalar dilakukan dengan tujuan meningkatkan konsentrasi gula dalam ubi  jalar  

(Marlis, 2008), sedangkan proses ekstraksi bertujuan untuk mengeluarkan oligo-

sakarida sebagai komponen prebiotik.  

Kandungan nutrisi pada tepung ubi jalar terdiri dari vitamin, mineral   dan   asam   

amino. Perbedaan komposisi nutrisi salah satunya disebabkan oleh proses   pengo-

lahan. Tepung   ubi jalar yang diekstraksi  menggunakan  air  menghasilkan  kadar 

sukrosa, sebagai salah satu komponen oligosakarida yang lebih  tinggi dibanding-

kan dengan tepung ubi jalar yang diekstraksi menggunakan etanol 70% (Harpeni 

et al., 2016). Ekstraksi tepung  ubi  jalar menggunakan air   juga lebih   mudah 

diaplikasikan dilapangan daripada  proses  ekstrasi  menggunakan  etanol  70%.  

D.  Bakteri Bacillus sp. D2.2 

Isolat bakteri biokontrol dengan kode D2.2 didapatkan dalam sampel air tambak 

tradisional di Desa Mulyosari, Kecamatan Pasir Sakti, Kabupaten Lampung 

Timur (Mariska, 2013). Aji (2014) mengidentifikasi isolat bakteri D2.2  meng-

gunakan gen 16S rDNA dan dari hasil identifikasi tersebut menunjukkan hasil 

kekerabatan isolat bakteri tersebut sangat dekat dengan bakteri Bacillus sp. 



11 

 

 

dengan tingkat kemiripan 97%. Isolat bakteri ini memiliki kemampuan anti-

bakteri dikarenakan tergolong kedalam bakteri gram positif. Hardiyani (2016) 

melaporkan bahwa bakteri Bacillus sp. D2.2 mampu menghambat pertumbuhan 

bakteri V. harveyi pada udang vaname yang diuji secara in vivo. Bakteri Bacillus 

sp. memiliki potensi sebagai agen biokontrol atau disebut juga probiotik. Hal ini 

dikarenakan aktivitas bakteri mampu menekan keberadaan bakteri pathogen di 

lingkungan perairan (Isnansetyo, 2005). 

E. Hematologi Ikan 

Sel darah tersusun dari sel darah merah (eritrosit) dan sel darah putih (leukosit). 

Kedua tipe sel ini terbentuk pada jaringan hematopoetik ginjal. Volume darah 

pada ikan lebih sedikit dibandingkan dengan vertebrata lainnya, yaitu sekitar 3% 

dari berat tubuhnya. Darah mempunyai fungsi vital, diantaranya adalah menge-

darkan nutrien keseluruh sel-sel tubuh, membawa oksigen keseluruh jaringan 

tubuh, membawa hormon dan enzim ke organ yang memerlukannya, menjaga 

keseimbangan tubuh, dan untuk mengangkut hasil buangan metabolisme, seperti 

karbon dioksida dan asam laktat. Darah juga membawa materi ion anorganik Na
+
, 

Mg
2+

, Cl
-
, dan senyawaorganik,seperti hormon, vitamin dan beberapa protein 

plasma (Anderson, 2017). 

Pemeriksaan darah sangat penting dilakukan untuk mendiagnosa suatu penyakit 

dan kondisiikan. Penyimpangan fisiologi ikan menyebabkan terjadinya perubahan 

pada komponen-komponen darah ikan. Perubahan gambaran darah dapat menen-

tukan kondisi atau status kesehatan ikan (Wedemeyer & Yasutake,1997). 
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1. Sel Darah Merah 

Sel darah merah pada ikan umumnya mempunyai inti berbentuk oval hingga 

bundar, inti sel kecil dengan sitoplasma, berwarna merah kekuningan dan ber-

ukuran 10x11 μm sampai 12x13 μm dengan diameter inti 4-5 μm. Jumlah sel 

darah merah pada ikan nila normal berada pada kisaran 1,43-3,18x10
6 sel/mm

3 

(Hartika et al., 2014). Sel darah merah berfungsi sebagai transporter oksigen. 

Rendahnya jumlah eritrosit menandakan ikan menderita anemia dan kerusakan 

organ ginjal, sedangkan tingginya jumlah eritrosit menandakan ikan dalam 

keadaan stres. Faktor-faktor yang mempengaruhi jumlah sel darah merah adalah 

spesies, perbe-daan induk (genetik), kondisi nutrisi, aktifitas fisik, dan umur 

(Dallman & Brown.,1989). 

2. Sel Darah Putih 

Sel darah putih dapat digunakan sebagai penanda adanya infeksi dalam tubuh 

ikan. Jumlah sel darah putih dalam  tubuh ikan lebih sedikit jika dibandingkan 

dengan jumlah sel darah merah. Penyimpangan sel darah putih dari keadaan 

normal memiliki arti klinis yang penting sebagai bahan evaluasi keberadaan 

penyakit didalam tubuh (Dallman & Brown,1989). Tubuh akan memproduksi 

lebih banyak sel darah putih ketika ada benda asing yang masuk kedalam tubuh. 

Sel darah putih dibedakan menjadi dua golongan berdasarkan ada tidaknya butir-

butir (granula) didalam sel, yaitu agranulosit dan granulosit. Agranulosit dibagi 

menjadi limfosit, trombosit, dan monosit, sedangkan granulosit berupa neutrofil 

(Lagler et al., 1977). Neutrofil dan monosit tergolong kedalam jenis sel darah 

putih yang memiliki tingkat fagositasi yang kuat.  Satu neutrofil dapat memfagosit 

5 sampai 20 bakteri. Jika dibandingkan dengan neutrofil,  sel  monosit dapat 
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dikatakan lebih kuat karena mampu memfagosit partikel yang lebih besar. 

Limfosit bersifat fagositik dan berperan di dalam pembentukan antibodi. 

Kenaikan jumlah sel leukosit diduga karena adanya kenaikan pertahanan seluler 

akibat infeksi bakteri. Menurut Hardi et al.,(2011), peningkatan dan aktifitas 

leukosit dapat disebabkan oleh infeksi yang memicu aktifitas pembelahan sel. 

Jumlah sel darah putih normal pada individu yang sehat didalam darah adalah 1% 

dari total jumlah darah. Sel darah putih tidak berwarna, jumlahnya setiap mm
3 

pada ikan nila normal berkisar 32.000–146.000 sel/mm
3
 (Hartika et al., 2014). 

Peningkatan sel darah putih dapat disebabkan oleh penyakit, infeksi, parasit, stres 

akibat penanganan dan pengaruh lingkungan (Guyton & Hall,2014). 

3. Kadar Hematokrit 

Kadar hematokrit merupakan persentase volume eritrosit (sel darah merah) berupa 

zat padat terhadap cairan darah dalam tubuh ikan. Jika kadar hematokrit 40%, 

berarti darah terdiri dari 40% sel darah merah, dan 60% merupakan plasma darah 

dan sel darah putih. Hasil pemeriksaan terhadap hematokrit dapat dijadikan seba-

gai salah satu patokan untuk menentukan keadaan kesehatan ikan, nilai hematokrit 

kurang dari 22% menunjukkan terjadinya anemia. Kadar hematokrit ini bervariasi 

bergantung pada faktor nutrisi, umur ikan, jenis kelamin, ukuran tubuh, dan masa 

pemijahan (Kuswardani, 2006). 

Dengan demikian, bila terjadi perembesan cairan darah keluar dari pembuluh dar-

ah, sementara bagian padatnya tetap di dalam pembuluh darah, maka akan mem-

buat persentase zat padat darah terhadap cairannya naik sehingga kadar hemato-

kritnya juga akan meningkat (Hardjoeno,2007). 



 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

A.  Waktu dan Tempat  

Penelitian ini dilakukan pada bulan Mei-Juni 2018 di Laboratorium Perikanan, 

Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.  

B.  Alat dan Bahan 

Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah, sebagai berikut: 

Tabel 1. Alat-alat penelitian 

No. Nama Alat Jumlah Fungsi 

1. Jarum suntik (spuit 26 G x 

1/2”  1 ml) 

65 buah Untuk mengambil sampel darah ikan 

uji, 

2. Tabung eppendorf 65 buah Sebagai media untuk menampung 

sampel darah, 

3. Cover glass 65 buah Untuk menutup object glass sebelum 

diamati dibawah mikroskop, 

4. Object glass 21 buah Sebagai media untuk meletakan 

objek yang akan diamati dibawah 

mikroskop, 

5. Tabung reaksi 5 buah Sebagai media untuk pembiakan 

mikroorganisme, 

6. Labu erlenmeyer 3 buah Sebagai media untuk menampung 

bahan-bahan cair, 

7. Pipet tetes 2 buah Untuk memindahkan cairan dari 

suatu wadah kewadah lainnya, 

8. Jarum inokulum 1 buah Untuk mengambil koloni suatu 

mikroba  dan memindahkannya ke 

media lain, 

9. Bunsen 1 buah Untuk mensterilakan jarum ose 

sebelum digunakan dalam inokulasi 

bakteri, 

10. Termometer 1 buah Untuk mengukur suhu air, 

11. Akuarium 21 unit Sebagai media pengujian, 

12. Mikroskop 1 unit Untuk mengamati gambaran darah, 
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13. Haemocytometer 1 unit Untuk mengukur jumlah eritrosit dan 

leukosit, 

14. Tabung mikrohematokrit 1 unit Untuk mengukur kadar hematokrit, 

15. Sentrifuge 1 unit Untuk memisahkan antar komponen 

darah, 

16. Blower 1 unit Sebagai media penghasil oksigen 

pada akuarium, 

17. Selang air 1 unit Untuk proses penyifonan akuarium, 

18. Autoklaf 1 unit Untuk mensterilkan alat dan bahan, 

19. Hot plate stirer 1 unit Sebagai media untuk 

menghomogenkan cairan, 

20. Shaker 1 unit Untuk proses pengadukan cairan 

dengan sistem getar, 

21.  Spektrofotometer 1 unit Sebagai media untuk mengukur 

absorbansi sebuah larutan, 

22. Kapas dan kassa 1 unit Sebagai penyumbat pada tabung 

reaksi dan erlenmeyer, 

23. Kertas saring 1 unit Untuk menyaring ekstrak tepung ubi 

ungu, 

24. DO-meter 1 unit Untuk mengukur kadar oksigen 

dalam air, 

25.  pH-meter 1 unit Untuk mengukur tingkat 

keasaman/basa pada air. 

 

Tabel 2. Bahan-bahan penelitian 

No.  Nama Bahan Jumlah Fungsi 

1. Benih ikan nila 

ukuran 8-10 cm 

250 ekor Sebagai objek pengujian pada penelitian, 

2. Isolat bakteri 

Bacillus sp. D2.2 

- Sebagai bakteri probiotik untuk campuran 

pakan, 

3. Isolat bakteri 

Streptococcus 

agalactiae 

- Sebagai bakteri patogen pada saat uji tantang, 

4. Pakan komersil 1000 g Untuk pakan hewan uji, 

5. Tepung ubi jalar 250 g Sebagai bahan dasar ekstrak yang digunakan 

sebagai prebiotik, 

6. Media NA  8 g Sebagai media untuk perkembangan bakteri 

patogen, 

7. Media NB 5 g Sebagai media untuk perkembangan bakteri 

patogen, 

8. Kuning telur 7 butir Sebagai binder dalam pembuatan pakan uji, 

9. Media SWC 500 ml Sebagai media tumbuh bakteri probiotik, 

10. Larutan EDTA 500 ml Untuk mencegah penggumpalan dan lisis pada 

darah. 

11. Giemsa 250 ml Sebagai larutan pewarnaan dalam pengamatan 

diferensial leukosit,  

12. Larutan turk 250 ml Sebagai pelarut untuk menghitung sel darah 
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No.  Nama Bahan Jumlah Fungsi 

putih, 

13. Metanol absolut 250 ml Untuk fiksasi sampel diferensial luekosit 

sebelum pengamatan, 

14. Akuades 3 liter Sebagai bahan campuran dalam pembuatan 

media, 

15. Air laut 2 liter Sebagai bahan campuran dalam pembuatan 

media, 

16. Alkohol 70% 1 liter Untuk sterilisasi sebelum melakukan kegitan 

laboratorium, 

 

C. Rancangan Penelitian 

Penelitian ini terdiri dari tujuh perlakuan dengan tiga kali ulangan menggunakan 

konsentrasi probiotik dan prebiotik. Pemberian pakan dilakukan sebanyak tiga 

kali sehari, yaitu pukul 07.00, 12.30 dan 17.30 WIB. Jumlah pakan yang diberikan 

sebesar 3% sesuai dengan bobot ikan uji pada masing-masing perla-kuan. Analisis 

uji tantang dilakukan dengan menginfeksi ikan nila menggunakan jenis bakteri 

patogen Streptococcus agalactiae. Selama  uji tantang dilakukan, pengamatan 

gejala klinis dan kematian hewan diamati setiap hari selama satu minggu. 

Perlakuan yang digunakan dalam penelitian yaitu: 

P1 : Kontrol (pemberian pakan tanpa sinbiotik) 

P2 : Penambahan prebiotik 4 ml/100 g pakan dan probiotik 4 ml/100 g 

pakan dengan binder 2 ml/100 g 

P3 : Penambahan prebiotik 4 ml/100 g pakan dan probiotik 6 ml/100 g 

pakan dengan binder 2 ml/100 g 

P4 : Penambahan prebiotik 4 ml/100 g pakan dan probiotik 8 ml/100 g 

pakan dengan binder 2 ml/100 g 

P5 : Penambahan prebiotik 6 ml/100 g pakan dan probiotik 4 ml/100 g 

pakan dengan binder 2 ml/100 g  
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P6 : Penambahan prebiotik 6 ml/100 g pakan dan probiotik 6 ml/100 g 

pakan dengan binder 2 ml/100 g  

P7 : Penambahan prebiotik 6 ml/100 g pakan dan probiotik 8 ml/100 g 

pakan dengan binder 2 ml/100 g  

 

D. Prosedur Penelitian 

1. Persiapan Wadah dan Hewan Uji 

Wadah yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah akuarium yang ber-

ukuran 50x40x40 cm sebanyak 21 buah yang telah di disinfeksi menggunakan 

klorin 30 ppm. Hewan uji yang digunakan adalah ikan nila berukuran 13g 

sebanyak 10 ekor yang dipelihara dalam masing-masing akuarium sesuai perla-

kuan dengan volume air ¾ dari tinggi akuarium. 

2.  Persiapan Probiotik 

Isolat bakteri Bacillus sp. D2.2. dikultur pada media SWC dan diinkubasi dalam 

suhu ruang selama 24 jam, kemudian dihitung kepadatan bakteri pada media SWC 

hingga kepadatan 10
6 

CFU/ml. Setelah diperoleh kepadatan bakteri kemudian 

bakteri probiotik Bacillus D2.2 siap diaplikasikan pada pakan ikan.  

3. Persiapan Prebiotik 

Persiapan prebiotik terdiri dari proses pembuatan tepung ubi jalar dan proses 

pengekstrakan. Proses pembuatan tepung ubi jalar dilakukan dengan cara me-

motong ubi jalar yang kemudian dilanjutkan ke proses pengukusan,  ubi jalar 

tersebut dikukus selama 30 menit, setelah pengukusan selesai ubi jalar diiris-iris 

tipis yang kemudian dikeringkan menggunakan oven pada suhu 55°C selama 5 

jam, dan ditepungkan menggunakan blender. Tepung ubi jalar kemudian 
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dicampur air dengan perbandingan 1:1, lalu dikukus selama 30 menit. Tepung ubi 

kukus ini dikeringkan kembali menggunakan oven pada suhu 55°C selama 5 jam 

sampai kering (Harpeni et al., 2016). Ekstraksi menggunakan air dilakukan 

dengan mencampur 5 g tepung ubi jalar dalam 40 mL air mendidih sambil diaduk. 

Ekstrak diaduk selama 10 menit terus-menerus pada suhu 85±2°C (Sukenda et al., 

2015). 

4. Persiapan Pakan Uji 

Proses persiapan pakan uji meliputi pencampuran pakan dengan sinbiotik.  Proses 

persiapan pakan uji meliputi pembuatan sinbiotik dengan mencampurkan pro-

biotik dan prebiotik pada pakan serta penambahan kuning telur sebagai binder 

sebanyak 2 ml /100 g pakan yang berfungsi sebagai perekat. Sebelum diberikan 

ke hewan uji, pakan dikering anginkan terlebih dahulu untuk mengurangi kelem-

babannya kemudian pakan yang sudah kering diletakkan pada wadah yang kedap 

udara dan dapat diaplikasikan pada hewan uji. 

5. Persiapan Patogen 

Patogen yang digunakan pada penelitian ini adalah isolat bakteri Streptococcus 

agalactiae yang telah mengalami pengganasan melalui uji kohabitasi. Isolat 

bakteri diperoleh dari Loka Pemeriksaan Penyakit Ikan dan Lingkungan (LP2IL) 

Serang, Banten. 

6. Pemeliharaan dan Pemberian Pakan 

Pemeliharaan hewan uji dilakukan selama 15 hari dengan pemberian pakan tiga 

kali sehari. Aklimatisasi dilakukan selama satu minggu sebelum pemberian pakan 

perlakuan. Pengamatan parameter dilakukan pada awal sebelum diberi perlakuan, 
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pertengahan setelah diberi pakan bersinbiotik dan akhir penelitian setelah 

dilakukan uji tantang.  

7. Uji tantang  

Uji tantang dilakukan pada ikan nila yang telah diberikan pakan sesuai dengan 

perlakuan (kontrol dan penambahan sinbiotik) dan dipelihara selama 15 hari. Uji 

tantang dilakukan pada hari ke-16 dengan cara menginjeksikan isolat bakteri 

Streptococcus agalactiae yang telah mengalami pengganasan sebanyak 0,1 

ml/ekor. Penyuntikkan dilakukan secara intramuscular pada bagian punggung 

ikan tepat dibawah sirip punggung dengan sudut kemiringan kira-kira 30°. Ikan 

nila yang telah diuji tantang diamati gejala klinis dan kematiannya setiap hari 

selama 7 hari.  

E.  Parameter Pengamatan 

Parameter pengamatan yang dilakukan selama penelitian ini yaitu titer antibodi, 

kadar hematokrit, total leukosit, diferensial leukosit (limfosit, monosit dan 

neutrofil), SR (Survival Rate), RPS (relative Percent Survival) dan kualitas air. 

1. Titer Antibodi 

Pengukuran titer antibodi dilakukan dengan uji Haemaglutination Inhibition (HI). 

Pengukuran titer antibodi dilakukan untuk mengetahui tingkat kekebalan suatu 

hewan. Hasil uji HI positif ditandai dengan adanya endapan pada dasar microplate 

atau tidak ada aglutinasi (Suardana et al., 2009). Uji titer antibodi diamati dengan 

metode Anderson (1974) dan dilakukan sebanyak tiga kali, yaitu pada saat 

sebelum diberikan perlakuan sinbiotik, setelah pemberian pakan sin-biotik selama 

15 hari dan tujuh hari pasca uji tantang. (Lampiran 6) 
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2. Kadar Hematokrit 

Kadar hematokrit   adalah   persentase volume  sel  darah  merah  dalam  darah  

yang diperoleh dari sampel darah total yang ada di tabung kapiler. Seiring 

meningkatnya jumlah eritrosit maka nilai hematokrit ikut meningkat pula. Penga-

matan kadar hematokrit bertujuan untuk melihat perbandingan jumlah sel darah 

merah pada ikan nila pada saat sebelum pemberian perlakuan, setelah pemberian 

perlakuan dan pasca uji tantang. Pengamatan hematokrit dilakukan dengan me-

masukan darah yang telah disimpan di tabung eppendorf ke dalam kapiler hema-

tokrit yang diberi penutup lilin (plastisin). Darah pada kapiler hematokrit tersebut 

selanjutnya disentrifus dengan kecepatan 4.000 rpm selama 15 menit. Panjang 

endapan eritrosit pada kapiler diukur dengan penggaris dan dihitung presentase 

volumenya. Persentase kadar hematokrit dapat dihitung menggunakan rumus 

menurut Anderson (2017): 

 

                    
                 

                  
       

 

3. Total Leukosit 

Bahan  yang  digunakan  dalam  penghitungan  leukosit  yaitu  darah  dan larutan 

Turk’s. Peralatan  yang  digunakan  yaitu  haemocytometer  dan mikroskop.  

Pertama  darah  dihisap  dengan  pipet yang  berisi  bulir  pengaduk  warna  putih  

sampai  skala 0,5.  Lalu  ditambahkan larutan Turk’s sampai skala 11, pipet di-

ayun membentuk angka delapan selama 3-5 menit hingga darah bercampur rata.  

Larutan Turk’s ini bersifat asam yang akan mengakibatkan lisisnya sel darah 

merah sehingga yang tertinggal hanya sel darah putih.  Setelah  itu  buang  dua  
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tetes  pertama  larutan  darah  dari  dalam  pipet, kemudian  teteskan  larutan  pada  

hemocytometer  kemudian  ditutup  dengan  cover glass dan diamati dengan 

mikroskop pada pembesaran 400 kali dengan 4 lapang pandang pada kotak besar, 

yaitu di sudut kanan atas, sudut kanan bawah, sudut kiri atas di bawah mikroskop.   

Perhitungan jumlah leukosit dilakukan dengan menggunakan rumus menurut 

Anderson (2017): 

Jumlah Leukosit = n x 500 sel/mm
3
 

Keterangan: 

n  = Rata-rata umlah sel eritrosit yang ada pada 4 kotak besar kamar hitung 

500 = Faktor pengenceran 

 

4. Diferensial Leukosit 

Pengambilan darah ikan dilakukan menggunakan spuit injeksi. Darah kemudian 

diteteskan pada objek glass dan dibuat preparat apus. Darah diteteskan pada objek 

glass dan diapus dengan kaca pengapus. Ulasan darah yang sudah kering difiksasi 

dengan methpanol 70% selama 5 menit kemudian dikeringkan, selanjutnya diwar-

nai dengan giemsa 7% selama 20 menit dan dikering-anginkan. Setelah itu dicuci 

dengan menggunakan air yang mengalir dan dibiarkan kering di udara terbuka. 

Mengacu pada Handari (1983) perbesaran mikroskop 400x dilakukan untuk me-

ngamati hasil ulasan darah untuk melihat limfosit, monosit, dan neutrofil. 

Svobodova & Vykusova (1991) menyatakan bahwa penghitungan leukosit dila-

kukan hingga diperoleh 100 sel leukosit kemudian persentase jenis-jenis leukosit. 

Persentase sel-sel leukosit dihitung dengan cara mengelompokan masing-masing 
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jenis diferensiasi leukosit yang terhitung dikelompokkan menurut jenisnya 

(limfosit, monosit, neutrofil).  

Adapun perhitungan persentase sel limfosit, neutrofil, monositmenurut Anderson 

(2017), sebagai berikut : 

           
 

   
        

          
 

   
        

            
 

   
        

Keterangan: 

L = jumlah rata-rata sel limfosit  

M = jumlah rata-rata sel monosit  

N = jumlah rata-rata sel neutrofil  

5. SR (Survival Rate) 

Survival Rate merupakan jumlah ikan yang dapat bertahan hidup selama dilaku-

kannya penelitian setelah diberi perlakuan siniotik dan pasca uji tantang. Nilai 

survival rate dapat dihitung dengan menggunakan rumus menurut Effendie 

(1979), sebagai berikut: 

SR= 
  

  
    % 

Keterangan:  

Nt = Jumlah ikan pada akhir perlakuan (hari ke-t)  

No = Jumlah ikan pada awal perlakuan (hari ke-0) 
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6. RPS (Relative Percent Survival) 

RPS (Relative Percent Survival) selama uji tantang dihitung menggunakan rumus:  

RPS = (1-(
                                            

                         
)       ) 

7. Analisis Kualitas Air 

Parameter kualitas air yang diamati selama penelitian meliputi suhu dan pH. 

Pengamatan parameter suhu dan pH dilakukan 3 kali yaitu pada awal, tengah dan 

akhir penelitian. Untuk menjaga kualitas air pada wadah pemeliharaan, maka 

dilakukan penyiponan dua hari sekali sebanyak 50% dari total volume air tiap 

akuarium. 

F. Analisis Data 

Pengaruh perlakuan seperti kadar hematokrit, total leukosit, diferensiasi leukosit, 

relative percent survival dianalisis dengan menggunakan analisis sidik ragam 

(ANOVA) setelah data memenuhi asumsi homogen dan terdistribusi normal. 

Apabila hasil uji antar perlakuan berbeda nyata maka akan dilakukan uji lanjut 

menggunakan uji F dengan tingkat kepercayaan 95% untuk membandingkan antar 

perlakuan. Data pengamatan kualitas air dianalisis secara deskriptif.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

A. Kesimpulan 

Hewan uji pada perlakuan P4 (PRE 4% PRO 8%) memiliki nilai SR tertinggi 

dengan tingkat perlindungan relatif yang paling efektif dibandingkan dengan 

hewan uji pada perlakuan kontrol dan perlakuan lainnya.  

 

B. Saran 

Penambahan sinbiotik dalam pakan dengan konsentrasi Prebiotik 4% dan Pro-

biotik 8% memiliki tingkat perlindungan relatif yang cukup efektif dan mampu 

meningkatkan nilai SR pada hewan uji yang terserang Streptococcosis. 
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