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ABSTRAK 

 

EFEKTIVITAS PEMBERIAN KOMBINASI IMUNOSTIMULAN 

Saccharomyces sp. DAN PROBIOTIK Bacillus sp. TERHADAP RESPON 

IMUN NONSPESIFIK DAN KELANGSUNGAN HIDUP IKAN NILA, 

Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) 

 

 

Oleh  

 

 

NADIA ASMARA 

 

 

 

Ikan nila (Oreochromis niloticus) merupakan komoditas ikan air tawar dunia yang 

toleran terhadap kondisi budi daya yang kurang baik tetapi rentan terserang 

penyakit yang disebabkan oleh Aeromonas hydrophila. Pencegahannya dapat 

memberikan imunostimulan berupa campuran probiotik pada pakan seperti 

Saccharomyces sp. dan Bacillus sp. Penelitian ini bertujuan untuk menguji kinerja 

dari kombinasi imunostimulan Saccharomyces sp. dan probiotik Bacillus sp. 

dengan dosis yang berbeda terhadap tingkat kelangsungan hidup ikan nila yang 

diuji tantang dengan menggunakan  Aeromonas hydrophila. Penelitian ini 

dilakukan di Instalasi Pengendalian Penyakit Ikan, Depok, Jawa Barat pada 

September-Desember 2020. Rancangan percobaannya terdiri dari lima perlakuan 

dengan tiga ulangan. Setiap perlakuan diamati selama 30 hari untuk melihat gejala 

klinis, diferensial leukosit, aktifitas fagositosis dan tingkat kelangsungan hidup 

ikan. Hasil penelitian menunjukan perlakuan pakan komersial yang dicampur 

Saccharomyces sp. 1,5% + Bacillus sp. 1% dapat meningkatkan kinerja respon 

imun nonspesifik dan tingkat kelangsungan hidup ikan nila yang diinfeksi dengan 

Aeromonas hydrophila memberikan pengaruh yang nyata (P < 0,05) terhadap 

parameter pengamatan. Berdasarkan hasil penelitian, maka perlu dilakukan 

penelitian lebih lanjut mengenai pengaplikasian kombinasi Saccharomyces sp. 1,5 

% dan Bacillus sp. 1 % dalam budi daya ikan nila. 

 

Kata kunci : Aeromonas hydrophila, Bacillus sp., diferensial leukosit, probiotik, 

respon imun, Saccharomyces sp., tingkat kelangsungan hidup 

 



ABSTRACT 

 

THE EFFECTIVITY OF IMMUNOSTIMULANT COMBINATION 

Saccharomyces sp. AND PROBIOTIC Bacillus sp.  FOR NONSPECIFIC 

IMMUNE RESPONSE AND SURVIVAL OF NILE TILAPIA, Oreochromis 

niloticus (Linnaeus, 1758) 

 

 

By 

 

 

NADIA ASMARA 
 

 

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is a global freshwater fish commodity that 

has tolerant of unfavorable cultivation conditions but vulnerable to disease caused 

by Aeromonas hydrophila. The prevention could be provided by immunostimulant 

mixture of probiotics in feed such as Saccharomyces sp. and Bacillus sp. The 

study intended to examine the performance of the combination of 

immunostimulant Saccharomyces sp. and probiotic Bacillus sp. with different 

doses on the survival rate of nile tilapia which was infected using Aeromonas 

hydrophila. This study was conducted at Research Installation for Fish Disease 

Control, Depok, West Java in September-December 2020. The experimental 

design had consisted of five treatments with three replications. Each treatment 

was observed for 30 days to saw clinical symptoms, leucocyte differential, 

phagocytic activity and survival rate. The results showed that the treatment of 

commercial feed mixed with Saccharomyces sp. 1,5% + Bacillus sp. 1% could be 

improved the performance of the nonspecific immune response and the survival 

rate of nile tilapia infected with Aeromonas hydrophila and gave a significant 

effect (P < 0.05) on the observed parameters. Based on the results of the study, it 

was necessary to conduct further research on the application of the combination of 

Saccharomyces sp. 1.5% and Bacillus sp. 1% in tilapia cultivation. 

 

Key words : Aeromonas hydrophila, Bacillus sp., immune response, leucocyte 

differential, probiotics, Saccharomyces sp., survival rate 
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I. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

 

 

Ikan nila (Oreochromis niloticus) di Indonesia merupakan salah satu komoditas 

unggulan dalam bisnis ikan air tawar di dunia sehingga memiliki nilai ekonomis 

yang cukup tinggi (Diansari et al., 2013). Berdasarkan data Food and Agriculture 

Organization (FAO) (2020) menempatkan ikan nila di urutan ketiga setelah ko-

wan (Ctenopharyngodon idellus) dan mola (Hypophthalmichthys molitrix) seba-

gai contoh sukses perikanan budi daya dunia. Beberapa keunggulan yang dimiliki 

oleh ikan nila antara lain adalah mudah berkembang biak, pertumbuhannya relatif 

cepat dan toleran terhadap kondisi budi daya yang kurang baik (Rustikawati, 

2012).  

 

Meskipun ikan nila dikenal memiliki kemampuan beradaptasi terhadap kualitas air 

rendah, namun beberapa jenis penyakit masih dapat menyerang ikan nila yang di-

budidayakan. Salah satu penyakit yang cukup sering menyerang ikan nila adalah 

motile aeromonas septicemia (MAS) yang disebabkan oleh Aeromonas hydrophi-

la (Plumb dan Hanson, 2011). Infeksi A. hydrophila dapat menimbulkan penyakit 

dengan gejala di antaranya: kulit mudah terkelupas, bercak merah pada seluruh tu-

buh, insang berwarna kebiruan atau pucat, exopthalmia (bola mata menonjol kelu-

ar), sirip punggung, sirip dada, sirip perut, dan sirip ekor terlepas, terjadinya pen-

darahan pada anus, dan hilang nafsu makan (Mulia, 2003). Penanggulangan pe-

nyakit bakterial pada ikan biasanya dilakukan juga dengan pemberian antibiotik 

tetapi pengobatan dengan antibiotik saat ini sudah dibatasi karena dapat menye-

babkan efek residu pada tubuh ikan, resistensi, keracunan, dan dapat memenga-

ruhi lingkungan sekitar (Brogden et al., 2014). Upaya terbaik yang dapat 
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dilakukan untuk mencegah serangan pernyakit pada ikan adalah meningkatkan ke-

kebalan tubuh (imunitas) dengan memberikan imunostimulan (Lengka, 2013).  

 

Banyak metode dan bahan imunostimulan yang digunakan untuk meningkatkan 

imunitas ikan. Salah satunya penggunaan probiotik pada pakan, aplikasi penggu-

naan probiotik yang diberikan pada pakan juga merupakan salah satu cara untuk 

meningkatkan daya tahan tubuh ikan (Azhar, 2013). Verschuere et al., (2000) da-

lam Umasugi (2018) menyatakan bahwa probiotik merupakan mikroba hidup 

yang memberikan keuntungan bagi inangnya dengan mengatur keseimbangan da-

lam pencernaan, meningkatkan efisiensi pakan, meningkatkan respon imun inang 

serta memperbaiki kualitas lingkungan serta meningkatkan kemampuan penyera-

pan usus sehingga dapat menekan populasi patogen.  

 

Beberapa mikroorganisme yang telah banyak digunakan sebagai probiotik di anta-

ranya adalah ragi (Akhter et al., 2015). Jenis ragi yang mengandung imunostimu-

lan adalah ragi roti (Saccharomyces sp.) yang dapat meningkatkan kecernaan pa-

kan dan protein sehingga menghasilkan pertumbuhan dan efisiensi pakan yang le-

bih baik (Wache et al., 2006). Penambahan ragi roti pada pakan dapat meningkat-

kan performa pertumbuhan dan pengambilan pakan serta meningkatkan respon 

imun nonspesifik ikan nila (Abdel-Tawwab et al., 2008). Selain itu, penambahan 

imunostimulan probiotik Bacillus sp. pada pakan ikan nila secara umum mampu 

meningkatkan jumlah populasi bakteri usus dan daya cerna ikan (Rusdani et al., 

2016).  

 

Penelitian sebelumnya menggunakan kombinasi probiotik sebagai imunostimulan 

yang diujikan ke beberapa jenis ikan di antaranya adalah penelitian oleh Lusiastuti 

(2017) menggunakan kombinasi probiotik mikroenkapsulasi Bacillus cereus ND2 

dan Staphylococcus lentus L1K yang diujikan pada lele (Clarias gariepinus), hasil 

penelitian menunjukkan bahwa kombinasi probiotik mikroenkapsulasi Bacillus 

cereus ND2 dan Staphylococcus lentus L1K pada pakan lebih efektif dengan dosis 

2%  dalam meningkatkan tingkat kelangsungan hidup hingga 97,33%, biomassa 

dan respon imun ikan terhadap A. hydrophila. Berdasarkan itu maka penelitian 



3 

 
 

dengan pemberian dua kombinasi imunostimulan yaitu Saccharomyces sp. dan 

Bacillus sp. ini diharapkan diperoleh dosis yang optimal untuk meningkatkan res-

pon imun nonspesifik dan tingkat kelangsungan hidup ikan nila yang diuji tantang 

dengan A. hydrophila. 

 

1.2 Tujuan Penelitian 

 

 

Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Menguji kinerja kombinasi probiotik Saccharomyces sp. dan Bacillus sp. 

dengan dosis berbeda terhadap respon imun nonspesifik dan tingkat ke-

langsungan hidup ikan nila yang diinfeksi dengan A. hydrophila. 

2. Menemukan dosis terbaik imunostimulan dari kombinasi Saccharomyces 

sp. dan Bacillus sp. untuk ketahanan ikan nila terhadap infeksi A. hydro-

phila. 

 

1.3 Manfaat Penelitian 

 

 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah dalam kegiatan aku-

akultur mengenai kombinasi imunostimulan yang aman digunakan untuk mening-

katkan imunitas ikan serta pencegahan serangan infeksi A. hydrophila pada ikan 

nila. 

 

1.4 Kerangka Pikir 

 

 

Penyakit MAS merupakan salah satu kendala terbesar dalam dunia budi daya ikan 

nila karena dapat menyebabkan mortalitas yang tinggi. Berbagai upaya telah dila-

kukan untuk menanggulangi infeksi A. hydrophila, salah satunya dengan menggu-

nakan antibiotik yang sebenarnya dapat membuat bakteri patogen menjadi resisten 

dan residu pada ikan dan berbahaya apabila dikonsumsi manusia sehingga untuk 

mengurangi penggunaan bahan tersebut dalam pencegahan dan penanganan infek-

si A. hydrophila dapat dilakukan dengan memberikan imunostimulan untuk
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meningkatkan sistem kekebalan tubuh ikan nila. Salah satu cara pemberian imu-

nostimulan pada ikan adalah menggunakan kombinasi dari dua probiotik yang di-

campurkan ke dalam pakan. Kombinasi imunostimulan yang dapat digunakan 

adalah probiotik Saccharomyces sp. dan Bacillus sp. Penelitian terhadap penggu-

naan kombinasi Saccharomyces sp. dan Bacillus sp. dalam upaya mengontrol pe-

nyakit dalam aktivitas budi daya ikan nila, dipandang penting untuk dilakukan. 

Dari dua kombinasi imunostimulan yang berbeda ini diharapkan dapat diperoleh 

dosis paling optimal untuk meningkatkan respon imun dan ketahanan ikan nila 

terhadap penyakit (Gambar 1). 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Diagram kerangka pikir penelitian. 

 

1.5  Hipotesis Penelitian 

 

 

Hipotesis yang digunakan pada penelitian ini adalah: 

1. Limfosit 

H0 = 0

Penurunan produktivitas ikan nila 

Penyakit bakterial Aeromonas hydrophila 

Pengobatan Pencegahan 

Antibiotik 

Dampak negatif 

Pemberian kombinasi imunostimulan 

probiotik Saccharomyces sp. dan 

Bacillus sp. 

Sistem imun nonspesifik ikan nila 

meningkat dan berpengaruh pada 

tingkat kelangsungan hidup ikan 

Budi daya ikan nila 
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Pengaruh kombinasi imunostimulan Saccharomyces sp. dan Bacillus sp. yang 

berbeda dalam pakan tidak berbeda nyata terhadap limfosit. 

 

H1 ≠ 0 

Minimal ada satu pengaruh kombinasi imunostimulan Saccharomyces sp. dan 

Bacillus sp. dalam pakan yang berbeda nyata terhadap limfosit. 

 

2. Monosit 

 

H0 = 0 

Pengaruh kombinasi imunostimulan Saccharomyces sp. dan Bacillus sp. yang 

berbeda dalam pakan tidak berbeda nyata terhadap monosit. 

 

H1 ≠ 0 

Minimal ada satu pengaruh kombinasi imunostimulan Saccharomyces sp. dan 

Bacillus sp. dalam pakan yang berbeda nyata terhadap monosit. 

 

3. Neutrofil 

 

H0 = 0 

Pengaruh kombinasi imunostimulan Saccharomyces sp. dan Bacillus sp. yang 

berbeda dalam pakan tidak berbeda nyata terhadap neutrofil. 

 

H1 ≠ 0 

Minimal ada satu pengaruh kombinasi imunostimulan Saccharomyces sp. dan 

Bacillus sp. dalam pakan yang berbeda nyata terhadap neutrofil.  

 

4. Persen Fagositosis (PP) 

 

H0 = 0 

Pengaruh kombinasi imunostimulan Saccharomyces sp. dan Bacillus sp. yang 

berbeda dalam pakan tidak berbeda nyata terhadap persen fagositosis (PP).
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H1 ≠ 0 

Minimal ada satu pengaruh kombinasi imunostimulan Saccharomyces sp. dan 

Bacillus sp. dalam pakan yang berbeda nyata terhadap persen fagositosis (PP). 

 

5. Indeks Fagositosis (IP) 

 

H0 = 0 

Pengaruh kombinasi imunostimulan Saccharomyces sp. dan Bacillus sp. yang 

berbeda dalam pakan tidak berbeda nyata terhadap indeks fagositosis (IP). 

 

H1 ≠ 0 

Minimal ada satu pengaruh kombinasi imunostimulan Saccharomyces sp. dan 

Bacillus sp. dalam pakan yang berbeda nyata terhadap indeks fagositosis (IP). 

 

6. Tingkat Kelangsungan Hidup  

 

H0 = 0 

Pengaruh kombinasi imunostimulan Saccharomyces sp. dan Bacillus sp. yang 

berbeda dalam pakan tidak berbeda nyata terhadap tingkat kelangsungan hi-

dup ikan nila. 

 

H1 ≠ 0 

Minimal ada satu pengaruh kombinasi imunostimulan Saccharomyces sp. dan 

Bacillus sp. dalam pakan yang berbeda nyata terhadap tingkat kelangsungan 

hidup ikan nila.
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Ikan Nila (Oreochromis niloticus) 

2.1.1 Klasifikasi Ikan Nila (Oreochromis niloticus) 

 

 

Gambar 2. Ikan nila (Oreochromis niloticus). 

 

Ikan nila merupakan jenis ikan yang memiliki toleransi tinggi terhadap kondisi 

lingkungan dengan kualitas air yang rendah dan sering kali ditemukan hidup nor-

mal pada habitat-habitat yang ikan dari jenis lain tidak dapat hidup. Klasifikasi 

ikan nila berdasarkan Saanin (1995) adalah sebagai berikut : 

 

Filum   : Chordata 

Sub-filum  : Vertebrata 

Kelas   : Pisces 

Ordo  : Percomorphii 

Famili  : Cichildae 

Genus  : Oreochromis 

Spesies : Oreochromis niloticus 
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Ikan nila memiliki bentuk tubuh memanjang dan pipih ke samping serta memiliki 

warna putih kehitaman atau kemerahan. Ikan nila berasal dari Sungai Nil dan da-

nau-danau sekitarnya. Sekarang ikan ini telah tersebar ke negara-negara di lima 

benua yang beriklim tropis dan subtropis. Di wilayah yang beriklim dingin, ikan 

nila tidak dapat hidup baik (Sugiarto, 1988). 

 

Ikan nila mempunyai nama ilmiah Oreochromis niloticus dan dalam bahasa Ing-

gris dikenal sebagai nile tilapia. Ikan nila bukanlah ikan asli perairan Indonesia, 

melainkan ikan introduksi (ikan yang berasal dari luar Indonesia, tetapi sudah di-

budidayakan di Indonesia). Bibit ikan ini didatangkan ke Indonesia secara resmi 

oleh Balai Penelitian Perikanan Air Tawar pada tahun 1969 dari Taiwan ke Bogor. 

Setelah melalui masa penelitian dan adaptasi, kemudian ikan ini disebarluaskan 

kepada petani di seluruh Indonesia (Wiryanta, 2010).  

 

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

cukup tinggi. Ikan nila banyak dibudidayakan karena mempunyai daging sisi ba-

dan yang cukup tebal. Ikan nila memiliki keunggulan yang komparatif yaitu pem-

budidayaannya yang relatif cepat dibandingkan dengan jenis ikan lain. Hal ini di-

sebabkan sifat ikan nila yang mudah berkembang biak dan pertumbuhan yang ce-

pat (Cholik, 2005). 

 

2.1.2 Morfologi Ikan Nila (Oreochromis niloticus) 

 

 

Ikan nila memiliki lima buah sirip, yaitu sirip punggung (dorsal fin), sirip dada 

(pectoral fin), sirip perut (ventral fin), sirip anus (anal fin), sirip ekor (caudal fin). 

Pada sirip punggung, sirip perut, dan sirip ekor terdapat jari-jari lemah. Matanya 

berukuran besar dan menonjol dengan tepi berwarna putih. Gurat sisi (linea late-

ralis) terputus di bagian tengah tubuh, kemudian berlanjut lagi tetapi letaknya le-

bih ke bawah dibanding dengan garis memanjang di atas sirip dada. Jumlah sisik 

pada gurat sisi ada 34 sisik (Ciptanto, 2010).  
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Sirip punggung, sirip perut, dan sirip dubur ikan nila mempunyai jari-jari lemah 

tetapi keras dan tajam seperti duri. Sirip punggung memanjang dari bagian atas tu-

tup insang hingga bagian atas sirip ekor dan berwarna hitam. Sirip dada ada sepa-

sang dan tampak hitam. Sirip perut berukuran kecil, sirip anus dan sirip ekor ada 

satu buah, sirip anus berbentuk agak panjang, sedangkan sirip ekor berbentuk bu-

lat. Bagian pinggir sirip punggung berwarna abu-abu atau hitam (Suryani, 2006). 

 

2.1.3 Habitat dan Penyebarannya 

 

 

Ikan nila merupakan ikan konsumsi yang umum hidup di perairan tawar, terka-

dang ikan nila juga ditemukan hidup di perairan yang agak asin (payau). Ikan nila 

dikenal sebagai ikan yang bersifat euryhaline (dapat hidup pada kisaran salinitas 

yang lebar). Ikan nila mendiami berbagai habitat air tawar, termasuk saluran air 

yang dangkal, kolam, sungai dan danau. Ikan nila dapat menjadi masalah sebagai 

spesies invasif pada habitat perairan hangat, tetapi sebaliknya pada daerah ber-

iklim sedang karena ketidakmampuan ikan nila untuk bertahan hidup di perairan 

dingin, yang umumnya bersuhu di bawah 21°C (Harrysu, 2012). 

 

Ikan nila dapat tumbuh dan berkembang dengan baik pada lingkungan perairan 

dengan kadar oksigen terlarut antara 2,0-2,5 mg/l. Secara umum nilai pH air pada 

budi daya ikan nila antara 5-10 tetapi nilai pH optimum adalah berkisar 6-9. Ikan 

nila umumnya hidup di perairan tawar seperti sungai, danau, waduk, rawa, sawah 

dan saluran irigasi, memiliki toleransi terhadap salinitas sehingga ikan nila dapat 

hidup dan berkembang biak di perairan payau dengan salinitas 20-25‰ (Setyo, 

2006). Penyebaran ikan nila dimulai dari daerah asalnya yaitu Afrika bagian Ti-

mur, seperti Sungai Nil (Mesir), Danau Tanganyika, Chad, Nigeria dan Kenya. 

Ikan jenis ini dibudidayakan di 110 negara. Di Indonesia, ikan nila telah dibudi-

dayakan di seluruh provinsi (Suyanto, 2010). 
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2.1.4 Kebutuhan Nutrisi Ikan Nila (Oreochromis niloticus) 

 

 

Kebutuhan nutrisi yang dibutuhkan oleh ikan nila yaitu protein, karbohidrat, dan 

lemak. Kandungan nutrisi yang tidak tepat dapat mempengaruhi pertumbuhan se-

perti kurangnya protein yang menyebabkan ikan hanya menggunakan sumber pro-

tein untuk kebutuhan dasar dan kekurangan untuk pertumbuhan. Kandungan pro-

tein yang berlebih, menyebabkan protein akan terbuang dan menyebabkan ber-

tambahnya kandungan amoniak dalam perairan. Kebutuhan nutrisi ikan akan ter-

penuhi dengan adanya protein dalam pakan. Protein merupakan kompleks yang 

terdiri dari asam amino esensial yang merupakan senyawa molekul mengandung 

gugus fungsional amino (
-
NH2) maupun karboksil (

-
CO2H) dan nonesensial (Na-

tional Research Council, 1977).  

 

Ikan nila memakan makanan alami berupa plankton, perifiton dan tumbuh-tum-

buhan lunak seperti hidrila dan ganggang sutera. Pada masa pemeliharaan, ikan 

nila dapat diberi pakan buatan dalam bentuk pelet yang mengandung protein an-

tara 20-25% (Kordi, 2013). Pada masa pemeliharaan tersebut ikan nila sangat res-

ponsif terhadap pakan buatan baik pelet terapung maupun pelet tenggelam (Cho-

lik, 2005). Pemberian pakan untuk benih ikan dilakukan 3-4 kali dalam sehari, ya-

itu pada pagi, siang dan sore hari. Jumlah pakan yang diberikan untuk benih ber-

ukuran 5-7 cm adalah sebanyak 4-7% dari total berat tubuh ikan (Kordi dan Ghuf-

ran, 2013). 

 

2.2 Sistem Imun Nonspesifik 

 

 

Ikan nila memiliki sistem kekebalan tubuh spesifik dan nonspesifik. Sistem imun 

spesifik yaitu sistem imun yang berasal dari substansi asing. Substansi asing yang 

digunakan pada penelitian ini yaitu probiotik. Probiotik dapat berinteraksi secara 

langsung dalam sel untuk membantu mengaktifkan sistem imun nonspesifik (Sya-

kuri et al., 2003).
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Sistem pertahanan nonspesifik merupakan pertahanan bawaan yang mampu me-

ngenal setiap benda asing yang masuk dalam tubuh ikan dan berusaha untuk me-

musnahkan benda asing tersebut, termasuk benda asing adalah molekul patogen. 

Kekebalan nonspesifik ini bisa dirangsang dengan pemberian suatu substansi yang 

mampu dikenali oleh sistem pertahanan tubuh ikan sebagai materi asing. Substan-

si yang mampu meningkatkan respon kekebalan ini biasa disebut dengan imuno-

stimulan (Hastuti, 2008). Pertahanan imun nonspesifik merupakan sistem perta-

hanan pertama yang meliputi pertahanan mekanik dan kimiawi serta respon selu-

ler yang melibatkan sel-sel yang mampu memfagosit (makrofag dan kelompok 

granulosit). Erickson dan Hubbard (2000) menyatakan bahwa peningkatan sistem 

pertahanan imun nonspesifik di antaranya fagositosis terjadi akibat adanya lipopo-

lisakarida atau peptidoglikan atau keduanya yang dilepaskan secara terus menerus 

oleh bakteri.  

 

2.3 Imunostimulan 

 

 

Imunostimulan didefinisikan sebagai suatu bahan yang digunakan dengan tujuan 

untuk meningkatkan aktivitas sistem kekebalan dan meningkatkan resistensi ter-

hadap patogen, selain juga meningkatkan kelulushidupan organisme budi daya ke-

tika terserang patogen yang berbahaya. Pemberian imunostimulan biasanya dila-

kukan dengan injeksi ataupun secara oral, walaupun dikatakan bahwa efek yang 

lebih bagus didapatkan pada pemberian dengan jalan injeksi, namun demikian in-

jeksi lebih membutuhkan tenaga dan waktu yang banyak (Smith et al., 2003). 

 

Imunostimulan penting untuk mengontrol penyakit ikan dan berguna pada budi-

daya ikan. Penggunaan imunostimulan dilakukan pada budi daya ikan karena ke-

moterapi yang diberikan pada ikan menyebabkan resistensi pada bakteri tertentu. 

Imunostimulan meningkatkan daya tahan terhadap penyakit infeksi, bukan karena 

meningkatnya respon imun spesifik tapi oleh meningkatnya mekanisme pertahan-

an nonspesifik (Sakai, 1999).
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2.4 Probiotik 

 

 

Probiotik adalah mikroba hidup yang yang dapat diformulasikan ke dalam berba-

gai jenis produk termasuk makanan, obat-obatan, dan suplemen makanan. Spesies 

Lactobalicus dan Bifidobacterium yang paling sering digunakan sebagai probio-

tik, namun spesies ragi Saccharomyces cerevisiae, beberapa Escherichia coli dan 

Bacilius juga digunakan sebagai probiotik (Guarner et al., 2017). 

 

Probiotik umumnya berupa kelompok mikroorganisme nonpatogen yang berpe-

ngaruh positif terhadap fisiologi dan kesehatan saluran pencernaan inangnya, jika 

dikonsumsi secara rutin dalam jumlah yang cukup. Saluran pencernaan mengan-

dung kelompok probiotik yang mampu menguraikan senyawa-senyawa beracun 

yang dihasilkan dari metabolisme protein dan lemak, sehingga konsentrasi dari se-

nyawa-senyawa toksin itu dapat dikurangi atau dieliminasi seluruhnya. Dengan 

kata lain, derajat kesehatan saluran pencernaan dapat meningkat bila di dalamnya 

terdapat probiotik dalam jumlah cukup (Schrezenmeir et al., 2001). 

 

2.5  Bacillus sp. 

 

 

Bacillus sp. merupakan bakteri Gram positif, berbentuk batang yang mempunyai 

kemampuan membentuk endospora pada kondisi yang kurang menguntungkan. 

Bakteri ini dapat ditemukan dan dapat diisolasi dari tanah. Bentuk endospora me-

rupakan nilai lebih bagi bakteri yang sangat terkait secara ekologi di dalam tanah. 

Kemampuannya membentuk endospora menyebabkan bakteri ini relatif lebih ta-

han terhadap kondisi lingkungan yang kurang menguntungkan misalnya radiasi, 

panas, asam, disinfektan, kekeringan, nutrisi yang terbatas dan dapat dorman da-

lam jangka waktu yang lama hingga bertahun-tahun. Struktur spora tidak akan ter-

jadi jika sel sedang berada pada fase pembelahan secara eksponensial tetapi akan 

dibentuk terutama pada kondisi nutrisi esensial misalnya karbon dan nitrogen ter-

batas. (Madigan et al., 2000).
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Bakteri Bacillus sp. merupakan bakteri biokontrol atau merupakan bakteri yang 

dapat menghambat tumbuhnya bakteri lain, seperti dalam penelitian Aji (2014) 

bahwa Bacillus sp. dapat menghambat tumbuhnya bakteri yang berasal dari Gram 

positif dan negatif. Bacillus sp. dapat bertahan pada kondisi aerob maupun anae-

rob yang artinya bakteri ini membutuhkan oksigen sebagai penghasil respirasi sel 

dan dapat pula menghasilkan energi dari oksigen yang dibutuhkan. 

 

2.6 Saccharomyces sp.  

 

 

Ragi roti mengandung probiotik yang berperan dalam pertumbuhan ikan. Pemili-

han mikroba untuk probiotik terutama didasarkan pada kemampuannya dalam me-

lekat pada epitel usus, kolonisasi dan melakukan aktivitas metabolik yang meng-

untungkan inang. Sejumlah prasyarat lain juga harus terpenuhi yaitu nonpatoge-

nik, efektif diterapkan pada berbagai kondisi lingkungan dan dapat hidup dalam 

berbagai bentuk preparasi, misalnya pada suspensi, dicampur makanan atau freeze 

dan dried (Wallace, 2002). 

 

Ragi roti merupakan mikroorganisme aman (generally regarded as safe). Mikro-

organisme ini menjadi penting di dunia industri fermentasi dan pakan ikan. Saat 

ini ragi roti tidak saja digunakan dalam fermentasi tradisional, tetapi saat ini peng-

gunaan ragi roti telah menambah sektor-sektor komersial yang penting termasuk 

makanan, minuman, biofuel, kimia, industri enzim, pharmaceutical, agrikultur, 

dan lingkungan (Waspada dan Rodif, 1991) dalam Pranata (2009). 

 

2.7  Aeromonas hydrophila 

 

 

Aeromonas hydrophila, merupakan bakteri patogen penyebab penyakit motile ae-

romonas septicemia (MAS), terutama untuk spesies ikan air tawar di perairan tro-

pis. Bakteri ini termasuk patogen oportunistik yang hampir selalu ada di air dan 

siap menimbulkan penyakit apabila ikan dalam kondisi kurang baik. Penyakit 

yang disebabkan A. hydrophila berakibat bercak merah pada ikan dan 
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menimbulkan kerusakan pada kulit, insang dan organ dalam. Penyebaran penyakit 

bakterial pada ikan umumnya sangat cepat serta dapat menimbulkan kematian 

yang sangat tinggi pada ikan-ikan yang diserangnya (Kordi dan Ghufran, 2013). 

 

Aeromonas hydrophila dapat hidup di air tawar, air laut maupun air payau. Pada 

umumnya bakteri ini hidup pada air tawar yang mengandung bahan organik ting-

gi, bakteri ini juga diakui sebagai patogen dari hewan akuatik yang berdarah di-

ngin. Di daerah tropik, pendarahan pada organ dalam pada ikan yang disebabkan 

oleh bakteri A. hydrophila pada umumnya muncul pada musim panas (kemarau) 

karena pada saat itu konsentrasi bahan organik tinggi dalam kolam air. Pada ikan, 

bakteri ini banyak ditemukan di bagian insang, kulit, hati dan ginjal. Ada pula 

yang berpendapat bakteri ini dapat hidup pada saluran pencernaan (Irianto, 2006). 

 

Menurut Yardimci et al. (2011), A. hydrophila termasuk ke dalam kelompok bak-

teri patogen dengan virulensi yang tinggi. Tingkat virulensi bakteri tersebut diten-

tukan oleh kemampuan bakteri menghasilkan enzim dan toksin tertentu yang ber-

peran dalam proses invasi dan infeksi. Sebagai faktor-faktor virulensi, kitinase, le-

sitinase, dan hemolisin yang dihasilkan oleh A. hydrophila bekerja dengan mende-

gradasi jaringan permukaan kulit sisik ikan dan menimbulkan luka serta pendarah-

an pada ikan inang. Virulensi A. hydrophila melibatkan banyak faktor virulensi 

dan sangat kompleks.  

 

Aeromonas hydrophila bersifat patogen, virulensi dan menyebabkan kematian 

50% populasi ikan nila. Infeksi yang ditimbulkan pada ikan nila bersifat akut de-

ngan tanda klinis warna kulit menjadi gelap, nafsu makan berkurang, pergerakan 

ikan abnormal, sisik mudah tanggal, hemoragik pada kulit, pangkal sirip ekor, si-

rip punggung dan operkulum, pembengkakan pada organ hati dan limpa serta pen-

darahan pada organ pencernaan (Mangunwardoyo et al., 2010).
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2.8 Diferensial Leukosit 

2.8.1 Limfosit  

 

 

Limfosit adalah salah satu indikator pertahanan tubuh dan kekebalan nonspesifik 

yang berfungsi sebagai pelindung tubuh dan mikroba (Utami et al., 2013). Limfo-

sit berperan menyediakan zat kebal melalui reseptor spesifik pada membran sel 

untuk sistem pertahanan tubuh (Taukhid et al., 2002). 

 

2.8.2 Monosit  

 

 

Monosit berperan sebagai pemakan zat-zat asing yang masuk kedalam tubuh ikan 

nila dan pemberi informasi tentang serangan penyakit pada leukosit (Utami et al., 

2013). Monosit berfungsi sebagai agen makrofag yang bertugas sebagai fagosito-

sis di dalam tubuh ikan nila yang terserang zat asing (Destriana, 2011).  

 

2.8.3 Neutrofil 

 

 

Karakteristik neutrofil untuk imunologi ikan nila yaitu berperan sebagai penghan-

cur zat asing dalam tubuh ikan melalui proses fagositosis yaitu kemotoksis dima-

na sel akan berimigrasi menuju partikel, partikel melekat pada sel, partikel ditelan 

oleh sel, dan di dalam fagolisosom partikel akan hancur oleh lisosim (Tizard, 

1988). Neutrofil akan bekerja di dalam tubuh ikan apabila tubuh ikan nila terse-

rang infeksi. Peningkatan jumlah neutrofil dalam tubuh ikan nila merupakan aki-

bat dari mekanisme kekebalan tubuh yang terjadi karena adanya respon tubuh ikan 

nila terhadap infeksi (Utami et al., 2013). Sel neutrofil akan keluar dari pembuluh 

darah apabila terjadi infeksi di bagian tubuh ikan yang disebabkan oleh rangsang-

an kimiawi eksternal atau kemotoksis (Fujaya, 2004).
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III. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

 

 

Penelitian ini dilaksanakan pada September sampai Desember 2020 bertempat di 

Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium Basah, Instalasi Pengendalian Pe-

nyakit Ikan, Depok, Jawa Barat. 

 

3.2  Alat dan Bahan Penelitian 

3.2.1 Alat Penelitian 

 

 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu: 15 buah kontainer plastik, waring, 

suntikan/spuit, kaca preparat, cover glass, slide box, timbangan digital, microtube 

atau tabung effendorf 2 ml, tabung heparin, gelas ukur, botol kaca, erlenmeyer, 

baki, sendok, sprayer, plastik klip, label, wadah pakan, alumunium foil, sarung ta-

ngan, jarum ose, inkubator, bunsen, cawan petri, tabung reaksi, rak tabung reaksi, 

vortex, kapas, skopnet, mikropipet, mikrotip 100 µl dan 1000 µl, tisu, sentrifus, 

plastik wrapping, selang aerasi, selang air, mikroskop, pinset, kain lap, stirrer, 

magnetic stirrer, L-glass, dan colony counter. 

 

3.2.2 Bahan Penelitian 

 

 

Bahan penelitian yang akan digunakan dalam penelitian ini yaitu 450 ekor ikan 

nila ukuran 10-15 cm, Saccharomyces sp. (ragi roti), Bacillus sp., Aeromonas 

hydrophila, media TSA (tripticase soy agar), TSB (tripticase soy broth), dan
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PCA (plate count agar), larutan PBS (phosphate buffered saline), Staphylococcus 

sp., pakan komersial, natrium sitrat 3,8 %, alkohol, akuades, pewarna Giemsa, dan 

metanol.  

 

3.3  Rancangan Penelitian 
 
 

Rancangan yang digunakan dalam penelitian ini adalah rancangan acak lengkap 

(RAL) yang terdiri dari lima perlakuan dengan tiga ulangan sehingga terdapat li-

ma belas unit percobaan. Rincian perlakuan pada penelitian dapat dilihat pada Ta-

bel 1. 

 

Tabel 1. Perlakuan pada penelitian 

Kode 

Perlakuan 
Keterangan 

A Pakan komersial yang dicampur Saccharomyces sp. 0,5% + 

Bacillus sp. 1 % 

B Pakan komersial yang dicampur Saccharomyces sp. 1 % + Bacillus 

sp. 1 % 

C Pakan komersial yang dicampur Saccharomyces sp. 1,5 % + 

Bacillus sp. 1 % 

D Pakan komersial yang dicampur Saccharomyces sp. 2 % + Bacillus 

sp. 1 % 

E Pakan komersial tanpa perlakuan (kontrol) 

 

 

Penempatan kontainer pemeliharaan ikan nila ditentukan secara acak. Ikan nila 

yang digunakan sebagai hewan uji berukuran panjang 10-15 cm sebanyak 30 ekor 

ditempatkan pada setiap wadah pemeliharaan. Tata letak wadah pemeliharaan 

dapat dilihat pada Gambar 3. 
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G 

 

 

 

Gambar 3. Tata letak wadah pemeliharaan. 

 

Keterangan : 

A1: Perlakuan A ulangan 1  C3:  Perlakuan C ulangan 3 

A2:  Perlakuan A ulangan 2  D1:  Perlakuan D ulangan 1 

A3:  Perlakuan A ulangan 3  D2:  Perlakuan D ulangan 2 

B1:  Perlakuan B ulangan 1  D3:  Perlakuan D ulangan 3 

B2:  Perlakuan B ulangan 2  E1:  Perlakuan E ulangan 1 

B3:  Perlakuan B ulangan 3  E2:  Perlakuan E ulangan 2 

C1: Perlakuan C ulangan 1 E3:  Perlakuan E ulangan 3 

C2:  Perlakuan C ulangan 2 

 

Penelitian dilakukan selama satu bulan dengan pemberian pakan yang dicampur 

dengan Saccharomyces sp. dan Bacillus sp. berbeda dosis di dua minggu pertama 

masa pemeliharaan. Pencampuran pakan menggunakan sprayer secara merata pa-

da pakan kemudian dibiarkan mengering selama ± 1 jam. Pemberian pakan dila-

kukan tiga kali sehari sebanyak 5% dari bobot tubuh per hari. Setelah dua minggu 

pemeliharaan dengan perlakuan, ikan diuji tantang dengan diinjeksi Aeromonas 

hydrophila virulen. 

 

3.4 Prosedur Penelitian 

3.4.1 Tahap Persiapan 

3.4.1.1 Persiapan Wadah Pemeliharaan 

 

 

Wadah pemeliharaan yang digunakan untuk penelitian adalah container box plas-

tik berukuran 40 x 30 x 35 cm
3
. Sebelum wadah pemeliharaan digunakan, 

B3 C1 D1 A2 E3 B1 D2 B2 E2 A1 E1 C3 

A3 D3 C2 
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dibersihkan terlebih dahulu lalu menggunakan sabun dibilas hingga bersih. Selan-

jutnya diisi air setinggi 25 cm kemudian dilakukan pengaturan aerasi pada wadah 

pemeliharaan. 

 

3.4.1.2 Pembuatan Media Padat TSA (tripticase soy agar) dan PCA (plate 

count agar) 

 

 

Pembuatan media TSA dibuat menggunakan 39 g bubuk TSA Oxoid, sedangkan 

untuk media PCA menggunakan 21 g bubuk PCA yang semuanya merupakan ta-

karan untuk 1.000 ml akuades. Setelah itu diaduk menggunakan stirrer dan tem-

pat larutan ditutup menggunakan alumunium foil agar tidak terkontaminasi, sete-

lah terlarut, larutan tersebut disterilisasi dengan menggunakan autoklaf pada suhu 

121
o
C selama ± 20 menit. Setelah dingin, TSA dan PCA dituang ke cawan petri 

lalu dibiarkan mengeras dan disimpan dalam lemari pendingin suhu 4
o
C. TSA 

akan digunakan sebagai media tempat kultur bakteri Bacillus sp. dan PCA digu-

nakan sebagai media kultur untuk perhitungan kepadatan bakteri pada air wadah 

pemeliharaan (TPC). 

 

3.4.1.3 Pembuatan Media Cair TSB (tripticase soy broth) dan PBS (phosphate 

buffered saline) 

 

 

Pembuatan media TSB dibuat menggunakan  30 g bubuk TSB Oxoid, sedangkan 

untuk media PBS menggunakan 8,5 g NaCl yang kemudian dicampurkan ke 1.000 

ml akuades dan diaduk menggunakan stirrer. Tempat larutan ditutup mengguna-

kan alumunium foil agar tidak terkontaminasi, setelah terlarut, larutan tersebut di-

sterilisasi dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121
o
C selama ± 20 menit. Se-

telah dingin, larutan TSB dan PBS dituang ke dalam tabung reaksi dengan takaran 

10 ml/tabung. TSB digunakan sebagai media tempat kultur isolat Bacillus sp. dan 

PBS digunakan untuk pengenceran.
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3.4.1.4 Kultur Bacillus sp. 

 

 

Bakteri Bacillus sp. yang diambil berasal dari bakteri yang sudah dikultur sebe-

lumnya di media TSA kemudian diperbanyak dengan menggunakan metode stre-

ak plate secara penuh pada cawan petri dengan menggunakan media TSA yang 

baru kemudian disimpan dalam inkubator. Setelah ± 24 jam dan koloni terbentuk, 

koloni diambil menggunakan jarum ose dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi 

yang berisi media TSB lalu diinkubasi di dalam inkubator bersuhu 28
o
C.  

 

3.4.1.5 Kultur Staphylococcus sp. 

 

 

Bakteri Staphylococcus sp. yang diambil berasal dari bakteri yang sudah dikultur 

sebelumnya di media TSA kemudian dikultur kembali menggunakan media TSA 

yang baru kemudian disimpan dalam inkubator. Setelah 24 jam dan koloni terben-

tuk, koloni diambil menggunakan jarum ose dan dimasukkan ke dalam tabung re-

aksi yang berisi media TSB lalu diinkubasi di dalam inkubator bersuhu 28
o
C. Se-

lanjutnya kultur Staphylococcus sp. dilakukan dari media TSB ke TSB lain setiap 

tiga hari sekali. Staphylococcus sp. pada penelitian ini digunakan sebagai antigen 

pada perhitungan persen fagositosis (PP) dan indeks fagositosis (IP). 

 

3.4.1.6 Penyiapan Pakan Perlakuan  

 

 

Pakan komersial disiapkan sebanyak 5% dari bobot tubuh ikan dan Bacillus sp. 

serta Saccharomyces sp. dicampur merata menggunakan sprayer dan dibiarkan 

mengering ± 1 jam. Dosis probiotik Saccharomyces sp. dan Bacillus dihitung ber-

dasarkan rata-rata biomass ikan (g). Semua perlakuan menggunakan dosis Bacil-

lus sp. sebanyak 1% atau sebanyak 0,54 ml/akuarium untuk satu kali pemberian 

pakan. Sedangkan untuk dosis Saccharomyces sp. yang digunakan tiap perlakuan 

berbeda. Pada perlakuan A, dosis Saccharomyces sp. yang digunakan sebanyak 

0,81 g, perlakuan B dosis Saccharomyces sp. yang digunakan sebanyak 1,62 g, 

perlakuan C dosis Saccharomyces sp. yang digunakan sebanyak 2,43 g, perlakuan
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D dosis Saccharomyces sp. yang digunakan sebanyak 3,24  g. Adapun perlakuan 

E merupakan kontrol (tanpa penambahan probiotik). 

 

3.4.2 Tahap Penelitian 

3.4.2.1 Pemberian Pakan 

 

 

Pakan yang diberikan selama pemeliharaan adalah pakan pelet dengan 5 perlaku-

an berbeda dan dengan frekuensi pemberian pakan tiga kali sehari, yaitu pada pu-

kul 08.00, 12.30 dan 16.30 WIB. 

  

3.4.2.2 Pengambilan Sampel Darah Ikan 

 

 

Pengambilan darah ikan nila dilakukan dengan menggunakan alat dan bahan se-

perti spuit, alkohol 70% yang digunakan untuk mengaseptiskan spuit dan bagian 

tubuh ikan yang akan disuntik, lap basah yang digunakan untuk menutup mata 

dan tubuh ikan agar tetap tenang ketika diambil darahnya, natrium sitrat 3,8 % 

untuk mencegah koagulasi pada darah, dan tabung heparin/mikrotube/tabung ef-

fendorf untuk menampung darah ikan. Pengambilan darah dimulai dengan mele-

takkan ikan di atas lap/kain basah kemudian mata ikan ditutup. Selanjutnya diam-

bil spuit dan menusukkannya tepat di linea lateralis (LL) dekat pangkal ekor de-

ngan kemiringan spuit 45
o
. Darah lalu diambil dan ditampung pada tabung hepa-

rin atau tabung effendorf. 

 

3.4.2.3 Total Plate Count (TPC) 

 

 

Metode total plate count (TPC) merupakan suatu metode untuk menghitung jum-

lah mikroba pada media. Prinsip dari metode hitungan cawan atau total plate co-

unt (TPC) adalah menumbuhkan sel mikroorganisme yang masih hidup pada me-

dia agar, sehingga mikroorganisme akan berkembang biak dan membentuk koloni 

yang dapat dilihat langsung dan dihitung tanpa menggunakan mikroskop. Bahan 

untuk melakukan TPC ini meliputi media PCA dan larutan PBS.
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3.4.2.3.1 Sampel Cair 

 

 

Sampel (air dari bak pemeliharaan) diambil secara aseptis dan acak sebanyak 1 ml 

menggunakan pipet steril, lalu ditambahkan 9 ml larutan PBS dihomogenkan sela-

ma ± 2 menit. Homogenat ini merupakan larutan pengencer 10
-1

. Homogenat di-

ambil 1 ml dengan menggunakan mikropipet dan dimasukkan ke dalam 9 ml laru-

tan PBS untuk mendapatkan pengenceran 10
-2

. Dilakukan pengenceran selanjut-

nya (10
-3

) dengan mengambil 1 ml sampel dari pengenceran 10
-2

 ke dalam 9 ml 

larutan PBS. Pada setiap pengenceran dilakukan pengocokan agar homogen ke-

mudian dilakukan hal yang sama untuk pengenceran 10
-4 

, 10
-5

, 
 
10

-6
, 

 
dan

 
10

-7
 (se-

suai kebutuhan sampel). 

 

3.4.2.3.2 Prosedur 

 

 

Pengenceran dilakukan dengan menggunakan larutan PBS kemudian selanjutnya 

diambil sebanyak 100-200 µl dari setiap pengenceran dan dimasukkan ke dalam 

media PCA dalam cawan petri steril kemudian diratakan dengan menggunakan L-

glass. Prosedur ini dilakukan secara duplo (dua kali ulangan) untuk setiap pengen-

ceran. Selanjutnya cawan-cawan tersebut diinkubasikan dalam posisi terbalik da-

lam inkubator selama ± 24 jam. 

 

3.4.2.3.3 Pembacaan dan Perhitungan Koloni pada Cawan Petri 

 

 

Koloni bakteri yang tumbuh pada media PCA dihitung untuk menentukan nilai 

jumlah total koloni. Perhitungan TPC menggunakan cawan pengenceran yang 

mengandung 25-250 koloni. Proses penghitungan TPC dilakukan berdasarkan 

Badan Standar Nasional (2006) yaitu dengan menggunakan persamaan sebagai 

berikut: 

  

 
  

[(      )   (        )]   ( )
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Keterangan : 

∑C : Jumlah koloni pada semua cawan yang dihitung. 

n1 : Jumlah cawan pada pengenceran pertama yang dihitung. 

n2  : Jumlah cawan pada pengenceran kedua yang dihitung. 

d : Pengenceran pertama yang dihitung. 

 

3.5  Persen Fagositosis (PP) dan Indeks Fagositosis  (IP) 

 

 

Fagositosis adalah proses dimana sel-sel terlibat dalam penelanan partikel-partikel 

patogen, dan karena kapasitas sel-sel tersebut maka patogen dapat dimatikan dan 

dimusnahkan (Desjardins dan Griffiths, 2003). Metode yang digunakan merujuk 

pada penelitian Sugiani (2012) yang menggunakan metode Zhang et al., (2008) 

dengan beberapa modifikasi. Suspensi Staphylococcus aureus dengan kepadatan 

10
6
 CFU/ml dimasukkan ke dalam tabung eppendorf kemudian darah sebanyak 

200 µl ditambah dengan heparin dan dihomogenkan dengan menggunakan vortex. 

Lalu setelah dihomogenkan kemudian diinkubasi selama 30 menit dengan suhu 

30
o
C. Sebanyak 1 ml salin ditambahkan ke dalam tabung dan dihomogenkan. So-

lusi homogenat disentrifus dengan 3.000 g selama 5 menit, lalu 1 ml supernatan 

diambil kemudian dibuang, sisa solusi dihomogenkan kembali. Satu tetes homo-

genat diambil dengan mikropipet untuk dibuat preparat ulas di atas slide glass. 

Preparat difiksasi dengan metanol selama 2-3 menit, kemudian dibilas dengan 

akuades, lalu preparat dikeringanginkan, tahap akhir preparasi dengan pewarnaan 

Giemsa. Preparat diamati menggunakan mikroskop. Persen fagositosis (PP) dan 

indeks fagositosis (IP) dihitung menggunakan persamaan sebagai berikut: 

 

PP  = (N1/100) x 100 

          IP         = N2/100 

 

Keterangan : 

N1  : Total jumlah bakteri yang terfagosit dari 100 fagosit yang terhitung. 

N2 : Total jumlah fagosit yang melakukan fagositosis secara acak dari 100  

    fagosit yang terhitung
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3.6 Diferensial Leukosit 

3.6.1 Pembuatan Preparat 

 

 

Sebelum melakukan pengamatan diferensial leukosit, terlebih dahulu dilakukan 

pembuatan preparat apus darah. Metode yang digunakan berdasarkan Instruksi 

Kerja Laboratorium Uji dari Balai Riset Perikanan Budidaya Air Tawar dan Pe-

nyuluhan Perikanan (2017). Pembuatan preparat apus darah dimulai dari menem-

patkan setetes darah pada ujung kaca preparat, kemudian menggunakan slide/kaca 

preparat lainnya untuk meratakan darah sehingga nantinya akan terbentuk lapisan 

rata dan tipis. Slide ditahan dengan kemiringan 30
o
 dan dibiarkan darah menyebar 

hampir ke seluruh slide, slide didorong maju dengan gerakan yang halus dan tanpa 

jeda. Kemudian diberi label nama sampel darah dan tanggal pembuatan pada 

ujung kaca preparat yang bersih. Preparat kemudian dikeringanginkan, setelah itu 

difiksasi dengan metanol selama 5 menit, dibilas dengan air keran kemudian dike-

ring-anginkan kembali. Selanjutnya diwarnai dengan pewarna Giemsa selama 15 

menit dan dicuci dengan air yang mengalir dan dikeringkan di atas kertas tisu.  

 

3.6.2 Pengamatan Diferensial Leukosit 

 

 

Pengamatan diferensial leukosit dilakukan dengan cara menghitung jumlah limfo-

sit, monosit, dan neutrofil menggunakan mikroskop setiap 3 hari sekali. Preparat 

apus darah yang sudah diwarnai dengan pewarna Giemsa diletakkan di atas mik-

roskop dengan perbesaran 400 x. Setelah sel darah sudah nampak jelas terlihat di 

mikroskop dilakukan perhitungan jumlah sel darah hingga 100 sel, kemudian hi-

tung jumlah persentase neutrofil, monosit, dan limfosit dalam 100 sel darah terse-

but. 

 

3.7 Uji Tantang 

 

 

Uji tantang dilakukan dengan bakteri Aeromonas hydrophila, dilakukan setelah 14 

hari pemberian perlakuan. Uji tantang dilakukan pada semua ikan nila dari setiap 

perlakuan dengan menyuntikkan bakteri A. hydrophila secara intramuskular pada
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bagian daging tebal di punggung ikan dengan kepadatan bakteri 10
-2

 CFU/ml se-

banyak 0,1 ml/ekor.  

 

3.8 Tingkat Kelangsungan Hidup 

 

 

Pencatatan kematian dilakukan setiap hari untuk mengetahui tingkat kelangsungan 

hidup atau survival rate (SR). Nilai SR diperoleh berdasarkan persamaan yang di-

kemukakan oleh Zonneveld et al., (1991) yaitu: 

 

   
  

  
      

 

Keterangan : 

SR  : Kelangsungan hidup (%). 

Nt  : Jumlah ikan pada akhir penelitian (ekor). 

No  : Jumlah ikan pada awal penelitian (ekor). 

 

3.9 Analisis Data 

 

 

Data hasil pengamatan diferensial leukosit (DL), indeks fagositosis (IP), persen 

fagositosis (PP), dan survival rate (SR) yang diperoleh dari hasil penelitian ini di- 

analisis menggunakan uji anova dengan tingkat kepercayaan 95%, apabila 

terdapat perbedaan nyata antar perlakuan maka dilakukan uji lanjut Duncan. 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Simpulan 

 

 

Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini adalah 

1. Penambahan kombinasi probiotik Saccharomyces sp. dan Bacillus sp. pada 

pakan dapat meningkatkan kinerja respon imun nonspesfik dan tingkat ke-

langsungan hidup ikan nila yang diinfeksi dengan Aeromonas hydrophila. 

2. Dosis terbaik imunostimulan dari kombinasi Saccharomyces sp. dan Bacil-

lus sp. untuk ketahanan ikan nila terhadap infeksi Aeromonas hydrophila 

adalah Saccharomyces sp. 1,5 % dan Bacillus sp. 1 % yang dicampurkan 

ke pakan komersil. 

 

5.2 Saran 

 

 

Berdasarkan hasil penelitian, maka kombinasi imunostimulan Saccharomyces sp. 

1,5 % dan Bacillus sp. 1 % aman digunakan untuk meningkatkan imunitas ikan 

serta pencegahan serangan infeksi A. hydrophila pada ikan nila.
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