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Abstract.  The aim of this research was to determine the effect of Nannochlorpsisis sp. against the common carp
(Cyprinus carpio) lenkocyte profile, infected with Koi Hepesvirus (KHV'). The descriptive observational method wa used
in this study. This research was conducted for 4 weeks, using common carp length 1220,3 cm as many as 7 fish. The
tested experiment was P1: withont infested by Nannochlorpsisis sp. and KH; P2: Infested by Nannochlorpsisis sp. and
without KHV infected; P3: Infected by Nannochloropsis sp. and KHV'; P4; Not infected by Nannochlorpsisis sp. and
infected by KHV. Evey tratment in three replications. The results showed that the highest total lenkocyte was obtained
in P3 (37.600 cells/ ml), followed by P4 (29.650 cells | ml), P2 (28,500 cells | ml) and P1 (21,150 cells | ).
Leukocyte differentiation test on P1 (neutrophil 6.2%, lymphocyte 68.0%, monocyte 17.0%), P2 (nentrophil 6.6%,
lymphocyte 72.3%, monocyte 18.3%), P3 (nentrophil 7.9%, bhmphocyte 66.1%, monocytes 24.3%), P4 (neutrophils
11.2%, bmphocytes 57.6%, monocytes 37.6%). The higher survivia rate was recorded in P2 (100%). 1t is concluded
that Nannochloropsis sp. can enbance the common carp immune sytem.
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Abstrak. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian Nannochlorpsis sp. terhadap
profil leukosit ikan mas (Cyprinus carpio) yang terinfeksi Koi Herves VVirus (KHV). Penelitian ini
menggunakan metode deskriptif observasional dengan membandingkan hasil pada perlakuan 1) P1:
(tanpa pembetian Nannochlorpsis sp. dan tidak diinfeksi KHV), 2) P2 (diberikan Nannochlorpsis sp dan
tanpa diinfeksi KHV), 3) P3 (diberikan Nannochlorpsisis sp dan diinfeksi KHV), 4) P4 (tanpa pemberian
Nannochlorpsis sp. dan diinfeksi KHV), masing-masing perlakukan 3 kali ulangan. Penelitian ini
dilakukan selama 4 minggu dengan menggunakan Ikan mas berukuran 124+0,3 cm sebanyak 120 ekor.
Hasil perhitungan total leukosit tertinggi diperoleh pada P3 (37.600 sel/ml), selanjutnya berturut-turut
P4 (29.650 sel/ml), P2 (28.500 sel/ml) dan P1 (21.150 sel/ml). Hasil uji diferesnsiasi leukosit pada P1
(neutrofil 6.2%, limfosit 68.0%, monosit 17.0%), P2 (neutrofil 6.6%, limfosit 72.3%, monosit 18.3%),
P3 (neutrofil 7.9%, limfosit 66.1%, monosit 24.3%), P4 (neutrofil 11.2%, limfosit 57.6%, monosit
37.6%). Kelangsungan hiudp tertinggi diperoleh pada perlakuan P2 (100%). Dapat disimpulkan bahwa
Nannochloropsis sp. dapat digunakan untuk meningkatkan kekebalan tubuh ikan mas.

Kata kunci: Ikan mas, Nannochloropsis sp., Koi Herves Virus

Pendahuluan

Beberapa dekade terkhir ini, berbagai penyakit baru muncul akibat adanya perubahan
iklim secara global. Salah satu penyakit yang sering menyerang ikan mas dalam kegiatan
budidaya adalah Ko Herves 1'irus (IKHV). Virus Herves pada ikan mas pertama kali dilaporkan
pada tahun 1995, tetapi baru dikatuhui pada tahun 2006 setelah teknik analisisnya ditemukan
(Goodwin, 2012). Serangan KHV dapat menyebabkan kematian masal dan bersifat sporadis
pada ikan koi dan mas (Hedrick ez a/., 2000).

Gejala klinis ikan yang terserang KHV adanya pendarahan pada insang, mata cekung
dan pergerakan ikan gelisah (kadang tidak aktif berubah menjadi sangat aktif atau sebaliknya)
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(OATA, 2001). KHV menyerang seluruh stadia ikan, namun studi kohabitasi menunjukkan
bahwa stadia benih lebih mudah terserang dibandingkan ikan dewasa (Perelberg ez al., 2003).

Penaggulangan KHV sudah banyak dilakukan dengan menggunakan berbagai macam
bahan obat-obatan dan bahan kimia. Penanggulangan dengan cara ini tdak efisien dan efektif
sebab tingginya biaya yang dikeluarkan tidak dapat mengatasi serangan KHV bahkan hanya
dapat mengatasi infeksi sekunder yang disebabkan oleh bakteri, parasit dan jamur. Oleh
karenanya perlu diupayakan alternarif untuk dapat mengatasi permasalahan tersebut.

Nannochloropsis sp. dapat digunakan sebagai bahan alternatif untuk mengatasi infeksi
KHV, sebab Nannochloropsis sp. mengandung peridinin yang diketahui dapat meningkatkan
sistem pertahanan tubuh ikan. Kusuma (2013) menyatakan peridinin dapat meningkatkan
sistem imun ikan yang terinfeksi virus. Nannochloropsis sp. mudah dibudidayakan dan dapat
digunakan sebagai pakan alami ikan.

Bahan dan Metode
Tempat dan waktu

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Universitas Negeri Gorontalo dan Balai Benih
Ikan Air Tawar Kota Gorontalo pada bulan April sampai dengan Agustus 2017.

Persiapan wadah dan ikan uji

Wadah yang digunakan dalam penelitian ini adalah akuarium kaca berukuran 50 x 30 x
30 cm. Ikan mas yang digunakan berukuran 12£0,3 cm sebanyak sebanyak 120 ekor, dibagi
menjadi 4 perlakuan dengan masing-masing 3 kali ulangan. Ikan diaklimatisasi tetlebih dahulu
selama 7 hari dan diuji dengan perlakuan sebagai berikut:

P1: tanpa pemberian Nannochlorpsis sp. dan tidak diinfeksi KHV (kontrol negatif)
P2: dengan pemberian Nannochlorpsis sp. dan tanpa diinfeksi KHV

P3: dengan pemberian Nannochlorpsisis sp. dan diinfeksi KHV)

P4: tanpa pemberian Nannochlorpsis sp. dan diinfeksi KHV (kontrol positif)
Isolasi peridinin Nannocloropsis sp.

Prosedure analisis mengikuti Kusuma (2013) sebagai berikut; Nannochloropsis sp. dalam
bentuk pasta sebanyak 50 gram, diletakkan di mortar dan digerus selama 1 jam, kemudian
ditambahkan nitrogen cair dan digerus lagi selama 30 menit. Selanjutnya ditambahkan buffer
resuspensi Glysin+ KCL sebanyak 8 ml. Kemudian sampel ditimbang sebanyak 2 gram dan
dimasukan dalam tabung ependof, kemudian disentrifuse dingin 4 "C, 17000 rpm selama 60
menit. Supernatan diambil dan diletakkan pada tabung ependof steril. Supernatan
ditambahkan dengan larutan solid amonium sulfat (SAS) 30% dari supernatan. Setrifuse
15000 rpm ; 4 °C ; 30 menit. Pindahkan supernatan pada eppendof steril.

Pembuatan suspensis KHV

Prosedure pembuatan suspensi KHV mengikuti Hameed e¢# a/. (1997) sebagai berikut;
Ikan yang positif terinfeksi KHV diambil insangnya diletakan di mortar dan digerus sampai
halus kemudiaan disuspensikan dengan 8 ml larutan fisiologis. Hasil suspensi organ disaring
dengan kain kasa kemudian disentrifuge dengan kecepatan 3000 rpm selama 5 menit,
kemudian disentrifuge lagi dengan kecepatan 8000 rpm selama 5 menit. Pindahkan supernatan
pada eppendof steril.

Parameter
Kelangsungan hidup ikan

Pengamatan kelangsungan hidup ikan dimulai pada saat awal ikan diberi perlakuan
sampai akhir penelitian. Kelangsungan hidup ikan dihitung dengan persamaan menurut
Muchlisin ez al. (2010):

SR= [(N,-N)/N,] x 100
Dimana, SR adalah tingkat kelangsungan hidup (%), N, adalah jumlah ikan yang mati selama
penelitian (ekor) dan N, adalah jumlah ikan yang hidup pada awal pengamatan (ekor)
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Perbitungan lenkosit

Prosedur perhitungan leukosit mengikuti Klontz (1994). Perhitungan leukosit dimulai
dengan membilas tabung eppendorf dengan natrium sitrat untuk mengindari pembekuan
darah. Darah diambil dari vena caudal, ikan disuntik dari belakang anal samapai menyentuh
tulang vertebrae, kemudian dihisap perlahan dan dimasukan ke dalam eppendorf.

Sampel darah diambil dengan menggunakan alat hisap leukosit kemudian dimasukan
kedalam haemocytometer dan diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran 400x. Leukosit
dihitung dengan persamaan sebagai berikut:

Total Leukosit=) n x 50 sel/ml
Dimana, Y 'n adalah jumlah total leukosit pada 4 lapang pandang dan 50 sel/ml adalah faktor
pengenceran pembuatan preparat ulasan darah
Pembuatan preparat nlasan darah

Pembuatan preparat ulasan darah mengikuti Svobodova dan Vyukusova, (1991), sebagai
berikut; sampel darah diteteskan pada objek glass kemudian diratakan dan dikering udarakan,
setelah itu difiksasi dengan metanol. Slanjutnya dibilas dengan akuades, dikerigkan kemudian
diwarnai dengan giemsa. Kelebihan warna dicuci dengan menggunakan air mengalir.

Hasil dan Pembahasan
Kelangsungan hidup

Nilai kelangsungan hidup tertinggi diperoleh pada P2 yaitu mencapai 100%.
Pemberian Peridinin Nannochlorpsis sp. diduga dapat meningkatkan kesehatan ikan. Dahoklory
¢t al., (2014) menyatakan, bahwa pemberian peridinin dapat meningkatkan daya tahan tubuh
dan kesehatan ikan. Tingkat kelangsungan hidup dapat dilihat pada Gambar 1. Hasil yang
berbeda didapatkan pada P1 (93,3%), perlakuan ini tanpa diberi peridinin sehingga hasil yang
diperoleh lebih rendah jika dibandingkan dengan P2 yang diberi peridinin, hal ini diduga
karena ikan yang dipelihara tanpa asupan imunostimulan, tingkat kelangsungan hidupnya
relatif lebih rendah jika dibandingkan dengan ikan yang diberi imunostimulan, hal ini sesuai
dengna penelitian Rudiyanti dan Ekasari (2009) yang menyatakan tingkat kelangsungan hidup
ikan mas tanpa diberi imunostimulan adalah kurang dari 95%.

{%)dnpiH uegunsguejay 1eyFuIl

Perlakuan

Gambar 1. Tingkat kelangsungan hidup ikan mas setelah perlakuan

Perhitungan tingkat kelangsungan hidup pada P3 adalah 90%. Pemberian peridinin
Nannochloropsis sp. diduga dapat meningkatkan sistem pertahanan tubuh ikan mas terhadap
serangan KHYV. Sesuai dengan hasil penelitian Dahoklory e al, (2014) yang menyatakan
bahwa pemberian peridinin = dapat meningkatkan sistem imun sehingga dapat
mempertahankan tubuh ikan dari serangan virus. Nannochloropsis sp. mengandung beberapa
bahan aktif yang salah satunya adalah terpenoid. Terpenoid adalah fraksi minyak esensial yang
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merupakan metabolit sekunder yang kaya akan senyawa dengan struktur isoprene dan
mengandung elemen tambahan biasanya oksigen. Terpen atau terpenoid aktif terhadap
bakteri, fungi, virus, dan protozoa (Masitoh, 2009).

Tingkat kelangsungan hidup terendah diperoleh pada P4 yaitu 46,6 %, penyebabnya
diduga karena serangan KHYV yang bersifat ganas dan dapat menyebabkan kematian masal.
Sesuai dengan hasil penelitian Mustahal dan Kirana (2006) yang menyatakan ikan mas yang
terinfeksi KHV hanya dapat bertahan hidup sekitar 20-60%. Ikan yang mati pada P3 dan P4
memiliki ciri fisik ikan yang terserang KHYV, seperti produksi lendir betlebihan, insang
berwarna, terjadi bemorrhage di sekitar pangkal dan ujung sirip serta permukaan tubuh lainnya,
adanya kulit melepuh, hati dan ginjal berwarna pucat (Setyorini ez al., 2008)

Leukosit

Leukosit sering disebut sel darah putih yaitu darah yang mengandung inti (Fujaya,
2008). Leukosit merupakan komponen darah yang berperan dalam sistem imun tubuh.
Leukosit berperan untuk mengatasi tubuh dari serangan benda asing serta patogen dengan
respon imun yang dimiliki (Moyle dan Cech, 2004). Hasil pengamatan leukosit darah ikan mas
pada penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 2. Total lekosit tertinggi didapatkan pada P3
(37.600 sel/ml), hasil ini diduga karena pembetian Nannocloropsis sp. dapat meningkatkan
sistem imun sehingga produksi sel leukosit didalam tubuh dapat meningkat. Total leukosit
pada P4 (29.650 sel/ml), perlakuan ini merupakan total leukosit tertinggi ke dua, hal ini diduga
karena kedua perlakuan ini (P3 dan P4) dilakukan infeksi KHV sehingga produksi leukosit
meningkat, hal ini sesuai dengan penelitian Moyle dan Cech (2004) yang menyatakan, ikan
yang terinfeksi penyakit akan memproduksi leukosit dengan jumlah yang lebih banyak untuk
melakukan fagositosis dan mensintesis antibodi.

Total leukosit pada P2 (28.500 sel/ml), hasil ini lebih tinggi dari P1 (21.150 sel/ml).
Hasil yang lebih tinggi ini karena adanya pemberian imunsotimulan berupa Nannochlorpsis sp.
dapat meningkatkan produksi leukosit, sehingga sistem imun ikan akan lebih siap apabila ada
serangan antigen asing (Widyaningrum ez a/., 2017)
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Gambar 2. Hasil pengamatan leukosit darah ikan mas (a) total leukosit (sel/ml) (b) diferensiasi
leukosit (%o)

Diferensiasi leukosit yang diamati adalah persentasi neutrofil, limfosit dan monosit.
Persentasi llimfosit tertinggi didapatkan pada P2 (72,3%). Nilai ini didapatkan sebab
Nannocloropsis sp. mengandung beberapa jenis nutrisi diantaranya adalah protein asam lemak,
fikobilin, karoten, enzim, sterol, vitamin dan polisakarida (Harun ez @/, 2010). Polisakarida
dapat meningkatkan sistem imun dengan menginduksi sel-sel pembentuk leukosit sehingga
tubuh akan memproduksi lebih banyak leukosit yang salah satu jenisnya adalah limfosit
(Widyaningrum, 2017)
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Limfosit terendah didapatkan pada P4 (57,6 %), nilai ini didapat sebab serangan adanya
infeksi KHV pada perlakuan ini. Fujaya (2008) menyatakan serangan penyakit dapat
menurunkan konsentrasi antibodi sehingga menyebabkan ikan kekurangan limfosit.
Persentasi monosit P4 (37,6 %) dan P3 (24,3 %), pada kedua perlakuan ini ikan diinfeksi
KHV sehingga menghasilkan persentasi monosit tertinggi, hal ini dikarenakan tubuh ikan
melakukan respon terhadap infeksi KHV yang dalam hal ini dilakukan oleh monosit yang
berfungsi sebagai antiviral (Baratawidjaja dan Iris, 2010). Sedangkan presentasi monosit pada
P1 (17 %) dan P2 (18,3 %) lebih rendah karena pada perlakuan ini tidak dilakukan infeksi
KHV.

Persentasi neutrofil tertinggi didapatkan pada P4 (11,2 %) dan P3 (7,9 %), karena pada
perlaukan ini dilakukan infeksi KHV. Neutrofil adalah sel pertama yang dikerahkan tubuh
untuk mengatasi antigen asing (Baratawidjaja dan Iris, 2010). Sedangkan nilai yang lebih
rendah didapatkan pada P1 (6,2 %) dan P2 (6,6 %), yaitu perlakuan yang tidak diinfeksi
KHYV. Monosit dan neutrofil memiliki peran sebagai fagosit kuat. Diketahui satu neutrofil
dapat memfagosit 20 antigen sedangakan monosit mampu memfagosit hingga 100 antigen
sebelum sel tersebut menjadi tidak aktif (Fujaya, 2008). Persentasi monosit dan neutrofil relitif
lebih sedikit jika dibandingkan dengan limfosit sebab monosit dan neutrofil merupak sel yang
berumur pendek sehingga jumlah sel tersebut di dalam darah lebih sedikit (Setiawan ef al.,
2012)

Kesimpulan

Pemberian peridinin - Nannochloropsis sp. dapat meningkatkan total leukosit dan
berpengaruh terhadap diferensiasi leukosit yaitu limfosit, monosit dan neutrofil pada ikan mas
Cyprinus carpio yang diinfeksi Ko/ Hepes 17irus (KHV). Peridinin Nannochloropsis sp. dapat
diaplikasikan dalam kegiatan budidaya untuk meningkatkan sistem imun ikan mas.
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