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ABSTRACT 

 

Freshwater fishery commodities are most likely to be increased production of carp (Cyprinus carpio). 

Intensification of cultivation which raises new problems with fish disease outbreaks caused by Aeromonas 

hydrophila. Providing of immunostimulatory bioactive compounds of sea cucumbers (Holothuria scabra) can 

enhance non-specific immune responses in the goldfish as a mechanism of defense against disease. The purpose 

of this study is to determine the role and optimal dose of total phenols sea cucumber in enhancing non-specific 

immune response seen from the hematology parameters Extraction of bioactive components from sea cucumber 

prepared by using methanol and fractionated with ethyl acetate solvent (v/v). Identification of total phenols in 

ethyl acetate fraction performed using UV-Vis spectrophotometer and infrared. Total phenol produced was 

tested on carp with intraperitonial injection, the concentration of 0.09, 0.18 and 0.27 mg phenol/kg fish. 

Challenge test was done by using the Aeromonas hydrophila (10
7
 cells/ml) through the immersion method. The 

observations included hematological parameters and total plasma proteins.The observations of hematological 

parameters that Leukocytes, Neutrophils  pre-and post-infection were significantly increased. Lymphocyte pre 

infection was increased significantly and post-bacterial infection was decreased significantly. Eosinophils, 

Monocytes  pre-and post-bacterial infection were not differ significantly between treatment.  The use of phenolic 

compounds at 0.09 mg / kg can be increase of non-specific immune response in carp (Cyprinus carpio). 

 

Key Words : Total phenol,  Aeromonas hydrophila, Cyprinus carpio, nonspecific immune  response  

 

PENDAHULUAN 

 

 

Sistem budidaya perikanan air tawar 

yang hingga kini telah mencapai tahap 

intensifikasi tidak terlepas dari resiko 

biologis, yaitu munculnya penyakit 

(Khairuman, 2008). Penyakit MAS (Motile 

Aeromonas Septicemia) merupakan 

penyakit bakterial terpenting pada 

budidaya ikan air tawar. Serangan 

infeksinya dapat menyebabkan kematian 

ikan sampai 80 % (Yin et al., 2010; 

Kamiso, 2003).  

Penggunaan obat-obatan memberikan 

dampak negatif  dengan meningkatnya 

pencemaran lingkungan (Rairakhwada 

2007), akumulasi residu antibiotik 

mempengaruhi pertumbuhan dan resistensi 

terhadap obat-obatan serta imunosupresi 

(Maqsood et al., 2009). Dampak negatif 

tersebut dapat dicegah dengan cara 

meningkatkan kekebalan tubuh  ikan 

terhadap penyakit (Selvaraj et al., 2006). 

Makhluk hidup telah dilengkapi dengan 

dua sistem kekebalan tubuh yaitu 

kekebalan non-spesifik/alamiah (innate 

immune system) dan spesifik/didapat 

(adaptive immune system). Pada ikan, 

respon imun baru terbentuk secara 

sempurna disaat ikan telah dewasa. Ikan-

ikan muda tidak mempunyai respon imun 

spesifik yang sempurna (Ellis, 1988) dan 

bergantung pada respon selular non-

spesifik untuk bertahan dari serangan 

infeksi mikroba. Pertahanan non-spesifik 

merupakan pertahanan utama pada ikan 

stadia benih dan ikan fingerling. 

 Alternatif penanggulangan agar ikan 

tidak terinfeksi bakteri yaitu dengan 

pemberian imunostimulan.  Imunostimulan 

merupakan zat kimia, obat-obatan, stresor, 

atau aksi untuk meningkatkan respon imun 

ikan yang berinteraksi secara langsung 

dengan sel sistem imun (Sakai, 1999). 
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Teripang jenis Holothuria sp. dapat 

digunakan sebagai imunostimulan karena 

mengandung komponen senyawa yang 

berperan dalam penanggulangan penyakit 

ikan. Senyawa di dalam teripang antara 

lain lektin, sterol, saponin/triperten 

glikosid (Stonik,1986; Tian et al., 2007), 

mineral, polifenol, flavonoid (Mamelona 

et al., 2007), total phenol (Althunibat et 

al., 2009; Himaya et al., 2010).  

Penelitian terhadap bioaktif teripang 

telah dilakukan antara lain senyawa fenol 

sebagai antioxidant, anti inflamasi dan 

antiproliferasi (Althunibat 2009), 

antioxidan dan anti melanogenesis 

(Jingfeng et al., 2010), aktifitas antibakteri 

(Haug et al., 2002), antikoagulan dan 

antitrombotik, menurunkan kadar 

kolesterol dan lemak darah, anti kanker 

dan anti tumor, antibakteri, anti jamur, anti 

virus, anti malaria dan anti rematik 

(Farouk et al., 2007). Namun belum 

pernah dilakukan penelitian terhadap 

pemanfaatan senyawa bioaktif tersebut 

sebagai immunostimulan pada ikan mas.  

 Tujuan dari penelitian ini adalah 

1. Mengetahui peranan pemberian total 

fenol teripang pasir (Holothuria 

scabra) terhadap jumlah leukosit dan  

diferensial leukosit ikan mas pra dan 

pasca infeksi bakteri Aeromonas 

hydrophila;   

2. Mengetahui  konsentrasi total fenol 

teripang pasir (Holothuria scabra) 

paling optimal yang dapat 

meningkatkan respon imun non 

spesifik pada ikan mas post infeksi 

bakteri Aeromonas hydrophila 

 

METODE PENELITIAN 

 

Hewan coba 

Ikan mas (Cyprinus carpio) yang 

digunakan berukuran 12-15 cm sebanyak 

10 ekor/bak diperoleh dari Balai Benih 

Ikan Kota Batu. Teripang berasal dari 

perairan di Kec. Socah, Kab. Bangkalan. 

Ikan diberi perlakuan dengan pemberian 

komponen bioaktif total fenol  teripang 

pasir melalui penyuntikan dengan dosis 0; 

0,09; 0,18; and 0,27 mg / kg. Bakteri 

Aeromonas hydrophila diperoleh dari Lab. 

Mikrobiologi Fakultas Kedokteran. 

Bakteri ini digunakan untuk uji tantang 

dengan kepadatan  1x10
7
 sel/ml.  

 

Ekstraksi dan karakterisasi total fenol 

teripang 

 Ekstraksi total fenol teripang 

dilakukan menggunakan metode 

modifikasi dari Himaya et al.,  (2010). 

Hasil ekstraksi kemudian diukur 

konsentrasinya pada panjang gelombang 

760 nm dengan menggunakan reagen 

Folin-dennis dan konsentrasinya diukur 

berdasarkan kurva standar asam galat. 

Karakterisasi total fenol teripang 

dilakukan dengan menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis dan Infrared.  

 

Hematologi 

 Pengambilan darah dilakukan pra 

dan 24 jam post infeksi bakteri. Nilai 

hematokrit, jumlah eritrosit, leukosit dan 

diferensial leukosit ikan mas berdasarkan 

Bijanti (2005). Perhitungan jumlah 

leukosit menurut Svobodova (1991), 

Perhitungan diferensial leukosit 

berdasarkan Stoskopf (1993)  

 

Analisis data 
Data yang diperoleh dianalisis 

menggunakan Analysis of Variance 

(ANOVA) dengan Minitab 14 for 

windows.  

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Leukosit 

Perubahan jumlah total leukosit dapat 

dijadikan indikator adanya infeksi tertentu 

pada ikan. Aktifitas pagositik yang 

dilakukan oleh sel-sel leukosit akan 

meningkat pada awal infeksi dan 

mengalami penurunan pada infeksi kronis 

(Anderson dan Siwicki, 1993). Hasil 

pengamatan total leukosit ikan mas pra 

dan post infeksi disajikan pada Tabel 1. 

 

Tabel 1. Total Leukosit Ikan Mas Pra dan    
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 Post Infeksi 

Perlakuan 

Pra Infeksi 

± SD 

(104/mm3) 

Post Infeksi ±SD 

(104/mm3) 

Kontrol (K+) 2,78 ± 0.16 (K-) 3,51 ± 0.59 

A 4,56±0.45 6,08 ± 0.34 

B 3,74 ± 0,53 4,95± 0,31 

C 3,22 ± 0.01 4,41 ± 0.36 

Keterangan : Dosis K = 0; A = 0,09; B = 

0,18 dan 0,27 (dalam satuan mg fenol/kg 

ikan) 

 

Hasil analisis data menggunakan 

analisis keragaman satu arah (one way 

anova) didapatkan bahwa jumlah sel 

leukosit pra infeksi bakteri berbeda nyata 

antar perlakuan dalam taraf 5%, Fhit : 

14,66 dan nilai P(F) 0,001 < 0,05; sel 

leukosit post infeksi bakteri Aeromonas 

hydrophila berbeda nyata antar perlakuan 

dalam taraf 5%, Fhit : 47,76 dan nilai P(F) 

0,000 < 0,05. 

Leukosit merupakan kompenen 

penting, mempunyai peran dalam sistem 

kekebalan tubuh ikan. Peningkatan jumlah 

sel darah putih ini merupakan respon 

dalam bentuk proteksi terhadap adanya sel 

asing termasuk adanya infeksi bakteri yang 

masuk ke tubuh ikan. Hasil produksi 

leukosit akan diarahkan menuju daerah 

terinfeksi sebagai pertahanan ikan. 

Naiknya jumlah leukosit merupakan 

indikator adanya infeksi yang 

mengakibatkan terjadinya inflamasi 

Penelitian Harikrishnan et al., (2010) 

terjadi peningkatan jumlah leukosit ikan 

mas pada minggu pertama dan kedua post 

infeksi. Harikrishnan et al., (2003) 

menyatakan terjadi peningkatan jumlah 

leukosit ikan mas yang ditretmen ekstrak 

herbal kemudian diinfeksi bakteri 

Aeromonas hydrophila, demikian pula 

penelitian Selvaraj et al., (2005) dengan 

perlakuan pemberian yeast glucan melalui 

injeksi mampu meningkatkan total leukosit 

(10
3
/mm

3
) dari kontrol 24 ± 0,816 menjadi 

48,44 ± 0,471. 

Kemampuan leukosit untuk 

membunuh mikroba patogen merupakan 

salah satu mekanisme perlindungan paling 

penting dalam tubuh ikan dengan 

menghasilkan spesies oksigen reaktif 

(ROS) dan nitrogen yang dianggap 

beracun untuk bakteri patogen pada ikan, 

mampu menghancurkan serangan patogen 

dan dianggap indikator penting dari 

pertahanan non-spesifik pada ikan 

(Alexander et al., 2010). Sel darah putih 

mampu memproteksi adanya infeksi yang 

dihasilkan oleh mikroba maupun faktor 

kimia lain. Pengamatan leukosit dapat 

menjelaskan secara umum sistem imun 

dan status kesehatan ikan (Harikrishnan et 

al., 2010).  

 

Diferensial Leukosit 

Pengamatan diferensial leukosit 

bertujuan mengetahui perbedaan 

prosentase komponen sel leukosit. 

Leukosit ikan terbagi menjadi 2 bagian 

besar yaitu granulosit dan agranulosit. 

Diferensial leukosit yang diamati meliputi 

jenis sel neutrofil, limfosit, monosit, dan 

eusinofil. Diferensial leukosit dapat dilihat 

pada Gambar 1. 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Diferensial Leukosit 

(A = Neutrofil; B= Monosit; C = 

Eosinofil;  

D =  Limfosit) 
 

Sel Neutrofil 

Neutrofil merupakan sel pagosit 

sistem polymorphonuklear yaitu sel yang 

bekerja cepat dalam melakukan fagosit 

tetapi tidak mampu bertahan lama. Sel ini 

berupa sel bundar dengan sitoplasma 

bergranula halus dan ditengahnya terdapat 

nukleus bersegmen (Tizard, 1982). Hasil 

pengamatan sel neutrofil ikan mas pra dan 

post infeksi disajikan pada Tabel 2. 

 

A 

B 

C 

D 
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Tabel 2. Sel Neutrofil Ikan Mas Pra dan 

Post Infeksi 

Perlakuan 

       Pra Infeksi 

± SD (%) 

Post Infeksi 

±SD (%) 

Kontrol (K+)19,66 ± 1 (K-)27,27± 0,25 

A 28,77± 1,5 35,55± 1,34 

B 27,44± 1,64 32,66 ± 1 

C 25,44± 1,07 30,88± 1,57  

 

Hasil analisis data didapatkan bahwa 

sel neutrofil pra infeksi bakteri berbeda 

nyata antar perlakuan dalam taraf 5%,  Fhit 

: 27,13 dan nilai P(F) 0,000 < 0,05, sel 

neutrofil post infeksi bakteri berbeda nyata 

antar perlakuan dalam taraf 5% dimana Fhit 

: 26.86 dan nilai P(F) 0,000 < 0,05. Sel ini 

merupakan fagosit kuat, fagositosis 

dilakukan dengan cara mendekati partikel 

asing, mengeluarkan pseudopodi kesegala 

arah sekitar partikel (rangsangan kimiawi 

eksternal), satu neutrofil dapat memfagosit 

5 – 20 bakteri sebelum kemudian tidak 

aktif (Tizard, 1982).  

Fungsi utama neutrofil adalah 

penghancuran bahan asing melalui proses 

fagositik yaitu kemotaksis dengan jalan sel 

bermigrasi menuju partikel atau perlekatan 

pertikel pada sel, penelanan partikel oleh 

sel dan penghancuran partikel oleh enzim 

lisosom didalam fagolisosom.  

Didalam sitoplasma neutrofil terdapat 

granula pertama yaitu lisosom, merupakan 

struktur padat elektron dan enzim sperti 

enzim fosfatase, alkali, lisozim dan 

aminopeptidase (Tizard, 1982; Abbas et 

al., 2010). Neutrofil dalam darah akan 

meningkat jika terjadi infeksi dan berperan 

sebagai pertahanan pertama dalam tubuh 

(Harikrishnan et al., 2010).  

 

 

 

Sel Eosinofil 

Eosinofil secara normal berada dalam 

berbagai jaringan pada ikan. Sel ini 

mempunyai inti yang terletak memanjang 

di tepi sel, memiliki granula besar dan 

sitoplasma berwarna merah. Hasil 

pengamatan sel eosinofil ikan pra dan post 

infeksi disajikan pada Tabel 3. 

 

Tabel 3. Sel Eosinofil Ikan Mas Pra dan 

Post Infeksi 

Perlakuan 
Pra Infeksi 

± SD (%) 

Post 

Infeksi ±SD (%) 

Kontrol (K+) 2,11± 0,19 (K-) 2,09± 0,46 

A 3,22± 0,77 2,81± 0,25 

B 2,55± 1,50 2,47± 0,47 

C 3,66± 0,67 3,15± 0,15 

 

Hasil analisis data didapatkan bahwa 

sel eosinofil pra infeksi tidak berbeda 

nyata antar perlakuan dalam taraf 5%, Fhit : 

1.72 dan nilai P(F) 0,241 > 0,05; sel 

eosinofil post infeksi bakteri tidak berbeda 

nyata antar perlakuan dalam taraf 5%, Fhit : 

2.12 dan nilai P(F) 0,176 > 0,05. Eosinofil 

merupakan sel utama kedua dari sistem 

meiloid, sel ini tidak seefisien neutrofil 

dalam fagositosis, tetapi memiliki lisosom 

dan mengadakan letupan pernafasan bila 

terangsang dengan tepat (Tizard, 1982). 

Eosinofil pada ikan diperlukan untuk 

kekebalan dalam melawan infeksi parasit. 

Eosinofil melekat pada parasit untuk 

menetralisasikan hasil produk sekresi 

parasit dan membunuhnya. Serta untuk 

menarik leukosit menuju area yang 

terinfeksi parasit tersebut (Ardelli dan 

Woo, 2006).  

Eosinofil termasuk dalam fagosit 

lemah, berfungsi sebagai detoksikasi 

protein sebelum dapat menyebabkan 

kerusakan dalam tubuh. Sel ini masuk 

kedalam darah dalam jumlah besar bisa 

ada benda asing masuk (Bijanti, 2005). 

 

Sel Limfosit 

Limfosit memiliki diameter berkisar 

antara 8-12 µm. Sitoplasma berwarna biru 

pucat, inti berbentuk bulat hingga oval, 

lebih sering berbentuk tidak beraturan, 

serta berisi vakuola kecil dan granula 

azurofilik (Abbas et al., 2010). Hasil 

pengamatan sel limfosit ikan mas pra dan 

post infeksi disajikan pada Tabel 4. 

 

Tabel 4. Sel Limfosit Ikan Mas Pra dan 

Post Infeksi 

Perlakuan 
Pra Infeksi 

± SD (%) 

Post 

Infeksi ±SD (%) 
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Kontrol (K+)   63,11 ± 2,22 (K-) 54,44 ± 1,84 

A 51,22 ± 1,26 42,44 ± 1,65 

B 54,16 ± 1,92 48,88 ± 2,04 

C 54,33 ±  0,58 30,88± 1,57  

 

 Hasil analisis data didapatkan 

bahwa sel limfosit pra infeksi bakteri 

berbeda nyata antar perlakuan dalam taraf 

5%, Fhit : 30.06 dan nilai P(F) 0,000 < 

0,05; sel limfosit post infeksi bakteri 

berbeda nyata antar perlakuan dalam taraf 

5%, Fhit : 20,61 dan nilai P(F) 0,000 < 

0,05. 

 Svobodová & Vykusová (1991) 

menjelaskan bahwa limfosit pada ikan mas 

berkisar antara 76 - 97,5%.  Bullock et al., 

(1990) mengatakan jumlah sel limfosit 

normal pada ikan mas adalah 89% 

sedangkan jumlah limfosit yang terinfeksi 

dengan hemorragic septicemia adalah 

58%. Bijanti (2005) menjelaskan 

penurunan sel limfosit dipengaruhi adanya 

antigen asing sehingga zat kebal terganggu 

oleh masuknya infeksi yang menyebabkan 

jumlah limfosit menurun. Kono et al., 

(2002) sel limfosit yang teraktivasi oleh 

imunostimulan dapat meningkatkan 

aktivitas mitogenik yang diinduksi oleh 

concanavalin A atau lipopolisakarida dan 

menghasilkan macrophage activating 

factors. Tizard (1982) menyatakan 

penurunan limfosit disebabkan di darah 

perifer ditarik dari sirkulasi kedalam 

jaringan yang mengalami peradangan, 

adanya stres berkepanjangan akan 

meningkatkan kadar kortisol dalam darah 

sehingga menyebabkan hilangnya limfosit 

dalam sirkulasi darah dan organ limfoid. 

 

 

 

Sel Monosit 

Monosit terdiri dari sitoplasma 

berwarna biru keabu-abuan hingga biru, 

bentuk inti bervariasi mulai bulat hingga 

oval. Hasil pengamatan sel limfosit ikan 

mas pra dan post infeksi disajikan pada 

Tabel 5. 

 

Tabel 5. Sel Monosit Ikan Mas Pra dan 

Post Infeksi 

Perlakuan 
Pra Infeksi 

± SD (%) 

Post 

Infeksi ±SD (%) 

Kontrol (K+) 15,10 ± 0,69 (K-) 15,77± 1,26 

A 16,88± 0,69         19,22± 1,50 

B 15,88 ± 0,39         17,55 ± 1,54 

C 16,55 ± 1,02         17,11± 0,69  

 

Hasil analisis data didapatkan bahwa 

sel monosit pra infeksi bakteri tidak 

berbeda nyata antar perlakuan dalam taraf 

5%, Fhit : 3.45 dan nilai P(F) 0,072 > 0,05; 

sel monosit post infeksi bakteri tidak 

berbeda nyata antar perlakuan dalam taraf 

5%, Fhit : 3.61 dan nilai P(F) 0,065 > 0,05. 

Selvaraj et al., (2005) mengatakan 

pemberian yeast glucan dapat 

meningkatkan monosit ikan mas saat 

diinfeksi bakteri Aeromonas hydrophila. 

Peningkatan prosentase monosit selama 

proses infeksi disebabkan dalam tubuh 

ikan, mendorong monosit untuk 

menghancurkan benda asing yang masuk 

yaitu bakteri. Monosit merupakan sel 

dalam aliran darah dan berkembang 

menjadi makrofag. Ketika mengalami 

aktivasi, makrofag memiliki kapasitas 

fagosit lebih kuat daripada neutrofil 

meskipun granulosit mempunyai jumlah 

lebih besar (Irianto, 2005). Maftuch (2007) 

mengatakan bahwa pada proses inflamasi 

saat terjadi kerusakan jaringan oleh infeksi 

maupun reaksi antigen-antibodi, akan 

meningkatkan produksi monosit menjadi 

dua kali lebih banyak. Peredaran monosit 

dalam darah menjadi lebih singkat, 

pematangan monosit menjadi makrofag 

lebih cepat dan segera menuju ke jaringan 

yang rusak. 
 

 

KESIMPULAN 

 

1. Pemberian senyawa total fenol dari 

teripang dapat meningkatkan jumlah 

leukosit dan diferensial leukosit  ikan 

mas yaitu Monosit dan Neutrofil 

2. Konsentrasi senyawa total fenol 

teripang dosis optimal pada pemberian 

0,09  mg/kg.  
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