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1.1 Latar Belakang

Ikan nila (Oreochromis niloticus) menjadi komoditas utama pada budidaya
perairan di sebagian besar belahan dunia karena mudah dibudidayakan, mampu
beradaptasi pada berbagai kondisi lingkungan dan toleran terhadap padat penebaran
yang tinggi (Pech et al. 2016). Produksi ikan nila dunia menempati urutan ketiga
dengan total produksi mencapai 4 525.4 ribu ton atau 8.3% dari total produksi ikan
air tawar di dunia (FAO 2020). Sebanyak 72% jumlah produksi ikan nila dunia
dikembangkan di Asia Tenggara (Ye et al. 2011). Pasar yang masih sangat luas di
luar negeri merupakan daya tarik bagi pembudidaya. Lahan budidaya yang tidak
bertambah, maka dilakukan intensifikasi untuk menaikkan produksi. Metode padat
penebaran tinggi pada usaha intensifikasi juga menyebabkan penurunan kualitas air
dan meningkatkan stres pada ikan, sehingga mengakibatkan penyakit pada ikan
(Sebastiao et al. 2015).

Salah satu penyakit yang menimbulkan kerugian cukup tinggi adalah
penyakit streptococcosis yang antara lain disebabkan oleh infeksi bakteri
Streptococcus agalactiae (Ye et al. 2011). Penyakit ini menjadi kendala utama
dalam budidaya ikan nila (Pereira et al. 2010; Kayansamruaj et al. 2017; Shoemaker
etal. 2017), yang dapat menimbulkan kematian hingga 90 % (Ye et al. 2011; Chen
etal. 2012). S. agalactiae adalah bakteri Gram positif, nonspora, fakultatif anaerob,
katalase negatif, homofermentatif dan memerlukan nutrisi yang komplek (Hardi et
al. 2011; Chen et al. 2012). Pada ikan, bakteri ini dapat mengakibatkan radang
otak, pendarahan dan luka pada tubuh bagian luar dengan cairan yang berlebihan,
bintik merah di bagian operkulum, penumpukan cairan di bagian pektoral, sirip ekor
serta mulut, mata menonjol, adanya gas dan cairan yang menumpuk di bagian perut,
serta nanah muncul di sekitar operkulum (Cai et al. 2016).

Upaya yang telah dilakukan untuk mengendalikan penyakit streptococcosis
diantaranya dengan aplikasi antibiotik, vaksin, dan imunostimulan (Vaseeharan
&Thaya 2011). Selanjutnya muncul kekhawatiran terhadap dampak negatif dari
kemoterapi pada lingkungan dan kesehatan manusia diantaranya adalah munculnya
strain bakteri resistan antibiotik, akumulasi dari residu pada jaringan tubuh ikan,
serta penurunan kekebalan tubuh pada manusia, sehingga memunculkan peraturan
dalam penggunaan antibiotik di berbagai negara (Reverter et al. 2014).

Salah satu alternatif pengendalian untuk mengatasi serangan penyakit
tersebut adalah dengan penggunaan prebiotik (Ringo et al. 2010). Prebiotik adalah
bahan pangan yang tidak dapat dicerna oleh inang, namun memberikan efek
menguntungkan bagi inangnya dengan cara merangsang pertumbuhan dan aktivitas
bakteri menguntungkan di dalam usus sehingga menyehatkan inang (Cerezuela et
al. 2011). Bahan pangan yang tidak tercerna biasanya berupa karbohidrat meliputi
monosakarida, disakarida, oligosakarida, dan polisakarida (Gibson et al. 2015)
yang mempunyai sifat tidak terhidrolisis asam lambung, namun dapat terfermentasi
di usus besar oleh bakteri probiotik. Beberapa hasil penelitian menunjukkan
prebiotik mampu meningkatkan pertumbuhan, kelangsungan hidup, kecernaan



pakan, efisiensi pakan, komposisi mikroflora dalam usus, menghambat
pertumbuhan patogen, dan meningkatkan imunitas ikan (Merrifield et al. 2010).

Fermentasi karbohidrat adalah sumber energi utama bagi mikroflora usus,
namun seiring dengan pergerakan bahan cerna di sepanjang usus, ketersediaan
karbohidrat berkurang, sehingga protein dan asam amino akan menjadi sumber
energi dominan bagi bakteri di dalam saluran cerna. Oleh karena itu, karbohidrat
yang sulit dicerna sangat dibutuhkan untuk menjaga keseimbangan mikroflora di
saluran cerna. Prebiotik yang telah difermentasi mampu menyeleksi bakteri yang
menguntungkan bagi kesehatan inang dengan memodulasi keseimbangan
mikroflora dalam usus (Gibson et al. 2010).

Produk akhir dari aktivitas fermentasi karbohidrat oleh mikroflora di dalam
usus adalah asam lemak rantai pendek (SCFA) seperti asam laktat, asam asetat,
asam propionat, dan asam butirat (Ringo et al. 2014). Selanjutnya SCFA tersebut
akan diserap oleh usus dan akan berperan dalam pemenuhan kebutuhan energi
inang. Pada mamalia dan vertebrata, SCFA juga berperan dalam imunitas (Arques
etal. 2015). Seperti penelitian yang dilakukan Maslowski et al. (2009) menemukan
SCFA menstimulasi GPR43 yang sangat penting dalam mekanisme respons
inflammatory pada tikus. SCFA pada ikan memberikan proteksi terhadap serangan
penyakit seperti ditunjukkan pada hasil penelitian Suguna et al. (2014), bahwa poly-
hidroksibutirat mampu memberikan proteksi ikan nila terhadap infeksi bakteri
patogen Edwardsiella ictaluri gly09.

Karbohidrat (sakarida) yang dapat menginduksi imunitas disebut
imunosakarida, akan mengaktivasi sistem imun bawaan. Prebiotik mengaktivasi
sistem imun bawaan dengan dua cara yaitu mengaktivasi sistem imun bawaan
secara langsung dan meningkatkan bakteri probiotik dalam usus (Song et al. 2014).
Karbohidrat berinteraksi dengan mikroba terkait dengan pola molekuler seperti
asam teikoat, peptidoglikan, protein glikosilasi, atau kapsul polisakarida dari
bakteri yang kemudian menginduksi sistem imun (Bron et al. 2012). Aktivitas
imunomodulasi dari prebiotik dimediasi melalui interaksi langsung dengan
reseptor, seperti B-glucan dan dectin-1 yang diekspresikan oleh makrofag. Aktivitas
interaksi ligan ini memberikan sinyal molekul transduksi seperti NF-kB, yang
menstimulasi sel imun (Bron et al. 2012).

Pemberian prebiotik mampu meningkatkan regulasi gen-gen terkait dengan
imunitas dan resistansi penyakit (Ringo et al. 2010; Song et al. 2014). Seperti
penelitian yang dilakukan oleh Yarahmadi et al. (2014) bahwa pemberian prebiotik
mampu meningkatkan regulasi gen-gen yang terkait imunitas (lisozim dan TNFa),
stimulasi respons imun dan meningkatkan resistansi penyakit pada ikan rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) dalam melawan serangan Aeromonas hydrophila.

Beberapa jenis prebiotik yang banyak diteliti dan diaplikasikan pada berbagai
jenis ikan diantaranya fruktooligosakarida (FOS), short chain fruktooligosakarida
(scFOS),  mannanoligosakarida  (MOS),  galaktooligosakarida  (GOS),
arabinoxyloligosakarida (AXOS), isomaltooligosakarida (IMO), dan inulin (Ringo
& Song 2016). Berbagai prebiotik ini tersedia komersial sebagai prebiotik tunggal
sehingga mikroflora yang dapat terstimulasi pertumbuhannya relatif terbatas,
sehingga sangat diperlukan untuk menemukan satu bahan yang memiliki beberapa
jenis prebiotik.



Madu adalah oligosakarida yang terdiri dari fruktosa dan glukosa, serta
mempunyai banyak sekali komponen mikro (Viuda-Martos et al. 2008), yang
beberapa fungsi diantaranya sebagai antibakteri, antioksidan, antitumor,
antiradang, dan antiviral (Ramadan & Al- Ghamdi 2012). Madu mengandung
oligosakarida dan komponen antibakterial yang secara sinergis mampu
meningkatkan probiotik dalam melawan patogen (Mohan et al. 2017), dan dapat
digunakan sebagai sumber prebiotik (Tian et al. 2010). Polen lebah madu yang
ditambahkan pada pakan telah diteliti mampu meningkatkan laju pertumbuhan dan
imunitas non spesifik, serta mengendalikan infeksi bakteri A. hydrophila pada ikan
nila (El-Asely et al. 2014).

Berdasarkan uraian di atas, informasi mengenai karakter madu sebagai
sumber prebiotik dan potensinya dalam meningkatkan komposisi bakteri saluran
pencernaan, kinerja pertumbuhan, respons imun dan resistansi ikan nila terhadap
infeksi S. agalactiae penting untuk dikaji lebih mendalam untuk mendukung
keberhasilan bidang perikanan budidaya.

1.2 Rumusan Masalah

Ikan nila merupakan salah satu komoditas perikanan yang bernilai tinggi.
Namun, budidaya ikan nila masih mengalami kendala akibat serangan penyakit
bakterial yang disebabkan infeksi bakteri S. agalactiae. Akibat dari serangan
penyakit ini adalah kematian hingga 90% yang menyebabkan penurunan produksi.

Alternatif pencegahan terhadap penyakit ikan tersebut diantaranya dapat
dilakukan dengan aplikasi prebiotik. Madu banyak tersedia di Indonesia dan telah
diteliti mengandung berbagai oligosakarida, serta mampu berperan sebagai
antibakteri, antioksidan, antitumor, antiradang, dan antiviral tetapi pemanfaatannya
masth terbatas pada manusia dan hewan terestrial. Pemanfaatan madu pada
organisme akuatik khususnya terkait perannya sebagai prebiotik belum banyak
dipelajari sehingga perlu dikaji lebih mendalam. Penelitian mengenai peran madu
sebagai prebiotik pada organisme akuatik, dengan menggunakan prototipe ikan nila
diharapkan mampu mengendalikan permasalahan penyakit streptococcosis serta
dapat menjadi alternatif budidaya ikan yang ramah lingkungan.

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan umum penelitian ini adalah mengevaluasi potensi madu sebagai
prebiotik dalam meningkatkan kinerja pertumbuhan, respons imun, dan resistansi
ikan nila terhadap infeksi S. agalactiae.

Penelitian ini memiliki beberapa tujuan khusus sebagai berikut:

1. Mengkarakterisasi kriteria prebiotik pada madu meliputi kandungan
oligosakarida dan analisis prebiotiknya, daya tahan terhadap hidrolisis asam
lambung, dan aktivitas prebiotik.

2. Mengevaluasi pemberian prebiotik dari madu dengan dosis berbeda melalui
pakan terhadap kinerja pertumbuhan, aktivitas enzim pencernaan, mikrovili
usus, asam lemak rantai pendek, dan keragaman mikrobiota saluran pencernaan
ikan nila (Oreochromis niloticus).

3. Mengevaluasi efektivitas prebiotik madu yang diberikan melalui pakan
terhadap imunitas, proteksi dan keragaman mikrobiota saluran pencernaan ikan
nila (Oreochromis niloticus) terhadap infeksi S. agalactiae.



1.4

Manfaat Penelitian

Manfaat yang didapat dari penelitian potensi madu sebagai prebiotik dalam

meningkatkan kinerja pertumbuhan dan status kesehatan ikan nila (O. niloticus)
adalah sebagai berikut:

3}

1.6

Aplikasi prebiotik madu dapat menjadi strategi baru dalam peningkatan kinerja
pertumbuhan dan status kesehatan hewan akuatik khususnya ikan nila terhadap
serangan penyakit streptococcosis.

Informasi tentang keragaman bakteri saluran pencernaan dapat dijadikan dasar
dalam menentukan prebiotik yang bermanfaat dalam meningkatkan status
kesehatan ikan, serta dapat memfasilitasi penemuan probiotik baru.

Hipotesis

Hipotesis pada penelitian ini yaitu:
Madu memenuhi kriteria prebiotik meliputi kandungan oligosakarida,
kandungan prebiotk, daya tahan terhadap hidrolisis asam lambung, dan
aktivitas prebiotik.
Madu mempengaruhi aktivitas enzim pencernaan, komposisi asam lemak
rantai pendek (SCFA), morfologi usus dan kinerja pertumbuhan ikan nila, serta
komposisi mikrobiota saluran pencernaan ikan nila.
Madu mempengaruhi tingkat ekspresi gen terkait imunitas, resistansi, dan
jumlah S. agalactiae pada ikan nila terhadap infeksi S. agalactiae.

Kebaruan (Novelty)

Kebaruan yang didapat dari penelitian potensi madu sebagai prebiotik adalah

sebagai berikut:

1.

1.7

Madu klengkeng, madu randu, dan madu randu mengandung oligosakarida,
tahan terhadap hidrolisis asam lambung, dan mampu menstimulasi
pertumbuhan bakteri probiotik sehingga memenuhi kriteria sebagai prebiotik.
Pemanfaatan madu sebagai prebiotik mampu meningkatkan keragaman
mikrobiota saluran pencernaan dan kinerja pertumbuhan ikan nila.
Pemanfaatan madu sebagai prebiotik mampu meningkatkan imunitas dan
proteksi ikan nila terhadap infeksi S. agalactiae.

Informasi mengenai mikroflora saluran pencernaan ikan nila dapat
menfasilitasi penemuan probiotik baru.

Kerangka Pemikiran Penelitian

Kerangka pemikiran penelitian potensi madu sebagai prebiotik untuk

meningkatkan kinerja pertumbuhan dan status kesehatan ikan nila disajikan dalam
Gambar 1.
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g Gambar 1 Kerangka pemikiran penelitian potensi madu sebagai prebiotik untuk
meningkatkan kinerja pertumbuhan dan status kesehatan ikan nila
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Ikan Nila (O. niloticus)

Ikan nila (Oreochromis niloticus) adalah ikan komersial penting, yang
miliki karakteristik budidaya sangat baik karena dapat menggunakan pakan
dah protein dengan sangat baik, bereproduksi dengan mudah, dan mampu
ntoleransi berbagai kondisi lingkungan dan stres.

Morfologi ikan nila menurut Saanin (1984), mempunyai bentuk tubuh bulat
ih, pada badan dan sirip ekor (caudal fin) ditemukan garis lurus. Pada sirip
1ggung ikan nila ditemukan garis lurus memanjang. Ikan nila dapat hidup di
airan tawar dengan menggunakan ekor untuk bergerak. Nila memiliki lima sirip,
u sirip punggung (dorsal fin), sirip dada (pectoral fin), sirip perut (ventral fin),
p anus (anal fin), dan sirip ekor (caudal fin). Sirip punggungnya memanjang dari
ian atas tutup insang sampai bagian atas sirip ekor. Terdapat juga sepasang sirip
a dan sirip perut yang berukuran kecil serta sirip anus berbentuk agak panjang.
nentara itu, jumlah sirip ekornya hanya satu buah dengan bentuk bulat (Gambar
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Gambar 2 Morfologi ikan nila (Oreochromis niloticus)

Nila jantan mempunyai bentuk tubuh membulat dan agak pendek
dibandingkan dengan nila betina. Warna ikan nila jantan umumnya lebih cerah
dibandingkan dengan betina. Pada bagian anus ikan nila jantan terdapat alat
kelamin yang memanjang dan terlihat cerah. Alat kelamin ini semakin cerah ketika
tclah dewasa atau matang gonad dan siap membuahi telur. Sementara itu, warna
sisik ikan nila betina sedikit kusam dan bentuk tubuh agak memanjang. Pada bagian



anus ikan nila betina terdapat dua tonjolan membulat. Satu merupakan saluran
keluarnya telur dan yang satunya lagi saluran pembuangan kotoran. Ikan nila
mencapai masa dewasa pada umur 4 sampai 5 bulan. Induk betina bertelur 1.000
sampai 2.000 butir. Setelah telur dibuahi oleh induk, telur akan dierami dimulut
induk betina hingga menjadi larva.

Menurut Saanin (1984), ikan nila mempunyai klasifikasi sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Osteichtyes

Ordo : Percomorphi

Famili : Cichlidae

Genus : Oreochromis

Spesies : Oreochromis niloticus

Ikan nila dilaporkan sebagai pemakan segala (omnivora), pemakan plankton,
sampai pemakan aneka tumbuhan sehingga ikan ini diperkirakan dapat
dimanfaatkan sebagai pengendali gulma air. Saat ini, ikan nila merupakan salah
satu komoditas utama perikanan budidaya, produksinya menempati urutan ketiga
dari total produksi ikan budidaya di dunia (FAO 2020). Intensifikasi budidaya ikan
nila telah menyebabkan penurunan kualitas air yang dapat menyebabkan ikan stres
dan menjadi awal dari serangan penyakit (Opiyoa et al. 2018).

2.2.1 Sistem Imun Ikan

Sistem kekebalan tubuh ikan tergolong paling sederhana dibandingkan
kelompok vertebrata lainnya. Sistem pertahanan tubuh ikan akan terbentuk
sempurna pada saat ikan telah dewasa. Sel spesifik dan jaringan dari sistem imun
pada teleostei terletak pada organ timus, ginjal bagian depan, limpa dan kelenjar
(Lin et al. 2005). Tanggap kebal alami terjadi apabila ada patogen masuk ke
dalam inang, faktor humoral bawaan yang terdapat di serum dan mukus ikan
akan melakukan perlawanan pasif dengan menghancurkan patogen. Apabila
terjadi suatu serangan patogen atau benda asing pada ikan maka akan terjadi
respons imun alami yang melibatkan sirkulasi dan perbaikan jaringan melalui
respons fagosit granulosit (neutrofil, eosinofil sel granular) monosit, dan sel
makrofag.

Sistem kekebalan tubuh ikan dijalankan dalam 2 tingkat:
innate/natural/non spesifik dan adaptif/aqcuired/spesifik. Sistem kekebalan
innate dibagi 2: non spesifik seluler (sel fagosit primitif) toll-like receptors
(TLRs), makrofag, neutrofil, eusinofil dan non-spesifik sel sitotoksik. Ikan
mempunyai kemampuan dalam sistem imun non-spesifik berupa barier mekanik
dan kimiawi yang terdiri dari permukaan kulit, sisik, dan mukus pada permukaan
tubuh dan insang (Iwama & Nakanishi 1996). Sistem pertahanan ini berkaitan
dengan disekresikannya mukus oleh sel mukus yang terdapat di jaringan epitel
pada permukaan kulit, insang dan usus. Mukus mengandung substansi seperti
imunoglobulin, lisozim, protein C-reaktif, dan lektin. Substansi tersebut sangat
penting untuk pertahanan penyakit maupun lingkungan yang tidak
menguntungkan. Sistem kekebalan innate non spesifik humoral (lectin,
enzim/lisozim/lipolitik). Komponen humoral dari sistem imun bawaan
menggunakan berbagai macam protein dan glikoprotein yang mampu
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menghancurkan atau menghambat pertumbuhan mikroorganisme (Aoki et al.
2008).

Sistem kekebalan adaptif dibagi 2: seluler terdiri dari makrofag, natural
killer cells (NK), mast cells, basofil, eusinofil dan neutrofil (Broere et al. 2011)
dan humoral (imunoglobulin M/Ig M, komplemen, enzim). Komponen spesifik
dalam sistem imun, terdiri dari humoral dan respons sel terhadap memori
imunologi, walaupun memori imun pada ikan secara umum sangat kurang
berkembang dibandingkan hewan tingkat tinggi lainnya. Tingkat induksi dan
respons imun ikan sangat dipengaruhi oleh suhu perairan. Pada respons imun
spesifik, makrofag bertindak melawan sel antigen, sedangkan B-limfosit terlibat
dalam produksi antibodi. T-limfosit berperan dalam imunitas melalui
diferensiasi dan proliferasi dari B-limfosit. Antibodi akan diproduksi terhadap
patogen spesifik yang akan mengikat membran patogen dan merusak melalui
aktivasi sistem komplemen dengan cara klasik (Li et al. 20006).

Mekanisme respons imun ikan ditentukan oleh aktivitas fagositik, aktivitas
respiratory burst, lisozim, peroksidase dan aktivitas anti protease, aktivitas
komplemen, dan sitokin (Akhter et al. 2015), yang termasuk dalam sitokin
adalah kemokin, interferon, interleukin, limfokin, dan tumor nekrosis faktor.
Pattern Recognition Reseptor (PRR), seperti reseptor B-glucan dan dectin-1
berinteraksi langsung dengan makrofag yang dimediasi dengan aktivitas
imunomodulasi dari prebiotik sehingga mengeluarkan berbagai sitokin (Bown et
al. 2002). Jenis interaksi reseptor ini mengaktifkan molekul transduksi sinyal,
seperti NF-KB akan menstimulasi sel imun (Yadav & Schorey 2002). Sakarida
akan berinteraksi seperti PRR dengan Microbial Associated Molecular Patterns
(MAMPs) seperti asam teikoat, peptidoglikan, protein glikosilasi atau
polisakarida kapsular dari bakteri, menyebabkan munculnya respons imun (Bron
& Kleerebezem 2012).

2.2 Penyakit pada Ikan Nila

Bakteri S. agalactiae adalah salah satu patogen utama pada budidaya ikan
nila. Penyakit akibat infeksi S. agalactiae disebut sebagai penyakit streptococcosis.
Bakteri ini bisa menyebabkan kematian massal pada budidaya ikan nila di beberapa
negara produsen ikan nila seperti Indonesia, Thailand, Malaysia dan China
(Sheehan et. al. 2009). Streptococcosis pada ikan nila menyerang mulai fase benih
hingga fase dewasa (Yang & Li 2009; Jantrakajorn et. al. 2014). Pada budidaya
ikan nila intensif, infeksinya dapat menyebabkan tingkat kematian mencapai 90%
(Yeetal. 2011; Chen et al. 2012).

S. agalactiae tipe non-hemolitik lebih virulen dibandingkan dengan tipe [3-
hemolitik dilihat dari kematian, gejala klinis, perubahan tingkah laku, serta
perubahan patologi anatomi baik secara makroskopis maupun mikroskopis.
Permukaan sel bakteri tipe f-hemolitik (non kapsul) lebih banyak tersusun atas
protein yang lebih mudah dan cepat dikenali oleh sel fagosit. Sel bakteri tipe
nonhemolitik (berkapsul) selain tersusun atas protein, juga tersusun atas
karbohidrat yang lebih banyak, sehingga lebih sulit untuk difagosit. Sel bakteri tipe
nonhemolitik lebih cepat tumbuh dan berkembangbiak serta menyebarkan virulensi
d1 sel atau jaringan dibandingkan bakteri tipe B-hemolitik yang mudah dikenali dan
mampu dilawan oleh sistem imun (Hardi et al. 2011).

Secara geografis S. agalactiae biotipe 2 yang memiliki nilai prevalensi paling
tinggi dan menyebarkan patogen streptococcal. S. agalactiae biotipe 2 ditemukan



di Asia (Cina, Indonesia, Vietnam, dan Filipina) dan Amerika Latin (Ecuador,
Honduros, Mexico dan Brazil). S. agalactiae biotipe 1 patogen dominan pada ikan
tilapia ditemukan di daerah Thailand, Malaysia dan Singapura (Sheehan et al.
2009).

Gejala yang ditimbulkan akibat infeksi S. agalactiae antara lain septicemia
dan radang otak (Mian et al. 2009), pembengkakan dan kekeruhan pada mata, mata
memutih, perubahan pola renang, dan penjernihan tutup insang (Hardi et al. 2011).
Penularan streptococcosis dapat terjadi melalui persinggungan dengan ikan sakit
(Evans et al. 2006). Gejala yang ditimbulkan tergantung pada tingkat serangan,
yaitu kronis atau akut. Pada tingkat kronis, gejala yang nampak yaitu adanya memar
seperti luka di permukaan tubuh, bercak merah pada sirip, berenang lambat dan
lebih sering berada di dasar akuarium, juga menyebabkan nafsu makan menurun.
Gejala lain yang sering muncul adalah mata menonjol (exophthalmia) dan berenang
memutar (Whirling). Apabila serangan akut terjadi, maka akan terjadi kematian
yang diduga karena adanya toksin, kehilangan cairan pada saluran pencernaan dan
tidak berfungsinya sebagian organ. Perbedaan gejala yang muncul dikaitkan
dengan organ target S. agalactiae yaitu mata, otak dan ginjal. Keberadaan bakteri
pada organ mata dapat menyebabkan perubahan pada mata (opacity, purulens,
eksoptalmia dan sebagainya). Keberadaan bakteri pada organ otak dapat
menyebabkan ikan berenang abnormal (berenang miring bahkan whirling,
sedangkan keberadaan bakteri pada ginjal ikan dapat menyebabkan perubahan
warna tubuh menjadi lebih hitam (Hardi et al. 2011). Ikan yang terinfeksi akan
mengalami penurunan nafsu makan. Menurut Hardi et al. (2011), bakteri yang
menginfeksi otak ikan mengganggu kerja hipotalamus bagian lateral yang mengatur
rasa lapar. Terganggunya sel-sel dalam hipotalamus yang berada dalam
telencephalon (otak depan) akibat adanya S. agalactiae inilah yang menyebabkan
ikan mulai mengalami penurunan nafsu makannya bahkan tidak mau makan pasca
injeksi. Injeksi S. agalactiae dengan kepadatan 10° CFU mL pada ikan nila
menyebabkan exophthalmia, opacity, berenang tidak menentu, lethargy, dan kulit
berwarna gelap pada hari ke-2, ke-7, dan ke-14 setelah infeksi. Peradangan terjadi
pada hari ke-3 dan ke-7 setelah infeksi.

Injeksi S. agalactiae dengan kepadatan 105 CFU mL™! pada ikan nila
menyebabkan exophthalmia, opacity, berenang tidak menentu, lethargy, dan kulit
berwarna gelap setelah inokulasi pada hari ke-2, ke-7, dan ke14. Peradangan terjadi
pada hari ke-3 dan ke-7 setelah infeksi.

2.3 Prebiotik dalam Akuakultur

Prebiotik adalah bahan pangan yang tidak dapat dicerna inang, namun
memberikan efek menguntungkan bagi inangnya dengan cara merangsang
pertumbuhan dan aktivitas bakteri di dalam usus sehingga menyehatkan inang
(Cerezuela et al. 2011). Beberapa persyaratan bahan yang dapat dijadikan sebagai
prebiotik adalah: (a) tahan terhadap keasaman lambung, hidrolisis oleh enzim-
enzim pencernaan pada saluran gastrointestinal, (b) dapat difermentasi oleh
mikrobiota intestinal, serta (c) secara selektif merangsang pertumbuhan dan
aktivitas bakteri probiotik (Gibson et al. 2010).

Prebiotik biasanya dalam bentuk oligosakarida dan dietary fiber, misalnya
inulin, galaktooligosakarida dan lain-lain. Oligosakarida yang tidak dapat dicerna
itu merupakan sumber karbon bagi bakteri probiotik yang hidup di usus. Bakteri ini
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dianggap menguntungkan karena metabolisme mereka sepenuhnya bersifat

sakarolitik tanpa aktivitas proteolitik (Gibson et al. 2010). Oligosakarida tersebut
wakan difermentasi oleh bakteri probiotik dengan produk akhir seperti asam lemak
ai pendek (SCFA = Short Chain Fatty Acid) berupa asam laktat, butirat,
pionat dan asetat. Dalam sel epitel usus, SCFA akan dikenali oleh reseptor
ng, selanjutnya terjadi difusi melalui enterosit untuk meningkatkan fungsi
ghalang mukosa kemudian mengaktifkan sinyal-sinyal yang menimbulkan
pons imun yaitu berkurangnya sekresi mediator inflamasi (Gambar 3). SCFA
mpunyai dampak fisiologi positif bagi tubuh inang. Selain SCFA, fermentasi
biotik juga menghasilkan gas CO; dan H», anti inflamantori, menghambat
ogen, dan mengontrol nafsu makan (Roberfroid et al. 2010; Flint et al. 2012).
ikator lain dari efektivitas prebiotik adalah kemampuannya menahan
mbuhan dan aktivitas bakteri patogen (Gibson et al. 2010). Prebiotik juga
mberikan manfaat kesehatan tambahan yaitu menstimulasi sistem imun,
ningkatkan intoleransi laktosa, dan mereduksi risiko infeksi intestinal
berfroid et al. 2010). Prebiotik berpengaruh langsung terhadap komunitas
oba di usus, yang dapat memberikan efek positif bagi pertumbuhan dan
ehatan inang, serta merupakan indikator khusus untuk menjelaskan potensi
kasi prebiotik (Poolsawat et al. 2020).
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Gambar 3 Prebiotik pada ikan (Arques et al. 2015)

Beberapa hasil penelitian menunjukkan prebiotik mampu meningkatkan
pertumbuhan, kelangsungan hidup, kecernaan pakan, efisiensi pakan, komposisi
mikroflora dalam usus, menghambat pertumbuhan patogen, dan meningkatkan
imunitas ikan (Merrifield et al. 2010).
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24 Madu

Kandungan utama pada madu adalah fruktosa dan glukosa. Komponen
lainnya yaitu oligosakarida, mineral, senyawa fenolik, enzim, dan air (Ruiz-Matute
et al. 2010). Madu sudah digunakan sejak jaman dahulu sebagai bagian dari
pengobatan tradisional, yang memiliki fungsi diantaranya sebagai antibakterial,
antioksidan, antitumor, antiinflamatori, dan antiviral (Ramadan et al. 2012; Sakine
et al. 2016). Madu memiliki aktivitas antibakterial alami karena faktor-faktor
seperti kandungan gula yang tinggi, keasaman, dan hidrogen peroksida yang
dibentuk oleh oksidasi glukosa selama pematangan madu. Aktivitas hidrogen
peroksida adalah sesuatu yang sensitif pada panas dan cahaya, dengan denaturasi
dari oksidasi glukosa. Aktivitas antimikroba bervariasi sesuai dengan sumber bunga
pada nektar, sifatnya tidak berubah selama periode penyimpanan. (Kwakman &
Zaat 2012).

Madu mengandung prebiotik oligosakarida yang potensial dan komponen
antibakterial. Keduanya dapat bekerja secara sinergis meningkatkan efikasi
probiotik terhadap patogen. Selain meningkatkan jumlah bakteri probiotik, madu
juga menguntungkan karena meningkatkan peran probiotik dalam saluran
gastrointestinal, meningkatkan level dari SCFA, serta meningkatkan resistansi
terhadap patogen (Tian et al. 2010). Madu juga diakui sebagai prebiotik potensial,
karena kandungan oligosakarida yang dapat meningkatkan pertumbuhan bakteri
baik, serta memiliki komponen antimikroba yang pada kondisi optimum dapat
bekerja secara sinergi dengan probiotik melawan bakteri patogen dan mikroba usus
lainnya (Saran et al. 2011).

2.5 Mikrobiota Usus

Mikrobiota usus adalah berbagai jenis mikrobiota, baik yang patogen maupun
yang menguntungkan yang hidup di dalam usus (Flint et al. 2012). Mikrobiota usus
belum diketahui secara luas komposisinya walaupun sudah diketahui perannya
yang sangat besar dalam menopang aktivitas metabolisme yang berpengaruh
terhadap kesehatan inang (Mohan et al. 2017). Mikrobiota usus juga berkontribusi
pada nutrisi dan energi pada proses fermentasi anaerob (Garcia-Elorriaga & Pineda
2013; Erejuwa et al. 2014; Marchesi et al. 2016). Dalam usus, beberapa
mikroorganisme dapat menjadi patogen atau mengeluarkan metabolit yang
antagonis apabila dibiarkan berkembang biak (Flint et al. 2012).

Strategi untuk meningkatkan kualitas dan keseimbangan mikrobiota pada
spesies-spesies yang memiliki fungsi baik diantaranya dengan meningkatkan
pertumbuhan  probiotik, dengan cara memberikan prebiotik  seperti
fruktooligosakarida (FOS), inulin dan oligofruktosa yang akan meningkatkan
pertumbuhan dari probiotik Lactobacilli dan Bifidobacteria (Kellow et al. 2014;
Rastall & Gibson 2015). Prebiotik akan mempengaruhi komposisi mikrobiota usus
(Poolsawat et al. 2020).

Proteobacteria, Firmicutes, dan Bacteroidetes adalah filum bakteri usus yang
paling banyak ditemukan pada ikan yang dianalisis hingga saat ini (Sullam et al.
2012). Keanekaragaman mikrobiota usus sangat menentukan hasil akhir fermentasi
prebiotik berupa asam lemak rantai pendek seperti asam butirat, asam asetat dan
asam propionat yang memiliki fungsi pertumbuhan dan kesehatan inang (Guerreiro
etal. 2016).
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111 POTENSI MADU KLENGKENG, MADU RANDU, DAN
MADU ORGANIK SEBAGAI PREBIOTIK

ABSTRAK

Salah satu upaya untuk meningkatkan performa pertumbuhan dan komposisi
inikroflora dalam usus, menghambat pertumbuhan patogen, dan meningkatkan
imunitas ikan adalah dengan pemberian prebiotik. Madu memiliki kandungan
atama berupa oligosakarida, salah satu material yang dapat dimanfaatkan sebagai
prebiotik. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi potensi madu klengkeng,
randu dan organik sebagai prebiotik. Kriteria prebiotik yang diuji meliputi
Kandungan oligosakarida dari madu dan ekstraknya menggunakan KLT
fKromatografi Lapis Tipis), kandungan prebiotik, karbohidrat total dan gula
pereduksi madu dan ekstraknya, hidrolisis asam lambung dan a-amilase dari ketiga
ekstrak madu, serta aktivitas prebiotik ekstrak ketiga jenis madu. Hasil pengujian
dengan KLT menunjukkan ekstrak madu klengkeng, madu randu, dan madu
organik merupakan oligosakarida. Madu randu memiliki kadar FOS 14.76% dan
kadar inulin 6.6%, lebih tinggi dibandingkan dua jenis madu lainnya. Hidrolisis
asam lambung dan asam a-amilase selama 3 jam pengamatan mengalami
peningkatan, baik dari ekstrak madu klengkeng, madu randu, madu organik. Madu
klengkeng, madu randu dan madu organik memenuhi kriteria prebiotik. Ekstrak
madu randu memiliki aktivitas prebiotik paling baik, dengan kadar FOS dan inulin
tertinggi dibandingkan madu klengkeng dan madu randu.

Kata kunci: a-amilase, asam lambung, KLT, probiotik, oligosakarida

ABSTRACT

One of the efforts to improved growth performance and composition of
microflora in the intestine, inhibit the growth of pathogens, and increase fish
immunity is by giving prebiotics. Honey has the main content in the form of
oligosaccharides, one of the materials that can be used as prebiotics. This study
aimed to evaluate the potential of longan, kapok and organic honey as prebiotics.
The prebiotic criteria tested included oligosaccharide content from honey and its
extract by TLC (Thin Layer Chromatography), prebiotics content, total
carbohydrates and reducing sugars of honey and their extracts, gastric acid
hydrolysis and a-amylase from the extract of three honey, and prebiotics activity
from extract of the three types of honey. Test results with TLC showed that the
extract of longan honey, kapok honey and organic honey were oligosaccharides.
Kapok honey has FOS levels of 14.76% and inulin levels of 6.6%, higher than the
other two types of honey. Hydrolysis of gastric acid and a-amylase acid for 3 hours
of observation has increased, both from the extract of longan honey, kapok honey,
and organic honey. Longan honey, kapok honey and organic honey meet the
prebiotic criteria. Kapok honey extract has the best prebiotic activity, with the
highest levels of FOS and inulin compared to longan honey and organic honey.

Keywords: a-amilase, gastric acid, oligosaccharide, probiotic, TLC
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3.1 Pendahuluan

Prebiotik didefinisikan sebagai bahan pangan yang difermentasi secara
selektif oleh bakteri menguntungkan yang dapat menyebabkan perubahan
komposisi maupun aktivitas mikrobiota usus dengan meningkatkan pelepasan
metabolit yang memberi manfaat bagi inang dengan cara merangsang pertumbuhan
dan aktivitas bakteri di dalam usus sehingga menyehatkan inang (Cerezuela et al.
2011), serta menghambat pertumbuhan bakteri patogen (Ringo et al. 2010; Bindels
et al. 2015; Flint et al. 2012). Prebiotik umumnya berupa karbohidrat yang tidak
dapat dicerna dengan panjang rantai yang relatif pendek berdasarkan berat
molekulnya (Ringo et al. 2010; Cummings et al. 2001), biasanya berupa
polisakarida dan oligosakarida (Patel & Goyal 2012). Menurut tingkat
polimerisasinya, prebiotik diklasifikasikan menjadi mono, oligo, atau polisakarida
(Gibson et al. 2015), tetapi berdasarkan sifat fisiologis dan biokimiawinya,
karbohidrat dapat diklasifikasikan sebagai dapat dicerna atau tidak dapat dicerna
(Dhingra et al. 2012).

Oligosakarida yang tidak dapat dicerna merupakan sumber karbon bagi
bakteri probiotik atau bakteri menguntungkan yang hidup di usus. Oligosakarida
tersebut akan difermentasi oleh bakteri probiotik dengan produk akhir seperti asam
lemak rantai pendek (SCFA = Short Chain Fatty Acid) berupa asam laktat, butirat,
propionat dan asetat, yang merupakan sumber energi dan berperan penting pada
proses fisiologi dan metabolisme di usus (Roy et al. 2006). Salah satu bakteri
probiotik dari genus Lactobacillus, mampu memfermentasi oligosakarida yang
tidak dapat dicerna, sehingga dianggap sebagai bakteri menguntungkan karena
metabolisme sepenuhnya bersifat sakarolitik tanpa aktivitas proteolitik (Gibson &
Roberfroid 1995; Gibson et al. 2010). Selain SCFA, dihasilkan juga gas CO; dan
Ha, yang berperan sebagai antiinflamasi, penghambat patogen, menstimulasi sistem
imun, meningkatkan intoleransi laktosa, mereduksi risiko infeksi intestinal dan
pengontrol nafsu makan (Roberfroid et al. 2010; Flint et al. 2012).

Prebiotik yang telah diteliti dan diaplikasikan dalam akuakultur antara lain
fructooligosaccharides (FOS), short-cain fructooligosaccharides (scFOS),
mannanoligosaccharides (MOS), galactooligosaccharides (GOS),
xylooligosakarides (XO0S), trans-galaktooligosaccharides (TOS),
isomaltooligosaccharides (IMO) dan inulin (Ringo et al. 2010). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa prebiotik mampu meningkatkan pertumbuhan, kelangsungan
hidup, kecernaan pakan, efisiensi pakan, komposisi mikroflora dalam usus,
menghambat pertumbuhan patogen, dan meningkatkan imunitas ikan (Merrifield et
al. 2010), serta berperan dalam pengaturan nafsu makan (Hobden et al. 2015).

Madu telah lama digunakan dalam pengobatan tradisional yang berfungsi
sebagai antibakterial, antioksidan, antitumor, antiinflamasi dan antiviral (Ramadan
& Al-Ghamdi 2012; Sakine et al. 2016). Kandungan utama madu adalah fruktosa
dan glukosa, oligosakarida, mineral, seyawa fenolik, enzim, dan air (Ruiz-Matute
et al. 2010). Madu mampu meningkatkan peran probiotik dalam saluran
gastrointestinal, meningkatkan level dari SCFA, serta meningkatkan resistansi
terhadap patogen (Saran et al. 2011; Tian et al. 2010). Madu mempunyai
kandungan fructo-oligosaccharida (FOS) dan galacto-oligosaccharida (GOS)



14

yang dapat meningkatkan kelangsungan hidup bakteri asam laktat (Landry et al.
2016). Hasil penelitian Fuandila et al. (2019) menunjukkan madu multiflora dapat
meningkatkan kinerja pertumbuhan dan respons imun udang vaname terhadap
infeksi Vibrio parahaemolyticus. Ada banyak jenis madu yang diproduksi dan
dipasarkan di Indonesia. Tujuan dari penelitian ini adalah mengkarakterisasi
kriteria prebiotik pada madu meliputi kandungan oligosakarida, daya tahan
terhadap hidrolisis asam lambung, dan stimulasi pertumbuhan bakteri probiotik.

3.2 Bahan dan Metode

Madu yang digunakan adalah madu hasil budidaya dari lebah lokal (Apis
¢erana) yang berasal dari 3 jenis nektar bunga yang berbeda yaitu madu klengkeng,
madu randu dan madu organik yang berasal dari nektar berbagai macam bunga.
Ketiga jenis madu tersebut berasal dari Pusat Perlebahan Sukatani, Depok, Jawa
Barat.

3.2.1 Analisis Kandungan Oligosakarida

Penelitian ini diawali dengan ekstraksi madu klengkeng, madu randu dan
madu organik. Ekstrak kemudian diuji secara kualitatif dan kuantitatif untuk
mengetahui kandungan karbohidrat dan prebiotiknya. Selain itu dilakukan
pengujian kriteria prebiotik yaitu resistansi terhadap hidrolisis asam lambung
dan o-amilase, serta aktivitas prebiotiknya. Dari karakterisasi 3 jenis madu
tersebut kemudian dipilih satu jenis madu terbaik sebagai kandidat prebiotik
pada tahapan penelitian selanjutnya.

3.2.2 Ekstraksi madu (Hernandez et al. 2009)

Sebanyak 500 mg madu ditambah dengan 3 g arang aktif (Metode Morales
et al. 2006) kemudian dilarutkan ke dalam 100 mL etanol 10% dan diaduk
selama 30 menit. Campuran disaring dengan kertas saring Whatman No.1 pada
keadaan vakum dan arang aktif dibilas dengan 25 mL etanol 10%. Desorpsi
ekstrak dilakukan dengan menambahkan 100 mL etanol 50% v/v. Campuran
diaduk selama 30 menit dan disaring lagi dengan kertas saring Whatman No.1.
Filtrat dievaporasi pada keadaan vakum pada suhu 40 °C.

3.2.3 Deteksi Oligosakarida dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Efektivitas metode ekstrak madu diuji secara kualitatif dengan KLT.
Sampel dilarutkan dalam etanol 5.0% dengan konsentrasi 5.0% b/v, standar
karbohidrat dibuat pada konsentrasi 1.0 % b/v. Pelarut pengembang yang
digunakan adalah piridin: butanol: air (4:6:3 v/v). Sampel dan standar gula
masing-masing ditotolkan ke lempeng KL T yang telah diberi tanda batas sampel
dan pelarut pengembang dibawah batas garis sampel. Setelah itu bejana ditutup
rapat dan didiamkan sampai batas garis yang ditentukan. Lempeng diangkat lalu
dikeringanginkan. Untuk mengembangkan warna dari spot, lempeng disemprot
dengan larutan berisi 10% H>SOs4 dalam etanol (97:3 v/v) (Smith 1969).
Selanjutnya lempeng dipanaskan pada oven dengan suhu 90 °C selama lima
menit hingga spot kehitaman dapat terlihat.
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3.2.4 Analisis Kandungan Prebiotik pada Madu

Analisis kandungan prebiotik pada madu dilakukan dengan menggunakan
high performance liquid chromatography (HPLC). Analisis ini bertujuan untuk
mengetahui jenis dan konsentrasi oligosakarida yang terkandung dalam
prebiotik hasil ekstraksi. Kolom yang digunakan adalah Sugar SP0810 (8.0
mmlID x 300 mmL), ukuran partikel 5 pl dengan refraktif indeks detector: waters
2414 dan berlaju alir (flow rate) 2.0 ml menit'. Fase gerak yang digunakan
adalah asetonitril dan air dengan perbandingan asetonitril: aquabidest (80:20).
Volume sampel yang diinjeksikan adalah 20 pl dengan suhu kolom 40 °C.
Standar gula yang digunakan adalah fruktooligosakarida (FOS), inulin, kestosa,
dan nistosa. Setiap puncak yang terbentuk menunjukkan satu jenis komponen
gula. Waktu retensi dari setiap komponen gula dibandingkan dengan waktu
retensi dari standar gula. Waktu retensi yang hampir sama menunjukkan jenis
komponen yang diperkirakan sama.

3.2.5 Pengukuran Komposisi Karbohidrat

Efektivitas metode ekstraksi diuji secara kuantitatif dengan metode
kolorimetri. Gula pereduksi diukur dengan metode DNS (modifikasi
Wichienchot et al. 2010). Sebanyak 0.2 mL sampel ditambah dengan 0.2 mL
akuades dan 0.2 mL larutan DNS. Mulut tabung reaksi ditutup dengan kertas
aluminium lalu tabung dipanaskan dalam air mendidih selama 5 menit. Tabung
kemudian didiamkan pada suhu ruang selama 10 menit, ditambah dengan 0.6
mL akuades dan divorteks. Absorbansi diukur pada A 540 nm. Karbohidrat total
diukur dengan metode fenol-sulfat (modifikasi Wichienchot et al. 2010).
Sebanyak 0.2 mL sampel ditambahkan 0.2 mL fenol 5% v/v dan 1 mL H2SOa.
Campuran kemudian divorteks dan diinkubasi selama 20 menit pada suhu ruang.
Tabung kemudian ditambah dengan 1.6 mL akuades dan absorbansinya diukur
pada A 490 nm. Kurva standar glukosa dibuat pada konsentrasi 0-1 mg mL™".

3.2.6 Resistansi terhadap hidrolisis asam lambung (Wichienchot et al. 2010)

Ekstrak dilarutkan dalam air reverse osmosis (RO) dengan konsentrasi 1.0
mg mL!. Asam lambung buatan dibuat dengan buffer HCI dengan komposisi
dalam gL': NaCl (8), KCI (0.2), Na;HPO4-2H,0O (8.25), NaH,PO4 (14.35),
CaCl,-2H>0 (0.01), MgCl>-6H>0 (0.18), akuades (1000 mL). Pengaturan pH 2
dilakukan dengan HCI 5 M. Buffer HCI ditambahkan ke larutan sampel dengan
perbandingan 1:1 dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 2 jam. Pada jam ke 0,
1, 2, dan 4 diambil 0.2 mL untuk pengujian kandungan gula pereduksi (dengan
metode Dinitrosalisilat), sementara itu untuk pengukuran karbohidrat total
(metode fenol-sulfat) diambil sebanyak 0.2 mL dan hanya diukur pada jam ke-
0. Pengujian dilakukan dengan dua kali ulangan. Persentase hidrolisis dihitung
dengan rumus sebagai berikut:

Gpt—GpO
(total KH-GpO0) X

Hidrolisis (%) = 100

Keterangan
Gpt = konsentrasi gula pereduksi jam ke-t
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Gp0 = konsentrasi gula pereduksi jam ke-0
KH = konsentrasi karbohidrat

Metode Dinitrosalisilat: sebanyak 0.2 mL sampel dicampur dengan
Dinitrosalisilat sebanyak 0.2 mL dalam tabung reaksi kemudian diinkubasi pada
air mendidih selama 5 menit. Selanjutnya didinginkan hingga mencapai suhu
ruang kemudian ditambahkan 0.6 mL akuades. Absorbansi diukur pada 540 nm
dengan spektrofotometer.

Metode Fenol-sulfat: Sebanyak 0.2 sampel ditambahkan 0.2 fenol 5%
(b/v) dan 1 mL H2SO4 kemudian diinkubasi pada air mendidih selama 20 menit.
Selanjutnya ditambahkan 1.6 mL akuades. Absorbansi diukur pada panjang
gelombang 490 nm dengan spektrofotometer.

3.2.7 Resistansi terhadap hidrolisis a-amilase (Wichienchot et al. 2010)

Amilase diencerkan hingga konsentrasinya 3 U mL™ dilarutkan pada
sodium phosphate buffer pH 8.5. Isolat oligosakarida disiapkan dengan membuat
larutan 1.0%. Kemudian larutan enzim ditambahkan ke larutan sampel dengan
perbandingan 1:1. Campuran diinkubasi selama 4 jam pada waterbath pada suhu
37 °C. Gula pereduksi diukur pada jam ke-0, 1, 2, dan 4 dengan metode
Dinitrosalisilat, dan karbohidrat total diukur dengan metode fenol-sulfat.

3.2.8 Analisis Aktivitas Prebiotik

3.2.8.1 Stimulasi Prebiotik

Bakteri yang digunakan adalah bakteri probiotik Lactobacillus
plantarum. Sebelum digunakan, kultur L. plantarum ditumbuhkan pada
media (deMann Rogosa Sharpe Broth) MRSB semalam pada suhu 37 °C
secara anerob pada inkubator CO,. Media uji sebanyak 10 mL ditambah
dengan 1.0 mL larutan berisi 10 mg madu klengkeng untuk uji stimulasi madu
klengkeng, demikian juga untuk madu madu randu, dan madu organik. Kultur
bakteri L. plantarum diinokulasi sebanyak 50 pL (kepadatan 10® CFU mL™")
ke dalam media uji stimulasi dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C.
Sebagai kontrol adalah L. plantarum yang ditumbuhkan pada media MRSB.
optical density (OD) diukur pada panjang gelombang 600 nm pada jam ke-12
dan 24.

Kemampuan madu dalam menstimulasi pertumbuhan bakteri L.
plantarum dapat diketahui dengan membandingkan OD bakteri yang tumbuh
pada media yang mengandung madu dan pada OD bakteri pada media tanpa
penambahan madu (kontrol).

At
Stimulasi prebiotik (%) = 7 X 100

Keterangan:
At = Selisih OD bakteri pada media yang ditambah madu dengan
OD pada kontrol pada jam ke- t
B = OD pada kontrol jam ke-t
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3.2.8.2 Skor Aktivitas Prebiotik (modifikasi Huebner et al. 2008)

Bakteri yang digunakan adalah bakteri probiotik L. plantarum dan
bakteri enterik S. agalactiae. Sebelum digunakan, kultur L. plantarum
ditumbuhkan pada media (deMann Rogosa Sharpe broth) MRSB semalam
pada suhu 37 °C secara anerob pada inkubator CO2, demikian juga S.

S e O agalactiae. Kultur S. agalactiae diperlakukan sama dengan perbedaan media
S 2338 kultur (Broth Hearth Infusion Broth) BHIB. Media uji terdiri atas 10 mL

=32 MRSB untuk bakteri L. plantarum dan media Minimal 9 untuk bakteri S.
agalactiae. Setiap media ditambah dengan 1.0 mL larutan berisi 10 mg
sampel. Suspensi bakteri L. plantarum (kepadatan 10 CFU mL™") diinokulasi
sebanyak 50 pL ke dalam media uji stimulasi dan diinkubasi pada suhu 37 °C
pada inkubator CO,. Suspensi bakteri S. agalactiae (kepadatan 10® CFU mL"
1) diinokulasi sebanyak 50 pL ke dalam media uji stimulasi dan diinkubasi
pada suhu 37 °C. Optical density (OD) diukur pada panjang gelombang 600
nm pada jam ke-0, 12, dan 24. Blanko adalah media uji stimulasi tanpa
inokulasi bakteri. Skor aktivitas prebiotik dinyatakan secara kuantitatif
dengan rumus sebagai berikut:

Ppt — PpO) (Ept - EpO)

Skor aktivitas Prebiotik = (m Egt — EgO

© 2> 3 Keterangan:

cz8 g Ppt = OD probiotik pada prebiotik setelah t jam
7 2 Pp0 = OD probiotik pada prebiotik setelah 0 jam
Pgt = OD probiotik pada kontrol setelah t jam
Pg0 = OD probiotik pada kontrol setelah 0 jam
Ept = OD enterik pada prebiotik setelah t jam
EpO = OD enterik pada prebiotik setelah 0 jam
Egt = OD enterik pada kontrol setelah t jam
Eg0 = OD enterik pada kontrol setelah 0 jam

3.2.9 Analisis Data

Data kandungan ekstrak madu dianalisis secara kualitatif dan kuantitatif.
Analisis statistik menggunakan analisis of varians (Anova), kemudian
.‘ dilanjutkan dengan uji lanjut Duncan pada taraf uji 5% dengan menggunakan
c 3 program statistical program software system (SPSS) versi 25.

3.3 Hasil

3.3.1 Kromatografi madu dan ekstrak madu dengan KL T

Kromatogram madu klengkeng, madu randu, dan madu organik serta
ekstraknya ditampilkan pada Gambar 4. Retardation factor (Rf) dari madu dan
ekstrak madu disajikan pada Tabel 1.
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Gambar 4 Kromatogram madu dan ekstrak madu klengkeng, randu, dan
organik. (A1) Madu klengkeng, (A2) Ekstrak madu klengkeng, (A3)
Standar rafinosa, (A4) Standar glukosa, (AS) Standar fruktosa, (A6)
Standar maltosa; (B1) Madu randu, (B2) Ekstrak madu randu, (B3)
Standar rafinosa, (B4) Standar glukosa, (B5) Standar fruktosa, (B6)
Standar maltosa; (C1) Madu organik; (C2) Ekstrak madu organik,
(C3) Standar rafinosa, (C4) Standar glukosa, (C5) Standar fruktosa,
(C6) Standar maltosa

Tabel 1 Retardation factor madu dan ekstrak madu pada uji KLT (Rf)

. Sampel Standar
Jenis Madu  Madu Ekstrak madu Rafinosa  Glukosa  Fruktosa  Maltosa
Klengkeng 1.3 2.3% 2.3% 2.5 2.7 3
Randu 1.7 2% 2% 2.4 2.5 2.9
Organik 1 1.3 2.2 2.4 2.8 3.1

*= nilai Rf yang sama dengan standar

Kandungan prebiotik madu diamati menggunakan empat standar yaitu
FOS, inulin, kestosa, dan nistosa. Kestosa dan nistosa digunakan sebagai standar
oligosakarida karena kestosa dan nistosa, merupakan FOS rantai pendek
(penyusun FOS). Madu randu memiliki kadar FOS 14.76 %, kadar inulin 6.6 %
dengan kadar kestosa dan nistosa di bawah Limit detection (LoD), demikian juga
madu klengkeng dan madu organik memiliki kadar FOS, inulin, kestosa, dan
nistosa di bawah LoD. Kandungan prebiotik madu madu klengkeng, madu
randu, dan madu organik disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2 Kandungan prebiotik madu klengkeng, madu randu, dan madu organik

o Jenis Madu klengkeng Madu randu Madu organik
s & prebiotik (%) (%) (%)
FOS <0.99 14.76 <0.99
Inulin <0.56 6.60 <0.56
g Kestosa <0.37 <0.37 <0.37
Nistosa <0.56 <0.56 <0.56

3.3.2 Karbohidrat total dan gula pereduksi dari madu dan ekstrak madu

& Kandungan karbohidrat total dan gula pereduksi madu ditentukan secara

o) kuantitatif dengan metode spektrofotometri, demikian juga dengan ekstrak dari
ketiga jenis madu (Gambar 5). Karbohidrat total paling tinggi terdapat pada
madu randu yaitu 80+0%, lebih tinggi dibandingkan madu klengkeng, madu
organik, dan inulin. Sedangkan gula pereduksi dari ketiga madu dan ekstraknya
berada dalam kisaran 27-55%, lebih tinggi dibandingkan inulin.
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Gambar 5 Gula pereduksi (A) dan karbohidrat total (B) madu dan ekstrak madu
klengkeng, madu randu, dan madu organik

3.3.3 Resistansi ekstrak madu terhadap asam lambung dan enzim a-amilase

Persentase hidrolisis asam lambung dan a-amilase mengalami peningkatan
selama 3 jam pengamatan, baik ekstrak madu klengkeng, ekstrak madu randu,
ekstrak madu organik, dan inulin (Gambar 6).
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Gambar 6 Resistansi terhadap hidrolisis asam lambung (A) dan a-amilase (B)
dari ekstrak madu klengkeng, madu randu, dan madu organik

3.3.4 Stimulasi Prebiotik dan Skor Aktivitas Prebiotik

Salah satu parameter dalam menentukan suatu material layak dijadikan
kandidat prebiotik adalah stimulasi prebiotik dan skor aktivitas prebiotik.
Stimulasi prebiotik dan skor aktivitas prebiotik pada jam ke-12 dan jam ke-24
ckstrak madu klengkeng, ekstrak madu randu, ekstrak madu organik, dan inulin
disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3  Stimulasi prebiotik dan skor aktivitas prebiotik dari ekstrak madu
klengkeng, ekstrak madu randu, dan ekstrak madu organik

Stimulasi prebiotik (%) Skor aktivitas prebiotik
Jam-12 Jam-24 Jam-12 Jam-24
Ekstrak madu klengkeng  59.50+£3.42  48.61£5.78 4.29+0.56 0.5+0.07
Ekstrak madu randu 80.21+6.11 68.05+4.12 3.82+0.78  0.71%0.03
Ekstrak madu organik 58.21+2.85 59.86+5.57 3.66+£0.42  0.25+0.01
Inulin 60.00+1.98  40.00£7.12 5.16£0.12  0.24+0.03

Prebiotik madu mampu menstimulasi pertumbuhan bakteri L. plantarum.
Hal ini ditunjukkkan dari jumlah optical density (OD) bakteri L. plantarum yang
tumbuh pada media MRSB yang mengandung madu lebih banyak dibandingkan
pada media MRSB tanpa penambahan madu (kontrol). OD L. plantarum dalam
media MRSB pada jam ke-12 adalah 0.225 log CFU mL"!, dan pada jam ke-24
sebesar 0.72 log CFU mL!. Stimulasi prebiotik ekstrak madu klengkeng pada
jam ke-12 adalah 59.50+3.42% lalu turun hingga 48.61+5.78% pada jam ke-24,
ekstrak madu randu pada jam ke-12 adalah 80.21+6.11% dan turun hingga
68.05+4.12% pada jam ke-24, ekstrak madu organik pada jam ke-12 adalah
58.2142.85% lalu naik hingga 59.86+5.57% pada jam ke-24, dan inulin pada
jam ke-12 adalah 60.00+1.98% lalu naik hingga 40.00+7.12% pada jam ke-24.

Skor prebiotik ekstrak madu klengkeng pada jam ke-12 adalah 4.29+0.56
kemudian turun menjadi 0.5+£0.07 pada jam ke-24, ekstrak madu randu pada jam
ke-12 adalah 3.82+0.78 lalu turun hingga 0.71+0.03 pada jam ke-24, ekstrak
madu organik pada jam ke-12 adalah 3.66+0.42 kemudian turun menjadi
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0.25+0.01 pada jam ke-24, dan inulin pada jam ke-12 adalah 5.16+0.12 lalu
turun hingga 0.24+0.03 pada jam ke-24.

Pertumbuhan bakteri probiotik (L. plantarum) dalam media MRSB dan
bakteri enterik S. agalactiae dalam media Minimal M9 yang diberi prebiotik
madu disajikan dalam Gambar 7.
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Gambar 7 Kepadatan bakteri L. plantarum (CFU mL™) dalam media yang
diperkaya ekstrak madu klengkeng, madu randu, dan madu organik (A)
dan kepadatan bakteri S. agalactiae (CFU mL) dalam media yang
diperkaya ekstrak madu klengkeng, madu randu, dan madu organik (B)

34 Pembahasan

Pengamatan dilakukan terhadap warna madu dan ekstrak yang dihasilkan dari
madu. Hasil pengamatan secara visual menunjukkan bahwa warna madu
klengkeng, madu randu, dan madu organik hampir sama yaitu kecoklatan. Warna
ekstrak madu klengkeng dan madu randu berwarna kehitaman, sedang madu
organik lebih cerah. Madu umumnya tidak berwarna hingga kehitaman, krem,
kuning, oranye, dan coklat (Bogdavov et al. 1997). Warna madu juga dipengaruhi
kandungan mineral. Madu yang lebih pucat mengandung 0.04% mineral, sementara
madu yang lebih gelap mengandung mineral sebanyak 0.2% (Anklam 1998). Asam
fenolik dan turunannya mempunyai peran yang sangat penting dalam warna madu
(Landry et al. 2016).



22

Sumber bunga sangat berkorelasi dengan penanda fisikokimia (warna, aroma,
dan tekstur) seperti senyawa aroma volatil, fenolik dan asam amino, oligosakarida
dan lain-lain (Mohan et al. 2017). Warna madu ditentukan oleh banyak faktor
diantaranya adalah kondisi tanaman, usia tanaman penghasil nektar, pemanenan
madu, dan penyimpanan madu (Landry et al. 2016).

Karbohidrat adalah sumber potensial untuk karbon, oksigen, dan energi untuk
metabolisme, sehingga biasanya berfungsi sebagai sumber nutrisi utama untuk
tnikroorganisme (Peters 2006). Karbohidrat yang bisa dimanfaatkan berupa
monosakarida (glukosa, galaktosa, fruktosa, xilosa), disakarida (sukrosa, maltosa,
taktosa), oligosakarida (kestosa, rafinosa, maltotriosa), dan polisakarida (pati,
dekstrin, selulosa, inulin, xilan), biasanya berasal dari industri atau pertanian,
umumnya digunakan sebagai bahan baku komplek (Saxena et al. 2009). Kandungan
karbohidrat harus dimonitor untuk mengoptimalkaan kualitas dan kuantitas dari
metabolit yang diproduksi. Selama proses fermentasi, perubahan komposisi
Karbohidrat, akan merubah sifat kimianya, maka kadar gula berfungsi sebagai
indikator utama dalam menentukan produktivitas proses fermentasi (Woodley et al.
2013).

KLT merupakan salah satu teknik pemisahan sederhana baik secara kualitatif
maupun kuantitatif, analisis yang mampu secara simultan untuk beberapa substansi
karhohidrat dengan waktu yang singkat (Poole 2014). Rafinosa adalah standar yang
digunakan untuk oligosakarida. Glukosa dan fruktosa digunakan sebagai standar
monosakarida sedangkan maltosa digunakan untuk standar disakarida. Adanya ekor
pada spot kromatogram mengindikasikan adanya beragam karbohidrat dalam
jumlah yang rendah.

Kromatogram madu klengkeng menghasilkan Rf 1.3 sehingga tidak sesuai
dengan Rf standar oligosakarida (rafinosa) dan 3 standar yang dipakai. Ekstrak
madu klengkeng memiliki nilai Rf 2.3, sama dengan Rf standar rafinosa yaitu 2.3
(Gambar 2). Hal tersebut mengandung arti bahwa ekstrak madu klengkeng
termasuk oligosakarida. Kromatogram madu randu menghasilkan Rf 1.7 sehingga
tidak sesuai dengan Rf standar oligosakarida (rafinosa) maupun 3 standar yang
dipakai. Ekstrak madu randu memiliki nilai Rf 2.0, sesuai dengan Rf standar
rafinosa yaitu 2.0. Hal tersebut mengandung arti bahwa ekstrak madu klengkeng
termasuk oligosakarida. Kromatogram madu organik menghasilkan Rf 1.0 sehingga
tidak sesuai dengan Rf standar oligosakarida (rafinosa) dan 3 standar yang dipakai.
Ekstrak madu organik memiliki nilai Rf 1.3 tidak sesuai dengan keempat standar
yang dipakai. Walaupun tidak memiliki nilai Rf yang sama dengan standar
oligosakarida yang dipakai (rafinosa), namun ekstrak madu organik sudah bukan
madu murni lagi, karena sudah mengalami proses hidrolisis, dibuktikan dengan
nilai Rf yang sudah berbeda dengan madu organik. Spot hidrolisis madu organik
kemungkinan juga termasuk oligosakarida, apabila digunakan standar
oligosakarida yang lain (selain rafinosa).

Karbohidrat yang bisa digunakan sebagai prebiotik diantaranya fruktan-
fructooligosaccharides (FOS) dan inulin (Gibson et al. 2005). Fruktooligosakarida
(FOS) adalah oligosakarida rantai pendek D-glukosa dan D-fruktosa, sering disebut
neosugar yang terdiri atas 3-5unit monosakarida. Penyusunnya adalah campuran 1-
kestosa (GF2), nistosa (GF3), dan 1F-fruktofuranosil nistosa (GF4), juga disebut
sebagai FOS tipe GFn. Bentuk lain dari FOS yang tersedia disebut sebagai tipe FFn
FOS (Goh et al. 2006). Tingkat kemanisan FOS kira-kira sepertiga sukrosa dan
bebas kalori (Yun 1996). FOS resistan dalam saluran pencernaan bagian atas dapat
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menstimulasi pertumbuhan bakteri probiotik. Inulin merupakan polimer dari unit-
unit fruktosa. Fruktan mewakili kategori senyawa yang terdiri dari sebagian besar
ikatan glikosidik. Inulin merupakan polimer unit fruktosa. Fruktan dapat memiliki
setidaknya satu keterkaitan fruktosilglukosa ditandai dengan ditemukannya glukosa
dan merupakan tautan awal di rantai polimer. Inulin berfungsi sebagai prebiotik
karena menjadi komponen pangan substrat mikrobiota yang menguntungkan di
dalam usus. Setelah dikonsumsi, senyawa prebiotik mencapai usus besar dalam
keadaan struktur yang tidak berubah, selanjutnya prebiotik difermentasi menjadi
asam lemak rantai pendek dan dari beberapa mikrobiota spesifik akan dihasilkan
asam lemak rantai pendek, yang berguna bagi kesehatan inang. Madu randu
memiliki kadar FOS 14.76 %, kadar inulin 6.6 % serta kadar kestosa dan nistosa di
bawah LoD, demikian juga madu klengkeng dan madu organik, kadar FOS, inulin,
kestosa, dan nistosa di bawah standar LoD. Semakin tinggi kadar FOS dan inulin,
maka akan semakin banyak prebiotik yang bisa digunakan bakteri probiotik, yang
tentu saja akan memberikan manfaat lebih besar.

Karbohidrat total merupakan molekul yang lebih komplek daripada gula
pereduksi. Gula mewakili komponen utama dari madu. Gula pereduksi (invert
sugar), terutama fruktosa dan glukosa, adalah komponen utama pada madu.
Perbedaan nilai gula pereduksi karena madu yang belum matang telah dipanen
sehingga proses inversi oleh enzim invertase tidak sempurna. Perbedaan
konsentrasi gula pereduksi karena sukrosa tidak ditransformasi dengan sempurna
menjadi glukosa dan fruktosa (Kucuk et al. 2007). Penyebab lain yang bisa terjadi
adalah karena adanya pencampuran dengan zat-zat lain (sukrosa atau air) sehingga
gula reduksi menjadi lebih rendah.

Pencernaan makanan dipengaruhi tiga faktor utama yaitu: (a) makanan yang
dicerna dan sejauh mana makanan tersebut rentan terhadap enzim pencernaan, (b)
aktivitas enzim pencernaan, (c) lama waktu makanan terpapar enzim pencernaan
(Ray et al. 2012). Pencernaan digambarkan sebagai proses dimana makanan di
saluran pencernaan dibagi menjadi senyawa yang lebih mudah diserap, dengan
bantuan enzim pencernaan. Asam lambung adalah salah satu enzim pencernaan
yang ada di usus. Kihara & Sakata (2002), mendapatkan hasil bahwa bakteri usus
pada ikan mampu melakukan metabolisme oligosakarida yang berasal dari kedelai
dan kacang polong dengan menghasilkan short chain fatty acid (SCFA), karbon
dioksida dan metana. Ketiga ekstrak madu yang diuji (madu klengkeng, randu, dan
organik) memiliki resistansi terhadap hidrolisis asam lambung dan o-amilase
(Gambar 6). Resistansi oligosakarida ini sesuai dengan Sanz et al. (2005) yang
menyebutkan bahwa oligosakarida madu memiliki resistansi terhadap asam
lambung dan enzim pencernaan lain secara in vitro.

Lactobacillus plantarum merupakan salah satu bakteri Gram positif dan
termasuk bakteri probiotik potensial yang disolasi dari saluran pencernaan ikan
(Kazun et al. 2018). Karena kemampuannya untuk hidup dalam saluran pencernaan
inilah, maka L. plantarum digunakan sebagai pendukung pemberian vaksin kepada
inang (Bahey-El-Din et al. 2012). L. plantarum juga mampu memproduksi
substansi antimikroba, seperti plantaricin, yang aktif melawan patogen dan
memiliki kemampuan dalam menghambat pertumbuhannnya sehingga digunakan
sebagai alternatif terapi antibiotik dalam akuakultur (Cebeci & Gurakan 2003).
Streptococcus agalactiae adalah bakteri enterik yang dipakai karena bakteri ini
mempunyai prevalensi antara 40-70% pada benih dan ikan ukuran konsumsi (Pech
etal. 2016).



24

Salah satu parameter dalam menentukan suatu material layak dijadikan
kandidat prebiotik adalah aktivitas prebiotiknya. Ekstrak madu randu memiliki
stimulasi probiotik terbaik dibandingkan dua jenis madu yang lain karena mampu
meningkatkan populasi L plantarum sebesar 80.21+6.11% pada jam ke-12 dan
68.05+4.12% pada jam ke-24 (Tabel 3). Hal tersebut karena madu randu memiliki
kandungan FOS dan inulin (Tabel 2). Ekstrak madu randu memiliki skor prebiotik
baik dibandingkan dengan ekstrak dua jenis madu yang lain, karena mempunyai
skor prebiotik 3.82+0.78 pada jam ke-12, dan mampu mempertahankankan sampai
jam ke-24 sebanyak 0.71+0.03. Selama 24 jam masih terdapat glukosa yang bisa
dimanfaaatkan sebagai sumber karbon.

L. plantarum ditumbuhkan dalam media MRSB, sementara S. agalactiae
ditumbuhkan pada media Minimal M9. Kedua media mengandung glukosa 2%
sebagai sumber karbon. Jika salah satu dari kedua spesies bakteri mampu
memanfaatkan prebiotik oligosakarida madu sebagai sumber karbonnya maka
pertumbuhannya akan lebih baik dibandingkan kultur bakteri lainnya. Hal ini
ditunjukkan melalui selisih nilai OD antara jam ke-24 dan jam ke-0 yang lebih
tinggi. Ketiga jenis madu menunjukkan kemampuan dalam menstimulasi
pertumbuhan secara selektif yaitu dapat digunakan oleh bakteri probiotik (L.
plantarum), tetapi sedikit digunakan oleh bakteri enterik (S. agalactiae) karena
oligosakarida meningkatkan pertumbuhan bakteri probiotik dan menekan bakteri
patogen (Sharma et al. 2017). Madu mengandung oligosakarida sehingga akan
bermanfaat bagi pertumbuhan bakteri asam laktat pada usus dan bersifat antagonis
pada bakteri patogen dengan membatasi proliferasinya (Patel & Goyal 2012).
Indikator dari efektivitas prebiotik adalah kemampuannya menahan pertumbuhan
dan aktivitas bakteri patogen (Gibson et al. 2010). Prebiotik oligosakarida akan
difermentasi oleh bakteri probiotik, sehingga pengunaan pakan yang diperkaya
dengan prebiotik akan menyebabkan peningkatan kinerjanya di usus besar (Kaplan
& Hutkins 2000).

4. Simpulan

Madu klengkeng, madu randu dan madu organik memiliki kandungan
oligosakarida. Kandungan karbohidrat total dan gula pereduksi madu lebih tinggi
daripada ekstrak madu, tahan terhadap hidrolisis asam lambung dan a- amilase, dan
memiliki aktivitas prebiotik sehingga memenubhi kriteria sebagai prebiotik. Ekstrak
madu randu memiliki aktivitas prebiotik lebih baik, dengan kadar FOS dan inulin
tertinggi dibandingkan dengan madu klengkeng dan madu organik.
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IV EVALUASI PEMBERIAN PREBIOTIK MADU RANDU
TERHADAP KERAGAMAN MIKROBIOTA PADA SALURAN
PENCERNAAN IKAN NILA (Oreochromis niloticus) DAN
KINERJA PERTUMBUHANNYA

Abstrak

Salah satu metode untuk meningkatkan kinerja pertumbuhan, meningkatkan
komposisi mikrobiota usus, menghambat pertumbuhan patogen, dan meningkatkan
imunitas ikan adalah dengan pemberian prebiotik. Madu randu memiliki kandungan
utama berupa oligosakarida FOS 14.76% dan inulin 6.60%, salah satu material yang
bisa dimanfaatkan sebagai prebiotik. Tujuan dari penelitian ini adalah
mengevaluasi pemberian prebiotik dari madu randu dengan dosis berbeda melalui
pakan terhadap kinerja pertumbuhan, aktivitas enzim pencernaan, mikrovili usus,
asam lemak rantai pendek, dan keragaman mikrobiota pada saluran pencernaan ikan
nila (Oreochromis niloticus).

Penelitian menggunakan empat perlakuan yaitu kontrol (pakan tanpa
penambahan madu) dan pakan dengan penambahan madu dosis 0.25%, 0.5%, dan
1%. Ikan nila dengan ukuran 20+1.72 g dipelihara dengan pakan perlakuan selama
30 hari. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian prebiotik madu randu
melalui pakan mampu meningkatkan kinerja pertumbuhan dan memberikan rasio
konversi pakan lebih rendah, meningkatkan aktivitas enzim pencernaan (amilase,
protease, dan lipase), meningkatkan panjang, rasio perimeter dan kerapatan
mikrovili usus, meningkatkan asam lemak rantai pendek, memicu munculnya
Genus Bacillus dan Clostridium-sensu-stricto dan meningkatkan keragaman
mikrobiota yang berpotensi sebagai probiotik yaitu Cetobacterium, dengan dosis
terbaik pemberian madu randu 1%.

Kata kunci: Asam lemak rantai pendek, enzim pencernaan, mikrobiota mikrovili,
oligosakarida

Abstract

One method to increase growth performance, improve intestinal microbiota
composition, inhibit pathogen growth, and induce fish immunity is by prebiotics
administration. Honey has oligosaccharides FOS 14.76% and inulin 6.60% as the
main content that can be utilized as a prebiotic. This study evaluated the
administration of dietary prebiotic from kapok honey at different doses on growth
performance, digestive enzyme activities, intestinal microvilli, short-chain fatty
acid contents, and microbiota diversity in the digestive tract of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus).

This study used four diet treatments, namely, control (without honey
administration) and kapok honey administration at 0.25%, 0.5%, and 1% doses.
Nile tilapia weighing 20+1.72 g were reared with the diet treatments for 30 days.
The results showed that honey prebiotic administration could increase growth
performance, give a lower feed conversion ratio, induce digestive enzyme activities,
increase microvilli length, perimeter ratio and density of intestinal microvilli,
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increase short-chain fatty acid contents, triggering the emergence of the genus
Bacillus and Clostridium-sensu-stricto and increasing the diversity of microbiota
that have the potential as probiotics, namely Cetobacterium, with the best dose of
1% kapok honey.

Keywords: Digestive enzyme, microbiota, intestinal microvilli, oligosaccharides,
short- chain fatty acids

41 Pendahuluan

Produksi ikan nila dunia menempati urutan ketiga dengan total produksi
mencapai 4 525.4 ribu ton atau 8.3% dari total produksi ikan budidaya di dunia
&FAO 2020). Selain menjadi komoditas utama pada budidaya perairan di sebagian
Hesar belahan dunia karena mudah dibudidayakan, ikan nila mampu beradaptasi
pada berbagai kondisi lingkungan, toleran terhadap padat penebaran yang tinggi
(Pech et al. 2016), pertumbuhan yang cepat, mudah menerima pakan al ami dan
suplemen makanan, serta resistan terhadap penyakit (Pech et al. 2017). Sebanyak
72% jumlah produksi ikan nila dunia dikembangkan di Asia Tenggara (Ye et al.
2011). Nila menjadi komoditas penting di Indonesia karena total produksi global
mencapai 6.510.700 ton pada tahun 2017, dimana kontribusi ekspor Indonesia
sebesar 18.43% (Fitzsimmons 2018). Salah satu upaya meningkatkan produksi nila
adalah dengan intensifikasi. Aplikasi padat penebaran tinggi, penurunan kualitas air
dan stres pada ikan adalah faktor yang umumnya mengakibatkan penyakit pada ikan
(Sebastiao et al. 2015). Salah satunya adalah penyakit Streptococcosis yang
disebabkan oleh Streptococcus agalactiae yang diketahui sebagai penyebab utama
kematian pada budidaya ikan nila di dunia (Kanika et al. 2017). Bakteri ini
menyebabkan kegagalan panen sehingga menimbulkan kerugian ekonomi yang
sangat besar di industri akuakultur nila di beberapa negara termasuk Brasil (Tavares
etal. 2016), Indonesia (Lusiastuti et al. 2014; Pradeep et al. 2016; Malaysia (Amal
et al. 2015), Thailand (Kayansamruaj et al. 2014) dan Cina (Chen et al. 2012).

Salah satu alternatif pengendalian untuk mengatasi serangan penyakit adalah
dengan penggunaan prebiotik (Ringo et al. 2010). Prebiotik adalah bahan pangan
yang tidak dapat dicerna oleh inang, namun memberikan efek menguntungkan bagi
inangnya dengan cara merangsang pertumbuhan dan meningkatkan aktivitas
mikrobiota menguntungkan di dalam usus sehingga meningkatkan kesehatan inang
(Cerezuela et al. 2011). Bahan pangan yang tidak tercerna biasanya berupa
oligosakarida seperti fruktooligosakarida (FOS), galaktooligosakarida (GOS), serta
inulin (Sanz et al. 2005), yang mempunya sifat tidak dapat dihidrolisis oleh asam
lambung, namun dapat difermentasi oleh probiotik di usus. Beberapa hasil
penelitian menunjukkan bahwa pemberian prebiotik mampu meningkatkan
pertumbuhan, kelangsungan hidup, kecernaan pakan, efisiensi pakan, komposisi
mikrobiota dalam usus, menghambat pertumbuhan patogen, dan meningkatkan
imunitas ikan (Gibson et al. 2010; Merrifield et al. 2010; Roberfroid et al. 2010).

Mikrobiota usus merupakan berbagai jenis mikrobiota, baik yang merugikan
maupun yang menguntungkan yang hidup di dalam usus (Flint et al. 2012).
Mikrobiota usus belum diketahui secara luas komposisinya walaupun sudah
diketahui perannya yang sangat besar dalam menopang aktivitas metabolisme yang
berpengaruh terhadap kesehatan inang (Mohan et al. 2017), juga berkontribusi pada
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nutrisi dan energi pada proses fermentasi anaerob (Garcia-Elorriaga & Pineda 2013;
Erejuwa et al. 2014; Marchesi et al. 2016). Keragaman dan perubahan mikrobiota
usus hewan akuatik belum banyak diketahui (Xia et al. 2014). Terbatasnya
kemampuan untuk mengkultur dan mengisolasi sebagian besar mikrobiota dari
sampel menyebabkan koloni mikrobiota yang ditemukan tidak bisa diidentifikasi,
sehingga pola representasi populasi mikrobiota tidak diketahui (Tyagi & Singh
2017). Seperti halnya vertebrata lain, mikrobiota usus juga diharapkan berpengaruh
dalam kesehatan dan fisiologi ikan (Ghanbari et al. 2015).

Strategi untuk meningkatkan kualitas dan keseimbangan mikrobiota pada
spesies yang memiliki fungsi baik diantaranya dengan meningkatkan pertumbuhan
probiotik, dengan cara memberikan prebiotik seperti fruktooligosakarida (FOS),
inulin dan oligofruktosa (Kellow et al. 2014; Rastall & Gibson 2015). Seperti
penelitian yang dilakukan oleh El-Asely et al. (2014), yang menggunakan polen
lebah madu sebagai prebiotik pada pakan mampu meningkatkan laju pertumbuhan
dan imunitas non spesifik ikan, serta mampu mengendalikan infeksi bakteri
Aeromonas hydrophila pada ikan nila. Fuandila et al. (2019) telah melakukan
penelitian menggunakan madu multiflora dan mendapatkan hasil adanya
peningkatan kinerja pertumbuhan dan respons imun udang vaname terhadap infeksi
Vibrio parahaemolyticus.

Sejauh ini belum ada penelitian terkait penggunaan madu pada ikan nila
terutama pengaruhnya terhadap keragaman mikrobiota dan mikrovili usus ikan.
Dengan demikian, tujuan dari penelitian ini adalah mengevaluasi pemberian
prebiotik dari madu yang diberikan melalui pakan terhadap kinerja pertumbuhan,
aktivitas enzim pencernaan, mikrovili usus, asam lemak rantai pendek dan
komposisi mikrobiota saluran pencernaan ikan nila (Oreochromis niloticus).

4.2 Bahan Dan Metode

4.2.1 Pemeliharaan dan percobaan pakan uji pada ikan nila

Penelitian ini menggunakan madu randu, merupakan madu terbaik dari
beberapa jenis madu yang diteliti sebelumnya, karena memiliki kandungan
oligosakarida berupa FOS dan inulin, resistan terhadap hidrolisis asam lambung
dan a- amilase, dan mampu menstimulasi pertumbuhan bakteri probiotik. Madu
randu diperoleh dari Pusat Perlebahan Sukatani, Depok, Jawa Barat. Penelitian
menggunakan empat perlakuan yaitu kontrol (tanpa penambahan madu) dan
pakan dengan penambahan madu dosis 0.25% (2.5 g Kg! pakan), 0.5% (5 g Kg"
! pakan), dan 1% (10 g Kg'!' pakan). Setiap perlakuan diulang empat kali. Pakan
yang digunakan dalam penelitian ini berupa pakan komersial Hi Pro Vite 781
dengan kandungan protein 31-33%. Pakan yang mengandung madu dibuat
dengan cara mencampurkan madu dan putih telur (sebagai perekat) sebanyak
2.0% pada pakan sesuai perlakuan, dengan cara dispray. Sebelum diberikan ke
ikan, pakan dikeringudarakan terlebih dahulu selama 10-15 menit.

Ikan nila yang digunakan pada penelitian ini adalah ikan nila ukuran
1040.24 cm dan berat 20.94+1.72 g yang berasal dari Instalasi Riset Pengendalian
Penyakit Ikan, Depok, Jawa Barat. Sebelum diberi perlakuan dengan pakan uji,
ikan diaklimatisasi selama satu minggu pada bak fiber volume 500 L.
Selanjutnya 320 ekor ikan dipelihara selama 30 hari dalam wadah pemeliharaan
berupa akuarium ukuran 100x60x60 cm® (volume 60 L) sebanyak 16 buah
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dengan padat tebar 20 ekor per akuarium. Pemberian pakan dilakukan secara
satiasi tiga kali dalam sehari yaitu pukul 07.00, 12.00, dan 18.00 WIB.
Penyiponan dan pergantian air dilakukan setiap pagi hari sebanyak 10 % dari
total volume air per akuariumnya. Kualitas air dijaga mengacu pada SNI 6141.2:
2009, kisaran suhu 28 - 30 °C, DO 4-6 mg L', pH 6.5-7.5 dan TAN 0.1- 0.5 mg
L.

4.2.2 Pengukuran kinerja pertumbuhan

Parameter kinerja pertumbuhan yang diukur meliputi kelangsungan hidup,
laju pertumbuhan spesifik, dan rasio konversi pakan. Semua ikan nila dari setiap
perlakuan ditimbang setiap 10 hari untuk mengetahui bobot tubuh ikan. Evaluasi
kinerja pertumbuhan berdasarkan rumus kelangsungan hidup (%) = 100 x
jumlah akhir ikan / jumlah awal ikan. Laju pertumbuhan spesifik (%) = 100 x
(In bobot akhir — In bobot awal) /hari pemeliharaan. Rasio konversi pakan=
pakan yang dikonsumsi / pertambahan berat badan (Zokacifar et al. 2012).

4.2.3 Pengukuran aktivitas enzim pencernaan

Pengukuran enzim pencernaan dilakukan pada hari ke 30 masa
pemeliharaan. Analisis aktivitas enzim pencernaan ikan nila meliputi enzim
protease, lipase, dan amilase. Sampel adalah usus ikan sebanyak 10
ckor/perlakuan dari ulangan yang berbeda. Usus dipotong dan ditimbang
sebanyak 1 g, kemudian dihomogenkan dalam 10 mL PBS (phosphate buffer
saline) yaitu 8 g NaCl, 1.5 g Na;PO4, 0.2 g KCI, 0.2 g KH2PO4, 1000 mL
akuades. Usus dihomogenkan dan disentrifuse selama 20 menit pada kecepatan
15000 rpm pada suhu 4 °C. Supernatan yang diperoleh digunakan untuk analisis
aktivitas enzim pencernaan. Uji aktivitas amilase menggunakan metode
Bergmeyer dan Grasi (1983), uji aktivitas lipase menggunakan metode
Borlongan (1990), dan uji aktivitas protease menggunakan metode Bergmeyer
& Grasi (1983).

4.2.4 Mikrovili usus ikan nila

Pengukuran mikrovili usus dilakukan pada hari ke 30 masa pemeliharaan.
Sampel adalah usus ikan 3 ekor ikan/ulangan preparasi untuk pengamatan
mikrovili usus ikan nila mengacu pada Goldstein et al. (2003), meliputi
pembersihan, prefiksasi, fiksasi, dehidrasi, pengeringan, pemasangan spesimen
pada stub, pelapisan dengan Au menggunakan ion coater. Pemotongan dan
pengamatan sampel dilakukan seperti penelitian Munaeni et al. (2020) yaitu
secara vertikal dan horizontal. Pengamatan dilakukan dengan SEM (Scanning
Electron Microscopy) tipe JEOL JSM IT 200 10kV. Empat gambar pada
perbesaran x 4000 dari masing-masing perlakuan dengan pemotongan vertikal
dianalisis dengan software ImageJ. Parameter yang diamati meliputi panjang
mikrovili (PMv) dan lebar mikrovili (LMv) dalam pm, sedangkan rasio
perimeter (RP) dan kerapatan mikrovili (KMv) dalam arbitrary units (AU)
berdasarkan rumus yang digunakan oleh Dimitroglou et al. (2011): Rasio
perimeter (AU) = perimeter internal / perimeter eksternal — arbitrary units.
Kerapatan mikrovili (AU) = kerapatan mikrovili bagian foreground / area
mikrovili bagian background — arbitrary units.
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4.2.5 Analisis asam lemak rantai pendek (SCFA)

Pengukuran asam lemak rantai pendek dilakukan pada hari ke 30 masa
pemeliharaan. Analisis kuantitatif dari konsentrasi asam lemak rantai pendek
bagian usus dari koleksi sampel ikan segar dilakukan dengan menggunakan
HPLC (high performance liquid chromatography). Lima ekor ikan dari setiap
perlakuan diambil isi ususnya, kemudian digabungkan dalam satu tube.
Selanjutnya disentrifugasi dan disaring dengan ukuran 0.2 um. Sebanyak 20 pL
supernatan yang dihasilkan diambil dan diinjeksikan secara langsung pada
BioRad HPX87H kolom analisis asam organik dan dipisahkan secara isokratis
0-005 mol I'' H2SO4 dengan laju aliran 0.5 mL™!. Puncak dianalisis menggunakan
detektor ultraviolet dengan panjang gelombang variabel dan dikuantifikasi
dengan integrator Hewlett Packard 3392A.

4.2.6 Komposisi mikrobiota usus

Pengukuran komposisi mikrobiota dilakukan pada hari ke 30 masa
pemeliharaan. Sampel usus ikan nila tiga ekor/ulangan, diuji dengan NGS (next
generation sequencing). Permukaan tubuh ikan nila dicuci dan didesinfeksi
menggunakan etanol 70%, dibilas akuades steril sebanyak tiga kali, kemudian
rongga perut dibuka secara aseptik. Usus ikan nila ditimbang sebanyak 5 g dan
dimasukkan ke dalam wadah steril selanjutnya disimpan pada suhu -80 °C
sampai diproses lebih lanjut. Selanjutnya sampel dibawa ke laboratorium
NovogeneAIT untuk diuji komposisi dan keragaman bakteri pada usus. Tahapan
dari uji ini adalah ekstraksi DNA, amplifikasi PCR, purifikasi, preparasi library,
dan quality control.

Metode sekuensing dilakukan dengan ekstraksi genom DNA dari sampel
menggunakan metode CTAB/SDS. Konsentrasi DNA dan kemurniannya
diamati dengan gel agarose 1%. DNA diencerkan menjadi 1ng / pL
menggunakan air steril. Amplifikasi dilakukan pada wilayah 16S
rRNA/18SrRNA/ITS menggunakan primer spesifik dengan barcode. Semua
reaksi PCR dilakukan dengan Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (Biolab
New England). Kuantifikasi dan kualifikasi PCR produk dilakukan dengan
mencampur volume yang sama dari 1X loading buffer (mengandung SYB green)
dengan produk PCR dan elektroforesis pada gel agarose 2%. Sampel dengan pita
utama pada ukuran antara 400-450 bp dipilih untuk analisis lebih lanjut.
Pencampuran dan pemurnian produk PCR dilakukan dengan rasio
kesetimbangan (hasil, spesifitas dan ketepatan). Selanjutnya produk campuran
PCR dimurnikan dengan Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen, Jerman). Preparasi
library dan sekuensing menggunakan TruSeq® DNA PCR-Free Sample
Preparation Kit (Illumina, USA), kemudian diukur menggunakan Qubit@ 2.0
Fluorometer (Thermo Scientific) dan Agilent Bioanalyzer 2100 system.
Selanjutnya, library disekuensing menggunakan platform Illumina HiSeq2500
dengan ukuran 250 bp.

4.2.7 Analisis data

Bobot biomassa awal, bobot biomassa akhir, pertambahan bobot,
konsumsi pakan, kelangsungan hidup, laju pertumbuhan spesifik, rasio konversi
pakan, mikrovili usus, asam lemak rantai pendek, dan aktivitas enzim
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pencernaan dianalisis dengan Anova (Analysis of Variance). Apabila ada
perbedaan antar perlakuan, dilanjutkan dengan uji Duncan pada selang
kepercayaan 95%. Morfologi usus dianalisis secara deskriptif. Uji proteomik
dengan NGS, file fastqfile diolah menggunakan program bioinformatika QIIME
(Caporaso et al. 2010).

43 Hasil

4.3.1 Kinerja pertumbuhan dan kelangsungan hidup

Data kinerja pertumbuhan ikan nila yang meliputi bobot biomassa awal,
bobot biomassa akhir, pertambahan bobot, jumlah konsumsi pakan, laju
pertumbuhan spesifik, rasio konversi pakan, dan kelangsungan hidup disajikan

pada Tabel 4.
Tabel 4 Kinerja pertumbuhan ikan nila yang diberi prebiotik madu melalui
pakan
Perlakuan
Parameter Kontrol 0.25% 0.50% 100%

WO (g) 21.20£1.25a  20.60£0.16a  20.40£0.09a  20.60+0.05a
Wt (g) 31.28+1.18¢ 36+3.60bc 37.33+£2.50b 46.66+3.08a
AW (g) 10.08+0.59¢ 15.44+3.69b 16.934+2.69b 26.06+2.44a
KP (g) 466.77+4.45b  492.78+4.03a  500.45+5.72a  500.43+2.83a
LPS (%/hari) 7.69+0.20c 9.05+0.07bc 9.38+0.52ab 10.87+0.30a
RKP 1.24+0.02a 1.057+0.01b 1.027+0.00bc 1.006+0.07¢
KH (%) 98%=+0.02a 98%+0.02a 96%=0.00a 98%:=+0.02a

= <L Angka pada baris yang sama yang diikuti oleh huruf' yang sama tidak berbeda nyata pada taraf uji 5% (uji selang berganda
= = Duncan). WO0: Bobot biomassa awal, Wt: Bobot biomassa akhir (W30), AW: Pertambahan bobot, KP: Konsumsi pakan,

5. LPS: Laju Pertumbuhan Spesifik, RKP: Rasio Konversi Pakan, KH: Kelangsungan hidup; kontrol (tanpa pemberian
prebiotik), prebiotik madu dosis 0.25, 0.5 dan 1%

2 ¢ Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa bobot biomassa awal antar
perlakuan tidak berbeda nyata (P>0.05). Bobot biomassa akhir penelitian yaitu

== pada hari ke-30 menunjukkan perbedaan yang nyata (P<0.05) antar perlakuan,

g2 dengan biomassa tertinggi pada perlakuan penambahan prebiotik 1% dan
g 3 terendah pada perlakuan kontrol. Pertambahan bobot ikan nila menunjukkan
& beda nyata (P<0.05 antar perlakuan, dengan pertambahan bobot tertinggi pada
S perlakuan penambahan prebiotik 1% dan terendah pada perlakuan kontrol.
® Konsumsi pakan, laju pertumbuhan spesifik, dan rasio konversi pakan dari
semua perlakuan berbeda nyata (P<0.05). Kelangsungan hidup untuk semua
perlakuan tidak berbeda nyata (P>0.05).

4.3.1 Mikrovili usus ikan nila

Pengaruh pemberian prebiotik madu melalui pakan pada mikrovili usus
ikan nila menggunakan Scanning Electron Microscopy disajikan dalam Gambar
8. Hasil pengamatan menunjukkan adanya perbedaan mikrovili usus ikan nila
pada perlakuan kontrol dibandingkan dengan perlakuan yang diberi penambahan
madu pada pakan. Mikrovili usus ikan nila pada perlakuan pakan dengan
penambahan madu lebih panjang dan rapat dibandingkan dengan perlakuan
kontrol.
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Gambar 8 Mikrovili usus ikan nila yang diberi prebiotik melalui pakan setelah
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ikan nila pada perlakuan kontrol dibandingkan dengan perlakuan pemberian

pakan dengan SEM disajikan pada Tabel 5. Terdapat perbedaan mikrovili usus
prebiotik. Panjang mikrovili

perlakuan berbeda nyata (P<0.05) terhadap kontrol.
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Tabel 5 Panjang mikrovili (PMv), rasio perimeter (PR) dan kerapatan mikrovili
(KMv) usus ikan nila yang diberi prebiotik madu melalui pakan

p K 1 Perlakuan
arameter ontro 0.25% 0.50% 1.00%
PMv (um) 7.0020.83b 71120782 72+022a  7.55+034a
RP (AU) 2.23+0.16b 3.3240.15a  3.54+038a  3.1140.11a
KMv (AU) 2.74+0.19¢ 5.24+0.13b  549:0.0la  5.70£0.10a

Angka pada baris yang sama yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf
uji 5% (uji selang berganda Duncan). Panjang mikrovili (PMv), rasio perimeter (PR), dan
kerapatan mikrovili (KMv)

4.3.2 Aktivitas enzim pencernaan

Hasil pengukuran aktivitas enzim amilase, protease, dan lipase pada ikan
nila setelah 30 hari pemberian prebiotik madu disajikan pada Tabel 6. Hasil
pengukuran aktivitas enzim amilase dan protease menunjukkan nilai yang
berbeda nyata (P<0.05) antara perlakuan prebiotik madu dengan kontrol. Nilai
tertinggi terdapat pada perlakuan dengan penambahan madu dosis 1% pada
pakan dan terendah terdapat pada kontrol. Pengukuran enzim lipase
menunjukkan nilai yang tidak berbeda nyata (P>0.05) antar perlakuan
penambahan madu, namun berbeda nyata (P<0.05) dengan kontrol. Nilai
tertinggi terdapat pada perlakuan dengan penambahan madu dosis 1% dan
terendah adalah kontrol.

Tabel 6 Aktivitas enzim amilase, protease dan lipase pada saluran pencernaan
ikan nila yang diberi prebiotik madu melalui pakan

Enzim (Ug™) Kontrol Perlakuan
0.25% 0.50% 1.00%
Amilase 47.54+4.75¢ 63.3+4.14bc 85.97+6.81b 239.4+3.11a
Protease 11.64+0.00b 17.72+8.81ab 16.01+4.95b 24.2441.29a
Lipase 12.2843.95b 14.245+4.24a 14.39+4.98a 15.494+1.47a

Angka pada baris yang sama yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf
uji 5% (uji selang berganda Duncan). K (kontrol), 0.25% (pakan dengan penambahan prebiotik
0.25%), 0.5% (pakan dengan penambahan prebiotik 0.5%), 1% (pakan dengan penambahan
prebiotik 1%)

4.3.3 Asam lemak rantai pendek (SCFA)

Hasil pengujian asam lemak rantai pendek (asam asetat, propionat, iso
butirat, N butirat, iso valerat, N valerat) setelah 30 hari pemberian prebiotik
madu disajikan dalam Tabel 7. Pemberian prebiotik madu mampu meningkatkan
asam lemak rantai pendek. Asam asetat, propionat, iso butirat, N-butirat, iso
valerat dan N valerat berbeda nyata antar perlakuan (P<0.05).
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Tabel 7 Kandungan asam lemak rantai pendek (asam asetat, propionat, iso
butirat, N butirat, iso valerat, N valerat) pada usus ikan nila yang
diberi prebiotik madu melalui pakan

. Perlakuan
Jenis asam (Mmol) K 0.25% 0.50% 1.00%

Asetat 10.97+0.75b  16.31+0.92a 12.36+1.38b 12.09+0.23b
Propionat 2.76+0.21d 6.16+0.20b 4.21+0.21¢c 7.36+£0.37a
Iso butirat 0.97+0.09¢ 3.23+0.22b 1.2+0.04¢ 5.56+0.65a
N butirat 2.58+0.02d 5.37+0.16a 3.05+0.07¢ 3.91+0.20a
Iso valerat 1.72+0.06d 3.25+0.04b 2.45+0.10c 3.74+0.19a
N valerat 1.21+0.13bc 1.53+0.31ab 1.30+0.05¢ 1.74+0.05a

Angka pada baris yang sama yang diikuti oleh huruf' yang sama tidak berbeda nyata pada taraf uji 5% (uji selang berganda
Duncan). K (kontrol), 0.25% (pakan dengan penambahan prebiotik 0.25%), 0.5% (pakan dengan penambahan prebiotik
0.5%) dan 1% (pakan dengan penambahan prebiotik 1%)

4.3.4 Komposisi mikrobiota usus

Kelimpahan mikrobiota pada saluran pencernaan ikan nila yang diberi
prebiotik madu dosis 0.25%, 0.5%, dan 1% melalui pakan dan perlakuan pakan
tanpa prebiotik sebagai kontrol disajikan dalam Gambar 9. Empat sampel yang
dianalisis menghasilkan 2567 sekuen DNA yang selanjutnya teridentifikasi
adanya Operational Taxonomy Unit (OTU) sebanyak 1854. Total OTU yang
terbanyak adalah perlakuan madu 0.5% sebesar 1618 spesies, disusul perlakuan
madu 0.25% sebanyak 376, perlakuan madu 1% sebanyak 182, dan kontrol
sebanyak 171 OTU.
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Gambar 9 Kurva kelimpahan mikrobiota pada saluran pencernaan ikan nila
yang diberi prebiotik madu dengan dosis yang berbeda. K (kontrol),
0.25% (pakan dengan penambahan prebiotik 0.25%), 0.5% (pakan
dengan penambahan prebiotik 0.5%), 1% (pakan dengan
penambahan prebiotik 1%)
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Diagram Venn mikrobiota pada saluran pencernaan ikan nila yang diberi
prebiotik madu dosis 0.25%, 0.5%, dan 1% melalui pakan dan tanpa prebiotik
madu sebagai kontrol disajikan pada Gambar 10. OTU unik dari semua
perlakuan (kontrol, perlakuan madu 0.25%, 0.5% dan 1%) berjumlah 1484. OTU

nik perlakuan kontrol = 19, perlakuan madu 0.25% = 90, perlakuan madu 0.5%

1355, dan perlakuan madu 1% =

20.

1%

0.5%

ambar 10 Diagram Venn mikrobiota pada saluran pencernaan ikan nila yang

diberi prebiotik madu dengan dosis berbeda. K (kontrol), 0.25%
(pakan dengan penambahan prebiotik 0.25%), 0.5% (pakan dengan
penambahan prebiotik 0.5%), 1% (pakan dengan penambahan
prebiotik 1%)

Kelimpahan mikrobiota level filum pada saluran pencernaan ikan nila
yang diberi prebiotik madu dosis 0.25%, 0.5%, dan 1% melalui pakan dan tanpa
prebiotik madu sebagai kontrol disajikan pada Gambar 11.
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Kelimpahan mikrobiota level filum pada saluran pencernaan ikan
nila yang diberi prebiotik madu dengan dosis berbeda. K (kontrol),
0.25% (pakan dengan penambahan prebiotik 0.25%), 0.5% (pakan
dengan penambahan prebiotik 0.5%), 1% (pakan dengan
penambahan prebiotik 1%)
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Analisis dengan NGS mendapatkan data bahwa mikrobiota pada usus ikan
nila tersusun atas 10 filum (Cyanobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi,
Gemmatimonadetes, Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Verrumicrobia,
Proteobacteria, dan Fusobacteria). Dari 10 filum tersebut, hanya lima filum
yang ada pada setiap perlakuan (Bacteroidetes, Actinobacteria, Verrumicrobia,
Proteobacteria, dan Fusobacteria). Persentase filum dominan dari keempat
perlakuan adalah  Fusobacteria (>38%  Proteobacteria  (>16.25%),
Verrumicrobia (>16%), Actinobacteria (>10.25%), dan Bacteroidetes
(>4.375%). Lima filum yang lain (Firmicutes, Cyanobacteria, Acidobacteria,
Chloroflexi, dan Gemmatimonadetes) menunjukkan variasi kelimpahan level
filum yang hanya ada pada perlakuan penambahan prebiotik madu.
Cyanobacteria ditemukan pada perlakuan pakan dengan penambahan madu
0.25% dan 1%, Acidobacteria hanya ditemukan pada perlakuan pakan dengan
penambahan madu 0.5% dan 1%. Gemmatimonadetes dan Chloroflexi hanya ada
pada perlakuan penambahan madu 0.5%, dan Firmicutes ditemukan pada semua
perlakuan pakan dengan penambahan madu.

Kelimpahan mikrobiota level genus pada saluran pencernaan ikan nila
yang diberi prebiotik madu dosis 0.25%, 0.5%, dan 1% melalui pakan dan tanpa
prebiotik madu sebagai kontrol disajikan pada Gambar 12. Terdapat dua genus
yang ditemukan pada semua perlakuan (Cetobacterium dan Akkermansia).
Persentase genus Cetobacterium adalah 38% sedangkan Akkermansia sebanyak
14.75% dari jumlah OTU yang teridentifikasi. Terdapat dua genus yang hanya
ditemukan pada ketiga perlakuan madu dalam pakan yaitu Clostridium-sensu-
stricto dan Bacillus.
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Gambar 12 Kelimpahan genus pada saluran pencernaan ikan nila yang diberi
prebiotik madu dengan dosis berbeda. K (kontrol), 0.25% (pakan
dengan penambahan prebiotik 0.25%), 0.5% (pakan dengan
penambahan prebiotik 0.5%), 1% (pakan dengan penambahan
prebiotik 1%)
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4.4 Pembahasan

Prebiotik adalah bahan makanan yang mengandung karbohidrat yang dapat
difermentasi oleh probiotik sehingga menguntungkan kesehatan inang dengan cara
memodulasi keseimbangan mikrobiota usus (Roberfoid et al. 2010), biasanya
Herupa FOS, inulin dan beberapa oligosakarida lainnya (Ringo et al. 2010). Madu
pada dasarnya adalah larutan gula jenuh, terutama fruktosa dan glukosa, disakarida
(sukrosa dan maltosa), serta oligosakarida (Viuda-Martos et al. 2008). Beberapa
oligosakarida yang terkandung dalam madu yakni 1-kestosa, nistosa dan inulobiosa
{Jan et al. 2010). Madu digunakan dalam penelitian ini karena mengandung
prebiotik FOS, GOS dan inulin (Fuandila et al. 2019) yang telah banyak diteliti
untuk akuakultur dan terbukti meningkatkan kinerja pertumbuhan dan resistansi
penyakit.

Beberapa penelitian tentang suplementasi MOS terbukti mampu
meningkatkan kinerja pertumbuhan dan pemanfaatan pakan pada ikan (Dimitroglou
gt al. 2010a; Refstie et al. 2010; Sang & Fotedar 2010; Torrecillas et al. 2011).
Suplemasi FOS sebanyak 2% mampu menaikkan kinerja pertumbuhan ikan nila
(El-Gawad et al. 2016), sedangkan penelitian Grisdale-Helland et al. (2008)
menemukan bahwa suplementasi 1% oligosakarida secara signifikan meningkatkan
tingkat kecernaan ikan salmon atlantik (Salmo salar). Prebiotik akan memberikan
lingkungan yang optimal untuk pertumbuhan mikrobiota usus menguntungkan
(Poot-Lopez et al. 2014).

Nilai RKP yang diperoleh pada perlakuan prebiotik madu signifikan (P<0.05)
lebih rendah dibandingkan kontrol (Tabel 4). Hal tersebut disebabkan oleh adanya
peran bakteri menguntungkan yang dapat memanfaatkan prebiotik yang terkandung
di dalam madu. Menurut Ai et al. (2011), bakteri saluran pencernaan berperan
dalam dekomposisi nutrien, memberikan bahan aktif secara fisiologis seperti enzim,
asam amino dan vitamin pada makroorganisme, sehingga memfasilitasi
pemanfaatan pakan dan pencernaan yang lebih baik. Menurunnya nilai RKP
disebabkan oleh adanya peningkatan pemanfaatan pakan dalam usus, adanya
aktivitas enzim yang dilakukan oleh bakteri probiotik, serta peningkatan aktivitas
gastrointestinal tract (Aquiano et al. 2013), dibuktikan dengan peningkatan
aktivitas enzim pencernaan (amilase dan lipase) pada perlakuan pemberian madu
yang berbeda nyata dengan perlakuan kontrol (P<0.05) (Tabel 6).

Mikrobiota usus akan memproduksi enzim untuk pencernaan pakan seperti
amilase, protease, dan lipase, serta dengan menyediakan faktor pertumbuhan yang
diperlukan inang. Enzim amilase dapat menghidrolisis amilum dan membantu
pencernaan pada organisme. Berdasarkan hasil pengukuran aktivitas enzim
diperoleh data bahwa aktivitas enzim amilase semakin meningkat dengan
meningkatnya dosis madu (Tabel 6), aktivitas amilase tertinggi pada penambahan
prebiotik madu 1% (239.4+3.11 U g'! protein). Hal tersebut disebabkan semakin
tinggi jumlah madu yang ditambahkan pada pakan, maka semakin besar pula
jumlah oligosakarida yang bisa dimanfaatkan oleh mikrobiota usus penghasil enzim
eksogen pada ikan nila. Enzim protease mampu menghidrolisis protein menjadi
peptida, bakteri menghasilkan peptidase yang menguraikan peptida menjadi asam-
asam amino yang diperlukan untuk metabolisme. Aktivitas protease tertinggi pada
piebiotik madu 1% (24.24+1.29 U g! protein). Lipase merupakan kelompok enzim
yang berfungsi menghidrolisis lemak, monogliserida, digliserida, dan trigliserida
untuk menghasilkan asam lemak bebas dan gliserol (Falony et al. 2006). Aktivitas
lipase pada madu 0.25%, 0.5% dan 1% lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol.
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Mikrobiota usus dan enzim yang dihasilkan sangat berkaitan, karena jumlah
mikroba usus berbanding lurus dengan enzim yang dihasilkan. Hal tersebut sesuai
dengan penelitian Sankari et al. (2016) yang menyatakan bahwa mikrobiota usus
dan enzim yang dihasilkan meningkatkan rasio konversi pakan dan kinerja
pertumbuhan. Enzim eksogen yang dihasilkan oleh mikrobiota di saluran
pencernaan akan membantu enzim endogen inang untuk menghidrolisis nutrien
pada pakan (Hamsah et al. 2017), sehingga pakan dapat dimanfaatkan secara
maksimal untuk pertumbuhan. Hal tersebut juga terbukti pada penelitian ini bahwa
perlakuan penambahan prebiotik madu mampu meningkatkan bobot akhir,
pertambahan bobot, dan laju pertumbuhan spesifik ikan nila (Tabel 4). Terdapat
korelasi antara peningkatan aktivitas enzim pencernaan dan total bakteri di usus
yang mampu meningkatkan pemanfaatan pakan untuk pertumbuhan ikan
(Soleimani et al. 2012) dan udang (Munaeni et al. 2020). Pemberian pakan dengan
penambahan madu mampu meningkatkan bobot ikan (Tabel 4), dengan bobot
tertinggi pada penambahan madu 1%. Hal ini sesuai dengan penelitian El-Latif et
al. (2015), bahwa terdapat korelasi antara peningkatan aktivitas enzim pencernaan
dan mikrovili karena penambahan prebiotik.

Mikrovili berperan dalam penahanan dan pemanfaatan nutrien dalam usus.
Pemberian madu pada pakan secara signifikan menaikkan panjang mikrovili usus,
dengan mikrovili terpanjang pada perlakuan pakan dengan penambahan madu 1%.
Semakin tinggi dosis madu, maka mikrovilinya semakin panjang (Tabel 5). Hal
tersebut disebabkan semakin tinggi dosis madu yang ditambahkan pada pakan,
maka semakin tinggi enzim yang dihasilkan mikrobiota yang akan meningkatkan
enzim inang dalam memacu kinerja pertumbuhan inang. Peningkatan jumlah dan
panjang mikrovili menyebabkan perluasan area penyerapan di usus yang
bermanfaat dalam penyerapan nutrien sehingga meningkatkan kinerja pertumbuhan
inang (Dimitroglou et al. 2011; Dimitroglou et al. 2010a; Dimitroglou et al. 2010b).
Rasio perimeter perlakuan pemberian madu pada pakan lebih tinggi apabila
dibandingkan dengan kontrol. Rasio yang tinggi menunjukkan perimeter usus yang
tinggi dengan struktur vili yang lebih panjang dan lebih kompleks. Perubahan
bentuk morfologi usus yang lebih baik merupakan salah satu faktor dalam
meningkatkan kinerja pertumbuhan dan indikator dari pemanfaatan pakan yang
efektif. Pemberian prebiotik madu pada ikan nila mampu meningkatkan kerapatan
mikrovili dan mampu memproduksi lebih banyak struktur mikrovili (Tabel 4),
dengan kerapatan tertinggi pada penambahan madu 1%. Hal tersebut sesuai dengan
penelitian Dimitroglou et al. (2010) yang telah menambahkan MOS pada pakan
ikan nila.

Fermentasi prebiotik yang terjadi di usus menghasilkan SCFA (short chain
fatty acid), H2, CO2, dan CH4 yang dihasilkan dari glikolisis bakteri anaerob
(Metzler-Zebeli et al. 2010). Produk akhir dari fermentasi karbohidrat adalah asetat,
propionat, butirat, isobutirat, dan isovalerat (Macfarlane & Macfarlane 2003). Hasil
uji kandungan asam propionat dan butirat pada perlakuan pakan dengan
penambahan prebiotik madu 1% pada ikan nila (Tabel 7) menunjukkan hasil yang
lebih tinggi dibandingkan penelitian yang dilakukan Leenhouwers et al. (2007)
yang menambahkan biji-bijian sereal pada pakan dan Amirkolaie et al. (2006) yang
menambahkan pati pada pakan ikan nila. SCFA memiliki pengaruh penting dalam
mengubah komposisi dan kolonisasi mikrobiota usus, dan sangat berpengaruh
terhadap berbagai kondisi kesehatan seperti efek fagositik, antiinflamasi dan
antimikroba pada ikan dan mamalia (Liu et al. 2014; Allameh et al. 2017), serta
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memberikan energi dalam pembentukan morfologi usus yaitu meningkatkan
panjang mikrovili dan meningkatkan jumlah sel epitel (Dimitroglou et al. 2010b).

Perlakuan pemberian prebiotik madu pada pakan memberikan OTU yang
lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol (Gambar 10). Hal tersebut disebabkan
kandungan oligosakarida dari madu dapat dimanfaatkan oleh mikrobiota usus.
Fingginya OTU unik pada perlakuan penambahan madu 0.5% (1335), diduga
Karena OTU unik tersebut mampu tumbuh dengan baik pada lingkungan tersebut,
sehingga terjadi kesetimbangan antar spesies yang bersama-sama dapat
memanfaatkan nutrien dari oligosakarida madu sehingga semua komponen
mikrobiota dapat tumbuh dengan optimal. Namun tingginya OTU unik pada
perlakuan penambahan madu dosis 0.5% tidak memberikan kinerja pertumbuhan
vang lebih baik karena tidak semua OTU unik yang teridentifikasi merupakan
mikrobiota yang menguntungkan yang bermanfaat terhadap kinerja pertumbuhan
ikan nila.

Mikrobiota usus memiliki peran penting dalam pencernaan zat makanan
Kompleks serta dalam mempertahankan status kesehatan inang. Komposisi
taksonomi mikrobiota usus ikan akan berubah dengan cepat dalam merespons
perubahan kebiasaan makan dan kondisi kesehatan inang (Li et al. 2014; Xia et al.
2014). Jenis mikrobiota dari filum Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria,
dan Fusobacteria ditemukan pada semua perlakuan pada penelitian ini.
Fusobacteria adalah komponen utama mikrobiota, diikuti oleh filum
Proteobacteria pada saluran pencernaaan ikan (Larsen et al. 2014; van Kessel et al.
201 1; Di Maiuta et al. 2013). Semua perlakuan, baik kontrol maupun perlakuan
pakan dengan penambahan madu teridentifikasi adanya kedua filum tersebut.
Actinobacteria merupakan filum utama yang teridentifikasi pada ikan nila (Gambar
11). Beberapa spesiesnya memiliki kemampuan untuk menghasilkan metabolit
sekunder seperti antibiotik, antitumor, anti parasit, dan enzim (Manivasagan et al.
2013). Actinobacteria yang bermanfaaat diantaranya Streptomyces sp.
Kemampuannya dalam memproduksi senyawa antagonis dan antimikroba yang
potensial dapat dimanfaatkan sebagai probiotik dalam akuakultur (Tan et al. 2016).

Semua perlakuan penambahan madu pada pakan teridentifikasi adanya filum
Firmicutes (Gambar 9). Menurut Ringo et al. (2018), sebagian besar Firmicutes
merupakan kandidat bakteri probiotik pada saluran pencernaan. Kehadiran bakteri
probiotik tersebut karena kemampuannya untuk memanfaatkan oligosakarida dari
madu yang ditambahkan pada pakan. Beberapa genus dari famili Firmicutes seperti
Bacillus, Lactobacillus dan Streptococcus sering digunakan sebagai probiotik
dalam akuakultur (Tyagi & Singh 2017). Satu persen dari keseluruhan OTU yang
teridentifikasi adalah genus Bacillus, diantaranya adalah B. funinculus, B.
coagulans, B. aerophillus, B. aryabhattai, B. agaradherens, dan B. cellulanlycun.
Bacillus merupakan genus bakteri yang telah sering digunakan sebagai probiotik
(Mingmongkolchai & Panbangred 2018).

Genus Clostridium sensu stricto mempunyai kemampuan untuk
memanfaatkan berbagai polisakarida, seperti selulosa, xilan dan hemiselulosa, yang
merupakan bagian utama dari serat tumbuhan secara sakarolitik, fermentasi serat,
dan juga proteolitik (Li et al. 2015). Genus Clostridium sensu stricto yang
teridentifikasi pada semua perlakuan penambahan madu sebanyak 2.87%.
Clostridium adalah bakteri komensal dan kemoorganotropik yang mampu
memfermentasi berbagai nutrien, seperti karbohidrat, protein, asam organik, dan
bahan organik lainnya, untuk menghasilkan asam asetat, asam propionat, asam
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butirat, dan beberapa pelarut, seperti aseton dan butanol yang akan menghasilkan
asam lemak rantai pendek (SCFA) dari fermentasi karbohidrat (Guo et al. 2020).

Penambahan prebiotik madu pada pakan mampu meningkatkan jumlah
bakteri probiotik dan merubah komposisi mikrobiota pada saluran pencernaan ikan
nila (Gambar 13), yang berkorelasi dengan kinerja pertumbuhan (Tabel 4) dan
berkaitan dengan morfologi usus ikan nila (Tabel 5). Jumlah Cetobacterium pada
pemberian pakan dengan dengan penambahan madu dosis 1% mengalami kenaikan.
Hal tersebut disebabkan karena dosis madu 1% merupakan dosis madu terbesar
sehingga dosis 1% madu mengandung oligosakarida yang terbanyak, yang tentu
saja berpengaruh terhadap populasi probiotik. Pada perlakuan pemberian pakan
dengan penambahan madu 1%, Cetobacterium dapat tumbuh dengan baik
dibandingkan dengan genus yang lain karena mampu memanfaatkan oligosakarida
madu dengan baik. Menurut Musatto & Manchilha (2007), bakteri probiotik
mampu menfermentasi oligosakarida yang terkandung pada madu sebagai substrat
untuk pertumbuhan dan menghambat bakteri patogen. Penggunaan prebiotik
merupakan salah satu upaya untuk meningkatkan pertumbuhan mikrobiota yang
menguntungkan pada mukosa saluran pencernaan, memperbesar peluang
menempelnya bakteri menguntungkan dari kelompok bakteri asam laktat, seperti
bifidobacteria dalam saluran pencernaan ikan (Wu et al. 2014).

Mycobacterium adalah salah satu bakteri patogen pada ikan. Spesies dari
genus Mycobacterium yang paling panyak menyerang ikan adalah Mycobacterium
marinum, Mycobacterium fortuitum dan Mycobacterium chelonae (Kusar et al.
2016). Pada perlakuan pakan dengan penambahan madu 1% tidak ditemukan
adanya genus Mycobacterium seperti pada kontrol dan dosis madu 0.25% dan 0.5%.
Hal tersebut disebabkan karena oligosakarida menghambat pertumbuhan bakteri
patogen, yaitu secara tidak langsung mencegah perlekatan dan kolonisasi bakteri
patogen pada usus (Song et al. 2014; Rodriguez-Estrada et al. 2013).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian prebiotik madu randu
dengan dosis 1% pada pakan nila mampu meningkatkan kinerja pertumbuhan dan
memberikan rasio konversi pakan lebih rendah, meningkatkan aktivitas enzim
pencernaan (amilase, protease, dan lipase), meningkatkan panjang, rasio perimeter
dan kerapatan mikrovili usus, meningkatkan asam lemak rantai pendek, memicu
munculnya Genus Bacillus dan Clostridium-sensu-stricto, meningkatkan
keragaman mikrobiota yang berpotensi sebagai probiotik yaitu Cetobacterium,
serta mereduksi genus Mycobacterium.

45 Simpulan

Pemberian prebiotik madu randu melalui pakan pada ikan nila mampu
meningkatkan kinerja pertumbuhan, memberikan rasio konversi pakan lebih
rendah, meningkatkan aktivitas enzim pencernaan, meningkatkan panjang, rasio
perimeter, dan kerapatan mikrovili usus, meningkatkan asam lemak rantai pendek,
memicu munculnya Genus Bacillus dan Clostridium-sensu-stricto dan
meningkatkan keragaman mikrobiota yang berpotensi sebagai probiotik yaitu
Cetobacterium, dengan dosis terbaik pada pemberian madu 1%.
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V EFEKTIVITAS PREBIOTIK MADU RANDU UNTUK
MENINGKATKAN KERAGAMAN MIKROBIOTA SALURAN
PENCERNAAN IKAN NILA (Oreochromis niloticus),
IMUNITAS, DAN PROTEKSI TERHADAP INFEKSI
Streptococcus agalactiae

ABSTRAK

Salah satu metode untuk meningkatkan meningkatkan imunitas ikan adalah
gengan pemberian prebiotik. Madu memiliki kandungan utama berupa
oligosakarida yang bisa dimanfaatkan sebagai prebiotik. Beberapa penelitian
melaporkan bahwa prebiotik dapat memicu sistem imun ikan. Tujuan dari
penelitian ini adalah mengevaluasi efektivitas prebiotik madu randu yang diberikan
melalui pakan untuk meningkatkan keragaman mikrobiota pada saluran pencernaan
ikan nila (Oreochromis niloticus), imunitas, dan proteksi terhadap infeksi
Streptococcus agalactiae. Penelitian menggunakan empat perlakuan yaitu kontrol
(pakan tanpa penambahan madu) dan pakan dengan penambahan madu dosis
0.25%, 0.5%, dan 1%. Ikan nila dengan ukuran 20+1.72 g dipelihara dengan pakan
perlakuan selama 30 hari. Selanjutnya ikan nila diuji tantang dengan bakteri S.
agalactiae pada kepadatan sel 10° CFU mL™' sebanyak 0.1 mL / ekor Hasil
penelitian menunjukkan bahwa pemberian prebiotik madu melalui pakan mampu
meningkatkan respiratory burst, lisozim, ekspresi gen IL8 dan TNFa, serta
menckan jumlah S. agalactiae di organ target, dan meningkatkan kelangsungan
hidup ikan nila ketika diinfeksi S. agalactiae. Hasil pengamatan organ hati dan
limpa ikan nila setelah uji tantang menunjukkan pada perlakuan kontrol positif
mengalami kerusakan yang lebih parah dibanding pada perlakuan pemberian
prebiotik madu. Perlakuan prebiotik madu dosis 1% yang diuji tantang S. agalactiae
menghasilkan OTU lebih banyak dengan OTU dominan adalah genus
Cetobacterium.

Kata kunci: Gen imun, lisozim, kelangsungan hidup, organ target, respiratory
burst

ABSTRACT

One method to increase fish immunity is by giving prebiotics. Honey has the
main content in the form of oligosaccharides which can be used as prebiotics.
Several studies have reported that prebiotics can trigger the immune system of fish.
The purpose of this study was to evaluate the effectiveness of the prebiotic kapok
honey dietary through feed on immunity, protection and microbiota diversity in the
digestive tract of tilapia (Oreochromis niloticus) against Streptococcus agalactiae
infection. The study used four treatments, namely control (feed without adding
honey) and feed with the addition of honey with doses of 0.25%, 0.5%, and 1%.
Tilapia weighing 20+1.72 g were reared with treated feed for 30 days. Furthermore,
tilapia were challenged with S. agalactiae bacteria at cell density of 10> CFU mL"!
was 0.1 mL / fish. The results showed that the prebiotic honey through feed was
able to increase respiration burst, lysozyme, IL8 and TNFa gene expression, and
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suppress the amount of S. agalactiae in target organs, and increase the survival of
tilapia when infected with S. agalactiae. The results of observation of the liver and
spleen of tilapia after the challenge test showed that the positive control treatment
had more severe damage than the prebiotic honey treatment. The prebiotic
treatment of 1% dose of honey tested against S. agalactiae produced more OTU
with the dominant OTU of the genus Cetobacterium.

Keywords: Immune genes, lysozyme, respiratory burst, survival, target organs

5.1 Pendahuluan

Ikan nila (Oreochromis niloticus) adalah salah satu komoditas utama pada
perikanan budidaya di sebagian besar belahan dunia karena mudah dibudidayakan
dan mampu beradaptasi pada berbagai kondisi lingkungan serta toleran terhadap
padat penebaran yang tinggi (Pech et al. 2016). Produksi ikan nila dunia menempati
urutan ketiga dengan total produksi mencapai 4 525.4 ribu ton atau 8.3% dari total
produksi ikan budidaya di dunia (FAO 2020). Peningkatan produksi didukung oleh
intensifikasi produksi dan perluasan area budidaya. Akan tetapi penerapan sistem
budidaya intensif dengan padat tebar yang tinggi menyebabkan penurunan kualitas
air dan meningkatkan stres pada ikan, sehingga mengakibatkan ikan mudah
terserang penyakit (Kennedy et al. 2016).

Salah satu penyakit pada budidaya ikan nila yang dapat menimbulkan
kerugian cukup tinggi adalah penyakit streptococcosis yang antara lain disebabkan
oleh infeksi bakteri Streptococcus agalactiae (Ye et al. 2011). Penyakit ini menjadi
kendala utama dalam budidaya ikan nila (Kayansamruaj et al. 2017; Shoemaker et
al. 2017), bisa menimbulkan kematian hingga 90 % (Ye et al. 2011; Chen et al.
2012). S. agalactiae adalah bakteri Gram positif, nonspora, fakultatif anaerob,
katalase negatif, homofermentatif dan memerlukan nutrisi yang komplek (Chen et
al. 2012). Pada ikan, bakteri ini dapat mengakibatkan radang otak, dengan gejala
lain yaitu pendarahan dan luka pada tubuh bagian luar dengan cairan yang
berlebihan, bintik merah di bagian operkulum, penumpukan cairan di bagian
pektoral, sirip ekor serta mulut, mata menonjol, adanya gas dan cairan yang
menumpuk di bagian perut, serta nanah muncul di sekitar operkulum (Osman et al.
2017).

Salah satu alternatif pengendalian untuk mengatasi serangan penyakit
tersebut adalah dengan penggunaan prebiotik (Ringo et al. 2010). Prebiotik adalah
bahan pangan yang tidak dapat dicerna oleh inang, namun memberikan efek
menguntungkan bagi inangnya dengan cara merangsang pertumbuhan dan aktivitas
bakteri menguntungkan di dalam usus sehingga menyehatkan inang (Cerezuela et
al. 2011). Bahan pangan yang tidak tercerna biasanya berupa oligosakarida seperti
fruktooligosakarida (FOS), galaktooligosakarida (GOS), serta inulin (Sanz et al.
2005), yang mempunya sifat tidak dapat dihidrolisis oleh asam lambung, namun
dapat difermentasi oleh probiotik di usus. Beberapa hasil penelitian menunjukkan
prebiotik mampu meningkatkan pertumbuhan, kelangsungan hidup, kecernaan
pakan, efisiensi pakan, komposisi mikroflora dalam usus, menghambat
pertumbuhan patogen, dan meningkatkan imunitas ikan (Merrifield et al. 2010).
Pemberian prebiotik mampu meningkatkan regulasi gen-gen terkait dengan
imunitas dan resistansi penyakit (Ringo et al. 2010; Song et al. 2014). Prebiotik
berpengaruh langsung terhadap efisiensi komunitas mikroba di usus, yang dapat
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memberikan efek positif bagi pertumbuhan dan kesehatan inang, serta merupakan
indikator khusus untuk menjelaskan potensi aplikasi prebiotik.

Asam lemak rantai pendek seperti asam butirat, asam asetat dan asam
propionat yang dihasilkan dari fermentasi prebiotik oleh mikrobiota usus
mempunyai fungsi khusus untuk pertumbuhan dan kesehatan inang, dan berbagai
produk akhir pemanfaatan prebiotik sangat bergantung pada keanekaragaman
mikrobiota usus (Guerreiro et. al. 2016; Teitelbaum 2009). Pemberian sodium
Butirat pada Ctenopharyngodon idella selama 60 hari terbukti mampu menginduksi
penurunan regulasi dari sitokin proinflamasi TNFa, IFNc2, IL1b, IL6, IL8, IL15,
117D, IL 12p35 dan IL12p40, ada peningkatan regulasi sitokin antiinflamasi IL10,
IL11, TGFbl, TGFb2, IL4 / 13A dan IL4 / 13B (Tian et al. 2017). Selain itu,
natrium butirat mikroenkapsulasi (MSB) secara signifikan berkorelasi dengan
skspresi HSP70 usus, sitokin proinflamasi (termasuk IL1b dan TNFa) dan sitokin
antiradang (TGFb) dalam setiap segmen usus, kecuali untuk HSP70 di usus bagian
distal dan IL1b di bagian depan ikan mas (Cyprinus carpio) (Liu et al. 2014).
Prebiotik memberikan stimulasi kekebalan dan resistansi terhadap penyakit (Zang
etal. 2014; Aietal. 2011; El-Latif et al. 2015). Mannanoligosakarida (MOS) yang
dikombinasikan dengan B-glucan meningkatkan performa pertumbuhan, imunitas,
dan resistansi penyakit pada timun laut (Gu et al. 2011).

Prebiotik yang dapat menginduksi imunitas disebut imunosakarida, akan
mengaktivasi sistem imun bawaan. Prebiotik akan mengaktivasi sistem imun
bawaan dengan dua cara yaitu mengaktivasi sistem imun bawaan inang secara
langsung dan tidak langsung yaitu dengan meningkatkan bakteri probiotik dalam
usus (Song et al. 2014). Aktivasi secara langsung yaitu karbohidrat berinteraksi
langsung dengan reseptor yang dimiliki inang yang kemudian menginduksi sistem
imun inang. Aktivitas imunomodulasi dari prebiotik dimediasi reseptor seperti -
glucan dan dectin-1. Aktivitas interaksi ligan ini memberikan sinyal molekul
transduksi seperti NF-kB, yang menstimulasi sel imun (Bron et al. 2012). Beberapa
jenis prebiotik yang banyak diteliti dan diaplikasikan pada berbagai jenis ikan
diantaranya fruktooligosakarida (FOS), short chain fruktooligosakarida (scFOS),
mannanoligosakarida (MOS), galaktooligosakarida (GOS),
arabinoxyloligosakarida (AXOS), isomaltooligosakarida (IMO), dan inulin (Ringo
& Song 2016). Berbagai prebiotik ini tersedia komersial sebagai prebiotik tunggal
sehingga mikroflora yang dapat terstimulasi pertumbuhannya relatif terbatas,
sehingga sangat diperlukan untuk menemukan satu bahan yang memiliki beberapa
jenis prebiotik.

Madu adalah salah satu sumber prebiotik (Tian et al. 2010). Kandungan
utamanya adalah oligosakarida yang terdiri dari fruktooligosakarida dan
glukooligosakarida, serta mempunyai banyak sekali komponen mikro (Viuda-
Martos et al. 2008). Madu memiliki beberapa fungsi diantaranya sebagai
antibakteri, antioksidan, antitumor, antiradang, dan antiviral (Ramadan & Al-
Ghamdi 2012). Oligosakarida madu dan komponen antibacterial secara sinergis
mampu meningkatkan pertumbuhan dan aktivitas probiotik dalam melawan
patogen (Mohan et al. 2017). Polen lebah madu yang ditambahkan pada pakan telah
diteliti mampu meningkatkan laju pertumbuhan dan imunitas non spesifik, serta
mengendalikan infeksi bakteri A. hydrophila pada ikan nila (El-Asely et al. 2014).

Sejauh ini belum ada penelitian terkait penggunaan madu pada ikan nila
terutama pengaruhnya terhadap imunitas proteksi dan keragaman mikrobiota
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saluran pencernaan ikan nila terhadap infeksi S. agalactiae. Dengan demikian,
tujuan dari penelitian ini adalah mengevaluasi efektivitas pemberian prebiotik madu
melalui pakan terhadap imunitas, proteksi dan keragaman mikrobiota saluran
pencernaan ikan nila terhadap infeksi S. agalactiae.

5.2 Bahan Dan Metode

5.2.1 Pemeliharaan dan Percobaan Pakan Uji pada Ikan Nila

Penelitian ini menggunakan madu randu, yaitu madu terbaik berdasarkan
uji aktivitas prebiotik yang sudah dilakukan dari beberapa jenis madu yang
diteliti sebelumnya. Madu randu diperoleh dari Pusat Perlebahan Sukatani
Depok, Jawa Barat. Penelitian menggunakan empat perlakuan yaitu kontrol
(tanpa penambahan madu) dan pakan dengan penambahan madu dosis 0.25%
(2.5 g Kg'! pakan), 0.5% (5 g Kg! pakan), dan 1% (10 g Kg'! pakan). Setiap
perlakuan diulang empat kali. Setelah ikan nila dipelihara selama 30 hari (hari
ke-30), ikan diuji tantang dengan suspensi S. agalactiae secara intramuskular
sebanyak 0.1 mL ekor™! pada konsentrasi 10° CFU mL™' yang merupakan dosis
LDso (Taukhid 2009), sedangkan ikan nila pada kontrol negatif diinjeksi dengan
phosphate buffer saline (PBS).

Pakan yang digunakan dalam penelitian ini berupa pakan komersial Hi Pro
Vite 781 dengan kandungan protein 31-33%. Pakan yang mengandung madu
dibuat dengan cara mencampurkan madu dan putih telur (sebagai perekat)
sebanyak 2.0 % pada pakan sesuai perlakuan, dengan cara dispray. Sebelum
diberikan ke ikan, pakan dikeringudarakan terlebih dahulu selama 10-15 menit.

Ikan nila yang digunakan pada penelitian ini adalah ikan nila ukuran
10+0.24 cm dan berat 20.9+1.72 g yang berasal dari Instalasi Riset Pengendalian
Penyakit Ikan, Depok, Jawa Barat. Sebelum diberi perlakuan dengan pakan uji,
ikan diaklimatisasi selama satu minggu pada bak fiber volume 500 L.
Selanjutnya 320 ekor ikan dipelihara selama 30 hari dalam wadah pemeliharaan
berupa akuarium ukuran 100 x 60 x 60 cm® (volume 60 L) sebanyak 16 buah
dengan padat tebar 20 ekor per akuarium. Pemberian pakan dilakukan secara
satiasi tiga kali dalam sehari yaitu pukul 07.00, 12.00, dan 18.00 WIB.
Penyiponan dan pergantian air dilakukan setiap pagi hari sebanyak 10 % dari
total volume air per akuariumnya. Kondisi kualitas air selama pemeliharaan
berada pada kisaran suhu 28 - 30 °C, DO 4 - 6 mg L', pH 6.5 - 7.5, TAN 0.1 -
0.5 mg L' sesuai dengan SNI 6141.2:2009.

5.2.2 Imunitas Ikan Nila Terhadap Infeksi S. agalactiae

Parameter imunitas yang diukur meliputi respiratory burst dan lisozim.
Respons imun diukur pada hari ke-0 (sebelum perlakuan), hari ke-10, hari ke-
20, hari ke-30 (sebelum uji tantang), hari ke-32 (setelah uji tantang), hari ke-35
(5 hari setelah uji tantang), dan hari ke-37 (7 hari setelah uji tantang).

5.2.3 Respiratory Burst

Pengukuran  respiratory  burst  berdasarkan  reduksi  NBT
(nitrobluetetrazolium) sebagai ukuran superoxide anion (O2.) (Anderson &
Siwicki 1995). Sebanyak 50 pL darah diinkubasi selama satu jam pada suhu 37
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°C. Selanjutnya darah dibuang dan dibilas menggunakan PBS pH 7.4. Kemudian
ditambahkan 100 pL NBT 0,2% dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37 °C.
Larutan NBT dibuang dan ditambahkan 100 pL metanol absolut selama 10
menit. Selanjutnya metanol dibuang dan dibilas dengan metanol 30% yang
dilarutkan dalam PBS pH 7.4. Selanjutnya 60 uL. KOH (1M) dan 70 DMSO
(dimethylsulfoxide) ditambahkan pada sampel. Aktivitas respiratory burst
diukur dengan mengukur optical density (OD) menggunakan ELISA reader tipe
Multiscan Go Thermo Scientific pada panjang gelombang 540 nm.

5.2.4 Aktivitas Lisozim (Ellis 1990)

Plasma (10 pL) ditambahkan suspensi cair bakteri Micrococcus
lysodeikticus (Sigma) sebanyak 190 puL (0,02 gr M. lysodeikticus ditambah 0,6
or NaoH,PO4 dalam 100 mL akuades steril pada suhu 25 °C). Pembacaan
dilakukan dengan ELISA reader tipe Multiscan Go Thermo Scientific (A 530)
setelah 30 detik dan 4.5 menit. Konsentrasi lisozim dihitung dengan rumus:

Konsentrasi lisozim (Ul/ml/menit) = [(OD30s — OD4.5m) x 1000] x (1 /tx s))

Keterangan:
1000 = Konversi hasil absorbansi (OD) menjadi unit internasional (UI)
t = waktu (menit)
s = jumlah plasma (mL)

OD30s = Pembacaan optikal densitas detik ke-30
OD4.5m = Pembacaan optikal densitas menit ke-4.5

5.2.5 Ekspresi Gen Imun Terkait Imunitas

Uji ekspresi gen terkait imunitas dilakukan pada hari ke-10, hari ke-30,
hari ke-32 (setelah uji tantang), hari ke-35 (5 hari setelah uji tantang). Ikan nila
dari tiap perlakuan dipuasakan selama 18 jam sebelum sampel diambil. Sampel
yang digunakan adalah ginjal ikan nila. Total RNA diisolasi masing-masing dari
3 ekor ikan per ulangan, menggunakan reagen TRIzol (easy RED™, iNtRON
Biotechnology, Korea), sesuai dengan protokol. Integritas dan kualitas RNA
diverifikasi menggunakan NanoDrop ND1000 (Thermo scientific, USA). Untuk
reverse transkripsi PCR, 1 pg dari total RNA digunakan untuk sintesis
komplemen DNA (cDNA). Selanjutnya ¢cDNA dianalisis ekspresi gennya
menggunakan mesin real time PCR. Ekspresi gen yang diukur adalah IL8 dan
TNFoa menggunakan Quantitative real-time PCR (qRT-PCR. Susunan primer
forward dan reverse untuk ekspresi gen yang diukur disajikan pada Tabel 8.
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Tabel 8 Susunan primer forward dan reverse gen-gen terkait dengan imunitas

Gen Primer Referensi
IL8 f GCACTGCCGCTGCATTAAG
IL8 r GCAGTGGGAGTTGGGAAGAA Ming et al. 2013
TNFo GGTTAGTTGAGAAGAAATCACCTGCA
TNFar GTCGTCGCTATTCCCGCAGATCA Praven et al. 2006
B-actinf  CAGCAAGCAGGAGTACGATGAG
B-actin r TGTGTGGTGTGTGGTTGTTTTG Pang et al. 2013

Selanjutnya, quantitative real-time PCR (qRT-PCR) dikerjakan dengan
SensiFast™ SYBR Lo-Rox kit (Bioline, United Kingdom) dan Stratagene
MX3000P real-time PCR system. Campuran reaksi terdiri atas 10 ml dari
SensiFast™SYBR Lo-Rox, 0.5 uM setiap primer dan 2 mL dari cDNA. Siklus
gRT-PCR adalah 95 °C selama 10 menit, diikuti 40 siklus pada 95 °C selama 15
detik, annealing dilakukan selama 1 menit pada suhu 60 °C untuk IL8, sedang
untuk TNFa pada suhu 57 °C.

Sinyal fluorescen diukur pada annealing/extension step. Analisis kurva
disosiasi dimulai pada suhu 65 °C dan berakhir pada suhu 95 °C, dengan
tambahan kenaikan dari 0.5 °C setiap 5 detik untuk menvalidasi spesifik
amplikon PCR. Untuk seluruh gen yang diuji, analisis kurva disosiasi hanya
ditunjukkan pada satu puncak yang ada yang berhubungan dengan temperatur
pencairan yang mengindikasikan bahwa PCR diamplifikasi secara spesifik.
Reaksi dilakukan rangkap dua atau rangkap tiga. Sejumlah transkrip gen target
dinormalkan ke transkrip B-actin. Siklus ambang batas (Ct) berdasar pada
kuantifikasi relatif dari seluruh gen dianalisa dengan formula 2 22t (Livak &
Schmittgen 2001).

AACt= Ct(target) - Ct(B-aktin) perlakuan - (Ct(target) - C (B-aktin kontrol).

5.2.6 Jumlah S. agalactiae di Organ Target

Jumlah S. agalactiae di organ target dilakukan setelah uji tantang (hari ke-
32). Untuk mengetahui jumlah S. agalactiae pada organ target dilakukan dengan
menggunakan metode cawan sebar (Madigan et al. 2011). Sampel adalah organ
target berupa limpa, hati, ginjal, otak, dan usus ikan dari setiap perlakuan. 0.1 gr
sampel ditimbang, digerus, dan dimasukkan dalam 10 mL PBS diencerkan
secara bertingkat, kemudian ditanam 0.1 uL pada media agar Brain Heart
Infusion Agar (BHIA). Inkubasi dilakukan selama 24-48 jam kemudian dihitung
banyaknya koloni yang tumbubh.

1 1
X
Faktor pengencer =~ sampel (mL)

Total bakteri = Jumlah koloni X

5.2.7 Histopatologi Hati Dan Limpa

Histopatologi hati dan limpa dilakukan setelah uji tantang (hari ke-32).
Jaringan hati dan limpa diambil, kemudian difiksasi dengan larutan Davidson
selama 24-72 jam (Gomes et al. 2015). Selanjutnya dipotong dengan ukuran 1x1
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cm dengan ketebalan 3-5 mm, dilanjutkan dengan tahap dehidration, clearing,
embedding, blocking paraffin, sectioning, dan staining. Pewarnaan
menggunakan haematoxylin dan eosin (H&E). Selanjutnya diamati dengan
mikroskop pada perbesaran 40x.

5.2.8 Resistansi Ikan Nila terhadap S. agalactiae

Resistansi ikan nila diukur berdasarkan kelangsungan hidup setelah diuji
tantang dengan S. agalactiae. Kelangsungan hidup dihitung pada akhir uji
tantang (Dehaghani et al. 2015).

5.2.9 Komposisi Mikrobiota Saluran Pencernaan Pasca Uji Tantang

Komposisi mikrobiota usus pasca uji tantang dilakukan setelah uji tantang
(hari ke-32). Sampel usus ikan nila sebanyak tiga ekor per ulangan pada kontrol
positif dan perlakuan pemberian prebiotik madu dosis 1% (perlakuan pemberian
prebiotik madu dosis tertinggi diuji dengan next generation sequencing (NGS).
Permukaan tubuh ikan nila dicuci dan didesinfeksi menggunakan etanol 70%
kemudian dibilas akuades steril sebanyak tiga kali, kemudian rongga perut
dibuka secara aseptik. Usus ikan nila ditimbang sebanyak 5 g usus dan
dimasukkan ke dalam wadah steril selanjutnya disimpan pada suhu -80 °C
sampai diproses lebih lanjut. Selanjutnya sampel dibawa ke laboratorium
NovogeneAlT untuk diuji komposisi dan keragaman bakteri pada usus. Tahapan
dari uji ini adalah ekstraksi DNA, amplifikasi PCR, purifikasi, preparasi library,
dan quality control.

Metode sekuensing dilakukan dengan ekstraksi genom DNA dari sampel
menggunakan metode Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide/Sodium Dodecyl
Sulfat (CTAB/SDS). Konsentrasi DNA dan kemurniannya diamati dengan gel
agarose 1%. DNA diencerkan menjadi Ing pL™' menggunakan air steril.
Amplifikasi dilakukan pada wilayah 16S rRNA/18SrRNA/ITS menggunakan
primer spesifik dengan barcode. Semua reaksi PCR dilakukan dengan Phusion®
High-Fidelity PCR Master Mix (Biolab New England). Kuantifikasi dan
kualifikasi PCR produk dilakukan dengan mencampur volume yang sama dari
1X loading buffer (mengandung SYBr green) dengan produk PCR dan
elektroforesis pada gel agarose 2%. Sampel dengan strip utama yang cerah
antara 400-450 bp dipilih untuk percobaan lebih lanjut. Pencampuran dan
pemurnian produk PCR dilakukan dengan rasio kesetimbangan. Selanjutnya
produk campuran PCR dimurnikan dengan Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen,
Jerman). Preparasi library dan sekuensing menggunakan TruSeq® DNA PCR-
Free Sample Preparation Kit (Illumina, USA), kemudian diukur menggunakan
Qubit@ 2.0 Fluorometer (Thermo Scientific) dan Agilent Bioanalyzer 2100
system. Selanjutnya, library disequensing menggunakan platform Illumina
HiSeq2500 dengan ukuran 250 bp.

5.2.10 Analisis Data

Data imunitas ikan nila, resistansi ikan nila terhadap S. agalactiae, dan
jumlah S. agalactiae pada organ target dianalisis dengan Anova (Analysis of
Variance). Apabila ada perbedaan antar perlakuan, dilanjutkan dengan uji
Duncan pada selang kepercayaan 95%. Parameter histopatologi dianalisis secara
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deskriptif. Uji proteomik dengan NGS pada file fastgfile diolah menggunakan
program bioinformatika QIIME (Caporaso et al. 2010).

5.3 Hasil

5.3.1 Respiratory Burst

Selama masa pemeliharaan, nilai respiratory burst semua perlakuan madu
mengalami peningkatan (Gambar 13). Nilai respiratory burst tertinggi setelah
perlakuan madu (hari ke-30) adalah pada perlakuan madu dosis 0.25% (2+0.05),
berbeda nyata (P<0.05) dengan perlakuan madu dosis 1% (1.7+0.02) dan 0.5%
(1.7£0.03), serta perlakuan kontrol (0.7+0.013). Aktivitas respiratory burst pada
hari ke-2 setelah uji tantang menunjukkan hasil yang lebih rendah dibandingkan
setelah perlakuan pemberian madu. Nilai respiratory burst hari ke-2 setelah uji
tantang tidak berbeda nyata (P>0.05) antara pemberian prebiotik madu 0.25%
sebesar 0.55+0.01, 0.5% sebesar 0.56+0.01, 1% sebesar 0.56+0.01, dan kontrol
negatif sebesar 0.51+0.08, namun berbeda nyata (P<0.05) dengan perlakuan
kontrol positif (0.49+0.01). Selanjutnya pada hari ke-5 dan ke-7 setelah uji
tantang, nilai respiratory burst mengalami peningkatan pada semua perlakuan
dengan nilai tertinggi pada perlakuan pemberian madu 1%.

2.5 1
5 2
o -~
NE 151
o=}
< a a
= A el -1 e = =
%9 aaaa : % S paaaa 2
et 0.5 = RS g =
0 J B d (- | g | = - 7 o | el |-
HO H10 H20 H30 H+2 uji H+5 uji H+7 uji
tantang tantang tantang
Hari pengamatan
BK+ BK- B0.25 =0.5 21%

Gambar 13 Nilai aktivitas respiratory burst ikan nila yang diberi prebiotik madu
dengan dosis yang berbeda sebelum dan sesudah uji tantang. K-
(kontrol negatif), K+ (kontrol positif), 0.25% (pakan dengan
penambahan prebiotik madu 0.25%), 0.5% (pakan dengan
penambahan prebiotik madu 0.5%), 1% (pakan dengan penambahan
prebiotik madu 1%). Huruf yang berbeda pada periode pengamatan
yang sama menunjukkan perbedaan yang signifikan (P<0.05)

5.3.2 Aktivitas Lisozim

Aktivitas lisozim ikan nila yang diberi prebiotik madu dengan dosis
berbeda disajikan pada Gambar 14. Aktivitas lisozim ikan nila pada perlakuan
pemberian madu signifikan (P<0.05) lebih tinggi dibandingkan perlakuan
kontrol hingga hari ke-30, dengan nilai tertinggi pada pemberian madu dosis 1%
sebesar 67.89+2.13 IU mL ™! menit™!. Aktivitas lisozim ikan nila hari ke-2 setelah
uji tantang pada perlakuan kontrol positif sebesar 58.2+2.13 IU mL ! menit! dan
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perlakuan pemberian madu 0.5% (49.32+4.23 IU mL™" menit1) berbeda nyata
(P<0.05) dengan perlakuan pemberian madu 0.25% (41.31£2.86 IU mL™! menit
1) dan 1% (32.55+5.14 TU mL! menit'1). Aktivitas lisozim ikan nila hari ke-5
setelah uji tantang pada perlakuan madu 1% berbeda nyata (P<0.05) dengan
pemberian madu 0.25% dan 0.5%. Aktivitas lisozim ikan nila hari ke-7 setelah
uji tantang pada perlakuan madu 1% berbeda nyata (P<0.05) dengan pemberian
madu 0.25% dan 0.5% serta kontrol positif dan kontrol negatif.
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Gambar 14 Nilai aktivitas lisozim ikan nila yang diberi prebiotik madu dengan
dosis yang berbeda sebelum dan sesudah uji tantang. K- (kontrol
negatif), K+ (kontrol positif), 0.25% (pakan dengan penambahan
prebiotik madu 0.25%), 0.5% (pakan dengan penambahan prebiotik
madu 0.5%), 1% (pakan dengan penambahan prebiotik madu 1%).
Huruf yang berbeda pada periode pengamatan yang sama
menunjukkan perbedaan yang signifikan (P<0.05)

5.3.3 Ekspresi Gen Imun Terkait Imunitas

Ekspresi gen IL8 dan TNFa pada ikan nila yang diberi prebiotik madu
melalui pakan selama 30 hari disajikan pada Gambar 15. Gen IL8 terekspresi
pada hari ke-30 (sebelum uji tantang), hari ke-2 setelah uji tantang, dan hari ke-
5 setelah uji tantang. Pada hari ke-30, ekspresi gen IL8 pada perlakuan
pemberian madu dosis 0.5% memberikan nilai tertinggi (6.47+0.08 fold change),
berbeda nyata (P<0.05) dengan perlakuan pemberian madu dosis 0.25% (540.02
fold change) dan perlakuan pemberian madu dosis 1% (5.14+0.30 fold change).
Pada hari ke-2 setelah uji tantang, ekspresi gen IL8 perlakuan kontrol positif
tertinggi (12+0.25 fold change), berbeda nyata (P<0.05) dengan perlakuan
pemberian madu dosis 0.25 % (9.4+1.21 fold change) dan dosis 0.5% (10+0.45
fold change). Pada hari ke-5 setelah uji tantang, ekspresi gen IL8 perlakuan
kontrol positif tertinggi (6.7+0.56 fold change), berbeda nyata (P<0.05) dengan
semua perlakuan pemberian madu. Perlakuan pemberian madu 1% (4.4+0.15
fold change) berbeda nyata (P<0.05) dengan pemberian madu 0.5% (2.28+0.28
fold change) dan 0.25% (2.75+0.07 fold change).
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Gambar 15 Ekspresi gen terkait respons imun IL8 (A) dan TNFa (B) ikan nila
yang diberi prebiotik madu dengan dosis yang berbeda sebelum dan
sesudah uji tantang. K- (kontrol negatif), K+ (kontrol positif), 0.25%
(pakan dengan penambahan prebiotik madu 0.25%), 0.5% (pakan
dengan penambahan prebiotik madu 0.5%), 1% (pakan dengan
penambahan prebiotik madu 1%). Huruf yang berbeda pada periode
pengamatan yang sama menunjukkan perbedaan yang signifikan
(P<0.05)

Gen TNFa terekspresi pada semua periode pengamatan baik sebelum dan
sesudah uji tantang. Pada hari ke-30, ekspresi gen TNFa perlakuan pemberian
madu dosis 0.25% sebesar 5.5+0.43 fold change dan 0.5% sebesar 5.0+0.21 fold
change, tidak berbeda nyata (P>0.05), namun berbeda nyata (P<0.05) dengan
perlakuan dosis 1% (4.35+0.34 fold change) dan kontrol (1.0+0.12 fold change).
Pada hari ke-2 setelah uji tantang, ekspresi gen TNFa tertinggi pada perlakuan
kontrol positif (2042.28 fold change), berbeda nyata (P<0.05) dengan perlakuan
pemberian madu dosis 0.5% (8.0+=1.34 fold change) dan 1% (8.0+0.67 fold
change). Perlakuan madu dosis 0.5% dan 1% berbeda nyata (P<0.05) dengan
perlakuan madu dosis 0.25% (4.8+0.84 fold change). Pada hari ke-5 setelah uji
tantang, ekspresi gen TNFa tertinggi pada perlakuan kontrol positif (12+1.31
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fold change), berbeda nyata (P<0.05) dibandingkan dengan perlakuan pemberian
madu dosis 0.5% (6.0+1.31 fold change) dan 1% (6.2+1.31 fold change).
Perlakuan pemberian madu dosis 0.5% dan 1% berbeda nyata (P<0.05) dengan
pemberian madu dosis 0.25% (4.0+£0.56 fold change), serta kontrol negatif
(1.2+0.78 fold change).

5.3.4 Total S. agalactiae di Organ Target

Hasil penghitungan S. agalactiae di organ target ikan nila yang diberi
prebiotik madu dengan dosis berbeda (0.25%, 0.5%, dan 1%) setelah diuji
tantang dengan bakteri S. agalactiae disajikan pada Gambar 16. Tidak
ditemukan adanya S. agalactiae pada perlakuan kontrol negatif. Jumlah S.
agalactiae pada perlakuan kontrol positif pada semua organ (hati, ginjal, limpa,
otak, dan usus) signifikan lebih tinggi dibandingkan dengan semua perlakuan
pemberian prebiotik madu (P<0.05). Jumlah S. agalactiae pada perlakuan
kontrol positif di otak lebih tinggi dibandingkan dengan organ lain yaitu sebesar
5.0+£8.2 log CFU g! (P<0.05), serta berbeda nyata dengan perlakuan yang lain.

Total Bakteri
(log CFU g1)
w
Q
Q

Limpa
Organ Target
BK- BK+ [0.25% m0.50% B1%

Gambar 16 Total bakteri S. agalactiae di organ ikan nila yang diberi prebiotik
madu dengan dosis berbeda melalui pakan setelah diuji tantang
dengan S. agalactiae. K- (kontrol negatif), K+ (kontrol positif),
0.25% (pakan dengan penambahan prebiotik madu 0.25%), 0.5%
(pakan dengan penambahan prebiotik madu 0.5%), 1% (pakan
dengan penambahan prebiotik madu 1%). Huruf yang berbeda pada
organ yang sama menunjukkan perbedaan yang signifikan (P< 0.05)

5.3.5 Histopatologi Hati dan Limpa

Hasil pengamatan histologi hati dan limpa disajikan pada Gambar 17.
Secara umum hasil pengamatan menunjukkan bahwa pada semua perlakuan
madu memiliki Melanomacrophage centers (MMCs) yang lebih besar
dibandingkan dengan perlakuan kontrol positif dan kontrol negatif, namun tidak
terdapat haemosiderin pada semua perlakuan madu. Hasil pengamatan hati dan
limpa ikan nila hari ke-2 setelah diinfeksi dengan S. agalactiae menunjukkan
adanya kerusakan pada perlakuan kontrol positif organ hati. Terdapat perubahan
warna MMCs pada hati, yaitu adanya warna hitam (haemosiderin).
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Gambar 17 Histopatologi hati dan ginjal ikan nila yang diberi prebiotik madu
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5.3.6 Resistansi Ikan Nila terhadap Infeksi S. agalactiae

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kelangsungan hidup ikan nila setelah
diuji tantang dengan S. agalactiae pada perlakuan pemberian madu berbeda
nyata (P<0.05) dengan kontrol positif (Gambar 18). Kelangsungan hidup pada
perlakuan madu dosis 1% sebesar 89.33+1.15.0%, berbeda nyata (P<0.05)
dengan dosis 0.5% sebesar 81.66+5.7% dan dosis 0.25% sebesar 75.66+5.77%.
Kelangsungan hidup terendah dihasilkan oleh perlakuan kontrol positif yakni
sebesar 51.66+5.77%.
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Kelangsungan hidup (%)

K- K+ 0.25% 0.50% 1%
Perlakuan

Gambar 18 Tingkat kelangsungan hidup ikan nila yang diberi prebiotik madu
dengan dosis berbeda melalui pakan setelah diuji tantang dengan S.
agalactiae. K- (kontrol negatif), K+ (kontrol positif), 0.25% (pakan
dengan penambahan prebiotik madu 0.25%), 0.5% (pakan dengan
penambahan prebiotik madu 0.5%), 1% (pakan dengan penambahan
prebiotik madu 1%)

5.3.7 Komposisi Mikroba Saluran Pencernaan Pasca Uji Tantang

Kelimpahan mikrobiota pada saluran pencernaan ikan nila yang diberi
prebiotik madu dosis 1% melalui pakan dan perlakuan pakan tanpa prebiotik
sebagai kontrol setelah diuji tantang dengan S. agalactiae disajikan dalam Tabel
9.

Tabel 9  Kelimpahan mikrobiota pada saluran pencernaan ikan nila yang diberi
prebiotik madu dengan dosis 1% dan kontrol setelah diuji tantang
dengan S. agalactiae. K+ (kontrol diuji tantang), 1%+ (pakan dengan
penambahan prebiotik madu 1% diuji tantang)

Jumlah mikrobiota yang teramati

Jumlah sekuen

(K+) (1%+)

10 2 5
20000 47 132
40000 55 146
60000 58 153
80000 60 156
100000 62 158

120000 62 159
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Dua sampel yang dianalisis menghasilkan 1253 sekuen DNA yang
selanjutnya teridentifikasi adanya 81 OTU (Operational Taxonomy Unit). Total
OTU pada perlakuan kontrol positif sebanyak 58, dan pada perlakuan madu 1%
sebanyak 60, dengan OTU unik-pada masing-masing perlakuan adalah 21 dan
23. OTU unik dan OTU bersama perlakuan kontrol positif dan perlakuan madu
1% setelah diuji tantang dengan S. agalactiae disajikan pada Tabel 10.

Tabel 10 Mikrobiota pada saluran pencernaan ikan nila yang diberi prebiotik
madu dosis 1% dan kontrol setelah diuji tantang dengan S. agalactiae.
K+ (kontrol diuji tantang) dan 1%+ (pakan dengan penambahan
prebiotik madu 1% diuji tantang)

Mikrobiota Jumlah
K+ 21 (26%)
1%+ 23 (28%)
OTU bersama 37 (45%)

Mikrobiota pada usus ikan nila setelah diuji tantang dengan S. agalactiae
tersusun atas 10 filum (Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria,
Bacteroidetes, Spirochaetes, Verrumicrobia, Actinobacteria, Tenericutes,
Cyanobacteria, dan Chlorobi (Gambar 19). Dari 10 filum tersebut, hanya enam
filum yang ada pada kedua perlakuan (Firmicutes, Fusobacteria,
Proteobacteria, Bacteroidetes, Verrumicrobia, dan Actinobacteria). Persentase
filum dominan dari kedua perlakuan adalah (Firmicutes>50%,
Fusobacteria>35%, Proteobacteria>11%, Bacteroidetes>1.72%,
Verrumicrobia>0.26%, dan Actinobacteria>0.13%). Filum Spirochaetes,
Cyanobacteria, dan Chlorobi hanya ditemukan pada perlakuan penambahan
madu dosis 1%, sedang Tenericutes hanya ditemukan pada perlakuan kontrol
positif.

Terdapat enam ordo yang ditemukan pada perlakuan kontrol positif dan
perlakuan pemberian madu dosis 1% yang diuji tantang dengan S. agalactiae
yaitu (Lactobacillaless, Fusobacteriales, Bacteroidales, Clostridiales, dan
Verrumicrobiales). Perlakuan pemberian madu dosis 1% yang diuji tantang
memberikan lebih banyak variasi ordo dibandingkan perlakuan kontrol positif
yaitu dengan adanya ordo Aeromonadales, Neisseriales, Spirochaetales, dan
Burkhoderiales.
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ambar 19 Kelimpahan mikrobiota level filum dan ordo pada saluran
pencernaan ikan nila yang diberi prebiotik madu dosis 1% dan
kontrol setelah diuji tantang dengan S. agalactiae. K+ (kontrol diuji
tantang) dan 1%+ (pakan dengan penambahan prebiotik madu 1%
diuji tantang)

Genus Streptococcus mendominasi perlakuan kontrol positif setelah diuji
antang dengan S. agalactiae yaitu sebesar 98%. Sedangkan pada perlakuan
pemberian madu dosis 1% memberikan lebih banyak variasi genus dibandingkan
dengan perlakuan kontrol positif yaitu dengan adanya genus Cetobacterium,
Plesiomonas, Aeromonas, Vogesella, Brevinema, Bacteroides, Akkermansia,
lebsiella, dan Parabacteroides. Kelimpahan mikrobiota level genus pada
saluran pencernaan ikan nila yang diberi prebiotik madu dosis 1% melalui pakan
dan kontrol positif setelah diuji tantang dengan S. agalactiae disajikan pada
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m Klebsiella m Parabacteroides ® Lain-lain

Gambar 20 Kelimpahan mikrobiota level genus pada saluran pencernaan ikan
nila yang diberi prebiotik madu dengan dosis 1% setelah diuji
tantang dengan S. agalactiae. K+ (kontrol diuji tantang) dan 1%
(pakan dengan penambahan prebiotik madu 1% diuji tantang)
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5.4 Pembahasan

Respiratory burst adalah pelepasan secara cepat reactive oxygen species
(ROS) seperti hidrogen peroksida, anion superoksida, dan radikal hidroksil yang
bertanggung jawab dalam membunuh atau meminimalisir partikel asing. ROS
diproduksi oleh sel fagosit bertanggung jawab untuk membunuh atau
menghancurkan material yang ditelan, termasuk mikroba. ROS digunakan untuk
mengetahui kemampuan inang untuk bertahan melawan patogen (Abbas et al.
2012).

Proses respiratory burst dimulai ketika patogen yang masuk ke dalam tubuh
ikan akan difagositosis oleh sel-sel fagosit. Patogen yang menginfeksi dikenali oleh
reseptor pada sel fagosit dan membentuk fagosom (vakuola pencernaan). Fagosom
akan bersatu dengan lisosom dan membentuk fagolisosom. Patogen dalam proses
tersebut, akan dihancurkan dan partikelnya akan dihilangkan oleh beberapa enzim
degradatif ke dalam fagosom serta menghasilkan ROI (reactive oxygen
intermediates). Penambahan prebiotik madu terbukti mampu meningkatkan
aktivitas respiratory burst pada ikan nila setelah masa pemeliharaan 30 hari dengan
hasil terbaik diperoleh pada perlakuan madu dosis 0.25% sebesar (2+0.05), disusul
dosis madu 1% (1.7£0.02) dan 0.5% (1.7£0.03) (Gambar 13). Prebiotik atau
imunosakarida yang ada di dalam saluran pencernaan akan mengaktifkan sistem
imun bawaan secara langsung dengan pattern recognition receptors (PRRs) melalui
microbial associated molecular patterns (MAMPs) yang memicu imunitas inang
(Song et al. 2014). Hasil pengamatan aktivitas respiratory burst pada hari ke-32 (2
hari setelah masa uji tantang) menunjukkan telah terjadi penurunan aktivitas bila
dibandingkan dengan sebelum wuji tantang (Gambar 13). Respiratory burst
perlakuan madu mengalami penurunan. Aktivitas fagositosis telah berhasil
memusnahkan bakteri patogen S. agalactiae, sehingga tidak terbentuk ROS. Pada
hari ke-35 (5 hari setelah uji tantang), nilai respiratory burst pada semua perlakuan
madu berangsur naik, demikian juga dengan kontrol positif. Pada hari ke-37 (7 hari
sesudah uji tantang), nilai respiratory burst cenderung stabil. Hal ini diduga ikan
mengalami perbaikan jaringan, inflamasi serta peningkatan sistem imun spesifik
(Iwama 1996).

Lisozim adalah sistem pertahanan pertama pada ikan yang penting dalam
melawan serangan mikroba. Lisozim adalah enzim yang diproduksi oleh makrofag
aktif (Goethe & Phi-van 1998), yang mampu mendegradasi peptidoglikan dinding
sel bakteri dengan menghidrolisis B-(1, 4) hubungan glikosidik di N-asetilmuramik
dan N-asetilglukosamin dan berperan sebagai opsonin untuk memacu proses
fagositosis sel fagosit. Enzim lisozim mampu melisiskan dinding sel bakteri Gram
positif dan Gram negatif (Magnadottir 2006). Pada ikan, lisozim mempunyai
aktivitas yang lebih luas daripada mamalia (Demers & Bayne 1997), biasanya
digunakan sebagai indikator kekebalan non spesifik. Lisozim ditemukan di lendir,
serum, dan berbagai jaringan ikan air tawar dan laut (Fagan et al. 2003).

Prebiotik mampu menstimulasi sistem imun inang. Karbohidrat (sakarida)
yang dapat menginduksi imunitas disebut imunosakarida, akan mengaktivasi sistem
imun bawaan. Kemampuan imunomodulatory prebiotik dipengaruhi oleh jenis atau
bentuk prebiotik yang diberikan. Prebiotik mengaktivasi sistem imun bawaan
dengan dua cara yaitu mengaktivasi sistem imun bawaan secara langsung dan
meningkatkan bakteri probiotik dalam usus (Song et al. 2014). Pada penelitian ini
penambahan prebiotik madu selama 30 hari masa pemeliharaan mampu
meningkatkan aktivitas lisozim dibandingkan dengan kontrol (Gambar 14).
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Peningkatan aktivitas lisozim pada perlakuan prebiotik madu menunjukkan bahwa
telah terjadi interaksi antara oligosakarida madu dengan sel imun ikan nila.
Prebiotik berinteraksi dengan sel imun seperti sel fagosit mononuklear (monosit,
makrofag) dan leukosit polimorfonuklear (neutrofil), sel natural killer (NK) untuk
memacu respons imun non spesifik seperti lisozim, respiratory burst, dan
iomplemen. Selain itu, karbohidrat oligosakarida dari madu dapat berinteraksi
langsung dengan mikrobiota usus terkait dengan pola molekuler seperti asam
teikoat, peptidoglikan, protein glikosilasi, hal ini sesuai dengan penelitian Bron et
al. (2012) bahwa kapsul polisakarida dari bakteri yang kemudian menginduksi
sistem imun inang. Aktivitas imunomodulasi dari prebiotik dimediasi melalui
mteraksi langsung dengan reseptor, seperti PB-glucan dan dectin-1 yang
diekspresikan oleh makrofag. Aktivitas interaksi ligan ini memberikan sinyal
molekul transduksi seperti NF-kB, yang menstimulasi sel imun inang (Bron et al.
2012). Penurunan aktivitas lisozim secara bertahap terjadi setelah dilakukan uji
tantang dengan S. agalactiae (Gambar 14). Pada hari ke-32 (2 hari setelah uji
tantang), perlakuan madu mengalami penurunan lisozim, sedangkan perlakuan
kontrol positif mengalami peningkatan. Selanjutnya pada hari ke-35 (5 hari sesudah
uji tantang), lisozim kontrol positif menurun, sedang perlakuan madu perlakuan 1%
meningkat. Pada hari ke-37 (7 hari sesudah uji tantang), nilai lizosim perlakuan
madu cenderung stabil, penurunan lizosim perlakuan kontrol positif masih terjadi,
hal ini diduga ikan telah melakukan pemulihan pasca infeksi dan kembali ke kondisi
seimbang.

Peranan gen-gen terkait imunitas penting dalam mengendalikan serangan
penyakit infeksi. Sitokin adalah modulator kekebalan dan termasuk interleukin 13,
(IL1pB), interleukin 8 (IL8), tumor faktor nekrosis alfa (TNFa), CXC2- dan CC-
kemokin, interferon (IFN) dan resistensi myxovirus (Mx) (Xu et al. 2013). Gen-gen
tersebut berperan dalam kemotaksis, aktivasi komplemen, menghancurkan patogen,
dan opsonisasi dalam proses fagositosis (Salaun et al. 2007). Oligosakarida selain
memodulasi sitokin dengan cara merangsang pertumbuhan bakteri probiotik
penghasil SCFA di usus besar (Abu-Elala et al. 2018), juga mampu memicu
imunitas inang (Song et al. 2014). Pemberian prebiotik madu mampu
meningkatkan ekspresi gen IL8. Gen IL8 terekspresi pada hari ke-30 (sebelum uji
tantang), hari ke-32 (2 hari setelah uji tantang), dan hari ke-35 (5 hari sesudah uji
tantang). Pemberian prebiotik madu menghasilkan ekspresi gen IL8 yang lebih
tinggi daripada kontrol, karena oligosakarida mampu memicu sistem imun ikan
nila. Hasil ini sesuai dengan penelitian Lee et al. (2011), yang memberikan LPS
pada ikan Paralichthys olivaceous signifikan meningkatkan transkrip IL8. Setelah
diuji tantang dengan S. agalactiae, terjadi peningkatan ekspresi gen IL8. Hasil
penelitian Sun et al. (2011) menyatakan bahwa pemberian injeksi atau setelah ikan
terinfeksi bakteri patogen akan meningkatkan ekspresi gen ILS8. Gen ILS8
memainkan peran penting dalam respon imun ikan, yakni dalam peradangan akut
dengan mengaktivasi dan memediasi neutrofil dan sel lain serta dalam memulai
ledakan oksidatif pada neutrofil dan mendorong penyembuhan luka dengan
mendorong angiogenesis (Mukaida et al. 1998). Efek biologis gen IL8 pada
neutrofil diantaranya meningkatkan kadar kalsium sitosol, respiratory burst,
perubahan bentuk neutrofil dan kemotaksis (Laing et al. 2002).
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Tumor necrosis factor alpha (TNFo) merupakan salah satu sitokin
proinflamasi yang berperan penting dalam berbagai respons inang, termasuk
proliferasi sel, diferensiasi, nekrosis, apoptosis, dan induksi sitokin lainnya. TNFa
dapat menginduksi kelangsungan hidup yang dimediasi NF-kB atau apoptosis
(Rahman & McFadden 2006). TNFa memiliki respons antimikroba yang kuat,
termasuk menginduksi apoptosis, membunuh sel yang terinfeksi, dan mengatur naik
turunnya respons imun inang. Sesuai dengan penelitian Chen et al. (2018) yang
memberikan oligosakarida dari konjac pada ikan Schizothorax prenanti, ekspresi
gen TNFa pada semua perlakuan madu mengalami kenaikan. Hal tersebut diduga
karena oligosakarida dikenali sebagai molekul yang mempunyai resiko oleh
reseptor TLR (Toll-like receptors) pada sel imun inang, yang selanjutnya akan
mengaktifkan respons imun. Pada hari ke-32 (2 hari sesudah uji tantang), ekspresi
gen TNFa pada semua perlakuan madu dan kontrol positif berangsur-angsur naik,
sebagai respons infeksi S. agalactiae yang memicu sistem imun. TNFa adalah
mediator inflamasi sebagai respons infeksi suatu penyakit (Holland et al. 2002).
Induksi TNF-a berperan penting dalam memicu respon imun bawaan melawan
invasi bakteri melalui pola pengenalan mikroorganisme, kehadiran patogen, dan
stimulasi respons inflamasi (Pietretti & Wiegertjes 2014). Setelah diuji tantang
dengan S. agalactiae, semua perlakuan pemberian madu mengalami kenaikan
ekspresi gen IL8 karena adanya induksi bakteri patogen S. agalactiae. Selain itu,
uji tantang juga meningkatkan respiratory burst (Laing et al. 2002). Selanjutnya
ekspresi TNFa mengalami penurunan pada hari ke-35 karena sistem imun sudah
mengenali patogen, memberi sinyal pada sitokin, mengaktifkan transkrip TNFa,
dan memberi respons imun, dan akhirnya berhasil mengalahkan patogen tanpa
terjadinya peradangan dan kerusakan jaringan (Elbahnaswya & Elshopakey 2020).
Ekspresi TNFa berhubungan dengan jumlah dan komposisi bakteri. Pada perlakuan
pemberian madu dosis 1%, setelah diuji tantang terjadi dominasi bakteri probiotik
genus Cetobacterium (Gambar 20), pada saat itu ekspresi TNFa lebih tinggi
dibandingkan dengan dosis madu yang lebih rendah dan kontrol (Gambar 15B).
Diduga dominasi bakteri tersebut berpengaruh menaikkan ekspresi gen TNFa
karena peran gen TNFa sebagai imunomodulator baik innate maupun adaptive,
proliferasi sel, dan proses apoptosis.

Jumlah S. agalactiae di semua organ (hati, ginjal, limpa, otak, dan usus) pada
perlakuan kontrol positif signifikan lebih tinggi dibandingkan dengan semua
perlakuan pemberian prebiotik madu (P<0.05) (Gambar 16). Tingginya S.
agalactiae pada perlakuan kontrol positif diduga karena rendahnya proteksi dalam
menghadapi serangan bakteri S. agalactiae setelah uji tantang. Jumlah S. agalactiae
di usus pada perlakuan madu lebih rendah dibandingkan kontrol positif, dengan
nilai terendah pada pemberian madu dosis 1%, di mana tidak ditemukan adanya S.
agalactiae. Karbohidrat pada madu dosis 1% diduga dapat terfermentasi dengan
baik oleh mikrobiota usus karena oligosakarida madu menyediakan substrat untuk
pertumbuhan dan proliferasi bakteri anaerob yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri S. agalactiae di usus, dan komposisi mikrobiota usus berubah.

Jumlah S. agalactiae di otak pada perlakuan kontrol positif lebih tinggi
dibandingkan dengan perlakuan kontrol positif pada organ lain, hal ini sesuai
dengan penelitian Abuseliana et al. (2011) bahwa salah satu organ target dari S.
agalactiae adalah otak. Keberadaan bakteri pada organ otak dapat menyebabkan
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ikan berenang tidak menentu (spiraling, spinning) (Laith et al. 2017). Keberadaan
bakteri pada ginjal ikan dapat menyebabkan perubahan warna tubuh menjadi lebih
hitam (Hardi 2011). Ikan yang terinfeksi S. agalactiae juga mengalami penurunan
nafsu makan. Bakteri S. agalactiae mampu menembus blood-brain barrier dan
kemudian menyerang sistem saraf pusat pada otak (Bowater et al. 2012). Bakteri
vang menginfeksi otak ikan mengganggu kerja hipotalamus bagian lateral yang
mengatur rasa lapar. Terganggunya sel-sel dalam hipotalamus yang berada dalam
telencephalon (otak depan) akibat adanya S. agalactiae inilah yang menyebabkan
1kan mulai mengalami penurunan nafsu makannya bahkan tidak mau makan.

Ginjal, hati, dan limpa pada beberapa teleostei diduga merupakan kumpulan
makrofag yang disebut pusat melanomakrofag (MMCs) (Camila et al. 2017).
MMCs adalah agregat fagosit berpigmen pada hati dan limpa (Steinel & Bolnick
2017). MMCs adalah elemen penting dari sistem kekebalan ikan, termasuk
fagositosis dan pemrosesan antigen serta penghancuran, detoksifikasi dan daur
ulang bahan endogen dan eksogen (Agius & Robert 2003). Menurut Lyons et al.
(2004), ukuran dan jumlah MMCs akan meningkat ketika terjadi stres, infeksi
patogen, serta parasit. MMCs dapat dibedakan secara histologis di dalam jaringan
dengan pigmen seperti melanin, haemosiderin, dan lipofuskin (Diaz-Satizabal &
Magor 2015; Gomes et al. 2015). Haemosiderin adalah pigmen besi dalam bentuk
besi (Fe) yang merupakan hasil dari pemecahan eritrosit. Hemosiderin sering
ditemukan di hati ikan (Wolke 1992; Velkova & Kostoski 2005; Leknes 2015), hal
i sering terjadi karena haemosiderin merupakan produk degradasi hemoglobin
yang telah disaring oleh sistem limfoid-makrofag (Khan et al. 1994). Selain itu hati
memainkan peran kunci dalam metabolisme yang akan mencerminkan kondisi ikan
seperti adanya lesi dan perubahan histopatologis.

Perubahan MMC:s di hati ikan nila yang terinfeksi S. agalactiae diduga terkait
dengan imunitas ikan. Munculnya haemosiderin di organ hati kontrol positif
(Gambar 17) diduga terjadi karena adanya serangan bakteri S. agalactiae.
Haemosiderin diduga berasal dari plak infeksi S. agalactiae kronis, sehingga timbul
warna biru dan melanin berwarna coklat sangat gelap pada jaringan. Menurut
Suwannasang et al. (2014), perubahan histopatologis yang diamati pada hati
menunjukkan adanya degenerasi hepatosit dan kongesti pada sinusoid karena
ketidakmampuan hati untuk mendetoksifikasi benda asing yang mengakibatkan
disfungsi hati dan akhirnya kematian. Hasil pengamatan organ hati dan limpa ikan
nila pada hari ke-32 (2 hari setelah uji tantang) menunjukkan pada perlakuan
kontrol positif mengalami kerusakan yang lebih parah dibanding pada perlakuan
pemberian prebiotik madu. Perlakuan pemberian prebiotik madu tidak muncul
haemosiderin diduga karena adanya oligosakarida yang dimanfaatkan dengan baik
oleh inang, sehingga menimbulkan imunitas terhadap serangan S. agalactiae.
Oligosakarida madu berperan sebagai imunomodulator, yaitu senyawa atau zat
yang meningkatkan respons sistem kekebalan, yang diduga menghasilkan resistansi
organisme terhadap keberadaan patogen (Vallejos-Vidal et al. 2016).

Kelangsungan hidup ikan nila yang diberi prebiotik madu setelah diuji
tantang dengan S. agalactiae signifikan lebih tinggi (P<0.05) dibandingkan
perlakuan kontrol positif (Gambar 18). Sedangkan pada perlakuan madu,
kelangsungan hidup tertinggi pada dosis 1% berbeda nyata (P<0.05) dengan dosis
0.25% dan 0.5%. Rendahnya angka kematian pada perlakuan prebiotik madu
setelah uji tantang menunjukkan bahwa penambahan madu dalam pakan dapat
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menekan pertumbuhan patogen dengan cara meningkatkan respons imun. Hal ini
sesuai dengan penelitian Mussatto & Mancilha (2007), bahwa fermentasi prebiotik
di usus oleh bakteri anaerob dapat menyebabkan terjadinya perubahan komponen
mikrobiota, hal ini karena oligosakarida madu menyediakan substrat untuk
pertumbuhan dan proliferasi bakteri anaerob yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri patogen di usus. Pemberian prebiotik merupakan salah satu upaya untuk
memaksimalkan pertumbuhan mikrobiota menguntungkan pada saluran
pencernaan yang berfungsi untuk menghilangkan organisme patogen secara efisien
(Song et al. 2014). Selain itu, produk akhir dari aktivitas fermentasi karbohidrat
oleh mikrobiota di dalam usus adalah asam lemak rantai pendek (Short Chain Fatty
Acid) seperti asam laktat, asam asetat, asam propionat, dan asam butirat (Ringo et
al. 2014). Selanjutnya SCFA tersebut akan diserap oleh usus dan akan berperan
dalam pemenuhan kebutuhan energi inang. Pada mamalia dan vertebrata, SCFA
juga berperan dalam imunitas (Arques et al. 2015). Seperti penelitian yang
dilakukan Maslowski et al. (2009), SCFA menstimulasi GPR43 yang sangat
penting dalam mekamisme respons inflammatory pada tikus. SCFA pada ikan
memberikan proteksi terhadap serangan penyakit seperti ditunjukkan pada hasil
penelitian Suguna et al. (2014), bahwa poly-hidroksibutirat mampu memberikan
proteksi ikan nila terhadap infeksi bakteri patogen Edwardsiella ictaluri gly09.
Tingginya mortalitas pada perlakuan kontrol positif juga disebabkan oleh
rendahnya imunitas ikan nila dalam melawan infeksi bakteri S. agalactiae. Hal
tersebut terlihat dari rendahnya nilai parameter imunitas yang dihasilkan pada
perlakuan kontrol positif. Tingkat kelangsungan hidup yang lebih tinggi pada
perlakuan prebiotik madu didukung oleh tingginya kadar lisozim dan respiratory
burst pada akhir masa pemeliharaan. Imunitas yang meningkat memberikan
pertahanan yang lebih baik pada ikan nila ketika terjadi serangan patogen S.
agalactiae.

Setelah diuji tantang dengan S. agalactiae, jumlah OTU pada perlakuan madu
1% lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan kontrol positif (Tabel 10). Hal ini
sejalan dengan hasil pengujian respiratory burst, lisozim, dan kelangsungan hidup
ikan nila yang diberi prebiotik madu signifikan lebih tinggi dibandingkan kontrol
positif. Diduga oligosakarida madu dapat dimanfaatkan secara optimal oleh
mikrobiota usus sehingga mikrobiota menguntungkan dapat tumbuh dengan
optimal. Hal ini sesuai dengan hasil beberapa penelitian, dengan meningkatnya
pertumbuhan mikrobiota menguntungkan pada mukosa saluran pencernaan, akan
memperbesar peluang menempelnya bakteri menguntungkan dari kelompok bakteri
asam laktat, seperti bifidobacteria dalam saluran pencernaan ikan, yang secara tidak
langsung mencegah perlekatan dan kolonisasi bakteri patogen (Wu et al. 2014;
Song et al. 2014; Rodriguez Estrada et al. 2013).

Setelah diuji tantang dengan S. agalactiae, pada perlakuan madu dosis 1%
jumlah filum lebih banyak dibandingkan kontrol positif (Gambar 19), karena
oligosakarida madu dapat digunakan dengan baik oleh bakteri pada saluran
pencernaan ikan nila, sehingga meningkatkan komposisi mikrobiota usus. Beberapa
penelitian sebelumnya menyatakan bahwa filum yang mendominasi mikrobiota
pada saluran pencernaan ikan adalah Fusobacteria dan Proteobacteria (Larsen et
al. 2014; van Kessel et al. 2011; Di Maiuta et al. 2013).
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Perlakuan penambahan madu dosis 1% yang diuji tantang memberikan lebih
banyak variasi ordo dibandingkan perlakuan kontrol positif (Gambar 19), yaitu
dengan adanya ordo Aeromonadales, Neisseriales, Spirochaetales, dan
Burkhoderiales. Genus Streptococcus mendominasi perlakuan kontrol positif
hingga mencapai 98%. Hal tersebut sesuai dengan hasil pengamatan kelangsungan
fildup dan jumlah S. agalactiae di organ target dimana pada perlakuan kontrol
positif lebih tinggi dibandingkan perlakuan madu yang diuji tantang dengan S.
agalactiae. Perlakuan kontrol positif tidak memiliki proteksi terhadap infeksi S.
agalactiae.

Bacillus dan Lactobacillus sering digunakan sebagai probiotik dalam
akuakultur (Ringo et al. 2018). Pada penelitian ini, perlakuan penambahan madu
dosis 1% yang diuji tantang memberikan lebih banyak variasi genus dibandingkan
dengan perlakuan kontrol positif yaitu dengan adanya Cetobacterium, Plesiomonas,
Aeromonas, Vogesella, Brevinema, Bacteroides, Akkermansia, Klebsiella, dan
Parabacteroides (Gambar 20), yang didominasi genus Cetobacterium (70%).
Genus Cetobacterium diantaranya adalah strain Cetobacterium somerae banyak
ditemukan pada ikan air tawar, mempunyai kemampuan menghasilkan vitamin B12
yang tinggi (Sugita et al. 1991). Vitamin B12 bermanfaat dalam pembentukan
protein, sel darah, dan jaringan. Selain itu, Cetobacterium somerae juga mampu
menghambat pertumbuhan strain bakteri lainnya (Sugita et al. 1996). Keberadaan
dan kelimpahannya yang tinggi pada ikan air tawar memiliki potensi dalam
pengembangan probiotik dan prebiotik di masa datang (Larsen et al. 2014). Genus
Bacteroides adalah salah satu bakteri probiotik ikan air tawar (Tuan et al. 2013;
Lazado et al. 2015). Genus Akermansia diantaranya Akermansia muciniphila yang
disebut probiotik masa depan. Fermentasi A. muciniphila menghasilkan sulfat bebas
dan memproduksi asetat dan propionat dalam usus. Roeselers et al. (2011),
mengisolasi A. muciniphila pada saluran pencernaan ikan zebrafish. A. muciniphila
tumbuh dengan baik pada lingkungan dengan gula non-musin (seperti fruktosa dan
glukosa) karena lebih mudah untuk diangkut dan pembuat energi yang efisien,
daripada GalNAc dan GIcNAc (Ottman et al. 2017).

5.5 Simpulan

Pemberian prebiotik madu melalui pakan mampu meningkatkan respiratory
burst, lisozim, ekspresi gen IL8 dan TNFa, serta menekan jumlah S. agalactiae di
organ target, dan meningkatkan kelangsungan hidup ikan nila ketika diinfeksi
bakteri S. agalactiae. Organ hati dan limpa ikan nila pada perlakuan kontrol positif
mengalami kerusakan yang lebih parah dibanding pada perlakuan pemberian
prebiotik madu. Perlakuan prebiotik madu dosis 1% menghasilkan OTU lebih
banyak dengan OTU dominan adalah genus Cetobacterium.
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VI PEMBAHASAN UMUM

Ikan nila merupakan salah satu komoditas budidaya utama Indonesia yang
memiliki nilai ekonomis yang tinggi baik di dalam negeri maupun luar negeri.
Peluang pasar yang masih sangat luas di luar negeri, menjadi daya tarik untuk
meningkatkan produksi melalui kegiatan budidaya ikan secara intensif. Kegiatan
budidaya ikan nila yang dilakukan secara intensif sering tidak memberikan hasil
sesuai harapan karena adanya serangan penyakit dan kinerja pertumbuhan yang
tidak maksimal.

Perlu diambil tindakan untuk meminimalkan kegagalan produksi karena
permasalahan kinerja pertumbuhan yang rendah dan serangan bakteri patogen pada
budidaya ikan. Berbagai upaya pengendalian dapat dilakukan, salah satunya dengan
menggunakan prebiotik. Prebiotik adalah bahan makanan yang tidak dapat dicerna
yang merangsang pertumbuhan atau aktivitas bakteri komensal yang bermanfaat
meningkatkan kesehatan inang (Guerreiro et al. 2016), meningkatkan kinerja
pertumbuhan dan aktivitas mikroba saluran pencernaan, meningkatkan sistem
kekebalan tubuh, serta meningkatkan resistansi terhadap stres dan patogen (Das et
al. 2017).

Beberapa penelitian bidang akuakultur terdahulu menggunakan material
single prebiotics sebagai bahan prebiotik seperti FOS, GOS, dan inulin. Sehingga
diperlukan material yang merupakan multi prebiotics yang diharapkan mampu
memberikan hasil yang lebih baik. Madu adalah material yang termasuk
multiprebiotics. Bahan aktif yang terkandung pada madu adalah FOS (Yadav &
Shukla 2017), XOS (Mano et al. 2018), GOS dan inulin (Sanz et al. 2005) selain
beberapa kandungan lain seperti mineral, vitamin, asam amino, asam organik,
flavonoid dan senyawa fenolik lainnya serta zat aromatik. Komposisinya sangat
bervariasi, tergantung pada tumbuhan dan asal geografisnya (Santos-Buelga &
Gonzalez-Paramas 2017).

Penelitian awal dilakukan pada tiga jenis madu yaitu madu klengkeng, madu
randu dan madu organik untuk mengetahui kriteria prebiotik dari ketiga jenis madu.
Pengujian oligosakarida madu dan ekstrak madu dengan KLT menggunakan
standar rafinosa mendapatkan hasil bahwa ekstrak madu klengkeng dan ekstrak
madu randu merupakan oligosakarida, ditandai dengan Rf yang sama tinggi dengan
standar rafinosa. Diduga ekstrak madu organik juga merupakan oligosakarida
apabila digunakan standar oligosakarida yang lain. Stakiosa dan rafinosa adalah
standar yang bisa digunakan untuk menguji bioaktif oligosakarida (Agbenorhevi et
al. 2007). Karbohidrat total tertinggi dimiliki madu randu. Gula pereduksi dari
ketiga madu berada dalam kisaran 27-55%, lebih tinggi dibandingkan inulin. Hal
tersebut disebabkan karena dalam madu terdapat berbagai macam komponen
oligosakarida yaitu FOS, GOS, dan inulin (Sanz et al. 2005). Oligosakarida madu
resistan terhadap asam lambung dan a- amilase. Persentase hidrolisis asam lambung
terbesar adalah pada madu organik yaitu 8.4% pada jam ke-3 sedangkan madu
randu dan madu klengkeng sebesar 5.4% dan 3.2%. Persentase hidrolisis a- amilase
terbesar adalah madu klengkeng yaitu 9.4% pada jam ke-3, sedangkan madu randu
dan madu organik sebesar 5.2% dan 3%. Prebiotik mensyaratkan toleran terhadap
asam lambung dan o-amilase dalam saluran pencernaan sehingga bisa
dimanfaatkan oleh mikrobiota menguntungkan (Banerjee et al. 2017).
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Oligosakarida madu memiliki aktivitas prebiotik terhadap pertumbuhan
bakteri probiotik L. plantarum. Pada jam ke-12, ekstrak madu klengkeng, ekstrak
madu randu, ekstrak madu organik, dan inulin mampu menstimulasi pertumbuhan
bakteri probiotik L. plantarum. Ekstrak madu randu memiliki aktivitas prebiotik
paling baik dibandingkan dengan dua jenis madu yang lain, karena mampu
menstimulasi L. plantarum 80.21+6.11% pada jam ke-12, dan 68.05+4.12% pada
sam ke-24, selain itu madu randu memiliki skor prebiotik 3.82 pada jam ke-12, dan
mampu mempertahankankan kemampuannya sampai jam ke-24 sebanyak 0.71. Hal
tersebut karena adanya kandungan FOS sebesar 14.76% dan inulin 6.6%. Selama
24 jam masih terdapat glukosa yang bisa dimanfaaatkan sebagai sumber karbon.
Bakteri probiotik melakukan metabolisme dengan memanfaatkan oligosakarida dan
menghasilkan SCFA (Rurangwa et al. 2008). Dari ketiga madu yang diteliti, madu
randu merupakan madu terbaik sebagai prebiotik karena memiliki aktivitas
prebiotik tertinggi terhadap pertumbuhan bakteri probiotik. Selanjutnya madu
randu diuji lebih lanjut pengaruhnya dalam meningkatkan kinerja pertumbuhan dan
Komposisi bakteri pada saluran pencernaan dengan ikan nila sebagai model.

Energi metabolisme adalah parameter biologis utama dan terpenting yang
terlibat dalam semua proses fisiologis mahluk hidup. Kebutuhan energinya berasal
dari oksidasi senyawa organik (karbohidrat, lipid dan protein) yang dihasilkan dari
pencernaan makanan. Pencernaan adalah proses dasar dalam metabolisme ikan
dalam menggunakan nutrisi yang tersedia untuk mengatasi masalah biologis
(Solovyev & Gisbert 2016). Peran utama saluran pencernaan adalah memecah
bahan makanan menjadi molekul yang lebih kecil yang selanjutnya akan diserap di
epitel saluran pencernaan (Merrifield et al. 2011) dengan bantuan enzim

Nilai rasio konversi pakan yang diperoleh pada perlakuan prebiotik madu
signifikan (P<0.05) lebih rendah dibandingkan kontrol. Hal tersebut disebabkan
adanya peran bakteri menguntungkan yang dapat memanfaatkan prebiotik yang
terkandung di dalam madu. Bakteri saluran pencernaan berperan dalam
dekomposisi nutrien, memberikan bahan aktif secara fisiologis seperti enzim, asam
amino dan vitamin pada makroorganisme, sehingga memfasilitasi pemanfaatan
pakan dan pencernaan yang lebih baik (Doeschate et al. 2008; Zokaeifar et al. 2012;
Sugita et al. 1991; Vine et al. 2006). Prebiotik oligosakarida akan difermentasi oleh
bakteri probiotik sehingga penggunaan pakan yang diperkaya dengan prebiotik
akan meningkatkan kinerjanya di usus besar (Kaplan & Hutkins 2000).

Menurunnya nilai RKP disebabkan oleh adanya peningkatan pemanfaatan
pakan dalam usus, adanya aktivitas enzim yang dilakukan oleh bakteri probiotik,
serta peningkatan aktivitas gastrointestinal tract (Aquiano et al. 2013), dibuktikan
dengan peningkatan aktivitas enzim pencernaan (amilase dan lipase) pada
perlakuan pemberian madu yang lebih tinggi dan berbeda nyata dengan perlakuan
kontrol (P<0.05).

Mikrobiota usus akan memproduksi enzim untuk pencernaan pakan seperti
amilase, protease, dan lipase, serta dengan menyediakan faktor pertumbuhan yang
diperlukan inang (Zokaeifar et al. 2012). Enzim pencernaan sebagai landasan utama
dari keseluruhan proses pencernaan, sangat berkaitan dengan jumlah, jenis dan
karakteristik fungsionalnya (Pujante et al. 2017). Ketika pati, polisakarida, dan
karbohidrat kompleks melalui saluran pencernaan, selanjutnya dipecah oleh
amilase tambahan yang berada di saluran gastrointestinal (Oswald 2018).
Berdasarkan hasil pengukuran aktivitas enzim diperoleh data bahwa aktivitas enzim
amilase semakin meningkat dengan meningkatnya dosis madu, aktivitas amilase
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tertinggi terdapat pada penambahan prebiotik madu 1% (239.4+3.11 U g! protein).
Hal tersebut disebabkan semakin tinggi jumlah madu yang ditambahkan pada
pakan, maka semakin besar pula jumlah oligosakarida yang bisa dimanfaatkan oleh
mikrobiota usus penghasil enzim eksogen pada ikan nila. Protease pada ikan
memiliki sifat molekuler yang beragam, bergantung pada spesies, organ, serta
faktor lingkungan (Sriket 2014). Enzim protease berada pada jaringan otot organ
pencernaan (Singh & Benjakul 2018). Aktivitas protease tertinggi terdapat pada
perlakuan prebiotik madu 1% (24.24+1.29 U g protein). Aktivitas lipase pada
perlakuan prebiotik madu 0.25%, 0.5% dan 1% lebih tinggi dibandingkan dengan
kontrol. Mikrobiota usus dan enzim yang dihasilkan sangat berkaitan, karena
jumlah mikroba usus berbanding lurus dengan enzim yang dihasilkan. Degradasi
nutrien di saluran pencernaan ikan sangat bergantung pada enzim yang tersedia
(Hani et al. 2018). Penelitian Sankari et al. (2016), mikrobiota usus dan enzim yang
dihasilkan meningkatkan rasio konversi pakan dan kinerja pertumbuhan. Hal ini
sesuai dengan penelitian Hamsah et al. (2017) yang menyatakan bahwa enzim
eksogen yang dihasilkan oleh mikrobiota di saluran pencernaan akan membantu
enzim endogen inang untuk menghidrolisis nutrien pada pakan, sehingga pakan
dapat dimanfaatkan secara maksimal untuk pertumbuhan. Seperti pada penelitian
ini bahwa perlakuan penambahan prebiotik madu mampu meningkatkan bobot
akhir, pertambahan bobot, dan laju pertumbuhan spesifik ikan nila. Terdapat
korelasi antara peningkatan aktivitas enzim pencernaan dan total bakteri di usus
yang mampu meningkatkan pemanfaatan pakan untuk pertumbuhan ikan
(Soleimani et al. 2012) dan udang (Munaeni et al. 2020). Pemberian pakan dengan
penambahan madu mampu meningkatkan bobot ikan, dengan bobot tertinggi pada
penambahan madu 1%. Hal ini sesuai dengan penelitian Abd El-Latif et al. (2015),
bahwa terdapat korelasi antara peningkatan aktivitas enzim pencernaan dan
mikrovili karena penambahan prebiotik.

Mikrovili berperan dalam penahanan dan pemanfaatan nutrien dalam usus.
Pemberian madu pada pakan secara signifikan menaikkan panjang mikrovili usus.
Hal ini sesuai dengan penelitian Sado et al. (2015) yang menambahkan prebiotik
MOS pada ikan nila, Zou et al. (2010) pada red drum (Sciaenops ocellatus), Salze
et al. (2008) pada ikan kobia, dan Yilmaz et. al. (2007) pada ikan rainbow trout.
Semakin tinggi dosis madu, maka mikrovilinya semakin panjang, dengan mikrovili
terpanjang pada perlakuan pakan dengan penambahan madu 1%. Hal tersebut
disebabkan semakin tinggi dosis madu yang ditambahkan pada pakan, maka
semakin tinggi enzim eksogen yang dihasilkan mikrobiota yang akan meningkatkan
enzim endogen inang dalam memacu kinerja pertumbuhan inang. Peningkatan
jumlah dan panjang mikrovili menyebabkan perluasan area penyerapan di usus
yang bermanfaat dalam penyerapan nutrien sehingga meningkatkan area
penyerapan pada usus. Rasio perimeter perlakuan pemberian madu pada pakan
lebih tinggi apabila dibandingkan dengan kontrol. Rasio yang tinggi menunjukkan
perimeter usus yang tinggi dengan struktur vili yang lebih panjang dan lebih
kompleks. Perubahan bentuk morfologi usus yang lebih baik merupakan salah satu
faktor dalam meningkatkan kinerja pertumbuhan dan indikator dari pemanfaatan
pakan yang efektif. Mekanisme kinerja pertumbuhan ikan nila yang diberi prebiotik
madu disajikan pada Gambar 21.
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Metabolisme mikrobiota anaerob terlibat dalam fermentasi karbohidrat yaitu
mengubah makanan yang tidak dapat dicerna menjadi asam lemak rantai pendek
(SCFA) (Piazzon et al. 2017; Metzler-Zebeli et al. 2010). Pada proses fermentasi
karbohidrat yang dilakukan oleh bakteri probiotik dihasilkan asetat, propionat,
butirat, isobutirat, dan sejumlah kecil isovalerat yaitu sekitar 2-9% dari total
produksi SCFA (Hao et al. 2017). SCFA memainkan peran penting dalam
memelihara homoeostasis usus dan berfungsi sebagai penghubung dengan inang,
sistem kekebalan dan mikrobiota komensal pada usus (Trachsel et al. 2016).
Sebagai pertukaran, inang akan menyediakan habitat yang aman dan pasokan energi
yang konstan ke mikrobiota. Dalam budidaya, SCFA telah digunakan sebagai
promotor pertumbuhan (Gao et al. 2011; Robles et al. 2013; Liu et al. 2014; Silva
et al. 2016). Hasil uji kandungan asam propionat dan butirat pada perlakuan pakan
dengan penambahan prebiotik madu 1% pada ikan nila (Tabel 6) menunjukkan hasil
yang lebih tinggi dibandingkan perlakuan madu lain karena madu 1% memiliki
kandungan oligosakarida yang lebih tinggi dibandingkan perlakuan madu yang lain
sehingga SCFA yang dihasilkan lebih besar.

Perlakuan pemberian prebiotik madu pada pakan memberikan OTU yang
lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol (Gambar 11). Hal tersebut disebabkan
kandungan oligosakarida dari madu dapat dimanfaatkan oleh mikrobiota usus.
Tingginya OTU unik pada perlakuan penambahan madu 0.5% (1335), diduga
karena OTU unik tersebut mampu tumbuh dengan baik pada lingkungan tersebut,
sehingga terjadi kesetimbangan antar spesies yang bersama-sama dapat
memanfaatkan nutrien dari oligosakarida madu sehingga semua komponen
mikrobiota dapat tumbuh dengan optimal. Pada perlakuan madu dosis 0.25% dan
1% terjadi kematian bakteri. Basson & Grobler (2008) menyatakan bahwa berbagai
bakteri rentan terhadap madu. Madu menunjukkan spektrum aktivitas antibakteri
yang luas terhadap bakteri Gram-positif dan Gram-negatif, termasuk bakteri-bakteri
yang resistan antibiotik (MRSA). Selain itu, ditemukan sifat antimikroba madu in
vitro yaitu H>O,, methylglyoxal (MGO) dan antimikroba peptida, bee defensin-1,
yang merupakan mekanisme berbeda yang diduga terlibat dalam aktivitas
bakterisidal madu (Kwakman et al. 2010). Tingginya OTU unik pada perlakuan
penambahan madu dosis 0.5% tidak memberikan kinerja pertumbuhan yang lebih
baik karena tidak semua OTU unik yang teridentifikasi merupakan mikrobiota yang
menguntungkan yang bermantfaat terhadap kinerja pertumbuhan ikan nila.

Mikrobiota usus memiliki peran penting dalam pencernaan zat makanan
kompleks serta dalam mempertahankan status kesehatan inang. Jenis mikrobiota
dari filum Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, dan Fusobacteria
ditemukan pada semua perlakuan pada penelitian ini. Fusobacteria dan
proteobacteria umum ditemukan pada saluran pencernaaan ikan (Larsen et al.
2014). Semua perlakuan pada penelitian ini, baik kontrol maupun perlakuan pakan
dengan penambahan madu teridentifikasi adanya kedua filum tersebut.
Actinobacteria merupakan filum utama yang teridentifikasi pada ikan nila (Gambar
12). Beberapa spesiesnya Actinobacteria memiliki kemampuan untuk
menghasilkan metabolit sekunder seperti antibiotik, antitumor, anti parasit, dan
enzim (Ser et al. 2015), diantaranya Streptomyces sp. Kemampuannya dalam
memproduksi senyawa antagonis dan antimikroba yang potensial dapat
dimanfaatkan sebagai probiotik dalam akuakultur.
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Semua perlakuan penambahan madu pada pakan teridentifikasi adanya filum
Firmicutes (Gambar 12). Beberapa genus dari famili Firmicutes seperti Bacillus
dan Lactobacillus sering digunakan sebagai probiotik dalam akuakultur (Wang et
al. 2005; Wang et al. 2019). Bakteri probiotik ini diduga mampu memanfaatkan
oligosakarida dari madu yang ditambahkan pada pakan. Genus Clostridium sensu
stricto yang teridentifikasi pada semua perlakuan penambahan madu sebanyak
2.87%. Clostridium adalah bakteri komensal dan kemoorganotropik yang mampu
Mmemfermentasi berbagai nutrien, seperti karbohidrat, protein, asam organik, dan
pahan organik lainnya, untuk menghasilkan asam asetat, asam propionat, asam
butirat, dan beberapa pelarut, seperti aseton dan butanol yang akan menghasilkan
asam lemak rantai pendek (SCFA) dari fermentasi karbohidrat (Guo et al. 2020),
sehingga dalam akuakultur sering digunakan sebagai probiotik. Genus
Cetobacterium juga merupakan salah satu probiotik yang digunakan pada
akuakultur. Pada perlakuan 1% madu mempunyai jumlah Cetobacterium lebih
tinggi dibandingkan dengan perlakuan kontrol dan perlakuan pemberian madu dosis
lain.

Penambahan prebiotik madu pada pakan mampu meningkatkan jumlah
bakteri probiotik dan merubah komposisi mikrobiota pada saluran pencernaan ikan
nila, yang berkorelasi dengan kinerja pertumbuhan dan morfologi usus ikan nila.
Indikator dari efektivitas prebiotik adalah kemampuannya menahan pertumbuhan
dan aktivitas bakteri patogen (Gibson et al. 2010). Menurut Musatto & Manchilha,
(2007), bakteri probiotik mampu menfermentasi oligosakarida yang terkandung
pada madu sebagai substrat untuk pertumbuhan dan menghambat bakteri patogen.
Penggunaan prebiotik merupakan salah satu upaya untuk meningkatkan
pertumbuhan mikrobiota yang menguntungkan pada mukosa saluran pencernaan,
memperbesar peluang menempelnya bakteri menguntungkan dari kelompok bakteri
asam laktat, seperti bifidobacteria dalam saluran pencernaan ikan (Wu et al. 2014),
yang secara tidak langsung mencegah perlekatan dan kolonisasi bakteri patogen
(Song et al. 2014).

Setelah 30 hari pemeliharan, ikan nila diuji tantang dengan bakteri S.
agalactiae untuk diuji imunitasnya. Penambahan prebiotik madu mampu
meningkatkan aktivitas respiratory burst pada ikan nila setelah masa pemeliharaan
30 hari dengan hasil terbaik diperoleh pada perlakuan madu dosis 0.25% sebesar
0.25% (2+0.05), disusul dosis madu 1% (1.740.02) dan 0.5% (1.7+0.03). Hasil
pengamatan aktivitas respiratory burst setelah masa uji tantang menunjukkan telah
terjadi penurunan aktivitas bila dibandingkan dengan sebelum uji tantang. Nilai
aktivitas respiratory burst tertinggi terdapat pada semua perlakuan madu (P<0.05)
dibandingkan kontrol positif. Secara umum, nilai respiratory burst pada hari ke-32
(2 hari setelah uji tantang) perlakuan madu menurun, hal ini disebabkan S.
agalactiae yang masuk tidak menimbulkan stres, sehingga tidak muncul stress
biologis karena infeksi patogen yang menyebabkan kenaikan nilai ROS. Fagositosis
telah berhasil memusnahkan bakteri S. agalactiae. Selanjutnya ikan akan
mengalami perbaikan jaringan, inflamasi serta peningkatan sistem imun spesifik.
Hari ke-35 (5 hari setelah uji tantang) dan hari ke-37 (7 hari sesudah uji tantang),
terjadi kenaikan respiratory burst pada perlakuan madu. Hal tersebut diduga terjadi
produksi ROS walaupun sedikit, sehingga menyebabkan kenaikan respiratory burst
walaupun perlahan.
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Pada penelitian ini penambahan prebiotik madu selama 30 hari masa
pemeliharaan mampu meningkatkan aktivitas lisozim dibandingkan dengan
kontrol. Penurunan aktivitas lisozim terjadi setelah dilakukan uji tantang dengan S.
agalactiae. Pada perlakuan kontrol positif, uji tantang dengan S. agalactiae
meningkatkan nilai lisozim. Hal tersebut diduga karena sebelumnya tidak ada
material yang memicu aktivitas lisozim. Sehingga pada saat ada rangsangan dari S.
agalactiae, terjadi peningkatan nilai lisozim. Pada perlakuan madu, uji tantang
dengan bakteri S. agalactiae tidak menimbulkan lonjakan aktivitas lisozim. Hal
tersebut diduga karena sebelumnya lisozim ikan nila sudah teraktivasi dengan
pemberian madu. Sehingga uji tantang hanya memberikan penurunan pada hari ke-
32 (2 hari sesudah uji tantang), dan cenderung stabil pada hari selanjutnya. Hal ini
diduga ikan telah melakukan pemulihan pasca infeksi dan kembali ke kondisi
seimbang.

Oligosakarida mampu merangsang pertumbuhan bakteri probiotik penghasil
SCFA di usus (Abu-Elala et al. 2018). Selain itu, SCFA sebagai hasil dari
fermentasi oligosakarida dapat digunakan sebagai promotor pertumbuhan dan
stimulator imun (Liu et al.2014; Estensoro et al. 2016; Hoseinifar et al. 2016, 2017,
Safari et al. 2016; Silva et al. 2016; Tian et al. 2017. Sitokin adalah modulator
kekebalan dan termasuk interleukin 1 B, (IL1p), interleukin 8 (ILS8), tumor faktor
nekrosis alfa (TNFa), CXC2- dan CC-kemokin, interferon (IFN) dan resistensi
myxovirus (Mx) (Xu et al. 2013). Gen-gen tersebut berperan dalam kemotaksis,
aktivasi komplemen, menghancurkan patogen, dan opsonisasi dalam proses
fagositosis (Salaun et al. 2007). Selama masa pemeliharaan, ekspresi gen IL8
mengalami kenaikan, diduga karena oligosakarida madu dikenali oleh reseptor TLR
(Toll-like receptors) pada sel imun inang, sehingga muncul respons imun. Setelah
diuji tantang ekspresi gen IL8 makin meningkat. Hal tersebut diduga karena bakteri
patogen memicu naiknya gen ILS8, dan kemudian berangsur turun pada hari ke-35
(5 hari sesudah uji tantang). Ekspresi gen IL8 pada hari ke-32 (2 hari sesudah uji
tantang) menunjukkan pada dosis madu 0.5% lebih tinggi dibandingkan dosis madu
1%. Hal tersebut berkaitan dengan jumlah OTU pada akhir perlakuan madu (hari
ke-30). Jumlah OTU pada perlakuan pemberian madu dosis 0.5% sangat tinggi
yaitu sebesar 1335. Jumlah OTU yang sangat tinggi inilah yang menyebabkan
ekspresi gen IL8 perlakuan madu dosis 0.5% terekspresi lebih tinggi dibandingkan
perlakuan madu dosis 1%. Oligosakarida selain memodulasi sitokin dengan cara
merangsang pertumbuhan bakteri probiotik penghasil SCFA di usus besar (Abu-
Elala et al. 2018), juga mampu memicu imunitas inang secara langsung (Song et al.
2014. Peranan gen-gen terkait imunitas penting dalam mengendalikan serangan
penyakit infeksi. IL8 memainkan peran penting dalam respon imun ikan, juga
dalam peradangan akut dengan mengaktivasi dan memediasi neutrofil dan sel lain
serta dalam memulai ledakan oksidatif pada neutrofil dan mendorong penyembuhan
luka dengan mendorong angiogenesis (Mukaida et al. 1998). IL8 berperan
meningkatkan kadar kalsium sitosol, respiratory burst, perubahan bentuk neutrofil
dan kemotaksis (Laing et al. 2002).

Tumor necrosis factor alpha (TNFo) merupakan salah satu sitokin
proinflamasi yang berperan penting dalam berbagai respons inang, termasuk
proliferasi sel, diferensiasi, nekrosis, apoptosis, dan induksi sitokin lainnya. TNFa
dapat menginduksi kelangsungan hidup yang dimediasi NF-kB atau apoptosis
(Rahman & McFadden 2006). TNFa memiliki respons antimikroba yang kuat,
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termasuk menginduksi apoptosis, membunuh sel yang terinfeksi, menghambat
patogen, dan mengatur naik turunnya respons imun inang. Selama masa
pemeliharaan, ekspresi TNFo pada semua perlakuan madu mengalami kenaikan.
Hal tersebut karena oligosakarida madu dikenali oleh reseptor TLR (Toll-like
receptors) pada sel imun inang, selanjutnya akan mengaktifkan respons imun.
TNFo adalah mediator inflamasi sebagai respons infeksi suatu penyakit (Holland
gtal. 2002). Induksi TNF-a berperan penting dalam memicu respon imun bawaan
Melawan invasi bakteri melalui pola pengenalan mikroorganisme, kehadiran
patogen, dan stimulasi respons inflamasi (Pietretti & Wiegertjes 2014). Sesudah uji
tantang, terjadi penurunan ekspresi TNFa karena sistem imun sudah mengenali
Patogen, memberi sinyal pada sitokin, mengaktifkan transkrip TNFa, memberi
respons imun, dan akhirnya berhasil mengalahkan patogen tanpa terjadinya
neradangan dan kerusakan jaringan. Terdapat hubungan antara mikrobiota pada
saluran pencernaan dengan ekspresi TNFa, yaitu saat perlakuan pemberian madu
dosis 1% terjadi dominasi bakteri probiotik genus Cetobacterium (Gambar 20),
ekspresi TNFa lebih tinggi dibandingkan dengan dosis madu yang lebih rendah dan
kontrol (Gambar 15B), karena bakteri probiotik yang berlimpah akan memberikan
sinyal transduksi yang lebih banyak sehingga ekspresi gen TNFa tetap tinggi.
Mekanisme aktivasi sistem imun ikan nila yang diberi prebiotik madu disajikan
pada Gambar 21. Ekspresi TNFo berhubungan dengan respiratory burst (Gambar
13), hal tersebut karena saat ada antigen bakteri S. agalactiae akan terjadi produksi
ROS walaupun sedikit, sehingga menyebabkan kenaikan respiratory burst
walaupun perlahan.

S. agalactiae pada perlakuan kontrol positif pada organ hati, ginjal, limpa,
otak, dan usus signifikan lebih tinggi dibandingkan dengan semua perlakuan
pemberian prebiotik madu pada semua dosis. Tingginya S. agalactiae pada
perlakuan kontrol positif diduga disebabkan karena tidak adanya proteksi dalam
menghadapi serangan bakteri S. agalactiae pada uji tantang. S. agalactiae di usus
pada perlakuan madu lebih sedikit dibandingkan kontrol positif. Pada pemberian
madu dosis 1% tidak terdapat adanya S. agalactiae. Pada perlakuan pemberian
madu, jumlah S. agalactiae menurun seiring dengan kenaikan dosis madu yang
diberikan. Hal tersebut diduga karena serangan S. agalactiae dapat dikendalikan
dengan terekspresinya gen IL8 dan TNFa yang juga berhubungan dengan produksi
ROS yang akan menaikkan respiratory burst (Gambar 13). Madu 1% dapat
terfermentasi dengan baik di usus oleh bakteri probiotik sehingga terjadi perubahan
komponen mikrobiota, karena oligosakarida madu menyediakan substrat untuk
pertumbuhan dan proliferasi bakteri probiotik yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri S. agalactiae di usus. Jumlah S. agalactiae di otak pada
perlakuan kontrol positif lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan kontrol
positif pada organ lain, karena salah satu organ target dari S. agalactiae adalah otak
(Abuseliana et al. 2011). Jaringan otak menunjukkan penebalan meningeal dan
infiltrasi sel inflamasi yang mengindikasikan terjadinya meningitis, disertai dengan
temuan adanya perdarahan (Suwannasang et al. 2014). S. agalactiae diduga mampu
melewati blood-brain barrier dan mendapatkan akses ke sistem saraf pusat,
sehingga menyebar ke seluruh sistem organ organisme yang memulai septikemia
bakterial. Madu menghambat bakteri patogen melalui beberapa mekanisme,
diantaranya menyebabkan perubahan struktur dan morfologi, kerusakan membran
bakteri, perubahan siklus bakteri dan pertumbuhan sel, gangguan metabolisme,
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gangguan mekanisme pompa efflux, perubahan sinyal quorum sensing bakteri, dan
penghambatan biofilm (Combarros-Fuertes et al. 2020).

Pusat melanomakrofag (MMCs) merupakan sel fagositik berpigmen
(melanin) yang bertindak sebagai respons cepat terhadap adanya infeksi dan kadar
sitokin, seperti interleukin-1 (IL-1), IL-6, dan interferon-gamma (IFN)-y) juga
dianggap sebagai penanda respon imun pada ikan (Agius & Robert 2003).
Haemosiderin di organ hati kontrol positif, diduga terjadi karena adanya serangan
bakteri S. agalactiae. Haemosiderin di MMCs diduga berasal dari plak infeksi S.
agalactiae kronis, sehingga timbul warna biru dan melanin berwarna coklat sangat
gelap pada jaringan. Perubahan warna pada hati menunjukkan adanya degenerasi
hepatosit dan kongesti pada sinusoid karena ketidakmampuan hati untuk
mendetoksifikasi benda asing dan mengakibatkan disfungsi hati dan akhirnya
terjadi kematian (Suwannasang et al. 2014). Perlakuan madu tidak menimbulkan
hemosiderin diduga karena oligosakarida yang dimanfaatkan dengan baik oleh
inang, schingga menimbulkan imunitas terhadap serangan S. agalactiae.
Oligosakarida madu berperan sebagai imunomodulator, yaitu senyawa atau zat
yang meningkatkan respons sistem kekebalan, yang diduga menghasilkan resistansi
organisme terhadap keberadaan patogen (Vallejos-Vidal et al. 2016).

Kelangsungan hidup ikan nila yang diberi prebiotik madu setelah diuji
tantang dengan S. agalactiae lebih tinggi dibandingkan perlakuan kontrol positif.
Sedangkan pada perlakuan madu, kelangsungan hidup tertinggi pada dosis 1%
berbeda nyata dengan dosis 0.25% dan 0.5%. Rendahnya angka kematian pada
perlakuan prebiotik madu setelah uji tantang menunjukkan bahwa penambahan
madu dalam pakan dapat menekan pertumbuhan patogen dengan cara
meningkatkan respons imun. Tingginya mortalitas pada perlakuan kontrol positif
juga disebabkan oleh rendahnya imunitas ikan nila dalam melawan infeksi bakteri
S. agalactiae, terlihat dari rendahnya nilai parameter imunitas yang dihasilkan pada
perlakuan kontrol positif. Tingkat kelangsungan hidup yang lebih tinggi pada
perlakuan prebiotik madu didukung oleh tingginya kadar lisozim dan respiratory
burst pada akhir masa pemeliharaan. Imunitas yang meningkat memberikan
pertahanan yang lebih baik pada ikan nila ketika terjadi serangan patogen S.
agalactiae.

Perlakuan madu 1% yang diuji tantang menunjukkan OTU yang lebih tinggi
dibandingkan dengan perlakuan kontrol positif. Hal ini sesuai dengan hasil
pengujian respiratory burst, lisozim, dan kelangsungan hidup ikan nila yang diberi
prebiotik madu signifikan lebih tinggi dibandingkan kontrol. Diduga oligosakarida
madu dapat dimanfaatkan secara optimal oleh mikrobiota usus sehingga terjadi
kesetimbangan antar spesies sehingga semua komponen mikrobiota
menguntungkan dapat tumbuh dengan optimal.

Mikrobiota usus memiliki peran penting dalam pencernaan zat makanan
kompleks serta dalam mempertahankan status kesehatan inang. Perlakuan madu 1%
yang diuji tantang memberikan lebih banyak filum, karena oligosakarida madu
dapat digunakan dengan baik oleh bakteri pada saluran pencernaan ikan nila,
sehingga meningkatkan jumlah dan variasi mikrobiota usus.

Perlakuan penambahan madu dosis 1% yang diuji tantang memberikan lebih
banyak variasi ordo dibandingkan perlakuan kontrol positif. Genus Streptococcus
mendominasi perlakuan kontrol positif hingga mencapai 98%. Perlakuan
penambahan madu dosis 1% yang diuji tantang memberikan lebih banyak variasi
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genus dibandingkan dengan perlakuan kontrol positif. Genus Cetobacterium,
diantaranya Cetobacterium somerae banyak ditemukan pada ikan air tawar, mampu
menghasilkan vitamin B12 yang tinggi (Tsuchiya et al. 2008), juga mampu
menghambat pertumbuhan strain bakteri lain (Sugita et al. 1996). Kelimpahannya
yang tinggi pada ikan air tawar memiliki potensi dalam pengembangan probiotik
dan prebiotik di masa datang (Larsen et al. 2014). Genus bacteroides adalah salah
satu bakteri probiotik ikan air tawar (Lakhsmi et al. 2015). Genus Akermansia
diantaranya Akermansia muciniphila disebut probiotik masa depan. Fermentasi A.
inuciniphila menghasilkan sulfat bebas dan memproduksi asetat dan propionat
dalam usus yang bermanfaat bagi inang.

Pada bidang akuakultur, madu sebagai prebiotik memiliki nilai lebih apabila
dibandingkan dengan jenis prebiotik lainnya. Dari sisi penggunaannya, madu
sebagai prebiotik dapat dimanfaatkan secara langsung oleh pembudidaya tanpa
memerlukan ekstraksi terlebih dahulu. Ikan mampu memanfaatkan semua prebiotik
vang terkandung dalam madu. Sebagai pembanding adalah penelitian prebiotik ubi
jalar (Djauhari et al. 2017), yang membutuhkan biaya besar untuk melakukan
ekstraksi agar dapat memanfaatkan kandungan satu jenis prebiotik dari ubi jalar
tersebut. Hal tersebut tentunya secara ekonomi akan menyulitkan pembudidaya.
Selain itu, harga prebiotik komersial yang ada di pasaran jauh lebih mahal
dibandingkan harga madu.

Pemberian prebiotik madu memberikan kinerja pertumbuhan yang tinggi
dibandingkan dengan prebiotik tunggal, seperti penelitian Poolsawat et al. 2020
yang memberikan prebiotik FOS pada ikan nila. Madu mengandung FOS dan inulin
(hasil penelitian tahap 1), memberikan pertambahan bobot ikan, laju pertumbuhan
yang spesifik dan aktivitas enzim amilase lebih tinggi. Demikian juga dengan
jumlah mikrobiota usus. Pemberian prebiotik madu memberikan OTU yang lebih
besar dibandingkan dengan pemberian satu jenis prebiotik. Selain itu, pada
penambahan prebiotik madu terdapat genus Clostridium-sensu-stricto dan Bacillus
yang bisanya dimanfaatkan sebagai prebiotik pada akuakultur. Imunitas ikan nila
yang diberi prebiotik madu lebih tinggi dibandingkan dengan prebiotik tunggal,
seperti penelitian El-Gawad et al. 2016, yang memberikan FOS pada ikan nila. Nilai
lisozim pemberian FOS dosis 1% berkisar 40 IU mL 'menit". Sedangkan pada
pemberian madu 1% sebesar 67.89 IU mL 'menit!. Hal tersebut karena madu
mengandung FOS dan inulin (hasil penelitian tahap 1), sehingga dengan
menggunakan madu dapat sekaligus menggunakan dua macam prebiotik yang
berbeda, yang tentu saja memberikan manfaat yang jauh lebih besar. Demikian juga
juga pada penelitian Hoseinifar et al. 2017, yang memberikan prebiotik inulin pada
ikan mas, ekspresi gen TNFa lebih rendah dibandingkan dengan nilai ekspresi gen
TNFa pemberian prebiotik madu.

Berdasarkan uraian di atas maka didapatkan gambaran bahwa penggunaan
prebiotik madu randu mempunyai manfaat yang besar bagi budidaya perikanan
dalam meningkatkan kinerja pertumbuhan dan proteksi serangan penyakit. Hal
tersebut karena madu randu selain mengandung oligosakarida berupa FOS dan
inulin sebesar 21.36% (hasil penelitian tahap 1), mampu meningkatkan kinerja
pertumbuhan dan keragaman mikrobiota usus. Selain itu madu meningkatkan
respons imun, ekspresi gen terkait dengan imunitas, mengurangi populasi S.
agalactiae, meningkatkan kelangsungan hidup, dan memberikan variasi mikrobiota
yang tinggi pada ikan nila setelah diuji tantang dengan hasil terbaik penggunaan
madu dosis 1%.
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Penelitian madu sebagai prebiotik ini masih memerlukan penelitian lebih
lanjut untuk menguji efektivitas dan efisiensi dari penggunaan madu, diantaranya:
evaluasi skala lapangan serta uji multilokasi agar dapat mengevaluasi keuntungan
ekonomi yang didapat dari pemberian prebiotik madu serta mengevaluasi
penggunaan prebiotik madu pada komoditi perikanan lain dengan patogen yang
berbeda.

VIl SIMPULAN DAN SARAN UMUM

7.1 Simpulan

Pemberian madu sebagai prebiotik mampu meningkatkan keragaman
mikrobiota usus, kinerja pertumbuhan, respons imun, dan resistansi ikan nila
terhadap infeksi S. agalactiae, dengan hasil terbaik pada pemberian madu randu
dengan dosis 1%.

7.2 Saran

Dengan beragamnya jenis madu di pasaran, perlu dilakukan pemilihan jenis-
jenis madu yang memiliki kandungan prebiotik tinggi sehingga mampu
memberikan manfaat yang optimal bagi ikan. Perlu dilakukan evaluasi aplikasi
madu pada skala lapangan dan uji multilokasi disertai dengan analisis ekonomi pada
komoditas budidaya lain dengan patogen yang berbeda.
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