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TREATMENT OF VIBRIOSIS DISEASE (Vibrio harveyi) IN VANAME
SHRIMP (Litopenaeus vannamei, Boone 1931) USING Avicennia alba
LEAVES EXTRACT

Dian Rusadi*!, Wardiyanto, dan Rara Diantari?

ABSTRACT

Avicennia alba is a mangrove plant that often ued by coastal society as a
traditional medecine, it is potential to be dveloped as the sources of
pharmaceutical. The aim of the research is to examine the effect of Avicennia alba
leaves extract various concentrations to Vibrio harveyi infection on vaname shrimp.
The addition of the extract is thought to be used as an antibacterial so that it can
give effect to the attack of V. harveyi in vaname shrimp. Vaname shrimps (total of
120 shrimps) with a weight of 10£2g/ind were injected intramuscularly with V.
harveyi bacteria in 107 CFU/ml density. After the occurrences of clinical
symptoms, the shrimps were immersed into A. alba leaves extract with
concentration 0 ppm, 150 ppm, 250 ppm, and 350 ppm for 21 days. The results
showed that the addition leaves extract can increase shrimp ’s survival rate as much
as 46.67% and increase the shrimp’s ability to prevent (RPS) V. harveyi infection
untill of 70+15%. The mean time of death (MTD) was 106+18.33 hours, it caused
there ar active compounds contained such as saponin, tannin, and steroid be
suspected antibacterial so that they can protect shrimp from the effect of Vibrio
infection damage. Giving a concentration of 250 ppm Avicennia alba leaves extract
can treat vaname shrimp which was attacked by V. harveyi better than other
treatments.
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Pendahuluan

Infeksi bersama umumnya
ditemukan pada budidaya udang dan
mengakibatkan ~ masalah  serius
dibanding dengan infeksi tunggal
(Phouc et al., 2009; Martorelli et al.,
2010; Chen et al., 2012). Infeksi
bersama pada udang umumnya
disebabkan oleh penyakit virus dan
bakteri. Menurut Rangkuti (2017)
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udang yang terinfeksi WSSV mampu
melemahkan imunitas dan menyebab-
kan udang mudah terinfeksi patogen
oportunistik seperti Vibrio yang dapat
mengakibatkan kematian lebih tinggi
dibanding dengan infeksi tunggal
WSSV. Salah satu bakteri yang
dominan ditemukan ketika adanya
infeksi WSSV adalah Vibrio harveyi
(Jithendran et al., 2010).
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Vibrio  harveyi  merupakan
bakteri penyebab penyakit vibriosis
yang meresahkan  pembudidaya
udang sebab dapat menyebabkan
kematian udang hingga 80% dalam
beberapa hari (Isarangkura & Sae-
Hee, 2002). Penyakit ini juga dapat
menyebabkan kematian massal baik
pada pembenihan maupun
pembesaran udang vaname didunia
karena  sifatnya yang virulen
(Soonthornchai et al., 2010). Gejala
klinis udang yang terinfeksi penyakit
vibriosis  menunjukkan  berwarna
hitam kemerahan, dan beberapa organ
luar tampak merah, terutama pada
insang dan anggota badan (Septiani et
al., 2012).

Berbagai usaha dalam
pengobatan penyakit vibriosis telah
banyak dilakukan, namun hingga saat
ini kematian udang masih terjadi.
Pengobatan yang umum dilakukan
adalah dengan aplikasi antibiotik.
Penggunaan antibiotik atau bahan
kimia dengan konsentrasi yang
kurang tepat dapat menimbulkan
dampak negatif bagi lingkungan
perairan, menyebabkan resistensi, dan
membahayakan kesehatan konsumen
karena residu dari bahan kimia yang
digunakan akan terakumulasi secara
berkala pada tubuh udang (Defoirdt et
al., 2007).

Salah satu pendekatan yang
dapat diterapkan adalah penggunaan
senyawa bioaktif alami dengan
spektrum yang luas tanpa efek
samping yang berbahaya. Beberapa
spesies mangrove juga digunakan
untuk menghambat vibriosis seperti
Avicennia marina dan Sonneratia
caseolaris (Maryani et al., 2002;
Zulham, 2004). Prabhu et al. (2012)
menyebutkan daun Avicennia alba
mengandung senyawa bioaktif yang

dapat digunakan sebagai antioksidan,
anti  inflammatory, dan  anti
cholinergic. Kemampuan ekstrak
daun  Avicennia  alba  dalam
menghambat dan membunuh V.
harveyi disebabkan memiliki tiga
senyawa metabolit sekunder vyaitu
saponin, flavonoid, dan tanin yang
dapat bekerja merusak membran
sitoplasma (Fitri et al., 2018). Namun
penelitian  mengenai  konsentrasi
ekstrak daun Avicennia alba yang
tepat dalam menghambat serangan
bakteri V. harveyi pada udang vaname
perlu diteliti lebih lanjut. Pemberian
ekstrak diduga dapat dijadikan
sebagai antibakteri sehingga dapat
memberikan  pengaruh  terhadap
serangan V. harveyi pada udang
vaname.

Tujuan dari penelitian ini
adalah untuk menguji pengaruh
ekstrak daun Avicennia alba dengan
berbagai konsentrasi terhadap
serangan Vibrio harveyi pada udang
vaname.

Metode

Preparasi dan Ekstraksi Sampel
Daun mangrovediambil dari
kawasan Pulau Pasaran, Bandar
Lampung. Bagian mangrove yang
diambil dipilih secara acak dengan
tidak mempertimbangkan umur dan
letak daun. Kemudian dibersihkan
dari kotoran dengan akuades dan
dikeringanginkan. Sampel mangrove
dicacah halus dan dimasukkan
kedalam erlenmeyer. Sebanyak 100 g
ekstrak kasar diekstraksi selama 24
jam dengan pelarut metanol 70%,
kemudian disaring dengan kertas
saring. Selanjutnya residu diekstraksi
berulang kali pada suhu ruang sampai
tidak  berwarna lagi  kembali
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Selanjutnya filtrat diultrasonifikasi
dan  dipekatkan = menggunakan
Vacuum Rotary Evaporatror (IKA
RV 10 Auto V-C, No. 0010003475
Germany) pada suhu 37 °C, sehingga
didapatkan berat ekstrak sebanyak
15,36 g.

Persiapan Bakteri Uji

Bakteri yang digunakan adalah
bakteri Vibrio harveyi yang berasal
dari koleksi Balai Besar Perikanan
Budiaya Air Payau (BBPBAP)
Jepara. Isolat kemudian dikultur pada
media Nutrient Broth (Merck No,
12000000-K1M-000061548), lalu di
inkubasi pada orbital shaker selama
24 jam. Lalu, diukur menggunakan
Spektrofotometer (Thermo scientific
Genesys 20) (625-650 nm) hingga
kepadatan 106 CFU/m.

Uji Aktivitas Antibakteri

Aktivitas anti bakteri ekstrak
metanol daun Avicennia alba diuji
dengan metode Difusi Agar menurut
Kirby-Bauer. Bahan ekstrak daun
dilakukan uji daya hambat terhadap
V. harveyi. 20pl isolat bakteri dengan
kepadatan 106 cfu/ml ditanam pada
media Nutrient Agar (Merck No.
12000000-K1M-000061548)
kemudian  diberikan  perlakuan
masing-masing  ekstrak  dengan
konsentrasi 0, 150, 200, 250, 300, 350
ppm yang mengacu pada penelitian
Suciati et al. (2012) dengan
menggunakan ekstrak daun
Rhizophora mucronata dan kontrol
positif digunakan larutan antibiotik
Cholaramphenicol 250 mg (SANBE-
Bandung) sebanyak 50 ppm dengan
cara meneteskan larutan ekstrak pada
paper disc for antibiotic assay dengan
ukuran 8 mm (Toyo Roshi Kaisha
Ltd, Japan). Setiap perlakuan

dilakukan pengulangan sebanyak 3
kali, selanjutnya diinkubasi pada suhu
33 °C. Pengamatan dan pemeriksaan
dilakukan terhadap ukuran diameter
zona bening yang terbentuk di sekitar
paper disc, pada jam ke-24 dan 48
setelah inkubasi.

Pembuatan Konsentrasi Uji

Pembuatan  konsentrasi  uji
dilakukan dengan membuat larutan
stok. Ekstrak daun Avicennia alba
ditimbang 1.450 pg, kemudian
dilarutkan kedalam air laut sebanyak
1 ml, sehingga didapatkan konsentrasi
larutan stok 1.450 ppm. Dari larutan
stok, dilanjutkan pada tahap
pengenceran untuk mendapatkan
konsentrasi 0 ppm, 150 ppm, 250
ppm, dan 350 ppm.

Persiapan Wadah dan Hewan Uji

Udang vaname (total 120 ekor)
dengan bobot 10+2 g/ekor yang
berasal dari tambak di desa Hanura,
Kecamatan Teluk Pandan, Kabupaten
Pesawaran. Terdapat 4 perlakuan
konsentrasi ekstrak daun Avicennia
alba yaitu A (0 ppm), B (150 ppm), C
(250 ppm), dan D (350 ppm) dengan
3 ulangan. Wadah perlakuan berupa
kontainer plastik ukuran 63x41x32
cm® dengan volume air yang
digunakan 45 L sebanyak total 12
wadah. Udang vaname sebanyak 10
ekor/wadah diberi pakan tenggelam
dengan bentuk crumble dengan
protein 30%. Jumlah pakan yang
diberikan pada pemeliharaan udang
vaname sebesar 3% dari total
biomassa udang. Selama penelitian
berlangsung kualitas air meliputi DO,
pH, salinitas, dan suhu dikelola sesuai
baku mutu untuk kehidupan normal
udang vaname (Badan Standar
Nasional, 2006).
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Uji Tantang Udang Vaname

Udang diinjeksikan dengan V.
harveyi 106 CFU/ml sebanyak 0,1
ml/ekor. Injeksi dilakukan dibawah
karapas. Selama 1 — 96 jam (Huang et
al., 2013) udang diamati gejala
abnormalitas yang menunjukkan
udang terinfeksi penyakit vibriosis.
Jika gejala abnormal pada injeksi
udang telah terlihat, udang direndam
menggunakan ekstrak daun Avicennia
alba sesuai konsentrasi perlakuan
selama 15 menit. Setelah itu udang
dikembalikan kedalam  wadah
pemeliharaan. Kemudian dilakukan
pengamatan  gejala  klinis  dan
kematian yang dialami udang vaname
setiap 6 jam selama 21  hari
pemeliharaan setelah perendaman.

Parameter Pengamatan

Parameter penelitian di
antaranya  kelangsungan  hidup
(Survival Rate) (Effendie, 1997),
Relative Percent Survival (RPS)
(Ellis, 1988), dan MTD (Mean Time
to Death).

Analisis Data

Parameter kelangsungan hidup
dan MTD diolah melalui One-way
Analysis of Varians (ANOVA) dan
jika terdapat pebedaan nyata,
dilakukan uji lanjut DMRT (Duncan
Multiple Range Test) menggunakan
alat bantu SPSS 22.0. Sedangkan,
RPS dianalisis dengan Independent
T- Test.

Hasil dan Pembahasan

Survival Rate (SR)

Pengaruh pemberian ekstrak
daun  Avicennia alba terhadap
kelangsungan hidup udang yang diuji
tantang V. harveyi dapat memberikan
perlindungan terhadap infeksi Vibrio.
Pada konsentrasi 250 ppm dapat
memberikan 46,67% kelangsungan
hidup secara signifikan lebih tinggi
(80+10%) (P<0,05) dibanding dengan
perlakuan kontrol (33,33£15,27%)
(Gambar 1). Hasil uji lanjut Duncan
menunjukkan pengaruh pemberian
ekstrak daun Avicennia alba dengan
konsentrasi 250 ppm tidak berbeda
nyata dengan konsentrasi 350 ppm,
namun berbeda nyata dengan
konsentrasi 0 ppm dan 150 ppm.
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Kelangsungan Hidup (%)
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o
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Perlakuan

Keterangan : huruf yang berbeda menunjukkan perlakuan berbeda nyata (P<0,05)
Gambar 1. Kelangsungan hidup udang vaname setelah perendaman (Rerata *

Standar Deviasi)
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Rata-rata nilai kelangsungan
hidup terendah  terdapat pada
perlakuan A (udang sakit) sebab
serangan V. harveyi menyebabkan
perubahan tingkah laku udang
menjadi lemah dan kehilangan nafsu
makan yang akhirnya menyebabkan
kematian. Hal tersebut sesuai dengan
menurut Sari et al. (2015) Udang
yang terinfeksi V. harveyi akan
mengalami perubahan tingkah laku
berupa respon terhadap pakan
menurun, udang menjadi pasif,
berenang miring dan mendekati
aerasi. Pemberian ekstrak sebagai anti
bakteri mampu menghambat
pertumbuhan V. harveyi dengan cara
mempengaruhi  bakteri  dengan
merusak dinding selnya sehingga
akan pecah dan bakteri tidak dapat
bertahan terhadap pengaruh luar, atau
mengganggu keutuhan membran sel
bakteri sehingga pertukaran zat aktif
atau metabolit ke dalam dan keluar sel
akan terganggu (Pelczar & Chan,
1988).

Mekanisme Kkerja tanin yaitu
dengan mengganggu proses sintesa

Relative Percent Survival (RPS)

mukopeptida dan berikatan dengan
peptidoglikan dinding sel bakteri
sehingga pembentukan sel baru akan
terganggu (Jawetz et al., 2001) dan
akhirnya  mengalami  kerusakan
(Fitriet et al, 2018). Menurut
Triantoet et al. (2004) bakteri Vibrio
merupakan bakteri gram negatif yang
mempunyai kandungan peptidoglikan
yang dapat menentukan bentuk sel
serta memberikan kekakuan yang
dibutuhkan untuk melindungi bakteri
dari perobekan osmotik. Saponin
akan merusak membran sitoplasma
dan membunuh sel (Assani, 1994).
Terjadi kerusakan dinding sel bakteri
menyebabkan sel bakteri tanpa
dinding yang disebut protoplasma
(Jawetz et al., 2001). Kerusakan pada
dinding sel bakteri akan
menyebabkan kerusakan membran
sel, yaitu hilang sifat permeabilitas
membran sel, sehingga keluar masuk
zat-zat antara lain air, nutrisi, enzim-
enzim tidak terseleksi sehingga dapat
meningkatkan kelangsungan hidup.

150 ppm

70+ 15

250 ppm 350 ppm
Perlakuan

Keterangan : huruf yang berbeda menunjukkan perlakuan berbeda nyata (P<0,05)
Gambar 2. Relative Percent Survival udang vaname (Rerata + Standar Deviasi)
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Nilai Relative percent survival
(RPS) tertinggi udang vaname selama
pengobatan dengan ekstrak daun
Avicennia alba pada perlakuan C
sebesar 70+15% dan terendah pada
perlakuan B  sebesar 25+15%
(Gambar 2). Hasil uji T diketahui
bahwa pemberian ekstrak daun
Avicennia alba terhadap nilai RPS
udang vaname yang terinfeksi V.
harveyi berbeda nyata (P<0,05).
Dimana, pengaruh pemberian ekstrak
daun  Avicennia alba  dengan
konsentrasi 250 ppm tidak berbeda
nyata dengan konsentrasi 350 ppm,
namun berbeda nyata dengan
konsentrasi 150 ppm. Sebab dengan
konsentrasi minimum 250 ppm dapat
memberikan perlindungan diri pada
udang vaname dari infeksi V. harveyi
(RPS) yaitu hingga 70%. Pada ekstrak
etanol daun Avicennia marina
memberikan  perlindungan  diri
terhadap post larva udang vaname
berkisar 34,33 — 80% (Septiani et al.,
2018). Hasil tersebut menunjukkan
bahwa pengobatan menggunakan
ekstrak daun Avicennia alba termasuk

vaname yang terinfeksi V. harveyi,
sehingga  dapat meningkatkan
kelangsungan  hidup. Menurut
Parenrengi et al. (2013) perlakuan
dianggap efektif jika nilai RPS>60%.

Mean Time to Death (MTD)

Hasil dari nilai MTD selama 21
hari  pemeliharaan  menunjukkan
bahwa rerata waktu kematian terlama
(MTD) terdapat pada pemberian
ekstrak daun Avicennia alba pada
konsentrasi 250 ppm, selama
106£18,33 jam, sedangkan pada
udang yang tidak diberi ekstrak
memiliki rerata nilai MTD 75+3,05
jam (Gambar 3). Dari hasil uji
statistik diketahui bahwa pemberian
ekstrak daun Avicennia alba terhadap
waktu kematian udang vaname yang
terinfeksi V. harveyi berbeda nyata
(P<0,05). Hasil uji lanjut Duncan
diketahui bahwa adanya pengaruh
pemberian ekstrak daun Avicennia
alba dengan konsentrasi 250 ppm
tidak berbeda nyata dengan
konsentrasi 350 ppm, hamun berbeda
nyata dengan konsentrasi O ppm dan

kategori efektif mengobati udang 150 ppm.
140 1 oo 96,67+
120 - 15,14
100 {7533+ TT67
E 305 391
s 80 4
B 60 - b
Z 40 -
20 -
0 T T T T

0 ppm 150 ppm 250 ppm 350 ppm

Perlakuan

Keterangan : huruf yang berbeda menunjukkan perlakuan berbeda nyata (P<0,05)
Gambar 3. Mean Time to Death/MTD (jam) udang vaname setelah perendaman

(Rerata = Standar Deviasi)
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Kesimpulan

Ekstrak daun Avicenniaalba
pada konsentrasi 250 ppm dapat
memberikan pengaruh nyata dalam
meningkatkan kelangsungan hidup,
RPS, dan MTD udang vaname yang
terserang V. harveyi.
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