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ABSTRACT

Application of Bacillus sp. D2.2 in Sinbiotics Against Cellular Immune
Response White Shrimp (Litopenaeus vannamei)

By

Diah Permatasari

Bacillus sp. D2.2 is a probiotic that can be used in an effort to improve the cellular
immune system of vaname shrimp. Bacillus sp. D2.2 in sinbiotics added to
commercial feed with FR 3% is an alternative combination of bacterial treatment
in vaname shrimp. Application of the addition of Bacillus sp. D2.2 in sinbiotics on
commercial feed is aimed to determine the effect of probiotics given to cellular
immune response of vaname shrimp. Shrimp vaname used 12 gram size as much
as 10 each tail tub. The test tubes used were 4 fruits for treatment A (0%
probiotics), B (2% probiotics), C (4% probiotics), and D (6% probiotics) added
3% white sweet potato flour extract and binder Eggs 2%). The study was
conducted for 12 days of maintenance period with total test parameters of
hemocyte count, phagocytosis activity, phagocytosis index. Bacillus sp. D2.2 the
applied has an effect on the increase in total hemocyte count and phagocytosis
activity, as well as the phagocytosis index. The best percentage of probiotics in
improving cellular immune response of vanilla shrimp is Bacillus sp. D2.2
treatment D with 6% concentration as evidenced by increasing THC value and
phagocytic activity of vaname shrimp in observation, whereas phagocytosis index
value owned by treatment D is stable index compared to other treatment.

Keywords: probiotics, Bacillus sp. D2.2, THC, phagocytosis activity,

phagocytosis index



ABSTRAK

Aplikasi Bacillus sp. D2.2 dalam Sinbiotik Terhadap Respon Imun Seluler
Udang Vaname (Litopenaeus vannamei)

Oleh

Diah Permatasari

Bacillus sp. D2.2 merupakan probiotik yang dapat digunakan dalam upaya
peningkatan sistem imun seluler udang vaname. Isolat Bacillus sp. D2.2 dalam
sinbiotik yang ditambahkan pada pakan komersil dengan FR 3% merupakan
perpaduan alternatif pengobatan bakterial pada udang vaname. Aplikasi
penambahan Bacillus sp. D2.2 dalam sinbiotik pada pakan komersil ditujukan
untuk mengetahui pengaruh probiotik yang diberikan terhadap respon imun
seluler udang vaname. Udang vaname yang digunakan berukuran 12 gram
sebanyak 10 ekor tiap bak. Bak uji yang digunakan berjumlah 4 buah untuk
perlakuan A (0% probiotik), B (2% probiotik), C (4% probiotik), dan D (6%
probiotik) yang ditambahkan ekstrak tepung ubi jalar putih 3% dan binder (putih
telur 2%). Penelitian dilakukan selama 12 hari masa pemeliharaan dengan
parameter uji total hemocyte count, aktivitas fagositosis, indeks fagositosis.
Bacillus sp. D2.2 yang diaplikasikan memiliki pengaruh terhadap peningkatan
total hemocyte count dan aktivitas fagositosis, serta indeks fagositosis. Persentase
probiotik terbaik dalam meningkatkan respon imun seluler udang vaname yakni
Bacillus sp. D2.2 perlakuan D dengan konsentrasi 6% yang dibuktikan dengan
meningkatnya nilai THC dan aktivitas fagositosis udang vaname dalam
pengamatan, sedangkan nilai indeks fagositosis yang dimiliki oleh perlakuan D
merupakan indeks yang stabil dibandingkan perlakuan lainnya.

Kata kunci : probiotik, Bacillus sp. D2.2, THC, aktivitas fagositosis, indeks

fagositosis
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Udang vaname merupakan komoditas ekspor unggulan dan memiliki produktifitas
tinggi di Indonesia. Pada tahun 2015 produksi udang vaname di Indonesia
mencapai 518.600 ton dan Kementerian Kelautan dan Perikanan (KKP)
menargetkan untuk tahun 2016 produksi udang vaname mencapai 600.000 ton
(KKP, 2015). Berdasarkan data tersebut peluang untuk membudidayakan udang

vaname potensial dalam memenuhi permintaan pasar.

Budidaya udang tidak lepas dari masalah penurunan produksi yang disebabkan
oleh penyakit yang timbul akibat lemahnya imunitas udang. Sistem pertahanan
pada udang masih sangat primitif dan tidak memiliki sel memori, tidak sama
dengan hewan vertebrata lainnya yang sudah mempunyai antibodi spesifik dan
komplemen. Sistem kekebalan tubuh pada udang tidak mempunyai
immunoglobulin yang berperan dalam mekanisme kekebalan, udang hanya
mempunyai sistem kekebalan alami. Udang mempunyai daya tahan alami yang
bersifat non spesifik terhadap organisme patogen berupa pertahanan fisik
(mekanik), kimia, seluler dan humoral. Daya tahan alami ini dipengaruhi oleh
faktor genetik dan lingkungan, sehingga terdapat tingkatan yang berbeda-beda
tergantung strain, lingkungan pemeliharaan, spesies maupun famili (Ridlo dan
Pramesti, 2009).

Sistem imun udang tergantung pada proses pertahanan non spesifik sebagai
pertahanan terhadap infeksi (Leeet al., 2004). Pertahanan pertama terhadap
penyakit pada udang dilakukan oleh hemosit melalui fagositosis, enkapsulasi
dan nodule formation (Ridlo dan Pramesti, 2009). Hemosit merupakan faktor
yang sangat penting dalam sistem pertahanan seluler yang bersifat non spesifik.
Kemampuan hemosit dalam aktivitas fagositosis yang dapat meningkat pada
kejadian infeksi, menunjukkan pertahanan tubuh yang  bersifat seluler.



Meningkatnya ketahanan tubuh udang dapat diketahui dari meningkatnya aktivitas

fagositosis sel-sel hemosit (Putri et al., 2013).

Infeksi yang sering terjadi pada udang disebabkan oleh infeksi bakterial
(Kharisma dan Abdul, 2012). Selama ini, penanggulangan penyakit infeksi bakteri
pada udang masih banyak menitikberatkan kepada upaya pengobatan setelah
infeksi menyerang. Upaya-upaya pencegahan yang cukup efektif untuk

meningkatkan imunitas udang belum menjadi prioritas utama.

Sinbiotik merupakan gabungan antara prebiotik dan probiotik yang dapat
digunakan sebagai salah satu alternatif dalam pengobatan penyakit, seperti yang
disebabkan oleh infeksi bakterial pada udang. Probiotik merupakan mikroba yang
memberikan pengaruh menguntungkan bagi kesehatan inang (Nayak, 2009).
Sedangkan prebiotik sendiri merupakan bahan pangan yang tidak dapat dicerna
oleh inang secara langsung, tetapi memberikan keuntungan atas kemampuan
prebiotik dalam merangsang pertumbuhan mikroba dalam saluran pencernaan

inang (Schrezenmeir dan Verse, 2001).

Bacillus sp. D2.2 adalah isolat bakteri yang diperoleh dari tambak tradisional
Desa Mulyosari, Kecamatan Pasir Sakti, Kabupaten Lampung Timur (Mariska,
2013) dan potensial digunakan sebagai probiotik. Isolat ini menghambat
pertumbuhan bakteri secara in vitro dan in vivo (Mariska, 2013; Hardiyani, 2014).
Probiotik ini dapat dipadukan dengan prebiotik dari ekstrak tepung ubi jalar putih
yang diketahui mengandung oligosakarida sehingga menjadi sinbiotik yang
mendukung imunitas seluler udang vaname dan dapat diaplikasikan dalam
pengobatan terhadap infeksi bakterial melalui parameter uji THC (Total

Hemocyte Count) dan AF (Aktivitas Fagositosis)/IF (Indeks Fagositosis).



1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian mengenai pengaplikasian Bacillus sp. D2.2 dalam

sinbiotik terhadap respon imun seluler udang vaname yakni :

a. menganalisis pengaruh aplikasi Bacillus sp. D2.2 dalam sinbiotik terhadap
respon imun seluler udang melalui parameter THC, AF, dan IF.

b. menganalisis pengaruh aplikasi Bacillus sp. D2.2 dalam sinbiotik terbaik

untuk udang vaname.

1.3 Manfaat Penelitian
Manfaat penelitian sebagai upaya untuk mengetahui efektivitas Bacillus sp. D2.2
dalam sinbiotik terhadap peningkatan sistem imun udang vaname, serta

mengetahui pencampuran terbaik untuk pengaplikasian sinbiotik tersebut.

1.4 Kerangka Pikir

Udang vaname diketahui memiliki nilai ekonomis tinggi berdasarkan tingkat
permintaan pasar luar negeri yang tinggi, selain itu udang vaname merupakan
salah satu pangan ekspor yang dapat meningkatkan devisa negara (Agustatik, et
al., 2003), sehingga dibutuhkan budidaya intensif untuk mendukung permintaan
pasar. Munculnya penyakit terutama penyakit bakterial merupakan faktor utama
penyebab penurunan produktifitas udang vaname, umumnya disebabkan oleh
penurunan kualitas air akibat sistem budidaya intensif ini (Kharisma dan Abdul,
2012).

Infeksi penyakit bakterial diketahui menyerang sistem imun dari udang (Irianto,
2005). Pengendalian penyakit ini memerlukan bahan yang mampu meningkatkan
sistem imun udang itu sendiri. Upaya peningkatan sitem imun udang dapat
mengaplikasikan imunostimulan, vitamin C, hormon (Johny et al., 2005) serta

antibiotik dan probiotik (Taslihan et al., 2004) akan tetapi belum signifikan.

Sinbiotik sebagai alternatif diduga mampu meningkatkan sistem imun udang

sehingga menghambat infeksi penyakit bakterial (Schrezenmeir dan Verse, 2001).



Sinbiotik merupakan perpaduan antara probiotik dan prebiotik yang dapat
dijadikan alternatif pengobatan penyakit bakterial (Cerezuela et al, 2011).
Probiotik merupakan mikroba hidup yang memiliki efek menguntungkan pada
inang dengan cara memodifikasi komunitas mikroba, meningkatkan penggunaan
pakan atau nilai nutrisi, meningkatkan ketahanan inang terhadap penyakit atau
meningkatkan kualitas lingkungan (Verschuere et al., 2000). Sedangkan prebiotik
sendiri merupakan bahan pangan yang tidak dapat dicerna oleh inang secara
langsung, tetapi memberikan keuntungan atas kemampuan prebiotik dalam
merangsang pertumbuhan mikroba dalam saluran pencernaan inang

(Schrezenmeir dan Verse, 2001).

Udang mempunyai daya tahan alami yang bersifat non spesifik terhadap
organisme patogen berupa pertahanan fisik (mekanik), kimia, seluler dan humoral.
Daya tahan alami ini dipengaruhi oleh faktor genetik dan lingkungan, sehingga
terdapat tingkatan yang berbeda-beda tergantung strain, lingkungan pemeliharaan,
spesies maupun famili (Bellanti, 1989). Sistem imun udang tergantung pada
proses pertahanan non spesifik sebagai pertahanan terhadap infeksi (Lee et al.,
2004).

Oleh karenanya dilakukan pendekatan melalui pencampuran prebiotik dengan
probiotik atau dikenal dengan sinbiotik dalam pakan komersil. Sinbiotik dengan
komposisi yang seimbang dapat mendukung kelangsungan hidup dan
pertumbuhan bakteri dalam saluran pencernaan makhluk hidup (Schrezenmeir dan
Verse, 2001). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pengaplikasian
Bacillus sp. D2.2 dalam sinbiotik terhadap peningkatan respon imun seluler udang
vaname (Litopenaeus vannamei) yang diamati dengan parameter THC (total

haemocyte count), AF (aktifitas fagositosis)/IF (indeks fagositosis).



Budidaya Udang Vaname

Secara Intensif

l

Timbulnya
Penyakit Bakterial

l

Aplikasi Sinbiotik dalam pakan

Penanggulangan Penyakit

untuk

Probiotik
(Bacillus sp.
D2.2)

Prebiotik
(Ekstrak Tepung
Ubi Jalar Putih)

Aplikasi Bacillus sp. D2.2
dalam Sinbiotik terbaik

l

Parameter THC dan AF/IF

Respon Imun Seluler

Udang Vaname
Melalui

Gambar 1. Kerangka Pikir Penelitian



1.5 Hipotesis
Uji ANOVA

Ho : Tidak ada pengaruh pengaplikasian Bacillus sp. D2.2 dalam sinbiotik
terhadap total hemocyte count, aktifitas fagositosis, dan indek
fagositosis respon imun seluler udang vaname.

H; : Terdapat pengaruh pengaplikasian Bacillus sp. D2.2 dalam sinbiotik
terhadap respon imun seluler udang vaname.

Uji Lanjut BNT

Ho : Tidak ada pengaruh pengaplikasian Bacillus sp. D2.2 dalam sinbiotik
terhadap total hemocyte count, aktifitas fagositosis, dan indek
fagositosis respon imun seluler udang vaname.

H; : Minimal ada satu perlakuan yang berpengaruh terhadap respon imun
seluler udang vaname yang diberi Bacillus sp. D2.2 dalam sinbiotik.



Il. METODE PENELITIAN

2.1  Waktu dan Lokasi Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada tanggal 29 Agustus - 21 November 2016, di
Balai Besar Perikanan Budidaya Laut (BBPBL) Lampung.

2.2  Alat dan Bahan Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian mengenai pemberian sinbiotik dengan
komposisi berbeda terhadap respon imun seluler udang vaname dapat dilihat pada
(Tabel 1).

Tabel 1. Alat-alat dalam penelitian

No. Alat Spesifikasi Kegunaan
1 Kontainer uji CB 150 L, wukuran Wadah .pemeliharaan
' 74x52x40 cm. hewan uiji.
: Ukuran 13-15 cm. Shelter ketika
2. Pipa paralon .
moulting.
Selang aerasi Panjang 1-1,5m Menyalurkan aerasi.
4 Batu aerasi Panjang 2 cm, diameter Mengoptimal oksigen
' 1 cm, 4 buah/container  pada kontainer.
5. Spuitlce Spuit 1 cc, ukuran 26G Eengar_nbilan sampel
emolimph.
Iwaki, Jepang, Untuk menakar
6.  Gelas ukur (vol.500ml, 100 ml) volume larutan yang
akan digunakan.
7. Cawan petri Iwaki, Jepang Kultur bakteri.
Terbuat dari fiber glas Menyimpan sampel
8.  Ice box dapat menyimpan suhu hemolimph.
dingin.
9. Coolice Menjaga suhu +12 jam Mempertahankan
bergantung suhu luar. suhu di dalam cool
box.
10. Serokan Panjang tongkat 1 m Sampling udang.
11. Waring Ukuran 6x0,5 m dan Menutup permukaan
2X6 m. bak uji dan tandon.
12.  Mikropipet Socorex, Swiss Memindahkan larutan
13. Timbangan Kern ABJ, d=0,1 mg. Untuk menakar bahan
yang akan digunakan.
14. Erlenmeyer Iwaki pyrex, Jepanf. Pencampuran larutan

dan bahan.



15.

16.

17.

18.

19.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Plastik tahan panas

Sentifuge

Inkubator

Autoklaf

Waterbath

Spatula

Kaca preparat

Cover glass

DO meter

pH paper

Refraktometer

Ukuran 0,5 dan 1 kg.

Hitachi RXII

Memmert, Germany.

Himaraya Hva 85.

Suhu 0-110°C, dengan
6 lubang.

Logam dan  semi
plastik, bibir lonjong
dengan panjang 155

mm.
CAT.NO.7101, China.

Ukuran 18x18 mm.
Jenway.
Range pH 0-14, isi 100

strip/kotak.
Atago .

Membungkus alat
saat di autoklaf.
Memisahkan partikel-

partikel zat
berdasarkan berat
molekul.

Menginkubasi
mikroba pada suhu
terkontrol.
Mensterilkan alat dan
bahan uji.
Mempertahankan
suhu air dalam selang

waktu yang
ditentukan.
Mengambil bahan
saat proses
menimbang.
Meletakkan objek

yang akan diamati di
bawah mikroskop.
Menutup objek di
kaca preparat.

Mengukur kadar
oksigen terlarut
dalam air.
Mengukur kadar
keasaman.
Mengukur  salinitas

media hidup hewan
uji.




Sedangkan bahan-bahan yang digunakan untuk penelitian terdapat pada (Tabel 2).

Tabel 2. Bahan-Bahan dalam Penelitian

No. Bahan Kegunaan

1 Udang vaname !—Iewa_m uji dalam penelitian mengenai uji
Imunitas.
Pergantian air sebagai media hidup,

2. Air laut steril dilakukan setiap hari dengan volume % atau
secukupnya.

3 Na Sitrat 10% Antlkoagulan_ saat pengambilan
sampelhemolimph

4. Formalin Untuk inaktifasi bakteri.

5 Bacillus sp. D2.2 Probiotik yang ditambahkan ke dalam
pakan.

6. Ekstrak ubi jalar Prebiotik media tumbuh probiotik.

7. Staphylococcus aureus  Bakteri patogen untuk uji AF/IF.

8. Safranin 10% Pewarnaan dalam preparasi uji AF/IF.

9. NaCl fisiologis 0,85%  Larutan pembilas dalam preparasi uji AF/IF.
10. Alkohol 70% D_|_senfektan dan pembilas dalam preparasi
uji AF/IF.

11. Aquades Pelarut dalam pembuatan media.
PBS (Phosfat Buffer Pengenceran.
12. )
Saline)
2.3  Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode eksperimen dengan rancangan penelitian

Rancangan Acak Lengkap (RAL), yang terdiri atas empat perlakuan dengan

persentase probiotik dalam pakan sinbiotik berbeda dan tiga ulangan individu

dalam populasi (Tabel 3).

Tabel 3. Komposisi Probiotik dan Prebiotik pada Pakan

Perlakuan Probiotik (%) Prebiotik (%) Binder (%)
A 0 3 2
B 2 3 2
C 4 3 2
D 6 3 2




2.4 Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian terdiri dari persiapan wadah uji dan pemeliharaan udang,
pencampuran formulasi pakan sinbiotik, pengambilan sampel hemolymph,
pengamatan kualitas air, persiapan prebiotik, persiapan prebiotik, sterilisasi air,
sterilisasi wadah, dan pengamatan sampel. Adapun proses tahapan tersebut,

sebagai berikut :

2.4.1 Persiapan wadah

Ukuran wadah uji yang digunakan yakni 74x52x40 cm® dengan volume air 150 L
sejumlah 4 buah. Wadah tersebut disterilkan dengan direndam menggunakan air
tawar selama satu hari, air tawar yang digunakan dipastikan menempati semua
bagian wadah agar sterilisasi merata. Rendaman air tawar setelah satu hari
dibuang, kemudian wadah dibilas dengan kaporit 30 ppm secara merata, dimana
kaporit telah dicairkan terlebih dahulu menggunakan air secukupnya. Wadah uji
yang telah dibilas dikeringkan di bawah sinar matahari. Wadah tersebut kemudian
diisi air laut kembali, pengisian air laut ditujukan untuk penyelesaian sterilisasi

wadah yang ditandai dengan tidak adanya bau kaporit pada wadah uji (Gambar 2).

Wadah uji 4 buah direndam air Wadah uji dibilas kaporit
tawar satu hari
|
v
Wadah uji dikeringkan di bawah Wadah uji diisi air laut sampai
sinar matahari bau kaporit hilang

v

Wadah uji siap digunakan

Gambar 2. Sterilisasi wadah
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Sedangkan untuk sterilisasi air yaitu air laut dimasukkan ke dalam wadah tendon,
kemudian dimasukkan kaporit 30 ppm direndam selama 12 jam, ditambahkan
tiosulfat 15 ppm selama 12 jam, air laut steril diuji menggunakan indikator tio,
jika warna tidak kuning (bening), air siap digunakan. Air laut steril tersebut
didistribusikan ke setiap wadah uji setiap hari pada pergantian air setelah
penyiponan. Air laut steril yang disediakan didukung dengan aerasi yang

disiapkan pada wadah uji terdiri atas 4 titik untuk suplai oksigen (Gambar 3).

Air laut dimasukkan ke dalam Kaporit 30 pptditambahkan ke
wadah uji dan diberi aerasi air laut (di rendam 12 jam)

[
v
Tiosulfat 15 ppt (direndam 12 Air diuji dengan tio indikator

jam)

v

Air laut berwarna bening menandakan air laut steril siap digunakan

Gambar 3. Sterilisasi air

2.4.2 Persiapan Hewan Uji

Udang vaname yang diuji diperoleh dari SIC (Super Intensive Culture) PT CPB
Suak, Sidomulyo, Lampung Selatan. Udang vaname dalam stadia dewasa, dengan
rerata bobot 12+2 gram. Jumlah udang yang digunakan untuk setiap perlakuan
yaitu 10 ekor. Udang diaklimatisasi sebelum perlakuan selama 7 hari sebelum
perlakuan dilakukan untuk adaptasi dengan media hidup baru. Jika masa

aklimatisasi telah selesai, udang dapat diberikan perlakuan (gambar 4).

Udang vaname bobot 12+2 gram Udang dimasukkan ke wadah uji
disiapkan sebanyak 10 ekor per wadah
]

\ 4

Udang diaklimatisasi Udang vaname siap diujicobakan
selama 7 hari

Gambar 4. Persiapan hewan uji
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2.4.3 Persiapan Probiotik

Bacillus sp. D2.2 dikultur pada media Sea Water Complate (SWC) agar miring
(5 g bactopeptone, 1 g yeast extract, 3 ml gliserol, 15 g bacto agar, 750 ml air
laut, dan 250 ml akuades) untuk rekultur. Sedangkan untuk prebiotik yang
ditambahkan pada pakan berupa SWC cair dengan komposisi sama akan tetapi
tanpa menggunakan bacto agar seperti pada SWC padat. Inkubasi bakteri kultur
dilakukan selama 24 jam untuk mendapatkan kepadatan bakteri 10® CFU/mI
(Afiesh, 2012) yang akan dicampurkan pada pakan uji (Gambar 5).

Media SWC cair disiapkan Bacillus sp D 2.2 dikultur pada
—_— . .
media SWC cair
[
v
Bakteri kultur diinkubasi selama Bakteri kultur dihitung kepadatan
24 jam ' dengan spektofotometer
|
v
Bakteri dengan kepadatan 10° Bakteri kultur dicampur dengan
CFU/ml siap digunakan pakan uji

Gambar 5. Persiapan probiotik

2.4.4 Persiapan Prebiotik

Ubi jalar dicuci dan dikupas kulitnya, lalu dikukus, kemudian diiris-iris dengan
menggunakan pisau dengan ketebalan sekitar 2-3 mm. Irisan ubi jalar dikeringkan
dalam oven pengering pada suhu 55 °C selama 5 jam hingga irisan-irisan tersebut
bisa dipatahkan. Irisan ubi yang sudah kering tersebut digiling menggunakan
blender dan diayak dengan ukuran ayakan 60 mesh size. Setelah digiling
selanjutnya tepung ubi tersebut dikukus terlebih dahulu dengan perbandingan air
(1:1) selama 30 menit kemudian dikeringkan menggunakan oven dengan suhu
55°C sampai tepung kembali kering. Pengekstraksian oligosakarida di dalam
tepung ubi jalar dilakukan dengan mengacu pada metode Sukenda (2015).
Pertama-tama 5 g tepung ubi jalar dicampur dengan 40 ml air mendidih sambil
diaduk. Ekstrak dipertahankan pada suhu 85+2 °C dengan pengadukan terus-

menerus selama sepuluh menit. Ektrak yang telah diperoleh kemudian disaring
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menggunakan kertas saring. Penyaringan ditujukan agar diperoleh ektrak tepung
tanpa serat kasar dari ubi jalar. Ekstrak hasil saringan diambil sebanyak 3% untuk

setiap perlakuan (Gambar, 6).

Ubi jalakre(z)ijijﬁlgﬁnsesuai Ubi jalar dikukus
v [
Kukusan ubi jalar diiris tipis Irisan ubi di oven
(2-3mm) (suhu 55°C, 5 jam)
v [
Irisan ubi kering di blander Ayakan ubi direbus kembali
kemudian diayak (1:1 (v/v) 30 menit)
; [
Ubi dikeringkan kembali dengan |— Remahan ubi di blander dan
oven (55°C) diayak kembali
[
v
Tepung ubi diekstrak Prebiotik dicampurkan sebanyak
(5 gram/40 ml, 85+2°C, 10menit) 3% ke dalam pakan uji

Gambar 6. Persiapan prebiotik

2.4.5 Persiapan Pakan Uji

Pakan komersial yang digunakan sebagai pakan uji memiliki kandungan protein
30%, dengan FR 3% (Praditia, 2009). Pakan uji dibuat dengan dicampurkannya
probiotik, prebiotik dan binder (putih telur), yang dimasukkan ke dalam botol
sprayer. Pakan komersil tersebut terlebih dahulu ditimbang sesuai dengan ABW
hewan uji, kemudian disemprotkan sinbiotik yang ada secara bertahap sambil
diangin-anginkan agar formulasi meresap ke dalam pakan. Penjemuran pakan
tidak dilakukan di bawah sinar matahari secara langsung, karena suhu tinggi
dikhawatirkan dapat merusak komponen sinbiotik yang dicampurkan ke dalam
pakan tersebut. Pakan sinbiotik sebelum diberikan ditimbang terlebih dahulu
sesuai frekuensi pemberian pakan kemudian dimasukkan ke dalam plastik zip.
Agar pakan tidak berjamur maka pembuatannya dilakukan untuk 3-4 hari, selain

itu untuk tindakan mencegah dapat dilakukan dengan memasukkan pakan ke
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dalam plastik zip sejumlah frekuensi pemberian pakan perhari. Sisa pakan

sinbiotik lainnya dibiarkan dalam nampan dan diangin-anginkan, dengan

demikian pakan sinbiotik tahan lama (Gambar 7).

Pakan komersil dengan
kandungan protein 30%,

v

Pakan ditimbang dengan FR 3%

v

Sinbiotik disemprotkan ke pakan
(sembari diangin-anginkan)

Pakan dengan penambahan
sinbiotik siap digunakan

Gambar 7. Persiapan pakan uji

2.4.6 Pemeliharaan Udang

Aklimatisasi sebelum aplikasi perlakuan dilakukan selama 7 hari. Pemeliharaan

hewan uji selama 15 hari. Pemberian pakan diberikan dengan frekuensi 4 kali
dalam satu hari pada pukul 7:00; 12:00; 17:00; dan 22:00 WIB. Sisa pakan dan

feses pada wadah uji akan dibersihkan dengan metode siphon. Siphon dan

pergantian air dilakukan setiap pagi sebelum pemberian pakan ditujukan agar

tidak terjadi akumulasi feses dan pakan yang menumpuk sehingga meningkatkan

amoniak di dalam media uji. Pergantian air disesuaikan dengan volume air yang

terbuang bersamaan dengan proses penyiponan (Gambar 8).

Udang diaklimatisasi
selama 7 hari

Pakan diberikan
sebanyak 4 kali sehari

v

Sifon dan pergantian dilakukan
air setiap hari

Udang dipelihara selama 15 hari
setelah aklimatisasi

Gambar 8. Prosedur pemeliharaan udang
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2.4.7 Pengambilan Hemolymph

Pengambilan sampel hemolymph dilakukan sebanyak 4 kali, pada hari ke-0, 4, 8,
dan 12 sebanyak 0,1 ml tiap ekor. Pengambilan sampel dilakukan dibagian bawah
karapas udang. Sampel hemolymph tiap perlakuan diambil dari 4 ekor udang
secara acak. Sampel diambil menggunakan spuid 1 cc 26 G. Hemoyimph yang
diperoleh  akan didistribusikan untuk uji THC sebanyak 10 pl dan AF/IF
sebanyak 20 ul (Gambar 9).

(Na Sitrat 10%, spuid,mikrotub), Sampel hemolymph diambil
disiapkan menggunakan spuid
]
v
Hemolymph diambil 0,1 ml tiap 4 Sampel hemolymph dimasukkan
ekor pada setiap perlakuan ke dalam mikrotub
]
v
Hemolymph didistribusikan untuk uji Sampel hemolymph
THC(10 pl) dan AF/IF (20 pl) - s?ap diama)t/i P

Gambar 9. Pengambilan hemolymph

2.4.8 Parameter Uji

2.4.8.1 Total Hemocyte Count (THC)

Hemolymph segar (10 pl) diencerkan dengan PBS (20 pl), kemudian ambil
sampel yang telah diencerkan menggunakan mikropipet diletakkan di atas
permukaan hemocytometer, kemudian diamati dibawah mikroskop. Hitung
hemosit yang tampak pada mikroskop kemudian hitung total hemocyte count
(THC) (Gambar 10):

THC (sel/mL) = jumlah sel terhitung x pengenceran x 10*
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Hemolymph segar disiapkan Hemolymph diencerkan
sebanyak 10 pl dengan PBS 20 pl
[
v
Sampel diteteskan Permukaan hemocytometer
di permukaan hemocytometer ditutup dengan coverslip
I
v
Sampel diamati Hemosit yang teramati dihitung
di bawah mikroskop menggunakan rumus THC

Gambar 10. Parameter uji THC

2.4.8.2 Aktivitas Fagositosit/Indeks Fagositosit (AF/IF)
Haemolymph segar (20 pl) dimasukkan ke dalam mikrotub dan ditambahkan
dengan 10 pl suspensi bakteri Staphylococcus aureus yang telah dilemahkan
dengan 1% formalin selama 24 jam. Campuran hemolymph dan suspensi bakteri
diinkubasi pada suhu ruang selama 20 menit. Selanjutnya diambil 5 pl untuk
dibuat apusan di atas gelas preparat dengan meletakkan hemolymph pada ujung
kaca preparat, kemudian tekan dengan ujung cover glass dan didorong sampan
ujung kaca preparat secara merata. Preparat yang sudah kering selanjutnya
direndam dalam alkohol 70% selama 20 menit dan dibilas dengan NaCl 0,85%
kemudian dikeringkan kembali. Selanjutnya preparat dicat dengan safranin 10%
selama 20 menit dan dikeringkan. Preparat selanjutnya diamati dibawah
mikroskop dengan perbesaran 400x (Gambar 11).
Aktifitas fagositosis (AF) dan indeks fagositosis (IF) dihitung dengan:
AF = (a/b) x 100%
IF = c/a (dalam 100 sel)
Keterangan:
a = jumlah sel fagosit (sel/ml)
b = jumlah keseluruhan sel yang diamati (sel/ml)
¢ = jumlah bakteri yang difagosit (sel/ml)
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Sampel hemolymph segar (20 ul)
dimasukkan ke dalam mikrotub

Staphylococcus aureus
ditambahkan 10 pl (resuspensi)

v

Inkubasi dilakukan selama 20
menit

Sampel diambil 5 pl sampel
untuk dibuat apusan

v

Apusan direndam alkohol 70%
selama 20 menit

Apusan dibilas
dengan NaCl 0,85%

v

Apusan dicat safranin 10%
selama 20 menit

A 4

Preparat kering siap diamati

v

Preparat diamati di bawah
mikroskop dengan perbesaran 400x

Sel yang teramati dihitung
dengan rumus yang ada

Gambar 11. Parameter AF/IF

2.4.8.3 Kualitas Air

Kualitas air sebagai data pendukung dalam pemeliharaan hewan uji, parameter

yang akan diukur adalah parameter DO, salinitas, suhu, dan pH. Uji kualitas air

akan dilakukan pada awal pemeliharaan dan akhir pemeliharaan hewan uji,

dimana pengambilan data dilakukan pada pagi dan sore hari. Alat yang digunakan

dalam pengukuran kualitas air untuk DO dan suhu menggunakan DO meter,

salinitas menggunakan refraktrometer, dan pH menggunakan indikator kertas pH

(Gambar 12).

Parameter DO, suhu, salinitas,
dan pH diamati

Parameter kualitas air diamati di
awal dan akhir pengujian

v

Pengukuran kualitas air dilakukan
di pagi dan sore hari

Data yang diperoleh digunakan
sebagai data pendukung

Gambar 12. Parameter kualitas air
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2.4.9 Analisis Data
Data parameter imunologi udang vaname dianalisis statistik dengan uji ANOVA
dan uji lanjut BNT, menggunakan software SPSS 17.0. Parameter kualitas air

diamati secara deskriptif.
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IV. KESIMPULAN

Aplikasi Bacillus sp. D2.2 dalam sinbiotik berpengaruh terhadap peningkatan
total hemocyte count dan aktivitas fagositosis, dan indek fagositosis sebagai
respon imun seluler udang vaname.

Aplikasi Bacillus sp. D2.2 dalam sinbiotik dengan persentase probiotik 6%

memberikan hasil terbaik selama pemeliharaan udang vaname.
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