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ABSTRACT

IMMUNE RESPONSE OF WHITE SHRIMP Litopenaeus vannamei
(Boone, 1931) IN A BIOFLOC SYSTEM COMBINED WITH PROBIOTICS
Bacillussp. D2.2 AGAINST BACTERIAL INFECTION Vibrio harveyi

By
Endayani

White shrimp (Litopenaeus vannamei) diseases can be caused by bacteria, viruses,
or co-infection. One of the bacterial infectious diseases is Vibriosis caused by
Vibrio harveyi. The disease has an impact on the decline in aguaculture
production and high economic losses. The controlling efforts that can be taken are
to improve the immune system in shrimp through the application of probiotics and
biofloc systems. This research aimed to study the treatment effect and analyze the
best treatment between probiotics, biofloc system, and a combination of both to
improve the immune response of white shrimp to V. harveyi infection. Shrimp test
used has an average weight of + 12 g with adensity of 10 fish/tank and there were
five treatments namely control +, control -, probiotic feed, biofloc system, and a
combination of feed probiotics and biofloc system. The parameters observed
included Total Haemocyte Count (THC), phagocytocyte activity, phagocytic
index, Differential Haemocyte Count (DHC), Tota Vibrio Count (TVC) and total
Bacillus sp. D2.2, clinical symptoms, survival rate, relative percent survival, and
water quality. The results of research indicate probiotics Bacillus sp. D2.2 on feed
and biofloc system affect the immune response of white shrimp, which can
increase THC, AF, IF, Total Bacillus sp. D2.2, SR, RPS, and minimize clinical
symptoms of V. harveyi infection with the highest increase in the combination
treatment of feed probiotics and biofloc system.

Keywords: Penaeid, Immunostimulant, THC, Biocontrol,Vibriosis.



ABSTRAK

RESPON IMUN UDANG VANAME Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)
DALAM SISTEM BIOFLOK YANG DIKOMBINASI
DENGAN PROBIOTIK Bacillussp. D2.2 TERHADAP INFEKSI BAKTERI
Vibrio harveyi

Oleh
Endayani

Penyakit pada udang vaname (Litopenaeus vannamei) dapat disebabkan oleh
bakteri, virus, ataupun koinfeksi. Salah satu penyakit infeksi bakteri adalah
Vibriosis yang disebabkan oleh Vibrio harveyi. Penyakit tersebut telah berdampak
terhadap penurunan produks budidaya dan kerugian ekonomi yang cukup tinggi.
Upaya pengendaian yang dilakukan adalah meningkatkan sistem imun pada
udang melaui aplikas probiotik dan penerapan sistem bioflok. Penelitian ini
bertujuan untuk mempelgari pengaruh pemberian perlakuan dan menganalisis
perlakuan terbaik antara probiotik, bioflok, dan kombinas keduanya untuk
meningkatkan respon imun udang vaname terhadap infeks V. harveyi. Udang uji
yang digunakan mempunyal bobot rata-rata +12 g dengan kepadatan 10 ekor/bak
dan terdapat lima perlakuan yaitu kontrol +, kontrol —, probiotik pakan, bioflok,
dan kombinasi probiotik pakan dan bioflok. Parameter yang diamati meliputi
Total Haemocyte Count (THC), aktivitas fagositosit, indeks fagositosis,
Differensial Haemocyte Count (DHC), Total Vibrio Count (TVC) dan total
Bacillus sp. D2.2, ggaa klinis, Survival Rate (SR), Relatif Percent Survival
(RPS), dan kualitas air. Hasil penelitian menunjukkan pemberian probiotik
Bacillus sp. D2.2 pada pakan dan bioflok berpengaruh terhadap respon imun
udang vaname yaitu dapat meningkatkan THC, AF, IF, Total Bacillus sp. D2.2,
SR, RPS, dan memperkecil gegjala klinis infeks V. harveyi dengan peningkatan
tertinggi pada perlakuan kombinasi probiotik pakan dan bioflok.

Kata kunci : Penaeid, Imunostimulan, THC, Biokontrol, Vibriosis.
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|. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Udang vaname (Litopenaeus vannamei) merupakan udang introduksi pada tahun
2000 yang banyak dibudidayakan di Indonesia. Produksi udang nasional di tahun
2017 masih didominasi oleh udang vaname yaitu mencapai 70%, dimanadari
642.000 ton produks udang nasional sebesar 488.019 ton merupakan udang
vaname (KKP, 2018). Udang ini memiliki nilai ekonomis yang tinggi di pasar
domestik maupun global dan permintaan pasar yang terus meningkat. Untuk
memenuhi permintaan pasar, dilakukan budidaya secaraintensif hingga super
intensif. Namun, pengaplikasian budidaya secara tidak tepat dan bijaksana akan
dapat menimbulkan dampak negatif seperti munculnya serangan penyakit.
Penyakit pada udang akan muncul jikaterjadi interaksi antarakondis lingkungan
yang buruk, keberadaan patogen, dan kondisi udang yang lemah (Anderson,

1974).

Penyakit pada udang vaname disebabkan oleh bakteri, virus, ataupun koinfeksi.
Salah satu penyakit infeksi bakteri adalah Vibriosis yang disebabkan oleh
Vibrio spp. Vibriosistelah berdampak terhadap penurunan hasil produksi

budidaya perikanan, Vibrio harveyi menyebabkan mortalitas sebesar 86,7-100 %



padalarva udang windu (Feliatra & Y oswaty, 2012); padalarva udang vaname
Vibriosis menyebabkan kematian hingga 89% dan infeksi V. harveyi
menyebabkan kematian massal hingga 46% (Aguirre-Guzman et al., 2001).
Akibat infeksi mikroorganisme patogen tersebut, banyak organisme perairan yang
dibudidayakan mengalami kematian massal sehingga menimbulkan kerugian
ekonomi yang cukup tinggi. Upaya pengendalian umum yang telah dilakukan
yaitu penggunaan antibiotik sentetis dan bahan kimia, namun pemberian antibiotik
sentetis secara terus menerus dapat menyebabkan resistensi bakteri (Verschuere et
al., 2000) dan efek samping lain berupa residu yang dapat membahayakan
manusia dan lingkungan (Ninawe & Selvin, 2009). Oleh karenaitu, salah satu
alternatif yang dapat dilakukan untuk menanggulangi penyakit pada udang adalah
dengan meningkatkan sistem imun pada udang. Peningkatan sistem imun dapat

dilakukan melalui aplikasi probiotik dan penerapan sistem bioflok.

Sistem bioflok yaitu pemanfaatkan mikroorganisme heterotrof untuk mengubah
senyawa organik dan anorganik yang mengandung senyawa karbon (C), hidrogen
(H), oksigen (O), nitrogen (N) dan sedikit fosfor (P) menjadi masa sludge berupa
flok. Teknologi bioflok meminimalkan penggunaan air dalam sistem akuakultur
dengan memperbaiki kualitas air serta menghasilkan bioflocs yang tinggi protein
dapat berfungsi sebagai pakan untuk organisme air (Crab, 2010). Pembentukan
bioflok oleh bakteri heterotrof secara umum bertujuan untuk meningkatkan
pemanfaatan nutrien, menghindari stress lingkungan dan predasi (De Schryver et
al., 2008). Penelitian oleh De Schryver & Verstraete (2009) menunjukkan bahwa
bioflok mengandung poly-B-hydroxybutyrate (PHB) berkisar antara 0,9-16 %

yang cukup memadai untuk memenuhi kebutuhan ikan akan PHB yang tidak Iebih



dari 1 %. Poly-B-hydroxybutyrate (PHB) merupakan produk polimer intraselular
yang diduga mempunyai efek pencegahan dan pengobatan terhadap infeksi Vibrio

serta manfaat prebiotik dalam akuakultur (De Schryver et al., 2008).

Probiotik merupakan mikroba hidup yang mampu memberikan keuntungan bagi
inang dengan berasosiasi dengan inang yaitu memperbaiki nilai nutrisi dan
pemanfaatan pakan, memperbaiki respon inang terhadap penyakit dan memper-
baiki kualitas lingkungan budidaya (Verschuere et al., 2000). Salah satu bakteri
probiotik yaitu Bacillus sp. D2.2 yang termasuk dalam golongan bakteri gram
positif dan berbentuk batang yang berasal dari tambak tradisional di Desa
Mulyosari, Kecamatan Pasir Sakti, Kabupaten Lampung Timur, Provinsi
Lampung (Aji, 2014). Bakteri ini mampu menstimulasi sistem imunitas udang
vaname dan memiliki kemampuan untuk menghambat V. harveyi (Harpeni et al.,

2017).

Pengaplikasian bioflok pada pemeliharaan dan probiotik pada pakan diharapkan
mampu meningkatkan respon imun udang vaname lebih baik daripada
penggunaan dengan salah satu sistem tersebut. Berdasarkan penelitian Azhar
(2018), penggunaan probiotik dan bioflok sebagal pencegahan terhadap

V. parahaemolyticus mampu meningkatkan performa sistem imun terbaik yaitu
dengan THC sebesar 9,7 x 10° ml™ dan SR sebesar 76,67%. Pengaplikasian
probiotik Bacillus sp. D2.2 dan sistem bioflok pada pemeliharaan udang vaname

diharapkan mampu meningkatkan respon imun terhadap V. harveyi.



B. Tujuan Pendlitian

Tujuan dilakukannya penélitian ini yaitu:

1. Mempelgari pengaruh pemberian probiotik Bacillus sp. D2.2 dan
pengaplikasian sistem bioflok terhadap respon imun udang vaname yang
diinfeks V. harveyi.

2. Menganalisis perlakuan yang terbaik antara probiotik, bioflok, dan kombinasi
keduanya untuk meningkatkan respon imun udang vaname terhadap infeksi

V. harveyi.

C. Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini yaitu untuk memberikan informasi ilmiah kepada

mahasi swa dan pembudidaya udang, penggunaan bioflok dan probiotik Bacillus
sp. D2.2 mampu meningkatkan respon imun udang vaname terhadap serangan

penyakit bakteri patogen V. harveyi.

D. Kerangka Pemikiran

Udang vaname (Litopenaeus vannamei) merupakan komoditas perikanan yang
memiliki prospek dan profit yang menjanjikan. Permintaan pasar akan komoditas
ini yang terus meningkat dan harganya yang cukup tinggi menyebabkan udang ini
banyak dibudidayakan di Indonesia. Untuk meningkatkan produksi dilakukan
budidaya dengan padat tebar tinggi yaitu budidaya secara intensif. Budidaya
udang secaraintensif yang tidak dikelola dengan baik dan bijaksana menimbulkan
permasal ahan pada lingkungan budidaya. Permasalahan utama yang sering

ditemukan adalah buruknya kualitas air selama masa pemeliharaan, adanya



bakteri patogen, dan kondisi imun udang yang melemah sehingga menyebabkan
penyakit pada udang vaname. Padat tebar yang tinggi dan pemberian pakan yang
banyak dapat menurunkan kondisi kualitas air. Hal ini diakibatkan adanya
akumulasi bahan organik (Y uniasari, 2009), karena udang meretensi protein pakan
sekitar 16.3-40.87 % dan sisanya dibuang dalam bentuk ekskresi, residu pakan,
sertafeses (Hari et al., 2004). Akumulasi bahan organik menyebabkan udang
stress dan rentan terhadap penyakit sehingga dapat menyebabkan kematian pada

udang budidaya.

Penyakit pada udang disebabkan oleh bakteri patogen, salah satunya yaitu Vibrio
harveyi. Bakteri ini telah menjadi patogen yang mematikan padalarva hingga
pembesaran budidaya udang (Soto-Rodriguez et al., 2010). Salah satu upaya yang
dapat dilakukan untuk mencegah dan menanggulangi penyakit pada udang yaitu
dengan meningkatkan sistem imun dan memperbaiki kualitas air lingkungan
budidaya. Peningkatan sistem imun dan perbaikan lingkungan budidaya dapat

dilakukan melalui aplikasi probiotik dan penerapan sistem bioflok.

Penggunaan bioflok mampu memperbaiki kualitas air dan dan mencegah Vibrio
sp. karena bioflok mengandung poly-B-hydroxybutyrate (PHB) (De Schryver et
al., 2008). Selain itu, probiotik juga mampu memperbaiki respon inang terhadap
penyakit dan memperbaiki kualitas lingkungan budidaya (V erschuere et al. 2000).
Probiotik yang digunakan yaitu Bacillus sp. D2.2 memiliki kemampuan untuk
menghambat V. harveyi dan meningkatkan sistem imun udang vaname (Harpeni et
al., 2017). Penggunaan sistem bioflok yang dikombinasikan probiotik Bacillus sp.

D2.2 pada pakan diharapkan mampu lebih baik dalam meningkatkan sistem imun



non spesifik pada udang vaname yang diinfeks bakteri patogen V. harveyi

(Gambar 1).
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Gambar 1. Kerangka Pemikiran Penelitian




E. Hipotesis

Hipotesis yang digunakan pada pendlitian ini yaitu:

Ho : Tidak ada pengaruh pengaplikasian bioflok dan probiotik Bacillus sp. D2.2
terhadap respon imun non spesifik udang vaname (Litopenaeus vannamei)
yang diinfeksi bakteri Vibrio harveyi.

H, : Terdapat minimal satu pengaruh pengaplikasian bioflok dan probiotik
Bacillus sp. D2.2 terhadap respon imun non spesifik udang vaname

(Litopenaeus vannamel) yang diinfeksi bakteri Vibrio harveyi.



1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Udang Vaname (Litopenaeus vannamei)

Udang vaname termasuk golongan krustase dalam ordo dekapoda dimana di
dalamnya juga termasuk udang, lobster dan kepiting. Klasifikasi udang vaname
adalah sebagai berikut (Fast & Lester, 1992):

Kingdom - Animalia

Filum . Anthropoda

Subfilum : Krustase

Kelas : Maacostraca

Subkelas : Eumal acostraca

Orde : Decapoda

Famili : Penaeidae

Genus . Litopenaeus

Spesies . Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)

Morfologi tubuh udang terdiri dari 2 bagian utama yaitu kepala dada
(cephalathorax) dan perut (abdomen). Pada cephal athorax terdapat bagian
antenulla (sungut kecil), scophocerit (sirip kepala), antenna (sungut besar),
mendibula (rahang), 2 pasang maxilla, 3 pasang maxilliped, 3 pasang pareiopoda
(kaki jalan), yang ujung-ujungnya bercapi disebut chela. Cephalathorax terdiri

dari 13 ruas (kepala 5 ruas, dada 8 ruas) dan abdomen 6 ruas. Pada bagian kepala



tertutup oleh karapas yang pada ujungnya terdapat rostrum pada bagian atas
(dorsal) 6-8 buah sedangkan bagian bawah (ventral) sebanyak 2-4 buah (Motoh,

1985).

Udang mempunyai standar kualitas air tertentu agar dapat hidup dengan baik
untuk mendukung kelangsungan hidup yang tinggi dan petumbuhan yang optimal.
Suhu pada budidaya udang berkisar antara 26-33°C, sedangkan pH berkisar antara
7,5-8,5. Oksigen terlarut memiliki batas minimum pada kolam pemeliharaan
udang yaitu > 4 mg/l. Udang vaname memiliki kisaran salinitas yang |ebar yaitu
antara 5-35 ppt. Beberapa variabel kualitas air yang bersifat toksik seperti nitrit
dan H,S memiliki batas maksimum yaitu <0,01 mg/l, sedangkan ammonia <1,0

mg/l (Supono, 2017).

Pertumbuhan adal ah tujuan utama dari semua budidaya udang. Udang akan
tumbuh setelah terlebih dahulu melakukan molting. Molting yaitu proses

pel epasan eksoskel eton yang lama dan digantikan dengan eksoskel eton baru yang
masih lunak. Eksoskeleton baru yang fleksibel akan dengan cepat mengeras
dengan bantuan mineral dan protein. Proses molting ini menghasilkan
peningkatan ukuran diskontinu. Pada setiap molting, diikuti oleh peningkatan
ukuran vertikal. Selain itu, selama molting udang rentan terhadap serangan
penyakit dan predator baik dari jenislain maupun sesamanya (Fast & Lester,
1992). Kondisi yang mempengaruhi frekuensi molting yaitu lingkungan dan

faktor nutrisi. Pada temperatur yang lebih tinggi, frekuensi molting meningkat.

Udang penaeid bersifat omnivor, karnivora dan pemakan detritus. Pada postlarva

dan juvenil udang akan memakan mikroalga, agregat detritus, makrophyta,



nematoda, copepod, larva moluska. Ketika udang tumbuh, akan digantikan oleh
invertebrata yang lebih besar seperti amphipoda, polichaeta, dan moluska, serta
ikan.Udang dewasa juga akan memakan sejumlah besar agregat detritus (Fast &

Lester, 1992).

B. Respon Imun Udang

Krustase tidak memiliki respon imun spesifik (adaptive) dan bergantung pada
berbagai respon imun nonspesifik (innate). Meskipun dianggap tidak begitu
memuaskan, respon imun nonspesifik mampu dengan cepat dan efisien mengena
dan menghancurkan material asing, termasuk patogen (Witteveldt et al., 2004).
Respon imun nonspesifik terdiri atas respon selular dan respon humoral. Sistem
pertahanan seluler meliputi fagositosis sel-sel hemosit, nodulasi dan enkapsulasi.
Sistem pertahanan humoral mencakup phenoloksidase (PO), prophenoloksidase
(ProPO), lektin dan agglutinin (Jiravanichpaisal et al., 2006). Sistem pertahanan
ini akan aktif ketika menerima rangsangan berupa protein dan karbohidrat seperti

lipopolisakarida, peptidoglikan, dan B-glukan (Lin et al., 2006).

Melalui proses fagositosis hemosit mengeluarkan partikel asing dalam hemocodl,
enkapsulasi dan aggregasi nodular. Selain itu, hemosit berperan dalam penyem-
buhan luka melaui cellular clumping serta membawa dan melepaskan prophenol-
oxidase system (proPO) (Rodriquez & Le Moullac, 2000). Jumlah hemosit dapat
sangat bervarias berdasarkan spesies, respon terhadap infeks, stres lingkungan,
aktivitas endokrin selama siklus molting (Johansson et al., 2000), seks, fase

perkembangan, status reproduksi dan nutrisi (Song et al., 2003). Hasil penelitian
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Song et al. (2003) menunjukkan bahwa setelah 3-5 hari diinfeksi dengan Taura
Syndrome Virus (TSV), THC L. vannamei berukuran 10-20 g mengalami
penurunan sebesar 70% menjadi 0.345x10’ sel/ml dibandingkan dengan kontrol

1.64x10" sel/ml, dengan mortalitas mencapai 80%.

Fagositosis merupakan reaks yang paling umum dalam pertahanan seluler udang.
Tahapan awal proses fagositosis yaitu dengan perlekatan (attachment) dan
penelanan (ingestion) partikel mikroba ke dalam sel fagosit. Sel fagosit kemudian
membentuk vacuola pencernaan (digestive vacuola) yang disebut fagosom
(Rodriquez & Le Moullac, 2000). Lisosom (granula dalam sitoplasma fagosit)
kemudian menyatu dengan fagosom membentuk fagolisosom. Melaui proses
egestion mikroorganisme selanjutnya dihancurkan dan debris, mikroba dikeluar-
kan dari dalam sel. Pemusnahan partikel mikroba yang difagosit melibatkan

pel epasan enzim ke dalam fagosom dan produksi ROI (reactive oxygen inter-

mediate) yang kini disebut respiratory burst (Rodriquez & Le Moullac, 2000).

Pada krustasea dekapoda ada tigatipe sirkulasi hemosit. Tipeini didasarkan pada
keberadaan sitoplasma granula yaitu hialin, semi granular dan sel granular yang
masing-masing memiliki morfologi dan fisiologi tertentu (Johansson et al., 2000).
Hialin berukuran 6-13 um merupakan sel dengan perbandingan inti lebih besar
dari sitoplasma dan memiliki sedikit granul sub-mikron. Semi granular berukuran
10- 20 pym merupakan sel dengan perbandingan inti lebih sedikit dari sitoplasma
dan memiliki granul sub mikron dan mikron serta adanya granul refractile. Semi
granular memperlihatkan kapasitas mengenali dan merespons partikel unsur atau

molekul asing atau dikenal sebagai sdl aktif dalam enkapsulasi. Granul berukuran
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12-25 ym merupakan sel dengan perbandingan inti lebih rendah dari sitoplasma

berisi butiran halus dan bertanggung jawab mengaktifkan sistem prophenol -

oksidase (sistem proPO) (Ramu & Zakaria, 2000). Sel semi granular dan granular

melakukan fungsi sistem proPO sedangkan sel hialin melakukan fagositosis dalam

imunitas krustasea (Wang & Chen, 2006).

-
E
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Gambar 2. Sel hemosit udang: Granular (a), Hialin (b), dan Semi granular ()
Yang et al. (2015)

Diferensial hemosit merupakan indikator yang menunjukkan persentase dari
masing-masing jenis sel hemosit pada udang. Persentase dari setiap sel hemosit
pada udang vaname normal yaitu sel hialin 22-27%, semi granular 54-61%, dan
sel granular 13-18% (Heng & Lei, 1998). Peningkatan persen jenis hemosit

tertentu disebabkan oleh proliferasi seluler yang diinduksi, perekrutan sel dari
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kompartemen hemolim yang tidak bersirkulasi, atau diferensiasi seluler yang

cepat sebagai respon terhadap tantangan antigen (Nurhaeda, 2017).

Sel hialin merupakan sel fagosit yang akan bertindak terlebih dahulu saat terdapat
invasi benda asing dalam tubuh, sedangkan semi granular atau granular
merupakan pematangan sel hialin dan berperan dalam proses enkapsulasi.
Menurut Van Dee Braak et al. (2000) bahwa sel semi granular merupakan
pematangan dari sel hialin yang ketika terjadi serangan patogen maka yang
berperan pertama adalah sel hialin, sehingga sel ini tidak berkembang menjadi sel
semi granular dan terlihat penurunan jumlah sel semi granular yang terdapat
dalam hemosit. Sedangkan menurut Johanson et al. (2000) bahwa sel semi
granular berperan utama dalam proses enkapsulasi dan sedikit dalam proses
fagositosis. Sel ini mampu merespon polisakarida dari dinding sel bakteri atau B-
glukan yang berasal dari jamur. Sel semi granular ini dapat melakukan proses

enkapsulasi dan sedikit berperan dalam proses fagositosis.

C. Bioflok

Konsep dasar bioflok adalah mengubah senyawa organik dan anorganik yang
mengandung senyawa karbon (C), hidrogen (H), oksigen (O), nitrogen (N) dan
sedikit fosfor (P) menjadi masa sludge berupa bioflok dengan menggunakan
bakteri pembentuk floc (floc forming bacteria) yang mensintesis biopolymer
sebagai ikatan bioflok (Supono, 2017). Caraini menurunkan konsentrasi
amonium lebih cepat daripada proses nitrifikas karena nitrogen digunakan

bakteri heterotrofik sebagai sumber nutrisi untuk pertumbuhan (Hargreaves,
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2006). Jika karbon dan nitrogen seimbang dalam suatu wadah pemeliharaan,
amonium dan limbah nitrogen organik akan diubah menjadi biomassa bakteri
(Schneider et al., 2005). Perombakan amonium oleh bakteri heterotrofik terjadi

lebih cepat daripada bakteri nitrifikasi (Hargreaves, 2006).

Teknologi bioflok meminimalkan penggunaan air dalam sistem akuakultur dengan
memperbaiki kualitas air serta menghasilkan bioflocs yang tinggi protein dapat
berfungsi sebagal pakan untuk organisme air (Crab, 2010). Dibandingkan
teknologi pengolahan air konvensional yang digunakan dalam budidaya, teknologi
bioflok memberikan alternatif yang |ebih ekonomis dan mengurangi biaya pakan
karena efisiensi pemanfaatan protein dua kali lebih tinggi dalam sistem teknologi
bioflok bila dibandingkan dengan konvensional (Avnimelech, 2009). Meskipun

bi ofl ocs menunjukkan kandungan protein, lipid, karbohidrat dan abu yang cukup
untuk digunakan sebagai pakan akuakultur (Crab et al., 2010a), namun kandungan
asam amino dan komposisi asam lemaknya masih belum diketahui. Konsentrasi
vitamin C dalam bioflocs mulai dari 0 hingga 54 ug / g bahan kering (Crab, 2010),
nilai-nilai tesebut masih di bawah konsentrasi yang diperlukan untuk udang.
Selain vitamin C, vitamin lain seperti tiamin, riboflavin, piridoksin, asam
pantotenat, asam nikotinat, biotin, asam folat, vitamin B12, inositol, kolin,
vitamin A, vitamin D3, vitamin E dan vitamin K, biasanya tidak cukup disintesis
oleh organisme sehingga perlu dipasok melalui pakan buatan atau komersil (Crab

et al., 2012).

Penelitian baru-baru ini menunjukkan bahwa teknologi bioflok merupakan

aternatif untuk melawan bakteri patogenik dalam budidaya (Crab et al., 2010a).
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Bioflok yang ditumbuhkan pada gliserol mampu melindungi Artemia franciscana
terhadap patogen Vibrio harveyi (Crab et al., 2010b). Pada bioflok terdapat
akumulasi senyawa poli-B-hidroksibutirat (PHB). Senyawa poli-f3-hidroksibutirat
(PHB) mampu untuk melindungi hewan akuakultur dari infeks bakteri (De
Schryver et al., 2010; Halet et al., 2007). Penelitian oleh De Schryver dan
Verstraete (2009) menunjukkan bahwa bioflok mengandung poly-f3-
hydroxybutyrate (PHB) berkisar antara 0,9-16 %. Bioflok mengandung tingkat
PHB yang cukup untuk melindungi udang dari infeksi oleh bakteri patogen (Halet

et al., 2007).

Udang yang dipelihara dengan teknologi bioflok yang menggunakan probiotik
Bacillus memiliki kepadatan Vibrio 5 kali lebih rendah bila dibandingkan dengan
udang yang diberi pakan buatan (Crab, 2010). Hal tersebut menunjukkan bahwa
penggunaan bakteri probiotik memiliki efek biokontrol terhadap Vibrio spp.
Bioflok kemungkinan juga mengandung senyawa imunostimulan karena teknol ogi
bioflok berurusan dengan bakteri dan produk-produk bakteri terutama bakteri
probiotik. Beberapa jenis imunostimulan yaitu bakteri probiotik, karbohidrat
kompleks, faktor nutrisi, ekstrak hewan, sitokin, lektin, ekstrak tumbuhan dan
obat-obatan sintetis (Wang et al., 2008). Peningkatan kekebalan bawaan

organisme budidaya dapat memberikan resistans terhadap infeksi.

D. Probiotik

Probiotik adalah sel mikroba yang memiliki berbagai efek menguntungkan bagi

kesehatan inang yaitu dengan meningkatkan keseimbangan usus melalui
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peningkatan nilai konversi pakan, penghambatan mikroorganisme patogen, aksi
antimutagenik dan antikarsinogenik, faktor pemicu pertumbuhan, dan peningkatan
kekebalan tubuh (Verschuere et al., 2000). Beberapa keunggul an tersebut mem-
buat probiotik kini banyak digunakan dalam kegiatan budidaya udang khususnya
pada sistem budidayaintensif dibandingkan dengan penggunaan antibiotik sintetik

yang menghasilkan residu bersifat merugikan.

Probiotik terutama dianggap sebagai agen kontrol penyakit dalam budidaya
udang. Probiotik telah terbukti mampu secara langsung menghambat pertumbuhan
dan proliferasi patogen serta merangsang dominasi mikrobiota menguntungkan
pada inang dan lingkungan pemeliharaannya (Lazado & Caipang, 2014). Peng-
gunaan probiotik dapat dilakukan dengan secaralangsung padainang, tidak
langsung pada tempat pemeliharaan, dan kombinasi keduanya. Penggunaan secara
tidak langsung dapat meningkatkan kualitas air kondisi tambak budidaya terutama
memodifikas sifat fisika-kimiaair dan tanah. Penggunaan secaralangsung pada
inang yaitu seperti penambahan pada pakan yang akan meningkatkan kekebalan
terhadap serangan patogen dan meningkatkan penyerapan nutrisi dan

memaksimalkan aktifitas enzim pencernaan (Lazado et al., 2015).

Probiotik mampu menghambat |angsung patogen melalui produksi metabolit
antagonis (Lazado et al., 2010). Karakteristik antagonisme ini biasanya digunakan
sebagai tes utama dalam memilih dan mengidentifikasi kandidat probiotik.
Sebagian besar probiotik dalam udang dicirikan oleh kemampuan mereka untuk
menghambat pertumbuhan berbagai patogen. Suatu isolat yang diidentifikas

sebagai Pseudomonas sp. dari saluran pencernaan Litopenaeus vannamel yang
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sehat menunjukkan aktivitas antibakteri yang kuat terhadap Vibrio
parahaemolyticus, V. alginolyticus dan V. cholera (Far et al., 2013). Beberapa
kandidat probiotik Bacillus menunjukkan penghambatan pada pertumbuhan strain

patogen V. harveyi yang diisolasi dari asal yang berbeda.

Probiotik menghasilkan asam organik dengan penurunan pH untuk menghambat
pertumbuhan bakteri patogen (Maet al., 2009). Bacillus licheniformis dan B.
pumilus menunjukkan aktivitas antibakteri, toleransi pH rendah dan konsentrasi
tinggi (Ramesh et al., 2015). Lactobacillus spp. menghasilkan berbagal senyawa
yaitu organik asam, diacetyl, hydro peroxide dan protein bacteriocidal (Farzanfar,
2006). Senyawa ini mengaktifkan sistem kekebal an tubuh hewan, dan membuat
mereka |l ebih tahan terhadap infeksi oleh virus, bakteri, jamur dan parasit, atau

menghambat bakteri patogen dalam sistem akuakultur.

E. Bacillussp. D2.2

Bacillus sp. D2.2 merupakan bakteri probiotik dengan kode D2.2 yang memiliki
kekerabatan yang dekat dengan Bacillus sp. melaui proses identifikasi metode
analisis 16S rDNA menggunakan aplikasi Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST), bakteri D2.2 diidentifikasi memiliki homologi paling tinggi yaitu
dengan bakteri Bacillus sp., tingkat homologi mencapai 97% (Aji, 2014). Bakteri
ini merupakan isolat lokal yang dapat menghambat Vibrio harveyi sebanyak
0,34% dari 293 isolat yang berasal dari tambak tradisional di Desa Mulyosari,
Kecamatan Pasir Sakti, Kabupaten Lampung Timur, Provinsi Lampung (Mariska,

2013). Bakteri Bacillus sp. D2.2 termasuk ke dalam bakteri Gram positif dan
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berbentuk batang. Selain itu, bakteri ini bersifat aerob obligat atau fakultatif
anaerob (bisa bertahan pada kondisi aerob dan anaerob), biasanya motil, bersifat
katal ase dan oksidase positif (Aji, 2014). Bakteri D2.2 ini tumbuh baik pada

salinitas 20-30 ppt dan kisaran pH 6-8 (Septiani, 2016).

Sifat antagonisme bakteri Bacillus sp. D2.2 yaitu menghasilkan senyawa
antibakteri berupa antibakteri polipeptida yaitu bacitracin, yang mampu
menghambat sintesis peptidoglikan dinding sel, merusak permeabilitas membran
sel dan merubah sistem respirasi (Setyawan et al., 2014). Isolat Bacillus sp. D2.2
secarain vitro mampu menekan pertumbuhan bakteri V. alginoliticus,
Sapylococcus aureus dan Aeromonas hydrophila (Aji, 2014). Bakteri ini secarain
vivo mampu menghambat pertumbuhan bakteri V. alginoliticus pada udang

vaname (Hardiyani et al., 2016).

Pemberian probiotik Bacillus sp. D2.2 dan prebiotik ekstrak tepung ubi jalar
(sinbiotik) pada udang vaname terhadap performa pertumbuhan dan respon imun
telah dilakukan. Probiotik Bacillus sp. D2.2 dengan prebiotik dari ubi jalar dengan
perlakuan 6 % probiotik dan 4% prebiotik dapat meningkatkan kinerja
pertumbuhan secara signifikan dan dapat melindungi udang dari infeks V. harveyi
dengan meningkatkan kekebalan dan mikroflora di saluran pencernaan udang,
melindungi udang dengan nilai RPS 53,48%, tingkat infeks yang lebih rendah
dan lebih sedikit kerusakan hepatopankreas (Harpeni et al., 2017). Pemberian
sinbiotik dengan perlakuan prebiotik 2% dan probiotik 6% mampu meningkatkan
respon imun nonspesifik pada udang vaname dengan peningkatan nilai THC yang

stabil, peningkatan tertinggi pada parameter AF mencapai 39% dibandingkan
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kontrol, dengan nilai 61,3%, serta peningkatan aktivitas PO mencapai 4,2%
dibandingkan kontrol (Ramadhani et al., 2017). Respon imun humoral udang
putih aktivitas phenol oksidase (PO), aktivitas superoxidase dismutase (SOD) dan
Total Protein plasma (TPP). Pengambilan sampel dilakukan pada hari ke-0, hari
ke-4, hari ke-8 dan hari ke-12. Bedakan penggunaan probiotik Bacillus sp. D2.2
memberikan pengaruh terhadap aktivitas PO dan SOD pada hari ke-8 (Amanah,

2017).

F. Vibrio harveyi

Vibrio harveyi merupakan bakteri patogen yang berpendar dan bersifat Gram
negatif (Austin & Zhang, 2006). V. harveyi sebagai bakteri patogen utama pada
udang yang menyebabkan mortalitas larva, pasca larva dan udang budidaya
(Moriarty, 1999). Bakteri ini salah satu patogen yang menjadi penyebab penyakit
Vibriosis pada udang vaname. Vibriosis telah banyak menyerang budidaya udang
air payau dan menyebabkan kerugian yang tak sedikit. Karena Vibrio berpendar
ini menimbulkan kematian yang serius dalam sistem pemeliharaan udang (Lavilla-
Pitogo et al., 1990), penting dilakukan tindakan untuk mengontrol penyebaran

bakteri ini.

Vibrio adalah Gram negatif, biasanya batang motil, mesofilik, kemoorganotropik,
dan memiliki metabolisme fermentasi. Secara keseluruhan, memiliki lebar sel 1
pum dan panjang 2-3 pum dan bersifat motil (Thompson et al., 2006). Vibrio
memiliki variasi yang luas dalam morfologi koloni (bulat hingga tidak beraturan)

dan warna (krem hingga merah). Vibrio pada umumnya mampu tumbuh pada
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media agar laut dan pada medium selektif, misalnya TCBS (Tiosulfat Citrat
Bilesalts Sukrosa) (Thompson et al., 2006). Media agar TCBS bukan media
diferensial dalam spesies Vibrio seperti V. harveyi, namun dapat dibedakan dari
spesies yang mampu memanfaatkan sukrosa dan yang tidak mampu
memanfaatkan sukrosa. Kebanyakan Vibrio tidak tumbuh pada suhu 4°C dan di

media dengan 0 atau 12% (wt / vol) NaCl (Thompson et al., 2006).

Bakteri V. harveyi menghasilkan lisin dekarboksilase, nitrat reduktase dan
sitokrom oksidase serta enzim amilase, kitinase dan lipase. Protease, phospo-
lipase, haemolysin atau eksotoksin merupakan faktor patogenitas penting V.

harveyi. Kemampuan berpendar bakteri ini merupakan hasil aktivitas enzim

luciferase yang dapat berfungsi sebagai katalisator dalam proses oksidasi reduksi

(Lavilla-Pitogo et al., 1990).
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[11. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Me — Juni 2019, berlokasi di
L aboratorium Budidaya Perikanan, Jurusan Perikanan dan K elautan, Fakultas

Pertanian, Universitas Lampung.

B. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu bak kontainer, spuit 1 cc,
selang aerasl, batu aerasi, pipa paralon, scope net, timbangan digital, DO meter,
pH meter, refraktometer, termometer, mikropipet, inkubator, autoklaf,
spektrofotometer, cawan petri, tabung reaksi, jarum ose, bunsen, erlenmeyer,
gelas ukur, shaker, cool ice, cool box, kaca preparat, cover glass, hemocytometer,

dan mikroskop.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu udang vaname, pakan
komersil, bakteri Bacillus sp. D2.2, Vibrio harveyi, media SWC (Sea Water
Complete) dengan komposisi yaitu 5 g bacto peptone, 1 g yeast extract, 3 ml
gliserol, 15 g bacto agar, 750 ml air laut, dan 250 ml akuades, TCBSA
(Thiosulfate Citrate Bile-salt Sucrose Agar), air laut, molase, alkohol 70%, Na
sitrat 10%, akuades, klorin, PBS (Phosfat Buffer Saline), sodium tiosulfat,

formalin 1%, NaCl 0,85%, safranin 10% (Lampiran 3), metanol, larutan giemsa



10% (Lampiran 2), dan rifampisin (Lampiran 4).

C. Rancangan Pendlitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari 5

perlakuan dengan 3 ulangan (Tabel 1).

Tabel 1. Perlakuan pada Penelitian

Perlakuan K eterangan
K- Tanpa pengaplikasian bioflok dan probiotik, udang tidak
diinjeks Vibrio harveyi
K+ Tanpa pengaplikasian bioflok dan probiotik, udang diinjeksi
Vibrio harveyi
A Pengaplikasian probiotik Bacillus sp. D2.2 pada pakan, udang

diinjeksi Vibrio harveyi
Pengaplikasian sistem bioflok, udang diinjeks Vibrio harveyi

C Pengaplikasian sistem bioflok dan penambahan probiotik
Bacillus sp. D2.2 pada pakan, udang diinjeks Vibrio harveyi

D. Prosedur Penditian

1. Persiapan Wadah dan Hewan Uji

Wadah yang digunakan adalah bak kontainer ukuran 60 cm x 40 cm x 40 cm se-
banyak 15 buah. Sebelum digunakan, bak dicuci terlebih dahulu menggunakan
deterjen lalu dikeringkan. Setelah itu, diisi air laut sebanyak 50 L. Air laut
didisinfeksi dengan larutan klorin 30 mg/L dan diaerasi kuat selama 24 jam.
Kemudian ditambahkan sodium tiosulfat 15 mg/L untuk menetralkan kandungan

klorin dan diaerasi kuat selamaminimal 4 jam (Chayati, 2012).
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Hewan uji yang digunakan yaitu udang vaname dengan bobot rata-rata+12 g.
Jumlah udang yang digunakan untuk setiap perlakuan yaitu 10 ekor. Udang
vaname pada ukuran 10-12 g padat tebar yang digunakan yaitu 50-80 ekor/m?
(SNI 8037.1, 2014) . Sebelum diberi perlakuan udang diaklimatisasi terlebih

dahulu selama 7 hari.

2. Kultur Probiotik Bacillus sp. D2.2

Sebelum probiotik Bacillus sp. D2.2 dikultur, bakteri dibuat resisten terhadap
antibiotik rifampisin terlebih dahulu, untuk membedakan bakteri yang
diinokulasikan dengan bakteri yang sudah ada pada media pemeliharaan maupun
tubuh udang (Ayuzar, 2008). Rifampisin dicampurkan pada media SWC sebanyak
50 pg/mL lalu dikultur bakteri dan diinkubasi selama 24 jam. Selanjutnya bakteri
yang telah resisten rifampisin dikultur pada media SWC agar miring lalu
diinkubasi selama 24 jam. Kemudian probiotik Bacillus sp. D2.2 dikultur pada
media SWC cair dan diletakkan pada shaker hingga kepadatan 10° CFU/m
(Novitasari et al., 2017) pada suhu ruang. Komposisi pembuatan media SWC agar
yaitu 5 g bacto peptone, 1 g yeast extract, 3 ml gliserol, 15 g bacto agar, 750 ml
air laut, dan 250 ml akuades, sedangkan komposisi SWC cair sama seperti padat
tapi tanpa menggunakan bacto agar pada proses pembuatan. Kultur cair tersebut
akan digunakan untuk pembentukan bioflok di awa pemeliharaan untuk
perlakuan sistem bioflok dan ditambahkan pada pakan untuk perlakuan

penambahan probiotik pada pakan.
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3. Pencampuran Pakan dengan Probiotik

Pakan yang digunakan adalah pakan komersial dengan kadar protein 30%. Proses
persiapan pakan meliputi pencampuran probiotik Bacillus sp. D2.2, putih telur,
dan pakan. Dosis probiotik yang digunakan sebanyak 6% (v/w) dari bobot pakan
yang diberikan dan dosis putih telur yang digunakan sebanyak 2% (v/w) dari
bobot pakan sebagai perekat (Permatasari, 2017). Pakan ditimbang sesual
biomassa udang dan FR (Feeding Rate) tiap akuarium. Suspensi bakteri tiap
perlakuan dicampur dengan putih telur sebelum dicampur ke pakan. Setelah itu,
campuran probiotik dan putih telur disemprotkan dan diaduk secara merata ke
dalam pakan dengan menggunakan spayer kemudian dikering-anginkan sampai

benar-benar kering, kemudian disimpan dan digunakan selama 6 hari.

4. Pemeliharaan Udang Vaname

Pemeliharaan udang vaname dilakukan dengan pemberian pakan komersil dan
frekuensi pemberian pakan 4 kali sehari (SNI 8037.1, 2014) yaitu pukul 07.00,
11.00, 15.00, dan 19.00 WIB. Pemberian pakan pada udang sesuai dengan FR
udang yaitu 3%. Pemberian molase dilakukan sekali sehari sebagai sumber
karbon. Persentase kandungan karbon pada molase yaitu 22,75% dan penambahan
mol ase pada media pemeliharaan sesuai dengan perhitungan yang dilakukan oleh
Avnimelech (1999) dengan C/N rasio 1:20 sesuai dengan Pantjara et al. (2010)
nilai ideal C:N rasio untuk bioflok 1:15 sampai 1:20 (Lampiran 1). Pemeliharaan
udang uji dilakukan selama 15 hari (perlakuan) (Permatasari, 2017), selanjutkan

diuji tantang dengan V. harveyi dan pengamatan selama 6 hari setelah uji tantang.
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Pada perlakuan menggunakan bioflok dilakukan tanpa pergantian air, hanya
penambahan air yang menguap. Pada perlakuan tanpa bioflok dilakukan

penyiponan setiap hari dan penambahan air.

5. Pengganasan Bakteri Vibrio harveyi

Pengganasan bakteri digunakan untuk mendapatkan isolat murni bakteri patogen
aktif yang selanjutnya digunakan untuk uji tantang. Pada penelitian ini bakteri
patogen yang digunakan pada saat uji tantang yaitu V. harveyi. Tahapan uji
kohabitasi yaitu isolat V. harveyi diinokulasi pada media TSB. Kemudian
diinjeks ke 3 ekor udang stok dengan dosis 0,1 ml/ekor, udang uji diamati hingga
menunjukkan gejalainfeks dari bakteri tersebut. V. harveyi diambil dari udang
sakit kemudian diisolasi padamedia TCBSA, selanjutnya diinkubasi selama 18-24
jam. Setelah itu, diinokulasi kembali padamedia TSB dan diinkubasi selama 18-
24 jam. Diukur kepadatan bakteri menggunakan spektrofotometer. Bakteri
tersebut diinjeksikan pada udang baru, udang dipelihara hingga menunjukkan
ggdainfeksi. Bakteri diisolas dari udang tersebut pada media TCBSA. Bakteri
yang tumbuh pada media TCBSA tersebut akan digunakan untuk uji tantang

(Wijayanti et al., 2018).

6. Uji Tantang

Uji tantang dilakukan menggunakan bakteri patogen V. harveyi dengan dosis
sesuai dengan uji patogenisitas sebanyak 0,1 ml/ekor. Sebelum dilakukan uji
tantang, V. harveyi dikultur terlebih dahulu pada media cair hingga kepadatan 10°

CFU/ ml. Uji tantang dilakukan dengan metode injeksi. Penyuntikan dilakukan
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pada bagian pangkal kaki renang (pleopod) ke-3. Pengamatan dan pemeliharaan
udang setelah injeks dilakukan selama 6 hari. Pemeliharaan udang uji setelah

injeksi tetap dengan perlakuan.

Pengamatan Pengamatan Uji Pengamatan
Aklimatisasi imun Imun Tantang Imun
Hari ke -7 0 1 7 15 21
NV '
Pemeliharaan Pemeliharaan dan
dengan perlakuan pengamatan gejalaklinis

Gambar 3. Time Line Pendlitian

E. Parameter Uji

1. Parameter Imun

Parameter imun udang yang diukur terdiri dari total haemocyte count (THC),
aktifitas fagositosit (AF), indeks fagositosit (IF), dan diferensial hemosit.
Pengamatan dilakukan diawal pemberian perlakuan, sebelum uji tantang, dan

sesudah uji tantang. Prosedur pengukuran parameter imun sebagai berikut:

1.1 Total Haemocyte Count (THC)

Hemolim segar 10 yL diencerkan dengan PBS 20 pL, kemudian sampel yang
telah diencerkan diletakkan diatas hemocytometer, lalu amati dibawah mikroskop
pada bagian kotak biru (Gambar 4) (Permatasari, 2017). Jumlah hemosit yang
tampak pada mikroskop kemudian dihitung. Total Haemocyte Count (THC)

diperoleh dengan rumus sebagai berikut:

1

THC (sel/ml) = Rata - rata sel x Volum Kotak bira >

FP

Keterangan :
FP = Faktor Pengenceran
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Gambar 4. Kotak pada Haemocytometer

1.2 Aktifitas Fagositosit dan Indeks Fagositosit (AF dan IF)

Hemolim segar 20 yL dimasukkan kedalam mikrotub dan ditambahkan 10 yL
suspensi Staphylococcus aureus yang telah dilemahkan dengan formalin 1%
selama 24 jam. Hasil campuran tersebut diinkubasi selama 20 menit pada suhu
ruang. Selanjutnya diambil 5 pL untuk dibuat apusan di atas gelas preparat dengan
mel etakkan hemolim pada ujung kaca preparat, kemudian tekan dengan ujung
cover glass dan didorong sampai 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 (Permatasari, 2017).
Aktifitas fagositosit (AF) dan Indeks Fagositosit (IF) dihitung dengan rumus

sebagal berikut:

AF = (alb) x 100%

IF = (c/a) (dalam 100 sdl)
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Keterangan:

a=jumlah sel fagosit (sel/ml)

b = jumlah keseluruhan sel yang diamati (sel/ml)

¢ = jumlah bakteri yang difagosit (sel/ml)

1.3 Diferensial Hemosit

Diferensial hemosit atau Differensial Haemocyte Count (DHC) dihitung
berdasarkan metode yang dilakukan Martin & Graves (1985). Gelas objek
direndam dalam metanol selama 5-10 menit dan dikering udarakan. Hemolim
diteteskan pada gelas objek dan dibuat preparat ulas lalu dikering udarakan.
Preparat difiksasi dengan metanol selama 5-10 menit lalu dikeringudarakan
kembali. Preparat direndam dalam larutan giemsa 10% selama 15-20 menit,
kemudian dicuci air mengalir selama 30 detik dan dibiarkan kering. Ulasan
hemolim diamati dengan mikroskop pada pembesaran 400 kali dan diidentifikasi
jenis selnyayaitu sel hialin, semi granular, dan granular. Jumlah hemosit dihitung

hingga 100 sel dan ditentukan persentase tiap jenisnya. Diferensial hemosit

dihitung dengan rumus:

sel hialin

Sel Hiali
el Hialin 100

x 100%

sel semi granular

0
100 x 100%

Sel Semi Granular

sel granular
100

Sel Granular x 100%
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2. Survival Rate (SR)

Survival Rate (SR) atau tingkat kelangsungan hidup udang uji dapat diketahui dari
jumlah udang pada akhir perlakuan dibagi dengan jumlah udang awal (Effendi,

2004), dirumuskan sebagal berikut :

SR = [N/No] x 100 %

Keterangan :
No = Jumlah udang pada awal perlakuan (ekor)
Nt = Jumlah udang pada akhir perlakuan (ekor)

3. RPS (Relative Percent Survival)

Perhitungan RPS (Relative Percent Survival) dilakukan selama uji tantang

menggunakan rumus berdasarkan Amend (1981):

% Mortalitas udang yang terinfeksi patogen
RPS=1- _ x 100
% mortalitas udang kontrol (+)

4. Perhitungan Bakteri Pada Usus

Populasi bakteri yang dihitung yaitu bakteri probiotik dan Vibrio pada usus.
Perhitungan bakteri probiotik pada usus udang dilakukan pada akhir pemeliharaan
(setelah uji tantang). Sampel udang uji diambil secara acak dari setiap perlakuan.
Udang dibedah lalu diambil usus kemudian dimasukkan ke dalam mikrotube steril
yang berisi air laut steril dan digerus. Dari hasil gerusan usus dalam air laut steil
dilakukan pengenceran hingga kepadatan bakteri berkurang. Selanjutnya hasil
pengenceran disebar pada media SWC agar yang telah diberi rifampisin 50 pg/mL

di dalam media untuk bakteri probiotik dan pada media TCBSA untuk bakteri
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Vibrio. Kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruangan. Perhitungan

bakteri dilakukan menggunakan metode hitungan cawan.

. . 1 1
= jumlah koloni x x
ml pengenceran volume yvang digunakan

CFU

5. GgalaKlinis

Pengamatan gejala klinis dilakukan dengan melihat perubahan abnormalitas pada
morfologi dan tingkah laku udang uji. Gejalaklinis diamati selama 6 hari untuk
melihat perubahan pada udang setelah diuji tantang dengan bakteri V. harveyi.
Pengamatan dilakukan dengan melihat nafsu makan, tingkah laku, nekrosis.
Berdasarkan penelitian Annisa & Prayitno (2015), pengamatan gegjaaklinis udang
vaname yang diinfeks bakteri V. harveyi ditandai dengan udang yang bergerak
sangat pasif (lemas), berenang tidak beraturan serta nafsu makan berkurang.
Gejalaklinis secaramorfologi ditandai dengan munculnya warna kemerahan pada

telson dan kaki renang (pleopod).

6. KualitasAir

Kualitas air sebagal data pendukung selama proses pemeliharaan udang uji. Peng-
ukuran kualitas air dilakukan diawal, ditengah, dan diakhir pemeliharaan yang
meliputi pengukuran suhu, oksigen terlarut (DO), pH, sdinitas, dan ammonia.
Pengukuran kualitas air menggunakan termometer, DO meter, pH meter, dan

Refraktometer.
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F. AnalissData

Analisis data pada pengamatan THC, AF, IF, Diferensial hemosit adalah ANOVA
(analysis of variance) dan Repeated Measures ANOV A, sedangkan perhitungan
bakteri pada usus udang uji digunakan uji ANOV A dengan selang kepercayaan
95%. Apabilaterdapat perbedaan nyata antara perlakuan maka dilanjutkan uji
lanjut Duncan. Untuk data RPS dan Survival Rate (SR) dilakukan anadlisis
nonparametrik Kruskal-Wallis. Sedangkan kualitas air dan gejalaklinis dianalisis

secara deskriptif.
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V.SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Simpulan pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Pemberian perlakuan probiotik Bacillus sp. D2.2 pada pakan dan bioflok
berpengaruh terhadap respon imun udang vaname yaitu mampu meningkatkan
Total Hemocyte Count (THC), Aktifitas Fagositosit (AF), Indeks Fagositosis
(IF), Tota Bacillussp. D2.2, Survival Rate (SR), Relative Percent Survival
(RPS), dan memperkecil gegjaaklinisinfeks Vibrio harveyi.

2. Berdasarkan parameter tersebut perlakuan C memberikan respon imun tertinggi

dibandingkan dengan perlakuan lainnya.

B. Saran
Disarankan melakukan penelitian mengenai durasi atau lama penggunaan
probiotik Bacillus sp. D2.2 pada pakan untuk menjaga keseimbangan bakteri dan

menghambat bakteri patogen pada usus udang vaname.
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