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ABSTRACT 

A COMPARATIVE STUDY ON THE EFFECTIVENESS OF 

COMMERCIL PROBIOTIC Lactobacillus sp. AND Bacillus subtilis ATCC 

6633 ISOLATE IN PREVENTING Vibrio parahaemolyticus INFECTION IN 

THE CULTURE OF PACIFIC WHITELEG SHRIMP  

(Litopenaeus vannamei) 

 

 

By 

 

ILHAM MIFTAHUL FIRDAUS 

 

 

 

 Vibrio parahaemolyticus is one of the pathogenic bacteria of Acute 

Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND) of whiteleg shrimp (Litopenaeus 

vannamei). One of the means to resolve the issue is through the supplementation 

of probiotics to enhance shrimp immunity and to inhibit the development of the 

pathogens. This study was undertaken to compare the performance between com-

mercial grade Lactobacillus sp. probiotics and the isolate of Bacillus subtilis 

ATCC 6633 to enhance the immune response as well as whiteleg shrimp resis-

tance against infection by V. parahaemolyticus. Completely randomized design 

(CRD) was used with four treatments and three reps: positive control (feed and 

challenge test), negative control (feed with no challenge test), treatment A (feed + 

Lactobacillus sp. 10⁶ CFU/kg feed + challenge test), and treatment B (feed + B. 

subtilis ATCC 6633 10⁶ CFU/kg feed + challenge test). Total Hemocyte Count 

(THC), Differential Hemocyte Count (DHC), Mean Time to Death (MTD), 

survival rate, Lipid droplet accumulation, clinical symptoms, and quality of the 

water were data recorded. It was discovered that the supplementation with B. 

subtilis isolate provided significant effect (P<0.05) on THC, the number of the 

hyaline cells on the test on DHC test, MTD test, survival rate, and lipid droplet 

level. B. subtilis ATCC 6633 at the level of 10⁶ CFU/ml demonstrated more 

effectiveness when tested with the commercial grade Lactobacillus sp. probiotics 

to enhance theimm. 

Keywords: Immune response, Probiotics, Whiteleg Shrimp (Litopenaeus 

         vanamei), Vibrio sp. 
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Lactobacillus sp. DAN ISOLAT Bacillus subtilis ATCC 6633 DALAM 
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UDANG VANAME (Litopenaeus vannamei) 
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 Vibrio parahaemolyticus merupakan salah satu bakteri patogen penyebab 

penyakit Acute hepatopankreatic nekrosis diease (AHPND) terhadap udang 

vaname. Salah satu upaya untuk mengatasi masalah ini adalah dengan menggu-

nakan probiotik, yang dapat meningkatkan imunitas udang dan menekan pertum-

buhan patogen. Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk membandingkan efektivitas 

probiotik Lactobacillus sp. komersil dan isolat B. subtilis ATCC 6633 dalam res-

pon imun dan ketahanan udang vaname terhadap V. parahemolyticus. Rancangan 

yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan 3 

kali ulangan yaitu Kontrol + (pakan dan diuji tantang), Kontrol – (pakan dan tidak 

diuji tantang, perlakuan A (pakan+ Lactobacillus sp. 106 CFU/kg pakan dan diuji 

tantang), perlakuan B (pakan+ isolat B. subtilis ATCC 6633 106 CFU/kg pakan 

dan diuji tantang). Data yang dikumpulkan yaitu Total hemosit count (THC), 

Differensial hemosit count (DHC), Mean time death (MTD), Tingkat kelang-

sungan hidup, Lipid Droplet, Gejala klinis dan Kualitas air. Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa pemberian Isolat B.subtilis memberikan pengaruh yang ber-

beda nyata (P<0,05) terhadap THC, DHC sel hyalin, MTD, TKH, dan Lipid 

droplet. Pemberian isolat B. subtilis ATCC 6633 106 CFU/ml menunjukkan efek-

tivitas yang lebih baik dibandingkan probiotik Lactobacillus sp. komersial dalam 

meningkatkan respon imun dan menekan tingkat kematian pada udang vaname 

(Litopenaeus vannamei) yang terinfeksi V. parahaemolyticus. 

 

Kata Kunci: Probiotik, respon imun, Udang vaname (Litopenaeus vanamei), 

                      Vibrio sp.
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I. PENDAHULUAN 

1.1  Latar Belakang  

Udang vaname (Litopenaeus vannamei) merupakan salah satu komoditas 

utama dalam bidang budidaya perikanan karena metode produksinya tidak hanya 

efisien dari segi biaya, tetapi juga mendukung pengembangan budidaya secara 

intensif (Mangampa & Suwoyo, 2016). Menurut KKP (2021), pada tahun 2019 

jumlah produksi udang vaname dari kegiatan budidaya sebanyak 861.261,21 ton 

dan jumlah ekspor sebesar 116.090,88 ton. Udang vaname telah berkembang se-

cara pesat dan menjadi hasil budi daya perikanan untuk mendatangkan devisa 

negara (KKP, 2014). Udang vaname mempunyai beberapa kelebihan, seperti 

dapat dipelihara dengan padat tebar yang tinggi lebih dari 150 ekor/m2, serta 

pemeliharaannya yang singkat yaitu 90-100 hari per siklus (Purnamasari dan 

Dewi, 2017). Akan tetapi saat ini budi daya udang vaname banyak sekali meng-

alami permasalahan, seperti terinfeksinya oleh penyakit (Supono, 2021). Hal ini 

disebabkan dari lingkungan yang kurang baik, serta adanya patogen (Supono et 

al., 2019). Salah satu patogen yang sering menyerang udang vaname adalah 

Vibrio parahaemolyticus (Haditomo et al., 2018).  

V. parahaemolyticus dapat mengakibatkan kematian udang hingga 100% 

dalam kurun waktu yang cukup singkat (Feliatra et al., 2012). Awal gejala klinis 

yang dialami udang pada saat terinfeksi V. parahaemolyticus yaitu tubuh ber-

warna hitam kemerahan terutama pada bagian insang serta seluruh anggota badan 

(Septiani et al., 2012). Infeksi V. parahaemolyticus pada udang vaname dimulai 

ketika bakteri masuk kedalam saluran pencernaan serta melepaskan dua toksin 

yaitu PiraA’vp dan PirB’v, kedua toksin ini dapat merusak sel-sel hepatopankreas, 

sebagaimana organ tersebut penting dalam metabolisme dan kekebalan tubuh 

pada udang vaname (Lai et al., 2015). Kerusakan ini memicu pengelupasan



 
 

epitel, nekrosis, dan akhirnya membuat hepatopankreas tampak kemerahan, warna 

tersebut menunjukkan tingkat keparahan akibat infeksi (Luangtrakul et al., 2021). 

Jenis strain ini dilaporkan sebagai salah satu jenis bakteri pembawa toksin dari 

agen yang menghasilkan Acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) 

terhadap udang vaname (Tran et al., 2013). AHPND adalah penyakit yang me-

rusak budi daya pada udang vaname, disebabkan oleh V. parahaemolyticus yang 

memiliki plasmid virulen, sehingga dapat merusak hepatopankreas dan dapat 

menyebabkan kematian (Lightner et al., 2012; Soto-Rodríguez et al., 2015). 

Secara ekonomi, AHPND dapat menimbulkan kerugian yang besar. Di Thailand, 

kerugiannya mencapai US$ 11,58 miliar akibat paparan penyakit dari AHPND 

(Nusantics., 2023), selanjutnya Vietnam mengalami kerugian sekitar US$ 2,56 

miliar sejak tahun 2011 (The Fish Site., 2022), dan secara global kerugian diper-

kirakan melebihi US$43 miliar menurut (Aquaculture Magazine, 2022). 

Salah satu upaya untuk mengatasi patogen, memperbaiki respon imun dan 

kondisi lingkungan budi daya adalah pengaplikasian probiotik. Probiotik adalah 

mikroorganisme hidup yang bermanfaat bagi inangnya dengan cara mengubah 

komunitas mikroba, serta meningkatkan nilai nutrisi pakan, memperkuat respons 

tubuh terhadap penyakit, dan memperbaiki kualitas lingkungan (Verschuere et al., 

2000). Probiotik berperan dalam menjaga keseimbangan mikroba di saluran pen-

cernaan, menghambat pertumbuhan patogen, dan menghasilkan enzim yang mem-

bantu proses pencernaan, daya cerna yang meningkat mencerminkan optimalnya 

penyerapan nutrisi oleh tubuh (Jusadi et al., 2004). Pemberian probiotik atau zat 

tambahan ke dalam kolam diyakini mampu menjaga kualitas air dan menekan 

pertumbuhan patogen, sehingga menciptakan lingkungan budidaya yang sehat dan 

berkelanjutan (Khasani, 2007). 

Pada penelitian ini menggunakan probiotik Lactobacilus sp. strain komer-

sial dan strain isolat B. subtilis ATCC 6633. Probiotik Lactobacillus sp. secara 

komersial banyak digunakan dalam budidaya udang karena kemampuannya 

menjaga keseimbangan mikrobiota usus, menekan pertumbuhan patogen, dan 

meningkatkan sistem imun. Mekanisme kerjanya mencakup kompetisi dengan 

patogen sebagai nutrisi, serta produksi senyawa antimikroba seperti asam laktat 

dan bakteriosin (Balcázar et al., 2006; Vieira et al., 2010).

2 
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Selain itu, Lactobacillus juga merangsang gen imun non-spesifik seperti 

prophenoloxidase dan lysozyme yang meningkatkan pertahanan tubuh udang 

(Zhang et al., 2014; Supungul et al., 2004). Sementara itu, Bacillus subtilis ATCC 

6633 memiliki keunggulan berupa kemampuan membentuk spora yang tahan 

terhadap lingkungan ekstrem. Setelah masuk ke usus, spora akan aktif dan 

menghasilkan enzim serta metabolit bioaktif seperti surfaktin dan iturin yang 

bersifat antimikroba menurut (Cutting, 2011; Chen et al., 2019). Selain mening-

katkan pencernaan, isolat ini juga memperkuat sistem imun udang dengan 

menaikkan aktivitas enzim pertahanan seperti fenoloksidase dan memperbaiki 

struktur jaringan hepatopankreas (Zokaeifar et al., 2012). Oleh karena itu, perlu 

dilakukannya penelitian lebih lanjut terkait dengan peenggunaan probiotik 

komersial dan isolat terhadap respon imun, ketahanan udang vaname yang 

terinfeksi oleh V. parahaemolyticus dan tingkat kelangsungan hidup udang 

vaname. 

1.2  Tujuan 

Adapun tujuan dari penelitian ini yaitu untuk membandingkan efektivitas 

probiotik Lactobacillus sp. strain komersial dan strain isolat B. subtilis ATCC 

6633 dalam meningkatkan respon imun dan ketahanan udang vaname terhadap 

serangan Vibrio parahemolyticus. 

1.3 Manfaat 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada pembudi-

daya mengenai penggunaan probiotik komesial Lactobacillus sp dan isolat 

Bacillus subtilis. sebagai salah satu upaya yang relevan dalam menekan dan 

mencegah pertumbuhan bakteri Vibrio parahemolyticus pada saat melakukan 

kegiatan budi daya udang vaname.

3 
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1.4  Kerangka Pemikiran 

Udang vaname (Litopenaeus vannamei) merupakan komoditas unggu- 

lan dalam budidaya karena pertumbuhannya cepat dan toleran terhadap kondisi 

lingkungan. Namun, penyakit seperti AHPND akibat infeksi Vibrio parahaemo-

lyticus masih menjadi tantangan serius. Penggunaan antibiotik untuk mengatasi 

masalah ini berisiko menyebabkan resistensi dan pencemaran lingkungan. Sebagai 

solusi ramah lingkungan, probiotik seperti Lactobacillus sp. dan B. subtilis digu-

nakan sebagai imunostimulan alami. Probiotik ini meningkatkan daya tahan 

udang, menekan patogen, dan memperbaiki sistem pencernaan. 

Permasalahan yang terjadi saat ini disebabkan oleh kurangnya penge-

tahuan tentang pencegahan penyakit pada udang vaname, khususnya mengenai 

infeksi V. parahemolyticus yang dapat berdampak buruk terhadap umur dan 

pertumbuhan udang yang dibudidayakan. Pemberian probiotik terbukti ber-

manfaat dalam pengobatan penyakit mikroba dengan menghilangkan bakteri 

dan patogen berbahaya. Oleh sebab itu, pemberian probiotik sangat penting untuk 

keberhasilan mengatasi masalah tersebut. Kerangka pemikiran dalam penelitian 

ini dapat dilihat pada Gambar 1. 
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Gambar 1. Kerangka pemikiran  
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1.5  Hipotesis penelitian 

 Hipotesis pada penelitian ini sebagai berikut: 

1. Total Hemosit Count (THC) 

H0 : τi =0 

Perlakuan pemberian probiotik dengan dicampurkan pada pakan tidak 

berbeda nyata terhadap total haemocyte count (THC) udang vaname 

(Litopenaeus vannamei). 

H1 : τi ≠ 0 

Minimal satu pengaplikasian probiotik yang berpengaruh nyata terhadap 

Total Haemosit Count (THC) udang vaname (Litopeneus vannamei). 

2. Diferensial Hemosit Count (DHC) 

H0 : τi =0 

Perlakuan pemberian probiotik dengan dicampurkan pada pakan tidak 

berbeda nyata terhadap peningkatan Diferensial Hemosit Count (DHC) udang 

vaname (Litopenaeus vannamei). 

H1 : τi ≠ 0 

Minimal ada satu pengaplikasian probiotik yang berpengaruh nyata terhadap 

peningkatan Diferensial Hemosit Count (DHC) udang vaname (Litopenaeus 

vannamei). 

3. Tingkat Kelangsungan Hidup (SR) 

H0 : τi =0 

Perlakuan pemberian probiotik yang dicampurkan pada pakan terhadap 

kenaikan presentase Tingkat Kelangsungan Hidup (SR) udang vaname 

(Litopenaeus vannamei). 

H1 : τi ≠ 0 

Minimal ada satu pengaplikasian probiotik yang berpengaruh nyata terhadap 

pakan pada kenaikan presentase Tingkat Kelangsungan Hidup (SR) udang 

vaname (Litopenaeus vannamei).
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4.  Mean Time To Death (MTD) 

H0 : τi = 0 

Perlakuan pemberian probiotik yang dicampurkan pada pakan terhadap 

ketahanan dan respon imun udang vaname (Litopenaeus vannamei). 

H1 : τi ≠ 0 

Minimal ada satu pengaplikasian probiotik yang berpengaruh nyata terhadap 

pemberian probiotik dalam pakan pada ketahana dan respon imun udang 

vaname (Litopenaeus vannamei). 

5. Lipid Droplet 

H0 : τi = 0 

Perlakuan pemberian probiotik yang dicampurkan terhadap pakan pada 

jumlah persentase lipid pada udang vaname (Litopenaeus vannamei). 

H1 : τi ≠ 0 

Minimal ada satu pengaplikasian probiotik yang berpengaruh nyata terhadap 

pemberian probiotik dalam pakan terhadap jumlah persentase lipid pada 

udang vaname (Litopenaeus vannamei). 
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TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Udang Vaname 

2.1.1  Klasifikasi dan Morfologi 

Klasifikasi udang vaname menurut Wyban dan Sweeney (1991), sebagai 

berikut.  

Kingdom : Animalia 

Filum : Anthropoda 

Subfilum : Crustase 

Kelas : Malacostraca 

Subkelas : Eumalacostraca 

Ordo : Decapoda 

Family : Penaeidae 

Genus : Penaeus 

Sub Genus : Litopenaeus 

Spesies : Litopenaeus vannamei 

Udang vaname (Litopenaeus vannamei) mempunyai tubuh berbentuk 

silindris memanjang yang terdiri dari tiga bagian utama, yaitu kepala, dada, dan 

abdomen. Tubuhnya dilindungi oleh eksoskeleton transparan berwarna putih 

keabu-abuan yang keras namun lentur. Bagian kepala dilengkapi dengan rostrum 

pendek yang bergerigi, sepasang mata majemuk, serta dua pasang antena panjang 

yang berfungsi sebagai alat peraba dan navigasi di dalam air. Udang ini memiliki 

lima pasang kaki jalan (pereopoda) dan lima pasang kaki renang (pleopoda) yang 

berperan dalam pergerakan serta membawa telur pada betina. Di bagian ekor 

terdapat uropoda dan telson yang membentuk kipas, membantu dalam berenang 

mundur dengan cepat. Ukuran tubuh dewasa dalam budidaya intensif berkisar
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antara 10–12 cm panjangnya (Apriliani et al., 2016). Ciri-ciri morfologi ini 

menjadi dasar identifikasi spesies dan juga penting dalam pemantauan kesehatan 

selama proses budidaya. Berikut morfologi udang vaname dapat dilihat pada 

Gambar 2. 

 

Gambar 2 Morfologi Udang Vaname (Litopenaeus vannamei) 

2.1.2 Habitat 

Udang vaname (Litopenaeus vannamei) merupakan spesies udang laut 

yang berasal dari perairan pesisir tropis dan subtropis di kawasan Samudra Pasifik 

bagian timur, mulai dari Meksiko hingga Peru (Martínez-Córdova et al., 2005). 

Udang ini biasanya ditemukan di perairan dangkal berlumpur, suhu optimum 26–

30°C, dan salinitas antara 10–35 ppt (Erlangga et al., 2021). Spesies ini memiliki 

toleransi yang luas terhadap perubahan lingkungan, sehingga dapat dibudidayakan 

baik di perairan bersalinitas tinggi maupun rendah (Martínez-Córdova et al., 

2005). Dalam budi daya intensif, habitat buatan seperti tambak dan kolam resir-

kulasi digunakan untuk menciptakan lingkungan yang optimal bagi pertumbuhan 

udang vaname (Supono et al., 2022).

Mata 

Pereopods 

Antenula 

Antena 

Rostum Abdomen 

Uropods Pleopods 
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2.1.3 Siklus Hidup 

Udang vaname (Litopenaeus vanamei) dimulai dari telur yang menetas 

menjadi nauplius dengan waktu yang kurang dari 24 jam setelah pembuahan 

(Fauzi et al., 2022). Pada fase nauplius, larva belum mempunyai sistem pen-

cernaan dan hidup dengan cadangan kuning telur. Larva berkembang menjadi 

zoea yang memiliki mulut dan mulai diberi pakan berupa fitoplankton seperti 

Chaetoceros calcitrans dan Thalassiosira weissflogii, yang terbukti meningkatkan 

pertumbuhan dan sintasan larva (Fahrur et al., 2019). Fase zoea selanjutnya 

berubah menjadi mysis, yang sudah mulai menyerupai udang kecil. Pada tahap 

post-larva, morfologi udang semakin lengkap dan mulai mampu mengonsumsi 

pakan buatan. Fase ini sangat krusial karena merupakan masa transisi sebelum 

dipindahkan ke kolam pembesaran (Erlangga et al., 2021). Setelah mencapai 

ukuran juvenil, udang akan mengalami fase pertumbuhan cepat hingga dewasa 

dan siap panen. Gambar 3. Menyajikan tahapan siklus hidup udang vaname mulai 

dari telur sampai menjadi udang dewasa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Siklus Hidup Udang Vaname 

                                                    Sumber: FAO (2005) 
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2.1.4 Kebiasaan Makan 

Sebagai hewan nokturnal, udang vaname lebih aktif mencari makan pada 

malam hari atau saar intensitas cahaya rendah, sementara pada siang hari mereka 

cenderung pasif dan berdiam di dasar tambak (Sanudin et al., 2015). Di habitat 

alaminya, udang bersifat omnivora, memakan berbagai bahan organik seperti 

plankton, alga, dan sisa-sisa organisme lain. Dalam sistem budidaya intensif, 

udang vaname dapat menyesuaikan diri dengan pakan buatan seperti pelet, asal-

kan pakan tersebut mudah untuk dicrna dan sesuai dengan kebutuhan nutrisinya 

(Ulumiah et al. 2020). Pada tabel 1 disajikan bentuk pakan udang vaname yang 

umum digunakan dalam kegiatan budi daya. 

Tabel 1. Bentuk pakan udang vaname 
 

 

 

 

 

Sumber : SNI 7549:2009 

2.2  Bakteri Bacillus subtilis 

2.2.1 Klasifikasi dan Morfologi 

Menurut Ehrenberg (1835), klasifikasi dari bakteri Bacillus subtilis yaitu 

sebagai berikut: 

 Kingdom : Bacteria 

 Phylum : Firmicutes 

 Class  : Bacilli 

 Order  : Bacillales 

 Family  : Bacillaceae 

Genus  : Bacillus 

 Species : B. Subtilis

U    Umur Udang 

(hari) 

       Berat Udang (gr) Bentuk 

Pakan 

Nomor 

Pakan 
1 – 15 0,1 – 1 Fine 

Crumble 
0 

16 – 30 1,1 – 2,5 Crumble 1 + 2 
31 – 45 2,6 – 5 Crumble 2 
46 – 60 5,1 – 8 Pellet 2 + 3 
61 – 75 8,1 – 14 Pellet 3 
76 – 90 14,1 – 18 Pellet 3 + 4 
91 – 105 18,1 – 20 Pellet 4 

106 – 120 20,1 – 22,5 Pellet 4 
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Bakteri Bacillus subtilis tergolong sebagai salah satu bakteri gram positif 

yang mempunyai bentuk batang memanjang. Bakteri ini bersifat aerobik dikare-

nakan dalam proses metabolismenya membutuhkan oksigen untuk berkembang.  

Bacillus subtilis dapat membentuk endospora ketika dalam kondisi lingkungan 

yang kurang memungkinkan untuk bisa bertahan hidup. Bacillus subtilis dalam 

bentuk endospora dapat bertahan hingga 60 tahun lebih. Kondisi lingkungan yang 

ekstrim dan berkepanjangan akan mengakibatkan bakteri Bacillus subtilis meng-

alami fase tidur panjang. Secara umum bakteri ini dapat tumbuh pada tanah, air, 

dan tumbuhan yang telah terdekomposisi (Sholihati et al., 2015).  

 

 

Gambar 4. Bakteri Bacillus subtilis 

                   Sumber: Kosim & Putra (2010) 

2.2.2 Peranan  

 Bacillus subtilis dapat dimanfaatkan sebagai produk bioteknologi secara 

oral untuk memperbaiki saluran pencernaan. Bakteri B. subtilis mempunyai sifat 

antagonistik pada bakteri gram negatif. Peranan ini dapat dimanfaatkan untuk 

mengendalikan bakteri gram negatif yang merugikan.Kandungan senyawa bak-

teriosin yang dihasilkan oleh bakteri B. subtilis menjadi antibiotik alami yang 

dihasilkan dari proses metabolisme (Budianto & Suprastyani, 2017). Bakteri yang 

mempunyai sifat antagonistik mampu sebagai pengendalian patogen, sehingga 

bersifat menguntungkan kemampuan untuk menghasilkan enzim amilase, 

protease, pullunase,chitinase, xylanase dan lipase yang dapat digunakan sebagai
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salah satu untuk mengoptimalkan proses pencernaan makanan baik manusia 

maupun hewan (Prihatiningsih et al., 2017). 

2.2.3 Bacillus subtilis ATCC 6633 

Bacillus subtilis ATCC 6633, dikenal juga sebagai strain E20, merupakan 

bakteri Gram positif berbentuk batang yang berasal dari sumber fermentasi maka-

nan seperti natto, serta dikoleksi secara resmi oleh American Type Culture 

Collection. Strain ini banyak digunakan sebagai probiotik dalam akuakultur 

karena kemampuannya menghasilkan enzim protease, senyawa antimikroba, serta 

membentuk spora yang tahan terhadap kondisi lingkungan ekstrim. Dalam budi-

daya udang vaname, B. subtilis ATCC 6633 berperan dalam meningkatkan per-

forma pertumbuhan, ketahanan terhadap stres, serta respons imun nonspesifik. 

Penelitian oleh Shen et al. (2010) membuktikan bahwa pemberian pakan mengan-

dung B. subtilis 10⁴–106 CFU/g selama 40 hari meningkatkan laju pertumbuhan, 

aktivitas fenoloksidase dan lisozim, serta enzim antioksidan seperti SOD dan 

GPx, dengan penurunan MDA sebagai penanda stres oksidatif. Liu et al. (2010) 

melaporkan bahwa aplikasi E20 melalui air pemeliharaan (10⁹ CFU/L) pada fase 

larva meningkatkan kelangsungan hidup, toleransi terhadap salinitas dan nitrit, 

serta ekspresi gen profenoloksidase I/II dan lisozim.  

Secara molekuler, Chien et al. (2020) mengungkap bahwa B. subtilis E20 

mengaktifkan jalur metabolisme glutamin dan hexosamine biosynthetic pathway 

(HBP) di hepatopankreas udang, yang berkontribusi terhadap peningkatan senya-

wa imun seperti kreatinin dan protein O-glikosilasi, serta ekspresi gen antioksidan 

dan antimikroba. Selain itu, Tseng et al. (2009) menemukan bahwa probiotik ini 

meningkatkan aktivitas fagositosis dan ketahanan terhadap infeksi Vibrio 

alginolyticus melalui pening-katan aktivitas enzim imun dan pertahanan seluler, 

sedangkan Liu et al. (2009) membuktikan bahwa E20 mampu memproduksi pro-

tease yang mendukung efisiensi pencernaan, konversi pakan, dan pertumbuhan 

udang secara signifikan. Dengan berbagai manfaat tersebut, B. subtilis ATCC 

6633 menjadi salah satu kandidat probiotik unggulan yang potensial diterapkan 

secara berkelanjutan dalam sistem budidaya udang intensif.
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2.3 Bakteri Lactobacillus sp. 

2.3.1 Klasifikasi dan Morfologi 

Menurut Beijerinck (1901), klasifikasi Lactobacillus sp. sebagai berikut: 

Domain: Bacteria 

Filum:  Bacillota 

Kelas: Bacilli 

Ordo:  Lactobacillales 

Famili:  Lactobacillaceae 

Genus:  Lactobacillus 

Species Lactobacillus sp. 

 Lactobacillus sp. merupakan bakteri Gram-positif berbentuk batang (rod-

shaped), tidak membentuk spora, dan bersifat anaerob fakultatif hingga mikro-

aerofilik. Sel bakteri ini umumnya memiliki ukuran berkisar antara 0,5–1,2 µm 

lebar dan 1–10 µm panjang, dan dapat ditemukan dalam bentuk tunggal, berpa-

sangan, atau rantai pendek (Bhavini dan Sudeepa, 2020). Bakteri ini bersifat non-

motil karena tidak memiliki flagel, serta tidak memproduksi enzim katalase 

(katalase-negatif). Koloni Lactobacillus pada media agar MRS biasanya tampak 

bulat, halus, sedikit menonjol, berwarna putih atau krem, dan tumbuh optimal 

pada suhu 30–45 C (Ludfiani et al., 2021). Dinding selnya tersusun atas lapisan 

pepti-doglikan yang tebal dan mengandung asam teikoat, khas bakteri Gram-

positif (Firtel et al., 2004). Beberapa spesies seperti L. acidophilus memiliki 

struktur tambahan berupa S-layer protein pada permukaan sel, yang berfungsi 

dalam perlindungan dan adhesi pada permukaan inang. Morfologi khas ini men-

dukung peran Lactobacillus sebagai probiotik penting dalam pencernaan dan 

aplikasi industri pangan. 

2.3.2 Habitat 

 Dalam lingkungan budidaya perairan, seperti tambak udang dan kolam 

ikan, Lactobacillus sp. dapat ditemukan di berbagai mikrohabitat, terutama di air 

budidaya, sedimen dasar tambak, dan saluran pencernaan organisme budidaya 

udang vaname (Litopenaeus vannamei) dan berbagai jenis ikan. Bakteri ini dapat 
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diperkenalkan secara alami maupun melalui pemberian probiotik, baik dalam 

bentuk cair maupun campuran pakan (Hai & Fotedar 2009). Setelah diberikan, 

Lactobacillus sp. akan menetap di usus hewan budidaya dan membantu menye-

imbangkan mikrobiota usus, meningkatkan sistem imun, dan menghambat 

pertumbuhan patogen seperti Vibrio spp. (Wang et al., 2008). Di luar  tubuh 

inang, Lactobacillus juga dapat bertahan hidup di air kolam atau tambak dengan 

kandungan bahan organik yang cukup, terutama di zona dengan kandungan 

oksigen rendah dan pH netral hingga asam. Koloni Lactobacillus dapat berperan 

dalam menstabilkan kualitas air melalui produksi asam laktat dan kompetisi 

dengan mikroorganisme pembusuk, sehingga menciptakan lingkungan yang lebih 

sehat bagi organisme budidaya (Kesarcodi et al., 2008). 

2.4 Bakteri Vibrio parahaemolyticus  

2.4.1 Klasifikasi dan Morfologi  

Menurut Pumipuntu dan Fujino et al., (1951) klasifikasi V. parahaemo-

lyticus adalah sebagai berikut:  

 Kingdom : Bacteria 

 Phylum : Proteobacteria 

 Class  : Gammaproteobacteria 

 Ordo  : Vibrionales 

 Family  : Vibrionaceae 

 Genus  : Vibrio 

 Species : V. parahaemolyticus 

Vibrio parahaemolyticus adalah bakteri Gram-negatif yang termasuk 

dalam filum Proteobacteria, kelas Gammaproteobacteria, ordo Vibrionales, dan 

famili Vibrionaceae. Spesies ini pertama kali diidentifikasi oleh Fujino et al., 

(1951) dan merupakan bagian dari genus Vibrio yang banyak ditemukan di 

lingkungan laut. Secara morfologi, bakteri ini berbentuk batang melengkung 

(curved rods) dan bersifat motil, dengan satu flagela polar yang memungkinkan 

pergerakan dalam lingkungan cair serta flagela lateral yang aktif dalam kondisi 

media kental atau saat membentuk biofilm (Kim & Mccarter, 2000).V. 

parahaemolyticus tidak membentuk spora, tumbuh optimal pada suhu antara 
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20–30 °C, dan mampu bertahan di salinitas tinggi, menjadikannya bakteri halofilik 

(Letchumanan, 2014). Ciri khas fisiologis lain meliputi kemampuan positif ter-

hadap uji oksidase dan katalase serta sifatnya yang fakultatif anaerob. Adaptasi-

nya terhadap suhu laut dan lingkungan asin juga terkait dengan ekspresi gen yang 

mengatur adhesi dan pembentukan biofilm, yang menjadi faktor virulensinya 

(Rosa et al., 2017). 

2.4.2 Habitat 

Vibrio parahaemolyticus merupakan bakteri halofilik yang tersebar luas 

secara global di lingkungan laut, estuari, dan perairan pantai tropis maupun sub-

tropis. Habitat alaminya mencakup air laut dengan salinitas sedang hingga tinggi 

serta organisme laut seperti kerang, udang, dan zooplankton (Martinez-Urtaza et 

al., 2005). Penelitian oleh Martinez-Urtaza dan kolega menemukan bahwa  

V. parahaemolyticus tidak hanya umum di muara sungai, tetapi juga terdeteksi se-

cara konsisten di wilayah laut lepas, terutama yang terkait dengan zooplankton 

sebagai media transportasi dan reservoir ekologis (Martinez-Urtaza et al., 2012). 

Perubahan musim dan suhu air laut, seperti yang terjadi selama fenomena El 

Nino, telah dikaitkan dengan penyebaran global strain pandemi bakteri ini ke 

wilayah lintang yang lebih tinggi (Karunasagar & Raghunath, 2016). Selain itu, 

keberadaan bakteri ini juga ditemukan pada sampel kerang komersial, menun-

jukkan peran penting habitat laut sebagai jalur masuk ke rantai makanan manusia 

(Pereira et al., 2007). 

2.5 Probiotik 

Probiotik adalah mikroorganisme hidup, jika dikonsumsi dalam jumlah 

yang cukup dapat memberikan manfaat kesehatan bagi inangnya, terutama dengan 

memperbaiki keseimbangan mikrobiota di saluran pencernaan. Probiotik umum-

nya terdiri dari bakteri asam laktat seperti Lactobacillus dan Bifidobacterium, 

serta beberapa jenis ragi seperti Saccharomyces. Probiotik bekerja dengan me-

ningkatkan fungsi pencernaan, meningkatkan sistem imun, dan melindungi tubuh 

dari infeksi patogen melalui mekanisme kompetisi dan modulasi mikrobiota usus.
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Menurut (Sudaryono et al. 2014) menyebutkan bahwa probiotik seperti Bacillus 

subtilis, Bacillus licheniformis, dan Pseudomonas putida mampu meningkatkan 

efisiensi pemanfaatan pakan, pertumbuhan, dan kelulushidupan ikan lele dumbo 

melalui perbaikan kualitas pencernaan dan perlindungan terhadap patogen 

(Sudaryono et al., 2014). Sementara itu, studi lain oleh (Li et al. 2022) juga 

menunjukkan bahwa Bacillus cereus dan B. subtilis mampu memperbaiki kese-

imbangan mikrobiota usus ikan maupun udang melalui peningkatan bakteri 

menguntungkan dan penurunan bakteri patogen seperti Aeromonas, dan Vibrio 

serta memperbaiki fungsi usus (Li et al., 2022). 

2.6 Total Haemocyte Count (THC) 

Total Haemocyte Count (THC) adalah indikator penting dalam menilai 

status imun non-spesifik udang vaname. THC mencerminkan respons imun ter-

hadap stres lingkungan, infeksi, maupun perlakuan imunostimulan. Penelitian 

menunjukkan bahwa THC udang vaname menurun signifikan saat mengalami 

stres suhu dingin (cold shock), yang dipicu oleh peningkatan hormon norepinefrin 

dan aktivasi apoptosis sel darah (Chang et al., 2009). Penurunan THC juga di-

temukan saat udang dipapar stres salinitas rendah atau nitrit, yang memperlemah 

sistem kekebalan tubuh dan meningkatkan risiko infeksi bakteri Vibrio algino-

lyticus (Li et al., 2010, Tseng & Chen, 2004). Sebaliknya, pemberian imuno-

stimulan seperti betaglukan jamur, ekstrak Gracilaria tenuistipitata, maupun 

spirulina terbukti meningkatkan THC secara signifikan, memperkuat sistem imun  

dan ketahanan terhadap infeksi bakteri (Yang et al., 2014; Chen, 2019). 

2.7 Differensial Haemocyte Count (DHC) 

Differential Haemocyte Count (DHC) merupakan indikator penting sistem 

imun non-spesifik udang vaname (Litopenaeus vannamei), yang mencerminkan 

proporsi tiga jenis sel darah (hialin, semi-granular, dan granular) dengan fungsi 

imun yang berbeda. Komposisi DHC dapat berubah akibat stres lingkungan 

seperti hipoksia dan fluktuasi salinitas atau suhu, yang cenderung menurunkan 

proporsi sel granular dan aktivitas imun udang
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(Pan et al., 2008; Pazir et al., 2020; An et al., 2012). Selain itu, imunostimulan 

seperti β-glukan jamur, probiotik, dan ekstrak tanaman dapat meningkatkan DHC 

dan memperkuat respon imun udang terhadap infeksi patogen (Yang et al., 2014; 

Chiu et al., 2007; Endayani, 2019). Oleh karena itu, DHC berperan sebagai para-

meter diagnostik penting dalam memantau kesehatan dan efektivitas perlakuan 

imun pada budidaya udang. 

2.8 Lipid Droplet 

Pada udang vannamei, lipid droplet (LD) merupakan organel penyimpan 

lipid netral seperti trigliserida dan ester kolesterol, yang dilapisi oleh monolayer 

fosfolipid dan protein spesifik, termasuk LvPerilipin. Penelitian oleh Li et al. 

(2022) menunjukkan bahwa Vibrio parahaemolyticus, penyebab infeksi HPV, 

meningkatkan ekspresi LvPerilipin dan akumulasi LD. Ekspresi LvPerilipin yang 

berlebihan menurunkan regulasi LD, meningkatkan kadar ROS, dan memengaruhi 

viabilitas udang. Sementara itu, Jannatul et al. (2022) melaporkan bahwa trigli-

serida (~0,71% dari total lipid), fosfolipid, dan kolesterol dalam hepatopankreas 

pada salinitas optimal berperan penting dalam metabolisme energi dan pemben-

tukan membran. Dengan demikian, LD pada udang vannamei tidak hanya ber-

fungsi sebagai cadangan energi, tetapi juga berperan dalam adaptasi terhadap stres 

lingkungan dan pertahanan imun. 

2.9 Kualitas Air 

Menjaga kualitas air merupakan hal yang sangat krusial dalam budidaya 

udang vaname (Litopenaeus vannamei). Beberapa parameter utama seperti suhu 

(26–30 °C), salinitas (30–33 ppt), pH (7,5–8,5), kadar oksigen terlarut minimal 4 

ppm, serta tingkat amonia dan nitrit yang rendah harus selalu dipantau agar udang 

bisa tumbuh optimal dan bertahan hidup. Penelitian menunjukkan bahwa penggu-

naan sistem biofloc dan biofilter mampu menjaga stabilitas parameter tersebut, 

terutama dengan menekan kadar amonia dan nitrit setelah fase awal pertumbuhan 

mikroorganisme (Chen et al., 2021). Kondisi air yang stabil terbukti dapat 

meningkatkan laju pertumbuhan dan tingkat kelangsungan hidup udang 
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hingga 80 % Subedi & Shrestha. (2020). Selain itu, kandungan bahan organik, pH, 

dan keberadaan plankton juga menjadi indikator penting dalam menilai kesehatan 

air tambak (Han et al., 2024). Pedoman budidaya menyarankan agar pH tetap 

berada di kisaran 7,5–8,5, amonia bebas di bawah 0,01 ppm, dan tingkat alka-

linitas minimal 80 ppm guna mencegah stres dan gangguan metabolisme pada 

udang (Xu et al., 2021). Oleh karena itu, pengelolaan kualitas air yang konsisten 

sangat berpengaruh terhadap keberhasilan budidaya udang vaname. 
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II. METODE PENELITIAN 

3.1  Waktu dan Tempat 

3.1.1 Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan dari bulan November 2024 sampai dengan Februari  

2025. 

3.1.2 Tempat Penelitian 

 Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Budidaya Perikanan, Jurusan 

Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. 

 

3.2  Bahan dan Alat 

3.2.1  Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdapat pada Tabel 2. 



 
 

Tabel 2. Bahan yang digunakan pada penelitian 

No. Nama Bahan Merek Spesifikasi Kegunaan 

1 Udang Vaname CP. Prima 

Akuakultur 

DOC 30 hari Hewan uji. 

2 Alkohol 70% Onemed 1 liter Sterilisasi. 

3 

4. 

5. 

6. 

7. 

8. 

 

9. 

 

10. 

 

 

 

 

 

12. 

 

 

13. 

(TSB) 

Na-citrate 10% 

Akuades 

Giemsa 

Metanol 

Air Laut 

 

Media TSA 

 

Probiotik Kome-

rsil Lactoba-

cillus sp. 

Probiotik Isolate 

Bacillus subtilis 

ATCC6633 

Vibrio parahae-

molyticus 

 

Pakan Pelet 

 

Inlabtek 

Indo reagen 

Pure water 

Indo Reagen 

Cliger Shop 

Laut Lampung 

Selatan 

Himedia 

 

CV. Pradipta 

Paramita 

 

Agavilab 

 

 

Indilab 

Scientific 

 

Fengli 

500 mL 

100 mL 

5 L 

100 mL 

1 liter 

5000 liter 

 

100 g 

 

1 L 

 

 

10 mL 

 

 

10 mL 

 

 

2A 

Pengenceran. 

Antikoagulan. 

Sebagai pengencer. 

Pewarnaan sampel. 

Pelarut. 

Media Pemeliharaan. 

 

Media Kultur Bakteri. 

 

Meningkatkan 

Kesehatan dan imun 

udang. 

Meningkatkan 

Kesehatan dan imun 

udang. 

Sebagai bakteri uji. 

 

 

Pakan Hewan Uji. 
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3.2.2  Alat 

Alat yang digunakan pada penelitian ini terdapat pada tabel 3. 

Tabel 3. Alat yang digunakan pada penelitian.  

No. 

 

Alat  Konsentrasi Merek Kegunaan/Manfaat 

1. 

 

2. 

 

3. 

 

4. 

5. 

6. 

 

7. 

 

8. 

9. 

10. 

 

11. 

 

12. 

13. 

14. 

 

15. 

 

16. 

 

17. 

 

18. 

 

19. 

20. 

21. 

22. 

 

Kontainer 

 

Selang Aerasi 

 

Batu Aerasi 

 

Blower 

Sryinge 

Tabung 

Corning 

Timbangan Di-

gital 

Autoklaf 

Erlenmeyer 

Botol Spray 

 

Haemacytomet

er 

Mikroskop 

Kaca Preparat 

Mikrotube 

 

Vortex 

 

pH Meter 

 

DO Meter 

 

Refraktometer 

 

Termometer 

Bunsen 

Hotplate 

Plastik Tahan 

Panas 

Kapasitas 20 L 

 

2 m 

 

2 cm 

 

1800 LPM 

1 cc 

15 mL 

 

200 g 

 

18 L 

250 mL 

100 mL 

 

0,100 mm 

0,0025 mm2 

WF 10x/18mm 

1x3 inch 

1,5 mL 

 

500-3500 Rpm 

 

EZ9908 

 

DO-5510 

 

0-100% 

 

10-110 C° 

150 mL 

SH-2 

20x20 

Shinpo 

 

Puso 

 

HappyAkuarium  

 

Resun 

Onehealth 

Onemed 

 

MTE 

 

GEA YX 

Onelab 

Yoneto 

 

Assistant 

 

Optika B-159  

Italy Yazumi 

Onelab 

 

Uchen 

 

Marumura 

 

Lutron 

 

ATC 

 

Termtermometer 

Bunsen spirtus 

Magnetic stirer 

Sparta 

Tempat Pemeliharaan 

Hewan Uji. 

Untuk Menyalurkan 

oksigen. 

Pemecah Gelembung 

udara. 

Pompa udara. 

Mengambil darah. 

Menyimpan Media. 

 

Menimbang bahan. 

 

Sterilisasi. 

Wadah bahan media. 

Pengaplikasian 

Probiotik. 

Bilik Hitung. 

 

Mengamati Objek. 

Meletakkan objek.  

Menyimpan darah 

udang. 

Menghomogenkan 

sampel. 

Mengukur tingkat 

keasaman.  

Mengukur kadar 

oksigen terlarut. 

Mengukur tingkat 

salinitas. 

Mengukur suhu air. 

Sterilisisasi alat. 

Pengaduk dan pemanas. 

Membungkus bahan 

media. 
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3.3  Rancangan Penelitian 

Penelitian ini menggunakan metode eksperimental dengan perlakuan 

berbeda, dengan pemberian perlakuan probiotik selama 45 hari. Adapun ranc-

angan yang digunakan pada penelitian ini yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL) 

yang terdiri dari 4 perlakuan dan 3 ulangan. 

Model rancangan acak lengkap RAL yang digunakan adalah :  

Yij = μ + τi + ij 

Keterangan :  

Yij : data pengamatan pengaruh dosis probiotik ke-i, ulangan ke-j  

μ : nilai tengah umum  

τ : pengaruh dosis probiotik ke-i  

ij : galat percobaan pada pengaruh dosis probiotik pada pakan ke-i  

dan ulangan ke-j  

i : pelakuan dosis probiotik ke-i  

j : ulangan ke-j  

Berikut adalah perlakuan yang diberikan pada penelitian ini sebagai berikut : 

K(+) : Tanpa pengaplikasian probiotik komersil Lactobacillus sp. atau isolat 

Bacillus ATCC 6633 0 mL/kg pakan dan diuji tantang dengan Vibrio 

parahaemolyticus 

K(-) : Tanpa pengaplikasian probiotik komersil Lactobacillus sp. atau isolat 

Bacillus ATCC 6633 0 mL/kg pakan dan tidak diuji tantang dengan Vibrio 

parahaemolyticus 

A : Pengaplikasian probiotik komersial Lactobacillus sp. 10⁶ CFU/pakan  

dengan dosis 60 mL/kg pakan dan di uji tantang dengan Vibrio 

parahaemolitycus. 

B : Pengaplikasian isolat B. subtilis ATCC 6633 10⁶ CFU/pakan dengan dosis  

60 mL/kg pakan di uji tantang dengan Vibrio parahaemolitycus.
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Berikut susunan rancangan penelitian yang disajikan pada Gambar 5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

   Gambar 5 Tata letak akuarium pemeliharaan udang vaname 

3.4 Prosedur Tahap Pelaksanaan 

 Prosedur penelitian meliputi persiapan media, persiapan bakteri uji, 

persiapan wadah, persiapan hewan uji, persiapan pakan uji, pemeliharaan hewan 

uji, persiapan uji LD50, pelaksanaan uji tantang dan perhitungan parameter 

penelitian. 

3.4.1 Pembuatan Media Tryptic Soy Agar (TSA) 

Media TSA ditimbang sebanyak 4 g, dimasukkan bubuk media yang sudah 

ditimbang ke dalam masing-masing erlenmeyer 500 ml. Kemudian ditambahkan 

akuades 100 mL ke dalam erlenmeyer. Dimasukkan magnetic stirrer ke dalam 

erlenmeyer, ditutup bagian ujung erlenmeyer menggunakan aluminium foil. 

Media diaduk dengan hotplate dengan suhu 80ºC selama 15 menit. Setelah itu 

media yang sudah homogen dimasukkan kedalam plastik tahan panas, kemu-dian 

media diautoklaf selama 30 menit dengan suhu 121ºC. Tahap terakhir yaitu media 

dituang ke dalam cawan sebanyak 15-20 mL/cawan.  

3.4.2 Pembuatan Media Tryptic Soy Broth (TSB) 

Media TSB ditimbang sebanyak 3 g, bubuk media yang sudah ditimbang 

dimasukkan ke dalam tabung erlenmeyer. Kemudian tambahkan akuades 100 mL. 

Dimasukkan magnetic stirrer ke dalam erlenmeyer, lalu tutup bagian ujung erlen-

meyer menggunakan aluminium foil. Media dihotplate selama 15 menit dengan 

suhu 80ºC. Tuang media TSB ke dalam tabung corning sebanyak 9 mL/tabung.
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Tahap terakhir media dimasukkan ke dalam plastik tahan panas, dan diautoklaf 

selama 30 menit dengan suhu 121˚C. 

3.4.3 Rekultur Bakteri Bacillus Subtilis 

Masukkan media TSA ke dalam laminary flow yang sudah mengeras pada 

cawan petri. Kemudian ambil bakteri Bacillus subtilis sebanyak 100 µl menggu-

nakan jarum ose yang berada di media TSA miring, setelah itu bakteri di goreskan 

pada permukaan media pada cawan secara merata. Kemudia media di masukkan 

kedalam inkubator selama 8 jam dengan suhu 36°C. Bakteri yang telah tumbuh 

lalu di ambil menggunakan jarum ose dan di goreskan pada media TSA tabung 

dan diinokulasikan, setalah itu dimasukkan ke dalam lemari es dengan suhu 4°C.  

3.4.4 Kultur Vibrio parahaemolyticus 

Metode kultur Vibrio parahaemolyticus dilakukan dengan menggoreskan 

isolat dari media TSA (Tryptic Soy Agar) miring ke permukaan media TSA dalam 

cawan petri secara aseptik, kemudian diinkubasi pada suhu 30 °C selama 24 jam. 

Setelah pertumbuhan koloni diperoleh, satu ose koloni diambil dan diinokulasikan 

ke dalam 10 mL media TSB (Tryptic Soy Broth), lalu diinkubasi kembali pada 

suhu yang sama selama 18–24 jam untuk memperoleh kultur cair. Kultur tersebut 

selanjutnya dilakukan pengenceran bertingkat menggunakan media TSB hingga 

mencapai konsentrasi akhir 10⁶ CFU/mL, dengan cara mengambil 1 ml kultur dan 

dimasukkan ke dalam 9 mL TSB (108), lalu dilanjutkan hingga pengenceran 10⁶. 

Kultur hasil pengenceran ini siap digunakan untuk keperluan pengujian lebih 

lanjut.  

3.5 Persiapan Penelitian 

3.5.1  Persiapan Wadah 

Wadah pemeliharaan berupa kontainer berukuran 48 x 31 x 27 cm seba-

nyak 12 kontainer dan volume air 20 L. Wadah dicuci menggunakan detergen, 

lalu dibilas sampai bersih terlebih dahulu, lalu dikeringkan. Setelah itu dilakukan 

sterilisasi media (air) menggunakan larutan kaporit dengan dosis 2 ppm. Selanjut-
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nya dilakukan pemberian thiosulfat dengan dosis 2 ppm untuk menghilangkan 

kadar kaporit dalam air dan diendapkan selama 2 jam, sebelum air baru dimasuk-

kan kembali. Kontainer dilengkapi dengan aerator, masing-masing kontainer diisi 

dengan air laut steril salinitas 30 ppt.  

3.5.2 Persiapan Hewan Uji 

Hewan uji yang digunakan adalah udang vaname berukuran 5 g yang telah 

diaklimatisasi selama 2 hari untuk penyesuaian terhadap lingkungan. Udang ini 

diperoleh dari CPP Kalianda, Lampung Selatan. Udang dimasukkan ke dalam 

wadah pemeliharaan dengan kepadatan 10 ekor/kontainer. Perhitungan kelang-

sungan hidup dilakukan pada akhir akhir uji tantang, dengan menghitung jumlah 

udang yang masih hidup.  

3.5.3 Persiapan Pakan Uji 

Pakan uji disusun menggunakan pakan komersil dengan kandungan 

protein 40% sebanyak 3 kg yang digunakan selama 75 hari pemeliharaan pada 12 

kontainer, masing-masing berisi 10 ekor udang vaname dengan bobot awal 5 g 

dan bobot akhir sekitar 18 g per ekor. Probiotik cair ditambahkan sebanyak 6% 

dari total pakan (180 mL), serta putih telur sebanyak 2% (60 mL) sebagai perekat 

agar probiotik dapat menempel secara merata pada permukaan pakan. Pencam-

puran probiotik dilakukan dua kali dalam seminggu, sehingga selama penelitian 

terdapat 22 kali aplikasi probiotik, dengan volume probiotik per aplikasi sekitar 

8,2 mL. Pakan diberikan sebanyak empat kali sehari, dengan total pemberian 

harian sebesar 39,47 g atau sekitar 3,29 g per akuarium per hari. Berdasarkan 

biomassa rata-rata selama pemeliharaan (1.380 g), Feeding rate (FR) rata-rata 

selama 75 hari adalah sekitar 2,86%, yang sesuai dengan kisaran kebutuhan pakan 

untuk udang vaname pada fase pertumbuhan tersebut.
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3.6 Tahap Pelaksanaan 

3.6.1 Pemeliharaan 

Udang vaname sebanyak 120 ekor dipelihara selama 64 hari lalu dilanjut 

kan dengan 11 hari pemeliharaan untuk uji tantang. Udang vaname diberi pakan 

dengan campuran probiotik pada dosis sesuai dengan perlakuan (K+ (0mL), K-

(0mL), A (60mL Lactobacillus sp. 106 CFU/kg pakan), dan B (60mL isolat 

Bacillus subtilis ATCC 6633 106 CFU/kg pakan). Frekuensi pemberian pakan 4 

kali dalam sehari dengan FR 3%, yaitu pukul 07.00, 11.00, 15.00, dan 19.00 WIB. 

Sisa pakan dan kotoran pada akuarium akan dibersihkan dengan metode sipon. 

Sipon dan pergantian air dilakukan setiap pagi untuk menghindari adanya 

penumpukan bahan organik pada akuarium yang dapat menyebabkan stres pada 

udang. Pergantian air disesuaikan dengan volume air yang terbuang saat 

penyiponan.  

3.6.2 Uji LD50 

Uji LD50 bertujuan untuk menentukan dosis bakteri yang dapat mema-

tikan setengah dari populasi udang. Dalam penelitian yang dilakukan, metode 

kohabitasi diterapkan pada udang vaname untuk mengetahui dosis bakteri yang 

dapat menyebabkan kematian hingga 50% populasi udang. Uji LD50 dilakukan 

dengan menyiapkan 5 akuarium, pada masing masing akuarium berisi 20 L air 

laut. Setiap akuarium diisi 10 ekor udang vaname. Dosis bakteri yang digunakan 

yaitu 1 mL suspensi bakteri Vibrio parahaemolyticus dengan masing masing 

kepadatan 103, 104, 105, 106, dan 107 CFU/mL. Pengamatan dilakukan selama 7 

hari untuk mengetahui dosis yang tepat dalam menyebabkan kematian 50% pada 

populasi udang vaname. 

3.6.3  Uji Tantang 

Uji tantang dilakukan setelah 64 hari pemeliharaan, selanjutnya dilakukan 

uji tantang selama 11 hari. Uji tantang dilakukan dengan cara menginfeksi udang 

menggunakan bakteri Vibrio parahaemolyticus (kepadatan 106 CFU/mL) secara 

kohabitasi (perendaman) dengan dosis 1 mL. Selama uji tantang berlangsung, 
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pegamatan gejala klinis dan perubahan tingkah laku terhadap udang. Pada hari ke- 

75 yaitu 11 hari pasca uji tantang, dilakukan pengambilan sampel darah untuk 

mengetahui Total haemocyte count (THC), Differensial haemocyte count (DHC). 

Selain itu, ditulis jumlah udang yang mati hingga uji tantang berakhir. 

3.7 Paramter Penelitian 

3.7.1 Parameter Uji 

Parameter yang diamati pada penelitian ini yaitu: Total haemocyte count 

(THC), Differensial haemocyte count (DHC), MTD, gejala klinis, tingkat kelang-

sungan hidup, lipid droplet, dan kualitas air. Pengamatan dilakukan sebanyak 4 

kali selama pemeliharaan yaitu pada hari ke-0, hari ke-25 dan hari ke-45, kemu- 

dian dilanjutkan dengan uji tantang menggunakan Vibrio parahaemolyticus 

selama 11 hari dengan pengamatan pada hari ke-75 pemeliharaan. 

3.7.2  Total Hemosit Count (THC) 

Selama penelitian, perhitungan hemosit udang dilakukan 4 kali, pada hari 

ke 0, hari ke-25, hari ke 45 dan hari ke 75 akhir penelitian. Perhitungan total 

hemosit mengacu berdasarkan metode Brock & Madigan (1991). Hemolim segar 

yang diperoleh diencerkan menggunakan Phosphate buffer saline (PBS), lalu 

sampel yang telah diencerkan diambil menggunakan mikropipet dan diletakkan di 

atas permukaan hemocytometer pada bilik tengah dan diamati menggunakan 

mikroskop dengan perbesaran 40x yang terdapat pada Gambar 6. Perhitungan 

jumlah total hemosit menggunakan rumus sebagai berikut : 

 

                        𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 ℎ𝑒𝑚𝑜𝑠𝑖𝑡 =  

 

∑ 𝑡𝑖𝑎𝑝 𝑠𝑒𝑙 

∑ 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 

× 𝑗𝑒𝑛𝑖𝑠 𝑠𝑒𝑙 × 10⁴ 
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Gambar 6. Kotak pada haemocytometer 

3.7.3 Diferensial Hemosit Count (DHC) 

Untuk mengukur jumlah differensial hemosit berdasarkan metode Martin 

dan Graves (1985), hemolymph diteteskan pada kaca preparat dan dibuat ulasan, 

dikeringkan dan difiksasi dengan etanol 95% selama 5 menit dan dikeringkan. 

Pewarnaan preparat direndam dalam larutan giemsa 10%. Setelah itu, dicuci 

dengan air mengalir dan dibiarkan kering selama 15-20 menit. Untuk memeriksa 

hemolymph, digunakan mikroskop pembesaran 100 x untuk melihat jenis selnya: 

sel granular, dan hialin. Jumlah hemosit dihitung hingga 100 sel dan ditetapkan 

persentase serta tiap jenisnya. Diferensial hemosit dapat dihitung dengan 

menggunakan rumus berikut: 

 

Sel hyalin= 𝑠𝑒𝑙 ℎ𝑦𝑎𝑙𝑖𝑛 𝑥 100%  

                          100 

 

Sel granular = 𝑠𝑒𝑙 𝑔𝑟𝑎𝑛𝑢𝑙𝑎𝑟 𝑥 100% 

      100 
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3.7.4 Mean Time Death (MTD) 

Pengamatan dilaksanakan setelah udang vaname diinjeksi bakteri Vibrio 

parahaemolyticus lalu di analisa setiap 5 jam sekali dan dicatat berapa jumlah 

kematian tiap perlakuan. Kegiatan ini dilakukan hingga hari ke-75 setelah udang 

vaname diinfeksi. Rata-rata waktu kematian dapat dihitung menggunakan rumus 

Istiqomah et al. (2006), sebagai berikut : 

𝑀𝑇𝐷 = ∑𝑛
𝑖=1 𝑎𝑖𝑏𝑖  

      ∑𝑛
𝑖=1 𝑏𝑖  

Keterangan 

ɑi : Waktu kematian pada jam ke i (jam) 

bi : Jumlah udang yang mati pada jam ke i (ekor) 

3.7.5  Tingkat Kelangsungan Hidup 

Perhitungan tingkat kelulushidupan dilaksanakan pada akhir penelitian. 

Uji ini dilaksanakan dengan cara memberikan infeksi V. parahaemolyticus 

dengan kepadatan yang dipakai 106 CFU/mL untuk semua hewan uji lalu 

dilakukan pemeliharan selama 15 hari. Setelahnya udang vaname yang mati 

dihitung tiap perlakuan. Perhitungan tingkat kelulushidupan pada udang vaname 

ini menggunakan rumus persamaan berasal dari Muchlisin et al. (2016), sebagai 

berikut: 

SR= (
𝑁𝑡
−

𝑁𝑜
) X 100% 

Keterangan : 

SR  : tingkat kelangsungan hidup (%) 

Nt : Jumlah udang vaname pada akhir penelitian (ekor)  

N0 : Jumlah udang vaname pada awal penelitian (ekor)
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3.7.6 Lipid Droplet 

  lipid droplet digunakan sebagai indikator ditemukannya cadangan 

makanan dalam hepatopankreas udang vaname sebagai sumber energi. Udang 

vaname yang baik mengandung > 30% lipid droplet. Identifikasi lipid droplet 

sesuai dengan pernyataan Grobest, (2019) sampel udang yang diambil hepato-

pankreasnya dengan cara dibedah pada bagian kepala hingga dua ruas perut 

udang. Terdapat bagian kecil dari sisi bawah sebelah dalam hepatopankreas (dekat 

pangkal usus) lalu diambil menggunakan pinset. Sampel hepatopankreas 

diletakkan di atas kaca preparat dan ditutup dengan kaca slide. Pengamatan dan 

pembacaan lipid droplet dilakukan menggunakan mikroskop dengan perbesaran 

40 - 100x. 

3.7.7 Gejala Klinis 

  Pengamatan gejala klinis pada udang vaname dilakukan setelah uji tantang 

dengan bakteri V. parahaemolyticus. Gejala klinis diamati selama 15 hari dilihat 

dari perubahan perilaku (seperti penurunan aktivitas berenang dan nafsu makan), 

perubahan morfologi tubuh (seperti kerapuhan cangkang, perubahan warna 

hepatopankreas, dan adanya lesi atau bercak pada permukaan tubuh). Serta nafsu 

makan yang menurun. 

3.7.8 Kualitas Air 

  Air merupakan hal yang paling utama dalam budidaya di bidang akua-

kultur, terutama budidaya udang vaname. Karena sebab itu, sangat penting 

dilakukan pengukuran serta pengamatan kualitas air yang digunakan untuk 

budidaya yaitu suhu, pH, DO, dan salinitas. Pengamatan kualitas air dilakukan 

pada saat penelitian berjalan mulai dari awal sampai akhir penelitian. 

3.8 Analisis Data 

  Adapun data yang diproleh dari hasil penelitian ditabulasi dengan mengu-

nakan program Excel dan di analisis dengan program SPSS versi 26. Data para-
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meter THC, Diferensial hemosit, MTD, SR dan lipid droplet yang digunakan pada 

penelitian ini adalah ANOVA (analysis of variance) dan apabila berbeda nyata 

akan diuji dengan uji lanjut Duncan dengan selang kepercayaan 95%. Sedangkan 

data gejala klinis dan kualitas air di analisis secara deskriptif.
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Simpulan 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat B. subtilis ATCC 6633 lebih 

efektif dibandingkan probiotik komersial Lactobacillus sp. dalam meningkatkan 

respon imun dan ketahanan udang vaname (Litopenaeus vannamei) terhadap 

infeksi V. parahaemolyticus. Pemberian B. subtilis ATCC 6633 menghasilkan 

peningkatan jumlah hemosit, komposisi sel imun yang lebih baik, cadangan energi 

pada lipid droplet yang lebih stabil, serta tingkat kelangsungan hidup yang lebih 

tinggi setelah uji tantang. Dengan demikian, B. subtilis ATCC 6633 dapat 

dinyatakan sebagai probiotik yang lebih unggul dan potensial diterapkan untuk 

mencegah penyakit Vibrio pada budi daya udang vaname.  

5.2 Saran 

Berdasarkan hasil penelitian ini, dapat disarankan agar dilakukan uji 

lanjutan dalam skala intensif untuk menguji konsistensi efektivitas isolat B.subtilis 

ATCC 6633 dalam kondisi lingkungan budidaya yang lebih kompleks dan 

dinamis. 
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