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Abstrak
Udang vaname rentan terhadap penyakit yang disebabkan oleh bakteri, virus, ataupun koinfeksi, salah satunya infeksi bakteri Vibrio harveyi. Infeksi tersebut telah berdampak terhadap tingginya tingkat kematian udang sehingga menurunkan produksi udang vaname. Penggunaan probiotik dan pengaplikasian sistem bioflok merupakan alternatif untuk mencegah infeksi bakteri dengan meningkatkan sistem imun pada udang. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui  perlakuan yang terbaik antara probiotik, bioflok, dan kombinasi keduanya untuk meningkatkan respon imun udang vaname terhadap  infeksi bakteri V. harveyi. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan lima perlakuan yaitu kontrol +, kontrol −,  probiotik pakan, bioflok, dan kombinasi probiotik pakan dan bioflok. Udang uji yang digunakan mempunyai bobot rata-rata ±12 g dengan kepadatan 10 ekor/bak. Parameter yang diamati meliputi total haemocyte count, aktivitas fagositosit, indeks fagositosis, differensial haemocyte count, total vibrio count, survival rate, relatif percent survival, dan kualitas air. Pemberian perlakuan probiotik pada pakan, bioflok, dan kombinasi keduanya mampu meningkatkan sistem imun udang dan memperkecil infeksi V. harveyi, dengan hasil terbaik pada perlakuan kombinasi probiotik pada pakan dan bioflok yang dapat meningkatkan parameter respon imun non spesifik udang vaname lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan lain.
Kata kunci : Udang vaname, Imunitas, Bioflok, Probiotik, Vibrio harveyi.
Abstract
White shrimp are susceptible to diseases caused by bacteria, viruses, or co-infection, one of which is bacterial infection Vibrio harveyi. The infection has an impact on the high mortality rate of shrimp, until reducing white shrimp production. The use of probiotics and the application of the biofloc system are alternatives to prevent bacterial infections by increasing the immune system in shrimp. This study aims to determine the best treatment between probiotics, biofloc, and a combination of both to improve the immune response of white shrimp to bacterial infection V. harveyi. This study used a RAL with 5 treatments, namely: control +, control -, probiotic feed, biofloc, and a combination of feed probiotics and biofloc. Shrimp test used has an average weight of ± 12 g with a density of 10 fish / tub. The parameters observed included total haemocyte count, phagocytocyte activity, phagocytosis index, differential haemocyte count, total vibrio count,, survival rate, relative percent survival, and water quality. Provision of probiotic treatment in feed, biofloc, and a combination of both can improve shrimp immune system and reduce V. harveyi infection, with the best results in the combination of probiotic treatment in feed and biofloc which can increase the non-specific parameters of white shrimp immune response compared to other treatments .
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PENDAHULUAN
Budidaya udang vaname terus mengalami peningkatan selama beberapa tahun terakhir. Produksi udang vaname pada tahun 2017 yaitu mencapai 70% dari produksi udang nasional yaitu sebesar 488.019 ton (KKP, 2018). Peningkatan pada budidaya udang sering terhambat oleh munculnya penyakit, seperti vibriosis yang telah berdampak pada budidaya di beberapa negara (Soto-Rodriguez et al., 2006). Strain Vibrio terbukti bersifat patogen untuk udang termasuk Vibrio harveyi (Austin & Zhang, 2006). V. harveyi adalah patogen serius pada invertebrata laut (Rico et al., 2008), yang paling sering berkontribusi pada kematian masal selama pembesaran udang dan pada stadia larva menyebabkan kematian hingga 100% (Alavandi et al., 2006). 
Alternatif yang paling banyak digunakan pembudidaya untuk mencegah penyakit bakterial pada udang yaitu menggunakan antibiotik sintetik. Namun, penggunaan antibiotik yang berlebihan dapat menyebabkan munculnya resistensi bakteri (Verschuere et al., 2000). Selain itu, penggunaan antibiotik juga membahayakan kesehatan manusia karena potensi paparan residu antibiotik dalam tubuh jika mengkonsumsi hasil budidaya yang telah terpapar antibiotik. Oleh karena itu, diperlukan alternatif yang lebih ramah lingkungan untuk mencegah penyakit bakterial yaitu peningkatan imun atau daya tahan tubuh udang terhadap penyakit. Pada penelitian ini menggunakan probiotik dan pengaplikasian sistem bioflok.
Penggunaan probiotik telah banyak digunakan untuk mencegah penyakit bakterial pada udang. Udang yang diinfeksi Vibrio harveyi setelah diberi probiotik Bacillus S11 pada pakan, kelangsungan hidup udang meningkat secara signifikan dibandingkan dengan kontrol (Meunpol et al., 2003). Efek antagonis Bacillus terhadap patogen Vibrio merupakan alternatif pengobatan yang lebih ramah lingkungan dalam budidaya udang (Vaseeharan & Ramasamy, 2003). Pada penelitian ini menggunakan probiotik Bacillus sp. D2.2, yang mampu menstimulasi sistem imunitas udang vaname dan memiliki kemampuan untuk menghambat bakteri V. harveyi (Harpeni et al., 2017). 
Penelitian baru-baru ini menunjukkan bahwa teknologi bioflok merupakan alternatif  untuk melawan bakteri patogenik dalam budidaya. Bioflok mampu melindungi Artemia franciscana terhadap patogen Vibrio harveyi (Crab et al., 2010).Penelitian oleh De Schryver & Verstraete (2009) menunjukkan bahwa bioflok mengandung poly-β-hydroxybutyrate (PHB) yang diduga mempunyai efek pencegahan dan pengobatan terhadap infeksi Vibrio serta manfaat prebiotik dalam akuakultur (De Schryver et al., 2008). Bioflok kemungkinan juga mengandung senyawa imunostimulan karena teknologi bioflok berurusan dengan bakteri dan produk-produk bakteri terutama bakteri probiotik (Xu & Pan, 2013.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perlakuan terbaik antara probiotik, bioflok, dan kombinasi keduanya untuk meningkatkan respon imun udang vaname terhadap  infeksi bakteri V. harveyi.
METODOLOGI
Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei−Juni 2019 di Laboratorium Budidaya Perikanan, Jurusan Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.
Materi Penelitian
Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu bak kontainer berukuran 60×40×40 cm, aerator, selang aerasi, scope net, spuit 1 cc, cool box, kaca preparat, cover glass, hemocytometer, mikroskop, inkubator, autoklaf, spektrofotometer, cawan petri, tabung reaksi, jarum ose, bunsen, erlenmeyer, gelas ukur, mikropipet, shaker, timbangan digital, DO meter, pH meter, refraktometer, dan termometer.
Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu udang vaname ±12 g, pakan komersil, Bacillus sp. D2.2, Vibrio harveyi, media SWC (Sea Water Complete), 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%.
Rancangan Penelitian
Penelitian ini menggunakan metode eksperimental yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan lima perlakuan dan tiga kali ulangan. Rancangan percobaan yang digunakan yaitu:
K (−)	: Tanpa probiotik dan bioflok, udang  tidak diuji tantang
K (+)	: Tanpa probiotik dan bioflok, udang diuji tantang
A	: Pengaplikasian probiotik Bacillus sp. D2.2 pada pakan, udang diuji tantang
B	: Pengaplikasian sistem bioflok, udang diuji tantang
C	: Pengaplikasian sistem bioflok dan probiotik Bacillus sp. D2.2 pada pakan, udang diuji tantang
Prosedur Kerja
Persiapan Penelitian
Wadah yang digunakan adalah bak kontainer sebanyak 15 buah yang dicuci hingga bersih. Setelah itu, diisi air laut sebanyak 50 L dan didisinfeksi menggunakan metode Chayati (2012). Hewan uji yang digunakan yaitu udang vaname dengan bobot rata-rata ±12 g dengan 10 ekor setiap wadah. Sebelum diberi perlakuan udang diaklimatisasi terlebih dahulu selama 7 hari.
Kultur Probiotik Bacillus sp. D2.2 
Bakteri dikultur pada media SWC cair dan dishaker hingga kepadatan bakteri 108 CFU/ml. Kultur bakteri tersebut akan digunakan untuk pembentukan bioflok diawal pemeliharaan dan ditambahkan pada pakan untuk perlakuan penambahan probiotik pada pakan.
Pencampuran Probiotik pada Pakan
Dosis probiotik yang digunakan sebanyak 6% (v/w) dan putih telur yang sebanyak  2% (v/w) dari bobot pakan yang diberikan (Permatasari, 2017). Suspensi bakteri dicampur dengan putih telur sebelum dicampur ke pakan. Setelah itu, disemprotkan secara merata ke dalam pakan kemudian dikering-anginkan hingga benar-benar kering.
Pemeliharaan Udang Vaname
Pemeliharaan udang vaname yaitu pemberian pakan komersil dan frekuensi pemberian pakan 4 kali sehari yaitu pukul 07.00, 11.00, 15.00, dan 19.00 WIB. Pemberian pakan dengan FR udang yaitu 3% dan pemberian molase dilakukan sekali sehari dengan C/N rasio 1:20 sesuai dengan perhitungan yang dilakukan oleh Avnimelech (1999). Pemeliharaan udang uji dilakukan selama 15 hari (perlakuan). 
Uji Tantang
Uji tantang dilakukan menggunakan bakteri patogen V. harveyi yang telah diganaskan terlebih dahulu, dengan dosis 108 CFU/ml sebanyak 0,1 ml/ekor. Uji tantang dilakukan dengan metode injeksi. Penyuntikan dilakukan pada pangkal bagian kaki renang (pleopod) ke-3. Pengamatan dan pemeliharaan udang setelah injeksi dilakukan selama 6 hari.
Parameter Pengamatan
Parameter pengamatan pada penelitian ini yaitu Total Haemocyte Count (THC) (Permatasari, 2017), aktifitas dan indeks fagositosis (Anderson & Swicki, 1995), Differensial Haemocyte Count  (DHC) (Martin & Graves (1995), Survival Rate (SR), Relatif Percent Survival (Amend, 1981), Total Vibrio Count (TVC), dan kualitas air.
Analisis Data
Analisis data pada pengamatan THC, aktifitas dan indeks fagositosis, dan DHC, dan TVC adalah ANOVA (analysis of variance) dengan selang kepercayaan 95%. Apabila terdapat perbedaan nyata antar perlakuan maka dilanjutkan uji lanjut Duncan. Data RPS dan SR dilakukan analisis nonparametrik Kruskal-Wallis, sedangkan kualitas air dianalisis secara deskriptif.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Total Hemocyte Count (THC)
Total hemosit setelah pemberian perlakuan dan setelah uji tantang mengalami peningkatan (Gambar 1). Sebelum pemberian perlakuan tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan (p=0,348) antar perlakuan. Setelah pemberian perlakuan nilai THC tertinggi pada perlakuan C yaitu 2,055×106 sel/ml dan berbeda nyata dengan kontrol (p=0,000). Setelah uji tantang nilai tertinggi juga pada perlakuan C yaitu 6,58×106 sel/ml dan berbeda nyata terhadap semua perlakuan (p=0,000). Penghitungan total hemosit digunakan untuk mengukur tingkat respon imun seluler yang baik sebagai indikator kesehatan pada udang (Sritunyalucksana et al., 2005). Hemosit udang berperan dalam proses pertahanan seperti fagositosis, enkapsulasi, melanisasi dan koagulasi (Johansson et al., 2000).


Gambar 1. THC (x106 sel/ml) Udang Vaname

THC mengalami peningkatan setelah pemberian perlakuan dan setelah uji tantang. Peningkatan total hemosit diduga karena perlakuan probiotik Bacillus sp. D2.2 dan bioflok mengandung komponen-komponen yang mampu menstimulasi meningkatnya jumlah hemosit pada udang. Pada dinding sel Bacillus sp. D2.2 terdapat peptidoglikan yang menstimulasi THC (Ramadhani, 2017). Bioflok mengandung berbagai mikroorganisme, komponen sel, dan metabolit dapat bertindak sebagai imunostimulan (Ekasari et al., 2014). Pada penelitian ini pembentukan bioflok menggunakan bakteri probiotik Bacillus sp. D2.2. Udang yang dipelihara pada sistem bioflok akan memanfaatkan mikroorganisme, nutrisi dan komponen lainnya dalam bioflok sebagai pakan alaminya. Dinding sel mikroorganisme seperti bakteri terdiri dari lipopolisakarida (LPS), peptidoglikan (PG) dan β-1,3-glukan (BG), yang mampu mengaktifkan kekebalan tubuh pada udang (Soderhall & Cerenius, 1998) dan meningkatkan resistensi terhadap infeksi bakteri V. harveyi (Vieira et al., 2010). Penelitian Xu & Pan (2013) menunjukkan bahwa jumlah total hemosit udang yang dipelihara pada sistem bioflok lebih tinggi dari pada udang tanpa bioflok.
Aktifitas dan Indeks Fagositosit
Persentase aktifitas fagositosit mengalami peningkatan setelah pemberian perlakuan probiotik pada pakan dan bioflok, dan mengalami penurunan setelah infeksi bakteri V. harveyi (Gambar 2). Nilai AF sebelum pemberian perlakuan tidak menunjukkan perbedaan nyata (p=0,741) antar perlakuan yaitu berkisar antara 41,3-45,5%. Setelah pemberian perlakuan mengalami peningkatan aktifitas fagositosit dengan persentase tertinggi pada perlakuan C yaitu 71,2% dan berbeda nyata (p=0,000) dengan kontrol. Setelah uji tantang atau pasca infeksi mengalami penurunan dengan nilai AF tertinggi juga pada perlakuan C yaitu 65% yang berbeda nyata (p=0,002)  dengan perlakuan udang kontrol yang sakit atau diinfeksi (K+), namun tidak berbeda nyata dengan perlakuan udang sehat (K-).



Gambar 2. Aktivitas Fagositosis (%) Udang Vaname

Fagositosis adalah respons utama hemosit terhadap partikel asing seperti bakteri (Jiravanichpaisal et al., 2006). Pada penelitian ini, nilai aktivitas fagositosit meningkat pada perlakuan sistem bioflok dan Bacillus sp. D2.2 pada pakan dibandingkan dengan udang kontrol. Hasil penelitian Xu & Pan (2013) menunjukkan bahwa bioflok dapat merangsang respon fagositosis udang yang dibuktikan dengan meningkatnya aktifitas fagositosit udang yang dipelihara pada bioflok dibandingkan dengan tanpa bioflok. Penggunaan Bacillus sp. D2.2 pada pakan mampu mengaktifkan sel-sel fagosit yang ditunjukkan dengan meningkatnya aktifitas fagositosit udang (Ramadhani, 2017). Aplikasi probiotik B. subtilis secara efektif meningkatkan persen aktifitas fagositosit yang lebih tinggi dari kontrol terhadap infeksi bakteri V. parahaemolyticus pada L. vannamei (Kewcharoen & Srisapoome, 2019)  Peningkatan AF karena pada dinding sel bakteri Bacillus sp. D2.2 terdapat peptidoglikan yang mampu menstimulan dan mengaktifkan sel-sel fagosit (Ramadhani, 2017; Rengpipat et al., 2000). 
Bioflok pada pencernaan udang melepaskan zat di saluran pencernaan yang berpotensi merangsang respon fagositosit. Beberapa jenis bakteri menguntungkan seperti Bacillus sp. (Zhao et al., 2012) di bioflok yang masuk dalam saluran pencernaan menyebabkan perubahan mikrobiota endogen dan meningkatkan imun inang (Li et al., 2009). Komponen mikroba (polisakarida) dan senyawa bioaktif (karotenoid) yang ada di bioflok (Ju et al., 2008) dapat menimbulkan efek stimulasi kekebalan terus menerus selama udang mengonsumsi bioflok (Xu & Pan, 2013). Penurunan aktivitas fagositosis setelah infeksi disebabkan oleh pengurangan sel fagosit dalam hemolim karena sebagian besar sel fagosit rusak selama proses fagositosis dalam memerangi bakteri (Xu & Pan, 2013).


Gambar 3. Indeks Fagositosis (IF) Udang Vaname

Persentase indeks fagositisis menunjukkan peningkatan setelah perlakuan dan setelah uji tantang (Gambar 3). Sebelum perlakuan nilai IF berkisar 1,15-1,203 dan tidak berbeda nyata antar perlakuan (p=0,528). setelah perlakuan kisaran nilai IF meningkat signifikan (p=0,025) terhadap perlakuan control dan setelah uji tantang juga meningkat signifikan (p=0,012) dengan nilai IF tertinggi yaitu pada perlakuan C yaitu 1,517. Indeks fagositosit menunjukkan kemampuan sel-sel fagosit dalam melawan patogen yang masuk ke dalam tubuh.
Nilai indeks fagositosis mengalami peningkatan setelah pemberian perlakuan dan setelah diuji tantang dengan V. harveyi menunjukkan pemberian bioflok dan probiotik pada pakan mampu meningkatkan IF udang. Komponen dinding sel dari bakteri probiotik seperti β-glukan, peptidoglikan, dan lipopolisakarida terkait sebagai imunostimulan (Gullian et al., 2004). Dalam sel hemosit terdapat ProPO (profenoloksidase), aktivasi proPO menjadi PO (fenoloksidase) melibatkan enzim proPO activating system yang diaktifkan oleh komponen dinding sel bakteri tersebut (Sritunyaluckasana & Soderhall, 2000). Peningkatan aktivitas fenoloksidase meningkatkan kemampuan udang untuk mengenali dan melawan patogen yang masuk ke dalam tubuh, menunjukkan bahwa sistem kekebalan udang meningkat juga. Nilai IF lebih tinggi setelah infeksi, hasil serupa juga pada penelitian Rengpipat et al. (2000)  dimana indeks fagosit udang vaname setelah infeksi atau pada pengobatan lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol.
Differensial Haemocyte Count  (DHC)
Jenis sel hemosit yang diamati adalah hialin, semigranular, dan granular. Persentase sel hialin sebelum perlakuan tidak menunjukkan perbedaan signifikan (p=0,678). Setelah pemberian perlakuan mengalami peningkatan yang signifikan berkisar (p=0,02) dengan  persentase tertinggi pada perlakuan C yaitu 57,33% (Tabel 1). Setelah uji tantang atau infeksi patogen persentase sel hialin mengalami penurunan yang signifikan (p=0,000) dengan persentase tertinggi juga perlakuan C yaitu 21,67%. 


Tabel 1. Pengamatan Differensial Haemocyte Count  (DHC)
	Tipe sel
	Perlakuan
	Pengamatan

	
	
	Sebelum perlakuan (H0)
	Setelah perlakuan (H7)
	Setelah uji tantang (H21)

	Hialin
	K−
	43,67±3,79a
	46,33±1,53a
	41±2c

	
	K+
	40,33±2,08a
	44±3a
	14,33±1,53a

	
	A
	42,67±4,51a
	47,67±6,11a
	15,67±4,51ab

	
	B
	44,67±4,16a
	50±5,29a
	20±3,61ab

	
	C
	42±3,61a
	57,33±2,08b
	21,67±4,13b

	Semi granular
	K−
	33,33±3,06a
	32,67±4,16ab
	34,67±3,06a

	
	K+
	32,67±1,53a
	27,67±2,08a
	43,67±5,51b

	
	A
	30,33±6,51a
	35,33±1,53b
	38±3,61ab

	
	B
	33±4a
	35,33±4,04b
	33±5,29a

	
	C
	29,67±6,66a
	33±1ab
	31±2,65a

	Granular
	K−
	23±1a
	21±2,65b
	24,33±4,16a

	
	K+
	27±2,65a
	28,33±2,08c
	42±5,57b

	
	A
	27±6,24a
	17±6,08b
	46,33±3,06b

	
	B
	22,33±3,06a
	14,67±1,53ab
	47±6,24b

	
	C
	28,33±3,06a
	9,67±2,52a
	47,33±3,06b


Keterangan:
* K- (tanpa perlakuan dan uji tantang), K+ (tanpa perlakuan namun dilakukan uji tantang), A (Probiotik pakan), B (Bioflok), dan C (Probotik pakan dan bioflok)
* Tanda notasi yang mengandung huruf yang berbeda pada pengamatan hari yang sama menunjukkan hasil yang berbeda nyata (p≤0,05)


Persentase sel semi granular sebelum pemberian perlakuan dan setelah adanya perlakuan tidak berbeda nyata (p=0,826; p=0,073). Setelah diuji tantang persentase sel semi granular menunjukkan perbedaan nyata (p=0,03) yang berkisar antara 31−43,67% (Tabel 1). 
Persentase sel granular sebelum perlakuan tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan (p=0,238), setelah pemberian perlakuan sel granular mengalami penurunan yang signifikan (p=0,001) dengan nilai terendah pada perlakuan C yaitu 9,67%. Setelah infeksi bakteri mengalami peningkatan yang signifikan (p=0,000). peningkatan tertinggi pada perlakuan C yaitu 47,33%. Persentase sel granular mengalami penurunan setelah pemberian perlakuan dan peningkatan pascainfeksi bakteri patogen (Tabel 1).
Sel hemosit merupakan salah satu mekanisme pertahanan seluler utama dalam krustasea. Sel hemosit dibagi menjadi 3 tipe sel yaitu sel hialin, semi granular, dan granular (Johansson et al., 2000). Pada penelitian ini, setelah pemberian perlakuan bioflok dan probiotik sel hialin dan semi granular udang mengalami peningkatan, namun pada sel granular mengalami penurunan. Sebaliknya pasca infeksi bakteri V. harveyi sel granular mengalami peningkatan dan sel hialin mengalami penurunan. Hal tersebut terjadi karena sel-sel tersebut memiliki fungsi berbeda yang memainkan peran dalam respon pertahanan seluler seperti fagositosis, enkapsulasi, dan melanisasi. Sel hialin berperan dalam proses fagositosis; sel semi granular berperan dalam proses enkapsulasi, sedikit dalam fagositosis, penyimpanan dan pelepasan proPO, serta sitotoksisitas; dan sel granular berperan dalam penyimpanan dan pelepasan proPO, dan sitotoksisitas (Johansson et al., 2000).  Fungsi sel granular menghasilkan enzim phenoloksidase yang memiliki peranan penting dalam sistem pertahanan saat terjadinya serangan patogen, sel granular dan semi granular akan melakukan proses degranulasi, cytotoxicity, dan lisis terhadap material asing, serta melanisasi (Sitti et al., 2019).
Penurunan persentase sel semigranular dan granular merupakan indikasi peningkatan persentase sel hialin (Maftuch et al., 2013). Sel semi granular dan granular  merupakan pematangan dari sel hialin. Sel hemosit muda yaitu sel hialin dan perkembangan menjadi sel semi granular dan granular, Sel-sel granular akan menumpuk di jaringan ikat, dan sel-sel semi granular terletak di organ limfoid (Van de braak, 2002). Menurut Aladaileh et al. (2007) peningkatan persentase jenis hemosit tertentu disebabkan oleh proliferasi sel yang diinduksi atau diferensiasi sel yang cepat sebagai respon terhadap antigen.
Total Vibrio Count (TVC) 
Nilai TVC usus udang sebelum pemberian perlakuan dan uji tantang menunjukkan yaitu berkisar antara 4,62−9,71×105 CFU/ml (Gambar 4). setelah uji tantang dengan adanya perlakuan menunjukkan perbedaan yang signifikan (p=0,000) dengan nilai terendah pada perlakuan C yaitu 7,40×105 CFU/ml dan tertinggi perlakuan K+ yaitu 5,547×106 CFU/ml. Vibrio adalah flora dominan setiap fase hidup udang (Hameed et al., 2003). Genus yang tumbuh cepat dan mampu mendominasi saluran pencernaan penaeid (Thompson et al. 2004).  Namun, bakteri ini dianggap sebagai patogen oportunistik untuk udang dalam kondisi stres seperti kekurangan nutrisi, kualitas air yang buruk, dan kekebalan tubuh yang menurun (Thompson et al., 2004). Diantara alternatif untuk mengendalikan bakteri tersebut yaitu probiotik dan bioflok yang merupakan teknologi ramah lingkungan saat ini (Emerenciano et al., 2017).


Gambar 4. Total Vibrio Count (TVC) Udang Vaname

Hasil TVC penelitian ini menunjukkan bahwa udang yang diinfeksi V. harveyi dengan pengaplikasian sistem bioflok dan probiotik memiliki nilai TVC yang tidak berbeda nyata dengan udang yang tidak diinfeksi (udang sehat). Hal tersebut menunjukkan bahwa bioflok dan probiotik Bacillus sp. D2.2 mampu menurunkan Vibrio pada usus udang. Mikroorganisme diantaranya Bacillus sp. D2.2, yang ada dalam bioflok dapat bertindak melawan bakteri patogen dengan bersaing untuk substrat dan nutrisi, menghasilkan senyawa penghambat, dan mengganggu komunikasi penginderaan kuorum bakteri (Defoirdt et al., 2007). Selain itu, bioflok mengandung PHB (Polyβ-hydroxibutyrate) yang cukup untuk melindungi udang yang dibudidayakan dari infeksi oleh bakteri Vibrio (Halet et al., 2007). 
Sistem bioflok sebagai strategi penyediaan probiotik alami secara terus menerus pada media pemeliharaan (Emerenciano et al., 2013). Probiotik adalah mikroba aktif yang memiliki efek menguntungkan pada kesehatan inang dengan meningkatkan keseimbangan usus melalui peningkatan nutrisi pakan, proses enzimatik pencernaan, penghambatan mikroorganisme patogen, faktor pemacu pertumbuhan, dan peningkatan respon imun (Verschuere et al., 2000). Peningkatan pada udang tanpa perlakuan setelah diinfeksi bakteri Vibrio (K+) karena bakteri V. harveyi yang dinjeksi pada udang menyebar dan menyebabkan infeksi hingga ke usus udang sehingga berkembang dengan cepat mendominasi mikroflora usus karena tidak ada komponen yang menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio.
Survival Rate (SR)
Hasil SR menunjukkan perbedaan yang signifikan (p=0,01) antar perlakuan. Persentase SR udang yang diberi perlakuan dan diinfeksi bakteri yang tertinggi pada perlakuan kombinasi sistem bioflok dan probiotik pada pakan (C) yaitu 80%, terendah pada perlakuan probiotik pada pakan (A) 63,33%, dan pada perlakuan bioflok (B) yaitu 76,67% (Gambar 5). SR terendah pada udang yang tidak diberi perlakuan (bioflok dan probiotik), namun diinfeksi bakteri V. harveyi (K+) yaitu 46,67%. 

Gambar 5. SR (%) Udang Vaname
Tingkat kelulushidupan udang yang diuji tantang tertinggi pada perlakuan kombinasi bioflok dan probiotik Bacillus sp. D2.2 pada pakan yang menunjukkan mampu melindungi dan memperkecil infeksi V. harveyi. Penggunaan Bacillus mampu meningkatkan kelangsungan hidup, kekebalan, dan resistensi penyakit udang dalam akuakultur (Decamp et al., 2008; Tseng et al., 2009). Bacillus sp. D2.2 menghasilkan senyawa antibakteri berupa polipeptida yaitu bacitracin (Setyawan et al., 2014). Selain itu, pada bioflok terdapat asam lemak rantai pendek sebagai agen biokontrol terhadap pathogen yaitu PHB. Poly-β- hidroksibutirat terdepolimerisasi dalam usus organisme dan telah terbukti mampu melindungi dan mencegah Artemia franciscana terhadap infeksi Vibrio (Defoirdt et al., 2007). Bioflok mampu memblokir quorum sensing yang diatur dalam V. harveyi.  Quorum sensing merupakan komunikasi dari sel ke bakteri dengan sinyal kecil molekul yang berperan untuk mengatur virulensi V. harveyi (Defoirdt et al., 2008). Gangguan quorum sensing sebagai alternatif untuk mengendalikan infeksi bakteri patogen dalam akuakultur (Defoirdt et al., 2004). 
Relative Percent Survival (RPS)
Hasil RPS menunjukkan perbedaan yang signifikan antar perlakuan (p=0,044). Nilai RPS tertinggi pada perlakuan C yaitu 62,5% dan yang terendah pada perlakuan A yaitu 31,25%, sedangkan perlakuan B nilai RPS yaitu 56,25% (Gambar 6). 

Gambar 6. RPS (%) Udang Vaname
Relative Percent Survival merupakan tingkat perlindungan relatif yang  digunakan untuk menunjukkan efektifitas penggunaan perlakuan terhadap infeksi bakteri Vibrio harveyi (Wijayanti et al., 2018). Perlakuan yang digunakan pada penelitian ini yaitu pengaplikasian probiotik dan sistem bioflok. Menurut Parenrengi et al. (2013), pemberian perlakuan efektif jika nilai RPS > 50%. Pada penelitian ini perlakuan yang dianggap efektif adalah perlakuan bioflok dan kombinasi bioflok dan probiotik Bacillus sp. D2.2 pada pakan. Nilai RPS terkait dengan mortalitas udang selama pemeliharaan.
Kualitas Air
Kualitas air yang diamati selama penelitian adalah suhu, salinitas, pH, oksigen terlarut (DO), dan Amoniak. Pengukuran dilakukan pada awal, tengah dan akhir penelitian. 
Tabel 2. Kualitas air media pemeliharaan udang vaname selama penelitian
	Parameter
	Kisaran
	Optimal

	Suhu (0C)
	26−28,1
	26−32*

	Salinitas (ppt)
	27−30
	10−35*

	pH
	6,3−8,3
	6−8,6**

	DO
	3,3−6,9
	≥3**

	Amoniak
	0,0001−0,009
	≤0,1**


Keterangan :  *Supono (2017)
   **Parlina et al. (2018)
Kualitas air merupakan salah satu faktor pembatas kelulushidupan udang vaname. Kualitas air media pemeliharaan selama penelitian berada pada kisaran optimal untuk pemeliharaan udang vaname (Tabel 2). Perubahan respon imun spesifik dan tingkat kelulushidupan udang vaname selama kualitas air selama pemeliharaan.
Kesimpulan
Pemberian perlakuan probiotik Bacillus sp. D2.2 pada pakan dan bioflok mampu memperkecil infeksi bakteri V. harveyi pada udang vaname dengan perlakuan terbaik yaitu kombinasi probiotik Bacillus sp. D2.2 pada pakan dan bioflok yang dapat meningkatkan Total Hemocyte Count, Aktifitas Fagositosit, Indeks Fagositosis, dan Diferensial Hemocyte Count paling tinggi dibandingkan dengan perlakuan yang lain.
Saran
Berdasarkan penelitian ini, 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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