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ABSTRAK 

PENGARUH SUPLEMENTASI PAKAN DENGAN KANDIDAT PROBIOTIK Weissella 

confusa TERHADAP RESPON HEMATOLOGI PADA Clarias gariepinus YANG 

DIINFEKSI PATOGEN Edwardsiella ictaluri 

Nama Mahasiswa / NRP : Auliya Rahma Nadhila / 5005201085 

Departemen : Biologi FSAD - ITS 

Dosen Pembimbing : Prof. Dr. Awik Puji Dyah Nurhayati, S.Si., M.Si 

Muhamad Amin, S.Pi., M.Sc., Ph.D 

 

Abstrak 

Salah satu penyakit yang paling banyak mempengaruhi produktivitas ikan lele (C. 

gariepinus) adalah Enteric Septicaemia of Catfish (ESC) yang disebabkan oleh bakteri E. 

ictaluri. Penyakit ini menyebabkan kerusakan di organ vital serta kematian ikan lele hingga 

50%. Pengobatan dilakukan menggunakan berbagai jenis antibiotik yang memberikan efek 

samping residu antibiotik penyebab resistensi. Banyak dikembangkan alternatif pengobatan 

yang aman bagi kesehatan konsumen, salah satunya penggunaan probiotik. Penelitian 

sebelumya diketahui W. confusa memiliki potensi dalam menangani E. ictaluri secara in vitro. 

Oleh karena itu, pada penelitian ini dilakukan pengamatan respon imun C. gariepinus yang 

diinfeksi E. ictaluri setelah pemberian pakan tersuplementasi W. confusa selama 30 hari dengan 

beberapa dosis perlakuan (K1=104 CFU/mL, K2=106 CFU/mL dan K3=108 CFU/mL) untuk 

mempelajari pengaruhnya terhadap respon hematologi berupa kadar eritrosit, leukosit dan 

diferensial leukosit. Hasil penelitian menunjukkan bahwa suplementasi W. confusa 

berpengaruh nyata terhadap kadar eritrosit, leukosit, dan monosit pada C. gariepinus yang 

terinfeksi E. ictaluri. Secara khusus, pengaruh suplementasi bakteri probiotik W. confusa pada 

perlakuan K3 konsentrasi sebesar 108 CFU/mL yang memberikan pengaruh nyata (p<0,05) 

terhadap kontrol, pada jumlah rata-rata eritrosit eritrosit mendekati normal sebesar 1,294x106 

sel/mm3 dan kenaikan leukosit yang tidak jauh tinggi dari kadar leukosit normal yaitu, sebesar 

309.090 sel/mm3. Pada analisis diferensial leukosit didapatkan peningkatan monosit yang 

berpengaruh nyata terhadap kontrol pada perlakuan K2 dan K3 konsentrasi sebesar 106 

CFU/mL dan 108 CFU/mL. Hasil penelitian ini menunjukkan suplementasi W.confusa pada 

pakan ikan dapat menjadi alternatif profilaksis dalam manajemen penyakit di lingkungan 

akuatik. 

 

Kata kunci: Clarias geriepinus, Edwardsiella ictaluri, Hematologi, Weissella confusa 
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ABSTRACT 

THE EFFECT OF DIETARY SUPPLEMENTATION WITH PROBIOTIC 

CANDIDATES Weissella confusa ON HEMATOLOGICAL RESPONSE IN Clarias 

gariepinus INFECTED WITH PATHOGEN Edwardsiella ictaluri 

Student Name / NRP : Auliya Rahma Nadhila / 5005201085 

Department : Biology FSAD - ITS 

Advisor : Prof. Dr. Awik Puji Dyah Nurhayati, S.Si., M.Sc 

Muhamad Amin, S.PI., M.Sc., Ph.D 

 

Abstract 

One of the most common diseases affecting catfish (C. gariepinus) productivity is Enteric 

Septicaemia of Catfish (ESC) caused by E. ictaluri bacteria. This disease causes damage to vital 

organs and catfish mortality of up to 50%. Treatment is carried out using various types of 

antibiotics that give side effects of antibiotic residues that cause resistance. Many alternative 

treatments have been developed that are safe for consumer health, one of which is the use of 

probiotics. Previous research found that W. confusa has the potential to treat E. ictaluri in vitro. 

Therefore, in this study, the immune response of C. gariepinus infected with E. ictaluri was 

observed after feeding W. confusa supplementation for 30 days with several treatment doses to 

study its effect on hematological responses in the form of erythrocyte, leukocyte and leukocyte 

differential levels. The results showed that W. confusa supplementation had a significant effect 

on the levels of erythrocytes, leukocytes, and monocytes in C. gariepinus infected with E. 

ictaluri. In particular, the effect of supplementation of probiotic bacteria W. confusa in the K3 

treatment at a concentration of 108 CFU/mL which gave a significant effect (p<0.05) against 

the control, on the average number of erythrocytes close to normal at 1,294x106 cells/mm3 and 

an increase in leukocytes which is not much higher than normal leukocyte levels, namely, 

309.090 cells/mm3. In the leukocyte differential analysis, it was found that the increase in 

monocytes had a significant effect on the control in the K2 and K3 treatments with 

concentrations of 106 CFU/mL and 108 CFU/mL. The results of this study indicate that 

W.confusa supplementation in fish feed can be an alternative prophylaxis in disease 

management in aquatic environments. 

 

Keywords: Clarias geriepinus, Edwardsiella ictaluri, Hematologist, Weissella confusa. 
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BAB 1   

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia sebagai negara maritim memiliki potensi perikanan yang sangat besar (Marsetio, 

2017). Salah satu hasil perikanan air tawar yang penting pada sektor ekonomi adalah ikan lele 

karena permintaannya yang terus meningkat tiap tahunnya. Kementrian Kelautan dan Perikanan 

(KKP) mencatat, produksi ikan lele di Indonesia pada tahun 2021 sebesar 1,06 ton dengan nilai 

keuntungan mencapai Rp18,93 triliun. Ikan lele populer di Indonesia karena rasanya yang lezat, 

harganya yang relatif murah, kandungan gizi tinggi, pertumbuhannya tergolong cepat, serta dapat 

dipelihara di semua wadah budidaya (Nasrudin, 2010). Ikan lele juga toleran terhadap kualitas air 

yang kurang baik dan relatif tahan terhadap penyakit (Tunde et al., 2016).  

Pada produksi ikan lele yang intensif menyebabkan tingginya angka kematian akibat infeksi 

pada padat penebaran yang kurang memadai. Salah satunya adalah penyakit Enteric Septicemia of 

Catfish (ESC) yang disebabkan oleh infeksi bakteri E. ictaluri. ESC menyebabkan kerusakan 

organ vital seperti hati, ginjal, dan otak serta dapat membunuh lebih dari 50% populasi dalam 

kolam (Kordon A, 2019). Pengobatan yang banyak dilakukan dalam penanganan penyakit infeksi 

dengan menggunakan berbagai jenis antibiotik yang memberikan efek samping residu antibiotik 

penyebab resistensi. (A’yunin et al., 2019). Penggunaan antibiotik dengan dosis rendah yang tidak 

menentu meningkatkan resistensi bakteri patogen. Manusia yang mengonsumsi jenis 

mikroorganisme resisten secara terus menerus akan mengalami hipersensitifitas bahkan apabila 

terinfeksi dalam pengobatannya membutuhkan dosis antibiotik lebih besar sehingga penggunaan 

antibiotik pada ikan secara bebas telah banyak dilarang dibeberapa negara (Direktorat Kesehatan 

Hewan, 1990). 

Oleh karena itu, banyak dikembangkan alternatif penanganan yang aman bagi kesehatan 

konsumen, salah satunya penggunaan probiotik. (Turnbull, 2012). Sesuai konsensus yang 

dikeluarkan oleh International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP), 

probiotik didefinisikan sebagai mikroorganisme hidup yang apabila diberikan dalam jumlah 

memadai dapat memberikan manfaat kesehatan pada inangnya (Salminen, 2021). Sebagian besar 

probiotik yang digunakan dalam budidaya perairan tidak berasal dari organisme inang perairan 

melainkan dari sumber terestrial atau lingkungan yang berbeda. Namun, beberapa penelitian 

menunjukkan bakteri probiotik yang diisolasi dari organisme perairan menunjukkan kinerja yang 

lebih baik dalam beradaptasi dengan habitat aslinya (usus ikan). Sesuai dengan karakteristik 

mikroba yang memperoleh aktivitas tertingginya di habitat aslinya. Sehingga pernggunaan 

probiotik yang di isolasi dari organisme perairan diharapkan lebih mudah terkolonisasi dan bekerja 

lebih baik (Murall, 2017).  

Penelitian sebelumya diketahui W. confusa memiliki potensi dalam menangani E. ictaluri 

secara in vitro (Nurhayati et al., 2022). Bakteri  W. confusa memiliki kapasitas adhesi yang baik 

pada mukosa usus antara 3,24 – 16,72% bersifat tidak patogen terhadap ikan lele (C. gariepinus). 

Serta berpotensi mencegah penyakit Enteric Septicaemia of Catfish (ESC) ditunjukkan dengan 

diameter zona bening hasil penghambatan terhadap E. ictaluri sebesar 13,7 mm. Namun, 

diperlukan evaluasi penggunaannya secara in vivo. Oleh karena itu dalam penelitian ini dilakukan 

uji pengaruh efektivitas suplementasi W. confusa dengan konsentrasi tertentu dalam pakan ikan 

terhadap respon hematologi dan resistensi terhadap E. ictaluri pada ikan lele (C.geriepinus).  
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1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang di atas, maka rumusan masalah yang akan dibahas pada penelitian 

ini adalah bagaimana pengaruh suplementasi kandidat probiotik W. confusa dalam pakan ikan 

terhadap respon hematologi ikan lele (C. gariepinus) yang diinfeksi E. ictaluri? 

1.3 Batasan Masalah 

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.  

1. Objek yang digunakan dalam penelitian ini adalah ikan lele (C. gariepinus) dengan ukuran 

±8 - 10 cm. 

2. Pelet yang digunakan adalah pelet komersial yang digunakan di masyarakat. 

3. Bakteri yang terkandung di dalam pelet sebelum suplementasi diabaikan. 

4. Volume bakteri E. ictaluri yang diinjeksikan pada uji tantang untuk semua perlakuan 

sebesar 100 µL dengan kepadatan 1,0X106 CFU/mL. 

1.4 Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui pengaruh suplementasi pakan dengan kandidat 

probiotik W. confusa terhadap respon hematologi pada C. gariepinus yang diinfeksi bakteri 

patogen E. ictaluri 

1.5 Manfaat 

Berdasarkan latar belakang dan tujuan di atas, maka manfaat dari penelitian ini adalah sebagai 

bentuk dukungan bagi kemajuan sektor budidaya perikanan dalam penggunaan bakteri probiotik 

sebagai alternatif profilaksis dalam manajemen penyakit di lingkungan akuatik. 
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BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Ikan Lele (C. gariepinus) 

Ikan lele merupakan jenis ikan air tawar meskipun dapat dipelihara dan mampu mentolerir 

keadaan pada lingkungan bersalinitas rendah (air payau). Habitat ikan lele dialam adalah disungai 

dengan arus air tenang dengan aliran perlahan. Ikan lele bersifat nokturnal dimana aktif mencari 

makan di malam hari dan cenderung berdiam diri di tempat gelap di siang hari. Di alam ikan lele 

memijah pada musim penghujan. C. gariepinus merupakan hewan omnivora, ikan ini memakan 

serangga, cacing, gastropoda, krustasea, ikan kecil, dan tanaman air (Warseno, 2018). Morfologi 

ikan ini memiliki bentuk tubuh memanjang, agak bulat pada bagian tengahnya dan bagian 

belakang cenderung pipih. Kepala lele pipih dengan panjang hampir seperempat tubuhnya yang 

dilengkapi dengan mata kecil dan mulut yang lebar yang dilengkapi gigi halus. Disekitar mulutnya 

terdapat empat sungut peraba (barbells) yang berfungsi sebagai alat peraba saat mencari makan 

atau saat bergerak di tempat gelap. Didekat sungut terdapat organ olfaktori yang berfungsi sebagai 

indera peraba dan penciuman yang mendukung penglihatan lele yang kurang baik. Warna tubuh 

C. gariepinus adalah abu gelap atau hitam dengan bagian perut berwarna putih atau krem dan 

memiliki garis longitudinal gelap di sisi kepalanya (Ciptanto, 2010). Ikan lele memiliki sirip 

punggung dan sirip anus yang kadang menyatu hingga ekor. Terdapat sepasang patil, atau duri 

tulang tajam pada sirip dadanya (Warseno, 2018). Ikan ini bernafas dengan menggunakan alat 

pernapasan tambahan berupa labirin selain insang yang menyebabkan ikan ini bisa bernapas secara 

langsung. C. gariepinus merupakan spesies introduksi dari Afrika sejak berpuluh-puluh tahun lalu 

(Hastuti, 2021). Taksonomi ikan lele dumbo menurut Integrated Taxonomic Information System 

(ITIS) adalah sebagai berikut: 

Kingdom    : Animalia 

Filum       : Chordata 

Kelas         : Teleostei 

Ordo        : Ostariophysi 

Famili        : Clariidae 

Genus       : Clarias 

Spesies      : Clarias gariepinus (Burchell, 1822) 

 

 

Gambar 2.1 Clarias gariepinus (Warseno, 2018) 

Perbadaan antara spesies jantan dan betina dari ukurannya tidak banyak perbadaan signifikan 

terkait ukurannya. Namun pada spesies betina apabila telah mencapai kematangan gonad adalah 

ditandai dengan perut yang melebar dan lembut, apabila diurut akan keluar telur berbentuk bulat 

utuh, berwarna agak kecoklatan atau hijau kekuningan. Pada spesies jantan kematangan gonad 
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akan ditandai dengan papilla genital yang dapat dilihat dibagian belakang dekat sirip anus, 

berwarna merah, meruncing dan menyebar ke arah pangkalan. Kematangan gonad ini terjadi  

setelah usia ke 12 bulan (Warseno, 2018). Perkembangan ikan yang utama terdiri atas fase telur, 

larva, juvenil, dan dewasa. Telur ikan lele yang telah dibuahi akan menetas kurang dari 24 jam dan 

berkembang menjadi larva. Perkembangan larva dibagi menjadi dua tahap yaitu prolarva (usia 0-

5 hari) dimana larva masih memiliki kuning telur sebagai cadangan makanan serta belum memiliki 

kemampuan berenang, kemudian untuk fase postlarva (6-12 hari) cadangan kuning telur telah 

habis dan mulai memakan makanan serta sirip dorsal dan pektoralnya sudah terbentuk sempurna. 

Selanjutnya menuju fase juvenile (usia >12 hari) dimana secara morfologinya sudah sempurna 

seperti indukannya (Mun et al., 2017). 

Struktur organ dalam lele tersusun dari berbagai organ pencernaan, seperti usus, empedu, hati, 

dan lambung. Usus merupakan segmen terpanjang pada saluran pencernaan. Pada ususterdapat 

muara dari kantung empedu dan pankreas. Empedu merupakan organ berbentuk buah pear 

berongga yang melekat pada permukaan bawah hati. Berhubungan dengan duktus koledokus 

melalui duktus sistikus. Fungsi utama kantung empedu adalah menyimpan empedu dan 

memekatkannya dengan mereabsorpsi racun dalam tubuh ikan. Hati merupakan organ yang paling 

besar dalam abdomen lele berwarna merah segar (Morina et al., 2017) 

 

Gambar 2.2 Perkembangan Morfologi Ikan Lele (Mun et al., 2017). 
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Gambar 2.3 Intestinal Ikan Lele (C. gariepinus) (Moawad et al., 2016) 

2.2 Probiotik  

Probiotik atau “probiotics” berasal dari bahasa Yunani “probos” yang artinya “untuk hidup”. 

Istilah ini mula-mula digunakan pada tahun 1965 oleh Lilley dan Stillwell, untuk menjelaskan 

suatu zat yang disekresikan oleh mikroorganisme yang mampu menstimulasi pertumbuhan. Stark 

dan Wilkinson (1989) membuat definisi bahwa probiotik ialah suatu produk yang mengandung 

mikroorganisme hidup non patogen, yang digunakan untuk memperbaiki laju pertumbuhan, 

efisiensi konversi ransum, dan meningkatkan kesehatan (Soeharsono et al., 2010). Sesuai 

konsensus yang dikeluarkan oleh International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics 

(ISAPP) pada Oktober 2013, probiotik didefinisikan sebagai mikroorganisme hidup, yang apabila 

diberikan dalam jumlah memadai dapat memberikan manfaat kesehatan pada inangnya (Salminen, 

2021).  

 

Gambar 2.4 Mekanisme Kerja Probiotik (Latif et al., 2023) 
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Dalam dunia perikanan penggunaan probiotik dalam sejarahnya peneliti Cina 

mengembangkan penggunaan probiotik untuk mengontrol infeksi oleh mikroba patogen, mengatur 

mikroflora air, meningkatkan status kesehatan, menguatkan imunitas, mikrobioma usus, dan 

mengatur dekomposisi zat organik yang tidak diharapkan dan memperbaiki ekologi akuakultur. 

Mekanisme kerja probiotik dalam akuakultur digunakan untuk menekan dan mencegah 

berkembangnya organisme patogen. Namun studi mendalam masih terus dikaji mengenai 

pengaruh probiotik secara in vivo, pengembangan teknologi molekuler untuk seleksi probiotik 

dalam usaha memahami kinerja, komposisi dan fungsi dari probiotik. Efisiensi dari penerapan 

bakteri probiotik dalam akuakultur ini tetap sangat bergantung pada spesies atau strain bakterinya. 

Prinsip mekanisme kerja probiotik pada akuakultur sesuai dengan Gambar 2.4 pada umumnya 

adalah mekanisme eksklusif (competitive exclusive) terhadap bakteri patogen misalnya 

Pseudomonas terhadap beberapa jenis Vibrio pada udang, pengaktifan respon imun, mengeluarkan 

substansi antibakteri bisa berupa bakteriosin, dan dekomposisi zat organik yang tidak diharapkan 

(Soeharso, 2010). Bakteri probiotik menghasilkan bakteriosin, siderophore, lisozim, protease, 

hidrogen peroksida sebagai upaya menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Bakteri probiotik 

potensial telah diteliti dari banyak sumber, dimana mikroba yang diisolasi dari luar inang (dari 

lingkungan) disebut “allochthonous atau eksogen” sedangkan mikroba yang diisolasi dari dalam 

inang disebut “autochthonous atau indigenous” (El-Saadony et al., 2021). Beberapa bukti 

penelitian menunjukkan bakteri probiotik yang diisolasi dari organisme perairan menunjukkan 

kinerja yang lebih baik dalam beradaptasi dengan habitat aslinya (usus ikan). Karakteristik 

mikroba juga memperoleh aktivitas tertingginya di habitat aslinya. Sehingga pernggunaan 

probiotik yang di isolasi dari organisme perairan diharapkan lebih mudah terkolonisasi dan bekerja 

lebih baik (Murall, 2017).  

2.3 Bakteri Asam Laktat (BAL) 

Bakteri asam laktat (BAL) adalah kelompok heterogen yang secara metabolik dan fisiologis 

tergolong sebagai bakteri gram positif, katalase negatif, yang terdiri atas kokus atau basil, non-

motil yang tersebar di alam pada tanah, air, tanaman, produk susu, dan hewan (Björkroth et al., 

2011). Kelompok bakteri ini tidak membentuk spora, sangat fermentatif, termasuk bakteri aerobik 

fakultatif. Perbedaan penting diantara dua subkelompok  BAL terletak pada pola produk yang 

terbentuk dari fermentasi gula. Kelompok pertama disebut homofermentatif yaitu kelompok yang 

menghasilkan produk fermentasi tunggal yaitu asam laktat. Kelompok kedua disebut 

heterofermentatif yaitu BAL selain menghasilkan asam laktat juga menghasilkan produk lain 

seperti etanol dan CO2. Bakteri-bakteri filum Firmicutes ini diklasifikasikan berdasarkan 

morfologi seluler, cara fermentasi glukosa, kisaran suhu pertumbuhan. Genus dalam kelompok 

bakteri asam laktat ini terdiri atas  Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, 

Streptococcus, Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, 

Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus dan Weissella (Schillinger et al., 2006).  

Bakteri asam laktat ini tidak mampu beradaptasi dilingkungan laut, namun bakteri ini dapat 

mentoleransi asam dan garam empedu sehingga memungkinkan bertahan hidup dalam sistem 

pencernaan. Bakteri ini juga mampu berkolonisasi di lendir usus sehingga membantu sistem 

pencernaan dan mampu meningkatkan pertumbuhan dan imunitas ikan. Bakteri asam laktat ini 

juga sering diidentifikasi juga sebagai komponen mikrobiota usus anggota genusnya diantaranya 

Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc dan Weissella. Mikrobiota 

usus ikan secara alamiah memainkan peran penting dalam perkembangan gastrointestinal ikan, 

membantu fungsi pencernaan, menjaga toleransi mukosa, menstimulasi respon imun inang dan 
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memberikan tingkat perlindungan terhadap infeksi lambung (Merrifield et al., 2014). Berikut 

adalah tabel dari beberapa BAL yang telah diidentifikasi dari gastrointestinal ikan:  

Tabel 4.1 BAL yang telah diidentifikasi dari gastrointestinal ikan 

Spesies 
Spesies BAL yang 

disiolasi 
Metodologi Referensi 

Clarias gariepinus 

Enterococcus faecalis 

strain, Lactococcus 

lactis, Enterococcus 

hirae, Enterococcus 

faecalis, Weissella 

confusa, dan 

Weissella cibaria. 

Uji fenotip dan 

molekuler 

Wijaya et al., 

2022 

Oncorhynchus mykiss 

Lactobacillus 

aviaries, 

Lactobacillus sp., 

uncultured 

Streptococcus sp. dan 

Streptococcus iniae 

Cultured based 
Navarrete et al., 

(2012) 

Salvelinus alpinus L 

Carnobacterium spp. 

dan Streptococcus 

spp. 

Cultured based 
Ringo et al., 

(2002) 

Salmo solar 

Lactobacillus 

fermentum, 

Lactococcus lactis 

dan Weissella cibaria 

Denaturing Gradient 

Gel Electrophoresis 

(DGGE) 

Hovda et al., 

(2012) 

 

Bakteri probiotik asam laktat (BAL) menghasilkan asam laktat sebagai produk utama dari 

fermentasi glukosa. Serta beberapa zat penghambat pertumbuhan bakteri patogen seperti 

bakteriosin, bacteriocin-like inhibitory substance (BLISs), hidrogen peroksida, diasetil dan 

karbondioksida (Anjana, 2022). Telah diketahui bahwa asetat menembus membran sitoplasma 

bakteri dalam bentuk terprotonasi, mentransfer proton ke sitoplasma. Ketika pH ekstraseluler 

menurun dengan adanya asetat, pH intraseluler mendekati pH ekstraseluler karena adanya 

keseimbangan. Pada uji motilitas Salmonella tersebut menunjukkan pH intraseluler Salmonella 

hampir akan mencapai pH supernatan L. lactis dengan permeabilisasi asetat. Selain itu, asam laktat 

diketahui meningkatkan membran permeabilitas bakteri yang dapat berkontribusi pada 

penghambatan motilitas karena melintasi membran patogen (Nakamura, 2015). Salah satu zat 

penghambat lain berupa bakteriosin yaitu senyawa antimikroba yang umum diproduksi oleh BAL 

yang disintesis oleh ribosom. Beberapa laporan penelitian menunjukkan bahwa BAL yang 

diisolasi dari beragam spesies ikan, organisme akuatik lain, air budidaya dan sedimen memiliki 

aktivitas antagonis terhadap patogen ikan (Ringø et al., 2018). Bakteriosin dalam aksinya melawan 

bakteri lain mempunyai kemampuan yang berbeda terhadap spesies target, secara umum 

komposisi fosfolipid dari galur target dan pH lingkungan mempengaruhi nilai konsentrasi hambat 
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minimal. Beberapa bakteriosin berinteraksi dengan situs spesifik (protein) pada membran sel 

sehingga meningkatkan efektivitasnya secara in vivo. Ikan bisa menjadi sumber potensial 

penghasil bakteriosin (bakteriosinogenik) bakteri dan skrining usus mikroorganisme dapat 

digunakan untuk mendapatkan probiotik sehingga dapat dihindari penggunaan obat antibakteri 

dalam budidaya (Sahoo et al., 2016).   

Bakteri gram positif dan negatif yang ada pada pencernaan hewan memiliki dinding sel dengan 

dua komponen utama yakni peptidoglikan pada bakteri gram positif dan negatif serta 

lipopolisakarida yang hanya dimiliki oleh kelompok gram negatif. Jalur aktivasi imunitas 

nonspesifik dan mekanisme homeostatis oleh bakteri didasarkan oleh komposisi dinding selnya. 

Selama terjadi infeksi, peptidoglikan dan lipopolisakarida akan dilepaskan secara terus menerus 

(Hamann et al., 1998). Pelepasan komponen ini merupakan bentuk stimulasi sel yang prosesnya 

bergantung pada reseptor CD14 pada permukaan sel, reseptor toll ini berperan dalam memberikan 

sinyal jalur transduksi yang mengontrol ekspresi dari beberapa respon imun yang dapat diinduksi 

oleh gen dimana berperan penting terkait mikroba patogen (Kopp dan Medzhitov, 1999). 

Komponen dinding sel bakteri akan mengaktifkan makrofag, endotel sel, sel otot polos, dan 

neutrofil dimana aktivasi tersebut akan melepaskan berbagai mediator. Seperti contohnya, 

lipopolisakarida akan mengaktifkan makrofag sehingga sekelompok besar protein dapat 

diproduksi diantaranya, sitokin, tumor necrosis factor-a (TNFa), IL-1, IL-6, IL-8, IL-12; 

metaloprotease seperti elastase dan cathepsin; mediator lipid seperti prostaglandin; serta oksigen 

reaktif dan nitrogen spesies. Sehingga bakteri probiotik dalam mikroflora usus memiliki pengaruh 

nyata dalam menginduksi kekebalan spesifik (Erickson et al, 2000).  

Mekanisme aksi dari antimicrobial peptides (AMPs) dan bakteriosin, terbagi menjadi beberapa 

mekanisme kerja yang kompleks, yaitu bekerja pada dinding sel, membran sel, intraseluler sel, 

biofilm dan aktivitas modulasi sistem imun inang. Dinding sel sebagai target potensial, 

memberikan efek antibakteri terutama mempengaruhi sintesis komponen dinding sel dan 

menghancurkan struktur dinding sel (Garcia et al., 2019). Pada mekanisme melalui membran sel, 

AMPs bergabung dengan membran sel melalui aksi fisikomikia sehingga akan terus menerus 

terakumulasi di membran sel sampai mengalami konformasi struktural, seperti meningkatkan 

permeabilitas membran dan menyebabkan lisis (Zhang et al., 2021). Mekanisme aksi terhadap 

intraseluler sel adalah dengan penetrasi langsung atau endositosis, pemberian efek antimikroba ini 

menargetkan nukleus, organel, atau protein intraseluler lain (Luo et al,. 2021). Pada mekanisme 

aksi penghancuran biofilm yaitu melalui penghambatan quorum sensing (Overhage et al., 2008), 

penghambatan adhesi sel mikroba, dan mereduksi matiks biofilm (Brancatisano et al., 2014).  

Bakteriosin berbeda dengan antibiotik dari sisi sintesis, spektrum anti-mikroba, serta 

mekanisme kerjanya. Bakteriosin disintesis pada ribosom dan informasi genetiknya ada pada 

plasmid, sedangkan antibiotik  merupakan hasil metabolisme sekunder yang diproduksi 

multienzim. Antibiotik memiliki spektrum kerja yang lebih luas, dapat bekerja pada beberapa 

genus bakteri gram positif dan negatif, sedangkan bakteriosin spektrumnya lebih sempit namun 

lebih efektif melawan sel target dari pada antibiotik, meskipun pada dosis rendah (Gulluceet et al., 

2013).  Bakteriosin diklasifikasikan menjadi tiga golongan terkait dengan kesamaan molekulnya, 

yaitu kelompok IIa, Ib, IIb, dan III. Namun, hingga kini belum banyak diisolasi sehingga informasi 

mengenai bakteriosin ini masih sedikit (Klaenhammer, 1993).  



17 

 

2.4 Respon Imun  

Sistem imun merupakan bentuk mekanisme fisiologi yang berfungsi melindungi diri dari 

benda asing yang masuk ke tubuh, seperti virus, parasit, dan mikroba patogen. Sistem imun 

memiliki kemampuan khusus dalam mengidentifikasi serta membasmi komponen benda asing 

yang masuk ke tubuh dan berpotensi menyebabkan penyakit (Mescher, 2016). Respon imun adalah 

reaksi fisiologis maupun patologis melalui mekanisme seluler disebabkan oleh adanya gangguan 

asing yang masuk ke tubuh, seperti virus, parasit, dan mikroba patogen. Respon imun pada 

makhluk hidup dibagi menjadi dua jenis, respon imun bawaan (innate immunity) dan respon imun 

adaptif (adaptive immunity) (Martini et al., 2019).  

Respon imun bawaan (innate immunity) adalah mekanisme pertahanan yang bekerja secara 

non spesifik dengan memberikan respon seluler secara langsung ketika terjadi gangguan asing 

yang masuk ke tubuh (Widiastuti, 2020). Komponen utama respon imun bawaan adalah 

pertahanan epitel, makrofag, leukosit, dan polimorfonukleat (Mescher, 2016) Pertahanan sel epitel 

akan memberikan respon berupa sekresi mukus sehingga gangguan asing yang masuk dapat 

terperangkap dan tidak dapat masuk ke dalam jaringan organ dibawahnya. Hal ini akan 

menstimulus sel natural killer (NK) untuk mendeteksi komponen gangguan asing untuk 

selanjutnya membasminya dengan melisiskan selnya. Setelah itu, tubuh akan menstimulasi 

interferon untuk mengeluarkan sinyal yang mengoordinasikan sel pertahanan tubuh untuk 

melepaskan makrofag dan sel limfosit ke tubuh (Martini et al., 2015). 

 

Gambar 2.5 Innate and Adaptive Immunity (Dranoff, 2004). 

Respon imun adaptif (adaptive immunity) merupakan salah satu mekanisme pertahanan tubuh 

yang melibatkan sel limfosit T dan limfosit B. Mekanisme respon imun adaptif dibagi menjadi dua, 

pertahanan humoral dan pertahanan seluler. Pertahanan humoral akan memediasi molekul yang 

terkandung dalam darah dan sel limfosit B untuk memproduksi antibodi (Mescher, 2016). Antibodi 

merupakan plasma darah berupa protein yang mampu bereaksi dengan antigen atau gangguan 

asing yang masuk dalam tubuh. Pertahanan seluler merupakan respon mediasi oleh limfosit T, 

ditandai dengan adanya aktivitas fagositosis dalam tubuh (Widiastuti, 2020; Schroeder&Cavacini, 

2010).  
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2.5 Weissella confusa 

Genus Weissella merupakan anggota bakteri asam laktat (BAL) yang baru diusulkan statusnya 

pada tahun 1993 dan saat ini ada 14 spesies yang telah diakui secara resmi. Seluruh spesies 

Weissella tidak membentuk spora, merupakan bakteri gram positif, katalase negatif, dan 

menfermentasikan glukosa melalui jalur fermentasi heterolaktik yang mana menghasilkan asam 

laktat, etanol, dan karbondioksida sebagai hasil fermentasinya. Bakteri Weisella merupakan 

bakteri aerotoleran (Lee et al., 2012). Genus Weissella banyak diisolasi dari sumber yang berbeda 

seperti tanah, produk dari tumbuhan (dari tebu, makanan fermentasi seperti kimchi), tumbuhan, 

manusia, hewan, dan ikan. Beberapa strain di Weissella banyak yang dikenal sebagai bakteri 

oportunistik bagi manusia, hewan, dan ikan. Namun beberapa diantaranya seperti W. confusa 

merupakan kandidat probiotik dimana memiliki sifat antimikroba yang telah dibuktikan secara in 

vitro pada beberapa penelitian, memproduksi eksopolisakarida, rentan terhadap antibiotik, daya 

lekat tinggi pada usus, memiliki toleransi pada pH rendah, garam empedu (bile salt), serta suhu 

panas (Kahyani et al., 2021). Pada penelitian sebelumnya penggunaan mikroorganisme yang 

berasosiasi dari inang menjadi sumber baru kandidat probiotik untuk budaya perikanan. Bakteri 

yang berasosiasi dengan inang lebih efektif daripada bakteri yang tidak berasosiasi karena dinilai 

memiliki manfaat yang optimal pada lingkungan yang sama.  

Pada penelitian Wijaya (2022) menunjukkan spesies W. confusa JCM 1039 ditemukan dari 

hasil isolasi saluran pencernaan (gastrointestinal) ikan lele (C. gariepinus) liar Sungai Brantas. 

Pada uji skrining sebagai kandidat bakteri asam laktat ditunjukkan dari hasil menunjukkan 

pembentukan zona bening pada media MRSA dengan tambahan CaCO3 sebagai indikator 

penghasil asam sebagai produk fementasi (asam laktat atau asam asetat). Potensi antibakteri 

mencegah penyakit Enteric Septicaemia of Catfish (ESC) ditunjukkan dengan diameter zona 

bening hasil penghambatan terhadap E. ictaluri sebesar 13,7 mm. Pada uji simulasi cairan lambung 

dan usus terlihat viabilitas dari W. confusa JCM 1039 yang menunjukkan kelangsungan hidup 

yang tinggi sehingga memenuhi persyaratan fungsional utama kandidat probiotik yaitu resisten 

terhadap pH rendah lambung, garam empedu (bile salt), dan cairan pankreas. W. confusa JCM 

1039 juga menunjukkan perhitungan persentase penempelan pada lendir usus ikan yang cukup 

baik yakni 9,00%. Peptidoglikan pada dinding sel bakteri W. confusa juga memiliki peranan 

penting pada stimulasi imunitas inang (Dworkin, 2014). Beberapa fragmen peptidoglikan selain 

digunakan dalam komunikasi antar bakteri, juga digunakan oleh eukariota untuk menginisiasi 

respon imun dan memodulasi respon inflamasi (Royet et al., 2011). W. confusa JCM 1039 sensitif 

terhadap antibiotik erythromycin, oxytetraxyclin, dan novobiocin yang menunjukkan bahwa tidak 

resisten dan aman digunakan sebagai kandidat probiotik. Pada uji patogenitas terhadap ikan lele 

(C. gariepinus) menunjukkan W. confusa JCM 1039 aman digunakan sebagai kandidat probiotik 

untuk organisme perairan (nonpatogenik pada inang) (Nurhayati et al., 2022). Taksonomi W. 

confusa berdasarkan Integrated Taxonomic Information System (ITIS) adalah sebagai berikut : 

Kingdom     : Bacteria 

Filum      : Firmicutes 

Kelas        : Bacilli 

Ordo       : Lactobacillales 

Famili      : Lactobacillaceae 

Genus      : Weissella 

Spesies     : Weissella confusa (Holzapfel dan Kandler 1969).  
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Gambar 2.6 Weissella confusa (a) Scanning elektron mikroskop W. Confusa. (b) Koloni W. 

confusa dalam MRSA dan 10% sukrosa (Jin et al., 2019). 

Secara fenotipik sulit membedakan genus Weissella dengan Leuconostoc atau Lactobacilli 

heterofermentatif. Pengelompokan genus Weissella dilakukan berdasarkan teknik taksonomi 

molekuler. Genus Weissella dinamai ahli mikrobiologi Jerman Norbert Weiss atas kontribusinya 

dalam bidang penelitian bakteri asam laktat . Hingga saat ini terdapat 19 spesies Weissella yang 

tervalidasi. Kunci untuk deskripsi spesies baru ini dalam studi yang relevan adalah sekuens gen 

16S rRNA dan analisis hibridisasi DNA, bersama dengan data fenotipik dalam pendekatan 

taksonomi polifasik. Dengan demikian, spesies Weissella dikelompokkan dalam lima cabang 

filogenetik berdasarkan filogeni 16S, dengan W. soli, W. diestrammenae, W. koreensis, W. 

kandleri, dan W. oryzae sebagai anggota cabang pertama, W. cibaria dan W. confusa sebagai 

anggota kedua W. thailandensis, W. hellenica dan W. paramesenteroides di cabang ketiga. W.ceti, 

W. halotolerans, W. viridescens, W. minor, dan W. uvarum di cabang keempat, dan W. beninensis, 

W. fabalis, W. fabaria, W. ghanensis di cabang kelima (Fusco et al., 2015). 

2.6 Edwardsiella ictaluri 

E. ictaluri merupakan bakteri gram negatif yang termasuk dalam patogen obligat yang tidak 

persisten pada lingkungan namun terbukti bertahan di lumpur dan air hingga 90 hari diluar inang 

ikan lele. E. ictaluri awalnya dianggap inang spesifik bagi ikan lele namun baru-baru ini ditemukan 

juga pada spesies lain. Mikroorganisme ini mampu tumbuh optimal pada suhu 23-30°C dimana 

kondisi ini juga merupakan standar suhu optimum pertumbuhan ikan lele dimana mendukung 

penyebaran penyakit. E. ictaluri merupakan agen penyebab Enteric Septicemia of Catfish (ESC) 

dimana penyakit ini menyebabkan morbiditas dan mortalitas yang cukup tinggi pada ikan dewasa 

menyebabkan 15 – 19% dari populasi dan hampir 50% kematian pada fase larva (Suanyuk et al., 

2013). Penularan E. ictaluri bersifat horizontal melalui konsumsi bakteri yang keluar pada kotoran 

dari ikan yang terinfeksi dan juga kanibalisme dari ikan yang terinfeksi. Bentuk penyebaran infeksi 

E. ictaluri pada ikan lele biasanya melalui jalur oral dan memasuki aliran darah melalui usus dan 

menyebar ke berbagai organ dalam. Tanda-tanda klinis infeksi E. ictaluri meliputi kelesuan, 

peningkatan sisik, distensi selom akibat asites, ulserasi kulit, pendarahan pada kulit dekat mata 

dan opercula, pangkal sirip, dan permukaan ventral perut, juga menyebabkan anemia pada ikan 

lele ditandai dengan penurunan kadar hemoglobin dan hematokritnya (Esmail et al., 2015). ESC 

ditandai dengan septikemia timbul dengan cepat, septikemia adalah peristiwa penumpukan bakteri 

dipembuluh darah sehingga menyebabkan peradangan kemudian menyebabkan perdarahan. Lesi 

yang terbentuk secara mikroskopis dapat diamati setelah dua hari pasca infeksi. Kemudian 

mortalitas bisa dioservasi setelah 5 hari pasca infeksi (Booth et al., 2006). Taksonomi bakteri E. 

ictaluri menurut Integrated Taxonomic Information System (ITIS) adalah sebagai berikut: 
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Kingdom   : Bacteria 

Filum      : Proteobacteria 

Kelas      : Gammaproteobacteria 

Ordo      : Enterobacteriales 

Famili     : Enterobactericeae 

Genus     : Edwardsiella 

Spesies    : Edwardsiella ictaluri (Hawke et al., 1981).  

 

Setiap bakteri patogen invasif memiliki banyak cara berbeda untuk menembus sel inang dan 

menghindari pembasmian (pada Gambar 2.9). Pada mekanisme infeksi E. ictaluri melalui 

polimerasi aktin menjadi fibril atau filamen halus yang dinamis yang dimediasi oleh reseptor 

endositosis sehingga mendorong ektensi membran sehingga ketika ada adhesi bakteri patogen 

dipermukaan usus akan mudah masuk. Kumpulan filamen aktin ini juga memfasilitasi masuknya 

bakteri sebagai reseptor atau titik pelekatan patogen (ditunjukkan nomer 1). E. ictaluri juga masuk 

dengan mengganggu jalur seluler, terjadi disregulasi pada komponen apical junction complex yaitu 

claudins yang merupakan tight junction yang mengatur premeabilitas paraseluler epitel sehingga 

memudahkan akses induksi patogen (ditunjukkan nomer 2). Kemudian apabila invasi E. ictaluri 

tinggi maka pertahanan instaseluler dari pencernaan ikan berupa NADPH yang berperan dalam 

produksi Reactive Oxygen Species (ROS) akan menurun sehingga memungkinkan E. ictaluri 

bertahan dan bereplikasi dalam makrofag (ditunjukkan nomer 3) (Li et al., 2012). 

 

Gambar 2.7 Edwardsiella ictaluri (a) Koloni E. ictaluri pada media BHI Agar  (Sink, 2004) 

(b) Citraan Transmission Electron Microscopy (TEM) E. ictaluri (Wang, 2016). 

 

  

Gambar 2.8 Infeksi E. ictaluri pada C. gariepinus (a) Tanda-tanda klinis eksternal khas 

menunjukkan distensi abdomen, lubang dikepala (panah putih) dan ulserasi pada kulit (panah 

hitam). (b) Perdarahan pada permukaan ventral. (c) Nodul putih pada hati (bintang putih) 

(Suanyuk et al, 2013). 

A A 
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Gambar 2.7 Mekanisme masuknya patogen E. ictaluri pada usus ikan (Li et al., 2012) 

2.7 Hematologi pada Ikan 

Profil darah dapat menunjukkan bahwa kualitas air mempengaruhi keadaan fisiologis dimana 

perubahan fisiologis sekecil apapun akan tercermin dalam satu atau lebih parameter hematologis 

(Van Vuren, 1986). Profil darah sangat penting dalam indikator perubahan internal serta eksternal 

ikan. Perubahan yang dapat menyebabkan penyakit dibedakan menjadi dua kategori, non-infeksius 

(stress, zat toksik, defisiensi nutrisi) dan infeksius (virus, bakteria, parasit, dan protozoa). 

Perubahan bergantung juga pada spesies, umur, siklus kematangan, dan seksual pemijahan serta 

penyakit (Golovina, 1996). Pada ikan perubahan pada profil darahnya dikaitkan dengan respon 

seluruh sistem organ, dimana berpengaruh terhadap kelangsungan hidup ikan, reproduksi, dan 

pertumbuhan (Lusvoka, 1997). Pada penelitian sebelumnya studi hematologi mengenai efek 

nutrisi (Rehulka, 2000), penyakit menular, dan polutan (Rehulka 2002). 

Interpretasi yang tepat dari parameter-parameter profil darah ini membutuhkan nilai referensi 

yang tepat untuk setiap spesies untuk meminimalkan efek perbedaan spesies. Sejumlah besar 

spesies ikan (sekitar 23.500 spesies) mencerminkan perbedaan besar dalam nilai hematologi. 

Kisaran referensi normal parameter hematologi dianggap penting untuk menilai dan memantau 

status kesehatan ikan (Witeska et al., 2016). Evaluasi analisis hematologi akan meningkatkan budi 

daya ikan dengan memfasilitasi deteksi dini situasi stres dan/atau penyakit yang dapat 

memengaruhi kinerja produksi (Rehulka et al., 2004). Studi tentang karakteristik fisiologis dan 

hematologis spesies ikan yang dibudidayakan merupakan alat penting dalam kemajuan sistem 

akuakultur, terutama dalam hal deteksi ikan yang sehat versus ikan yang terinfeksi atau stres 

(Ranzani-Paiva et al., 2003). Pada penelitian ini dilakukan pengamatan kadar eritrosit untuk 

mengetahui pengaruh penambahan W. confusa terhadap penghambatan E. ictaluri yang 

mensekresikan hemolisin sebagai faktor virulensi terpenting bakteri. Pengamatan leukosit dan 

diferensial leukosit dilakukan untuk mengetahui respon imun bawaan ikan dalam menghadapi 

infeksi patogen E. ictaluri pasca pemberian W. confusa. 
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2.8 Eritrosit  

Eritrosit pada ikan biasanya berbentuk lonjong dan berbentuk cakram dengan inti padat. 

Eritrosit dari kelompok teleostei biasanya berukuran 8 – 15 µm dengan jumlah normal 1,05 – 5,2 

x 106 sel/mm3. Jumlah eritrosit dapat dievaluasi berdasarkan kebiasaan hidup, lingkungan, invasi 

patogen, nutrisi dan hormonal. Fungsi eritrosit adalah mengangkut zat melintasi membran sel 

(oksigen diangkut dengan hemoglobin). Pada penelitian ini kadar eritosit menjadi acuan bahwa 

kandungan oksigen dalam darah tercukupi dan nutrisi terpenuhi, dimana selain sebagai sumber 

energi utama, nutrisi juga menstimulasi pembentukan sel limfosit dan natural killer (NK) 

(Djunaedi, 2007).  

2.9 Leukosit  

Darah ikan sangat kaya akan leukosit pada teleostei darah, mengandung kurang 20.000-

150.000 sel/mm3. Leukosit ikan dibagi menjadi granulosit (neutrofil, eosinofil, dan basofil) dan 

agranulosit (limfosit, monosit). Pada teleostei banyak leukosit granulosit normal sebesar 4,5-18% 

dalam darah. Perubahan kadar leukosit dapat menjadi suatu indikator bahwa tubuh sedang 

melakukan mekanisme pertahanan dalam melawan patogen yang masuk. Diferensial leukosit akan 

menunjukkan peranan spesifik dan batasan jumlah normal leukosit yang menjadi indikator 

kesehatan ikan (Nurhayati, 2016). Neutrofil pada teleostei berbentuk bervariasi dan bersegmen, 

berfungsi sebagai fagosit dan bakteriosidal. Eosinofil berbentuk polimorfonuklear dengan lobus 

ganda dan sitoplasma dengan granula kemerahan, berperan dalam merespon peradangan dan juga 

memiliki potensi sebagai bakteriosidal. Basofil merupakan leukosit granular yang jumlahnya 

paling sedikit dalam darah, berinti lobus banyak dan sitoplasmanya dipenuhi granula. Basofil 

berperan dalam imunitas terhadap parasit dan merespon alergi. Selanjutnya, untuk leukosit 

agranula ada limfosit yang memiliki bentuk bulat dengan sitoplasma yang padat. Limfosit dibagi 

menjadi dua, limfosit T dan limfosit B yang berperan sebagai respon reaksi imunitas. Terakhir ada 

monosit, berbentuk irregular dengan sitoplasma kebiruan dengan granula halus kemerahan 

berfungsi sebagai makrofag dalam darah (Fánge, 1992). 

Tabel 2.2 Kadar Leukosit Normal pada Ikan Air Tawar (Fánge, 1992). 

Jenis 
Kadar Normal Leukosit 

Eosinofil Limfosit Monosit Neutrofil Basofil 

C. gariepinus 2,4-8% 60,2-86% 2-3% 6-12% <1% 

 

Leukosit merupakan komponen seluler utama yang merespon infeksi patogen. Sel prekusor 

berinti berdiferensiasi menjadi sel di dalam sumsum tulang. Ada 2-3% neutrofil yang berada 

didalam sirlukasi darah, yang digunakan terutama untuk transportasi ke tempat yang 

membutuhkan. Sisanya dikumpulkan secara marginal melekat di endotel vaskular dalam jaringan, 

90% disumsum tulang, sisanya pada limpa, hati, paru-paru pada jumlah yang lebih kecil ada di 

saluran pencernaan dan orofaring. Leukosit yang termaginalisasi tersebar endotel jaringan masuk 

ke sirkulasi diakibatkan oleh endotoksin bakteri. Neutrofil akan langsung beredar ke darah tepi 

selama 5-9 jam. Neutrofil merespon rangsangan inflamasi akut dengan migrasi ke arah atraktan 

(kemotaksis) dan berdiapesis ke sel endotel kapiler dan memfagosit agen infeksi secara enzimatik 

menghancurkan di dalam vakuola sitoplasma. Leukosit bertahan hidup didalam jaringan selama 2-
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3 hari. Limfosit akan berdiapedesis ke lokasi inflamasi selama fase kronis. Monosit bertindak 

sebagai fagosit, akan muncul setelah agen infeksi masuk ke dalam jaringan (Djunaedi, 2007).  

 

 

Gambar 2.8 Sel darah merah dari C. gariepinus (Gabriel et al., 2004) 

 

Gambar 2.9 Diferensial Leukosit C. gariepinus (Gabriel et al., 2004) 
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BAB 3 

METODOLOGI 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian dilakukan pada bulan Desember 2023 – April 2024 di Laboratorium Biosains dan 

Teknologi Hewan, Departemen Biologi, Institut Teknologi Sepuluh Nopember Surabaya, serta 

pemeliharaan hewan uji dilakukan di growing room, Laboratorium Dasar 2, Departemen Biologi, 

Fakultas Sains dan Analitika Data, Institut Teknologi Sepuluh Nopember, Surabaya. 

3.2 Alat dan Bahan 

Alat yang diperlukan dalam penelitian antara lain akuarium dengan ukuran 60x30x30 cm, 

aerator, jaring penutup, autoklaf, pinset, papan parafin, bak pewarnaan, pipet thoma, mikropipet, 

bunsen, inkubator, Hana Kit Amonia, mikrotube, erlenmeyer, gelas beaker, gelas ukur, water 

quality checker (Potential Hydrogen (pH), Disssolved Oxygen (DO), dan suhu) syringe 1 mL, 

mikroskop coumpond, object glass, cover glass, haemacytometer Improved Neubauer, handtally 

counter, pipet tetes, kertas tisu, hand glove, penggaris, alat tulis, spektrofotometer, cawan petri, 

sentrifuge, dan jangka sorong.  

Bahan yang diperlukan dalam penelitian C. gariepinus, pakan ikan juvenile komersil ukuran 

2 mm sesuai bukaan mulut ikan juvenil, isolat murni W. confusa dan E. ictaluri, media de Man 

Rogosa Sharpe broth, alkohol 70%, antikoagulan EDTA, pewarna giemsa, larutan hayem, larutan 

turk, akuades, media Mueller Hilton Agar, media Triptic Soy Broth, agar media, ethanol, dan 

NaOH 1 M.  

3.3 Metode Penelitian 

3.3.1 Persiapan Kultur dan Stok Probiotik Weissella confusa 
Pada penelitian ini digunakan strain bakteri W. confusa JCM 1093 yang didapatkan dari Balai 

Karantina Ikan dan Pengendalian Mutu (BKIPM) II Surabaya yang diisolasi oleh Wijaya (2022) 

yang kemudian ditumbuhkan ke media de Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) (68,2 gram/liter) 

dengan metode continue streak plate dan diinkubasi selama 24 jam dalam suhu 30°C. Kemudian 

selanjutnya akan dilakukan penentuan usia perlakuan isolat untuk pengaplikasian probiotik pada 

kurva pertumbuhan. Sebanyak 3-4 ose diinokulasikan dari stok kultur ke media MRS broth (55,1 

gram/liter) 100 mL dan diinkubasi selama 24 jam dalam suhu 30°C. Sebanyak 1,5 mL kultur 

diambil dan dimasukkan kedalam kuvet untuk dilakukan pengukuran optical density (OD) 

menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang pengukuran 600 nm setiap sejam 

sekali selama 24 jam. Kurva pertumbuhan bakteri dapat dibuat dengan memasukkan data hasil 

pengukuran OD yang diperoleh dengan sumbu x sebagai waktu (t) dan data OD sebagai sumbu y. 

Saat memasuki fase stasioner, kultur bakteri akan diambil dengan konversi OD600 0,5 setara 

dengan kepadatan 109 CFU/mL (Hernandez, 2021). Selanjutnya dapat dilakukan pengenceran 

dengan konsentrasi yang diinginkan.  

3.3.2 Persiapan dan Kultur Stok Bakteri Edwardsiella ictaluri 
Bakteri patogen yang dipakai adalah bakteri E. ictaluri yang diperoleh dari Balai Karantina 

Ikan Pengendalian Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan (BKIPM) II Surabaya. Bakteri 

diperbanyak pada media Tryptic Soy Agar (TSA) (40 gram/liter) diinkubasi dalam inkubator pada 

suhu 30°C selama 24 jam. Isolat E. ictaluri yang telah diinkubasikan diambil 1 mL ditambahkan 
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ke media Triptic Soy Broth (TSB) (30 gram/liter) dan diinkubasi selama 24 jam dalam suhu 30°C. 

Sebanyak 1,5 mL kultur diambil dan dimasukkan kedalam kuvet untuk dilakukan pengukuran 

optical density (OD) menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang pengukuran 600 

nm setiap dua jam sekali selama 24 jam. Kurva pertumbuhan bakteri dapat dibuat dengan 

memasukkan data hasil pengukuran OD yang diperoleh dengan sumbu x sebagai waktu (t) dan 

data OD sebagai sumbu y. Saat memasuki fase log, kultur bakteri akan diambil dengan konversi 

OD600 0,1 setara dengan kepadatan 107 CFU/mL (Hoang et al., 2021). Selanjutnya dapat dilakukan 

pengenceran dengan konsentrasi yang diinginkan. 

3.3.3 Re-konfirmasi Aktivitas Antimikroba Weissella confusa terhadap Edwardsiella 

ictaluri  
Uji re-konfirmasi aktivitas antimikroba dilakukan dengan metode difusi kertas cakram agar 

dengan menyiapkan terlebih dahulu cell free supernatant (CFS) isolat W. confusa. Preparasi CFS 

dilakukan menurut metode yang dilakukan oleh Amin et al, (2017). Isolat W. confusa disubkultur 

pada 10 ml MRS broth dengan cara mengambil sedikit biakan murni menggunakan ose steril 

kemudian dimasukkan kedalam tabung yang berisi MRS broth (55,15 gram/liter). Tabung yang 

telah berisi bakteri kemudian diinkubasi pada suhu ruang secara anaerob selama 24 jam tanpa 

agitasi. Setelah 24 jam, MRSB disentrifugasi menggunakan sentrifuge dengan kecepatan 15.000 

g selama 10 menit pada suhu 4°C. Supernatan yang dihasilkan kemudian difilter menggunakan 

syringe filter dengan ukuran 0,22 µm untuk sterilisasi dan disimpan pada suhu 4°C sampai 

digunakan untuk uji skrining aktivitas antimikroba. 

 Bakteri E. ictaluri yang telah dipersiapkan sebelumnya diambil kepadatan bakteri E. ictaluri 

yang digunakan untuk skrining aktivitas antimikroba menggunakan metode kertas cakram adalah 

106 CFU/ml. Tahapan selanjutnya uji aktivitas antimikroba dilakukan menggunakan metode difusi 

kertas cakram  (Perez et al., 1990) dengan sedikit modifikasi. Tahap awal disiapkan media Mueller 

Hinton Agar (21 gram/liter) sebanyak 20 mL yang telah di autoklaf kemudian dituang secara 

aseptis ke dalam petri steril dan dibiarkan memadat. Bakteri E. ictaluri yang telah disiapkan 

disesuaikan kepekatannya menggunakan dan diambil menggunakan cotton bud steril untuk 

kemudian digores rata dipermukaan media selanjutnya didiamkan selama 5-10 menit. Setelah 

bakteri inokulan di MHA  kering kemudian letakkan kertas cakram yang telah direndam dalam 

dalam supernatan. Selanjutnya MHA diinkubasi pada inkubator dengan posisi media diatas secara 

aerobik pada suhu 30°C selama 48 jam dimana pada studi sebelumnya ditunjukkan bahwa zona 

hambat tidak berubah antara 24-48 jam tetapi pengukuran zona hambat lebih terlihat terang saat 

dilihat pada jam ke 48 (Plumb et al., 1995).  Perlakuan pada diulang sebanyak 2 kali. Diameter 

zona bening yang muncul setelah inkubasi kemudian diukur menggunakan jangka sorong. Hasil 

dari diameter zona bening lebih dari 10 mm dianggap bahwa bakteri W. confusa masih memiliki 

aktivitas antimikroba yang baik. 

3.3.4 Pengaplikasian Probiotik Weissella confusa pada Pelet Ikan 
Isolat W. confusa yang telah dipersiapkan sebelumnya akan dilakukan pengenceran sesuai 

dengan dosis yang akan digunakan dapat dilihat pada Tabel 3.1. Pencampuran pakan dengan 

bakteri probiotik dilakukan dengan penyemprotan sesuai dengan dosis yang sudah diukur sesuai 

dengan tabel 3.1 untuk selanjutnya disimpan disuhu 4°C dan preparasi ini akan diulang setiap 

seminggu sekali.  
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Tabel 3.1 Rancangan Perlakuan Dosis Probiotik 

Perlakuan 
Kepadatan Bakteri Probiotik 

(CFU/mL) 
Volume (mL/kg) 

Kontrol (K0) 0 0 

Perlakuan 1 (K1) 1 x 104 10 

Perlakuan 2 (K2) 1 x 106 10 

Perlakuan 3 (K3) 1 x 108 10 

3.3.5 Aklimatisasi dan Pemeliharaan Hewan Uji 
Ikan lele (C. gariepinus) ukuran 7-8 cm yang diperoleh dari tempat pembenihan lele lokal di 

daerah Rungkut, Surabaya. Sebelum dilakukan pemeliharaan, ikan diaklimatisasi atau 

diadaptasikan selama 7 hari di dalam akuarium kaca 60 x 30 x 30 bersih dalam kondisi sejuk dan 

juga rutin diberi pakan komersial sebanyak dua kali sehari yaitu pada pagi dan sore hari. 

Penggunaan ukuran 7-8 cm pada penelitian ini di dasarkan pada karakter pertumbuhan C. 

gariepinus pada ukuran 7-8 cm berada di fase pembesaran yaitu panjang tubuh diatas 5 cm 

(Windriani, 2017). Selanjutnya dilakukan tebar secara acak dalam akuarium sebanyak 20 ekor 

perakuarium. Masing-masing akuarium dipasok dengan air PDAM yang telah diendapkan selama 

7 hari dan dilengkapi sistem aerasi yang baik. Ikan lele (C. gariepinus) diberi makan dua kali 

sehari pada waktu pagi dan sore dengan kolam selama 30 hari. Pemberian pakan dilakukan 

mengelompokan sesuai dengan perlakuan K0, K1, K2, K3. Pemberian pakan sebesar 3% dari 

bobot ikan dan jumlah benih lele yang ditimbang setiap tujuh hari sekali. Selama proses 

pemeliharaan juga akan dilakukan monitoring faktor lingkungan yaitu: suhu, pH, OD dan amonia. 

Pengecekan suhu, pH, DO dan pengukuran kadar amonia akan dilakukan setiap tujuh hari sekali 

selama penelitian dengan tujuan pengondisian lingkungan secara optimal selama perlakuan. 

Tabel 0.2 Standar optimum parameter kualitas air menurut SNI No. 3 Tahun 2014 tentang 

produksi ikan lele 

Parameter Satuan Kisaran Optimum 

Suhu °C 25-30 

pH - 6,5-8,5 

Oxygen Dissolved (Oksigen 

terlarut) 

mg/L atau ppm >3 

Amonia (NH3) mg/L atau ppm Maksimal 0,1 

  

3.3.6 Uji Tantang 
Setelah uji coba pemberian pakan selama 3 minggu, pada kelompok perlakuan K0, K1, K2, 

K3 disuntik secara intraperitonial dengan E.ictaluri sebanyak 0,1 mL dengan kepadatan  106 

CFU/mL. Konsentrasi bakteri ini telah disesuaikan dengan patogenisitas, virulensi, dan tingkat 

respons imun inang (Suanyuk et al., 2013). Kemudian semua kelompok terus diobservasi selama 

3 hari ke depan. Kematian dicatat setiap hari untuk menghitung rata-rata persen kelulusan hidup 

(survival rate) pada setiap perlakuan.  

3.3.7 Proses Pengambilan Sampel Darah 
Pada hari ketiga pasca injeksi patogen lima ekor dari masing-masing kelompok perlakuan 

diambil secara acak kemudian dilakukan pengamatan gejala klinis yang nampak pasca uji tantang 
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untuk selanjutnya sampel darah diambil dari linea lateralis dengan menggunakan syringe steril 

yang sebelumnya sudah dibilas dengan EDTA-disodium sebagai antikoagulan. Sampel darah yang 

diambil selanjutnya akan dilakukan pengukuran kadar eritrosit, leukosit, dan diferensial leukosit. 

3.3.8 Pengukuran Kadar Eritrosit dan Leukosit  
Metode perhitungan total eritrosit menggunakan metode Blaxhall dan Daisley (1973) yaitu 

dimulai dengan haemacytometer digunakan untuk menghitung kadar eritrosit total (RBC) secara 

manual. Sampel diambil menggunakan pipet thoma hingga skala 0,5 ml untuk selanjutnya 

ditambahkan larutan hayem sebagai pengencer hingga skala 101 ml, sehingga akan didapatkan 

pengenceran darah sebesar 1:200. Suspensi darah sampel dan larutan pengencer yang telah 

dihomogenkan dengan cara dibolak-balik pada tiga tetes pertama dibuang dan tetes selanjutnya 

diteteskan ke kamar hitung untuk kemudian diamati dan dihitung secara manual. Jumlah sel darah 

merah yang dihitung dari empat kisi sudut dan satu kisi tengah (ruang R) (gambar 3.2). Sel yang 

menyinggung garis batas sebelah kiri dan garis atas harus dihitung, sedangkan sel yang 

menyinggung sebelah kanan dan garis bawah tidak di hitung.  

Penghitungan kadar leukosit dilakukan dengan mengambil sampel menggunakan pipet 

thoma sampai skala 0,5 kemudian ditambahkan larutan turk sampai 11 ml, sehingga didapatkan 

pengenceran sebesar 1:20. Suspensi darah dan larutan turk yang telah dihomogenkan dengan cara 

dibolak-balik pada tiga tetes pertama dibuang dan tetes selanjutnya diteteskan ke kamar hitung 

untuk kemudian diamati dan dihitung secara manual. Jumlah sel darah putih yang dihitung ada 

pada kamar hitung sesuai (ruang W) gambar 3.2. Sel yang menyinggung garis batas sebelah kiri 

dan garis atas harus dihitung, sedangkan sel yang menyinggung sebelah kanan dan garis bawah 

tidak di hitung.  

Jumlah sel rata-rata per kisi dan faktor pengenceran digunakan untuk menghitung 

konsentrasi sel.  Perhitungan jumlah sel darah adalah sebagai berikut: 

Jumlah Eritrosit = ne x p x 50 

Keterangan: 

Jumlah eritosit satuan sel/mm3 

ne : Jumlah sel darah merah yang terhitumg dalam kotak R 

p : pengenceran (200) 

50 : 1/volume kotak R (4000) dibagi jumlah bujur sangkar (5 kotak R=80)   

Jumlah Leukosit = nL x p x 2.5 

Keterangan: 

Jumlah leukosit satuan sel/mm3 

nL : Jumlah sel leukosit yang terhitung alam 4 kotak W 

p : pengenceran (20) 

2,5 : 1/volume kotak W (160) dibagi jumlah bujur sangkar (4 kotak R=64) 
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Gambar 3.1 Ilustrasi Ruang Hitung Haemacytometer dan Pipet Thoma (a)  Skala dan ukuran 

kamar hitung Neubauer dengan kamar hitung eritrosit (merah dan kamar hitung leukosit (biru), 

(b) pipet thoma eritrosit, (c) pipet thoma leukosit, (d) Modifikasi pipet dengan sambungan selang 

untuk menghisap darah dengan syringe (Hardian et al., 2020). 

3.3.9 Analisis Diferensial Leukosit 
Dalam analisis diferensial leukosit digunakan teknik preparat apus darah tepi. Teknik apusan 

darah tepi, sel yang diamati yaitu leukosit yang terdiri dari 5 jenis di antaranya yakni neutrofil, 

eosinofil, basofil, limfosit, dan monosit. Adapun prosedur yang digunakan dalam pembuatan 

preparat apus darah tepi adalah sebagai berikut. Darah diteteskan pada kaca preparat. Kemudian 

kaca preparat baru diletakkan dengan sudut kemiringan 25-30° di atas kaca preparat yang telah 

diteteskan darah, lalu ditarik lurus sampai ujung preparate. Langkah selanjutnya yaitu pewarnaan 

preparate apus darah tepi menggunakan pewarna Giemsa 10%. Preparat apus darah pertama-tama 

diteteskan methanol dan dibiarkan mengering selama 5 menit. Lalu larutan pewarna Giemsa 10% 

diteteskan ke atas preparat apusan dan dibiarkan selama 45 menit. Setelah mengering, kelebihan 

pewarna dapat dibilas menggunakan aquades dan dibiarkan mengering hingga seluruh permukaan 

preparate apusan darah telah kering sempurna. Setelah seluruh preparate kering, maka preparat 

telah siap untuk diamati di bawah mikroskop dan dianalisis jumlah leukosit diferensial.  

Perhitungan leukosit dilakukan daerah hitung dengan memilih sediaan yang cukup tipis dan 

penyebaran leukosit merata. Perhitungan dimulai dari arah pinggir atas sediaan kemudian ke 

pinggir bawah. Kemudian dari pinggir bawah geser ke bagian kanan dan geser ke arah atas lagi, 

perhitungan ini dilakukan secara terus-menerus sampau 100 sel leukosit teramati. Pada mikroskop 

dengan perbesaran 40x hingga terlihat jumlah dari masing-masing leukosit diferensial kemudian 

persentase jenis-jenis tersebut leukosit dapat dihitung dengan rumus sebagai berikut: 

𝐏𝐞𝐫𝐬𝐞𝐧𝐭𝐚𝐬𝐞 𝐋𝐞𝐮𝐤𝐨𝐬𝐢𝐭 𝐃𝐢𝐟𝐞𝐫𝐞𝐧𝐬𝐢𝐚𝐥 (%) =  
∑ 𝐉𝐞𝐧𝐢𝐬 𝐒𝐞𝐥 𝐋𝐞𝐮𝐤𝐨𝐬𝐢𝐭 

𝟏𝟎𝟎 𝐬𝐞𝐥 𝐥𝐞𝐮𝐤𝐨𝐬𝐢𝐭 𝐲𝐚𝐧𝐠 𝐭𝐞𝐫𝐚𝐦𝐚𝐭𝐢
 𝐱 𝟏𝟎𝟎 
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3.4 Analisis Data 

Setelah mendapatkan data total eritosit, leukosit, dan diferensial leukosit akan dilakukan 

uji normalitas Shapiro-Wilk (signifikasi, p>0,05) apabila data terdistribusi normal dilakukan 

uji ANOVA One-Way (signifikasi, p<0,05)  dan dilanjutkan uji post hoc Duncan. Apabila data 

tidak terdistribusi normal akan dilakukan uji nonparametrik menggunakan Uji Kruskal Wallis 

(signifikasi, p<0,05) menggunakan software IBM SPSS Statistic 25. Selanjutnya akan 

dilakukan uji lanjutan Man Whitney (signifikasi, p<0,05) untuk melihat signifikasi dari masing-

masing kelompok perlakuan K1, K2, K3 terhadap kontrol. Semua uji statistik dilakukan dengan 

taraf kepercayaan 95% (α = 0.05). 
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BAB 4   

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

4.1 Hasil Uji Re-konfirmasi Aktivitas Antimikroba Weissella confusa terhadap 

Edwardsiella ictaluri 

Uji re-konfirmasi aktivitas antimikroba W. confusa terhadap E. ictaluri bertujuan untuk 

mengetahui peforma W. confusa terhadap penghambatan E. ictaluri secara in vitro setelah 

preservasi. Aktivitas penghambatan cell free supernatant (CFS) W.confusa terhadap E.ictaluri 

ditunjukkan pada tabel 4.1.  

Tabel 4.1 Tabel Penghambatan CFS W. confusa terhadap E. ictaluri 

Pengulangan Diameter (mm) Rata-rata (mm) 

1 4,5 
4,95±0,63 mm 

2 5,4 

 

 

Gambar 4.1 Zona hambat yang muncul pada uji rekonfirmasi aktivitas antimikroba 

Keterangan: zh: zona hambat 

 

Zona hambat yang ditunjukkan oleh zona bening yang terbentuk disekeliling kertas 

cakram yang telah direndam dalam supernatan CFS kultur W. confusa. Daya hambat ini 

dihasilkan berasal dari senyawa antibakteri yang dihasilkan oleh mikroorganisme antara lain 

zat penghambat pertumbuhan bakteri patogen seperti eksopolisakarida, bakteriosin, 

bacteriocin-like inhibitory substance (BLISs), karbondioksida, asam laktat, dan CO2 (Anjana, 

2022). Bakteriosin merupakan senyawa peptida yang memiliki kemampuan antimikroba 

disintesis di ribosom. Bakteriosin pada aksinya melawan bakteri lain mempunyai kemampuan 

berbeda terhadap spesies target, secara umum komposisi fosfolipid dari jalur target dan pH juga 

mempengaruhi konsentrasi hambat minimum. Bakteriosin juga berinteraksi dengan situs 

spesifik (protein pada membran sel) sehingga meningkatkan efektivitasnya secara in vivo 

(Gulluceet et al., 2013). Hanya sedikit pembahasan mengenai bakteriosin yang diproduksi W. 

confusa, bakteriosin yang diproduksi genus Weissella adalah weicellicin. Bakteriosin 

weicellicin pada beberapa penelitian sebelumnya dibuktikan bahwa weicellicin merupakan 

bakteriosin yang termostabil yaitu masih memiliki aktivitas penghambatan pasca paparan suhu 

tinggi. Stabil pada pH antara 2-6 dan pada uji enzim lizosim, lipase, katalase, dan litikase (Goh 

et al., 2015).  W.confusa juga memproduksi eksopolisakarida jenis dekstran yang dilaporkan 

memiliki kemampuan melekat pada mukosa usus sehingga meningkatkan kemampuan dalam 

menekan pertumbuhan bakteri didasarkan kemampuan aktivitas antiinfeksi dan meningkatkan 

sistem imun (Hakim C et al., 2013). Mekanisme penghambatan eksopolisakarida sebagai 

1 cm 

zh 
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menekan pertumbuhan bakteri didasarkan pada interaksi eksopolisakarida dengan dinding 

bakteri patogen. Perbedaan muatan dari muatan positif dari eksopolisakarida dan muatan 

negatif dari dinding sel bakteri patogen menimbulkan interaksi elektrostatik yang mengganggu 

permeabilitas sehingga menyebabkan hidrolisis dinding sel dan berakibat kebocoran kemudian 

kematian sel. Penghambatan tersebut dinilai efektif pada bakteri gram negatif dikarenakan 

memiliki dinding sel yang lebih tipis dari bakteri gram positif (Aullybux et al., 2019). 

Penghambatan pertumbuhan bakteri E. ictaluri juga disebabkan oleh metabolit yang dihasilkan 

W. confusa salah satunya adalah asam laktat yang mengganggu motilitas bakteri. Aktivitas 

metabolisme bakteri asam laktat efektif menekan patogen karena motilitas bakteri E.ictaluri 

erat kaitannya dengan faktor virulensi bakteri tersebut (Wijaya et al., 2022). Pada penelitian 

Wijaya (2022) menunjukkan spesies W. confusa JCM 1039 ditemukan dari hasil isolasi saluran 

pencernaan (gastrointestinal) ikan lele (C. geriepinus) sehat sebagai bagian dari mikroflora 

normal. Serta berpotensi mencegah penyakit Enteric Septicaemia of Catfish (ESC) ditunjukkan 

dengan diameter zona bening hasil penghambatan terhadap E. ictaluri. Berdasarkan hasil 

pengamatan diatas bakteri W. confusa JCM 1093 masih memiliki aktivitas antimikroba yang 

baik terhadap penghambatan E. ictaluri secara in vitro. 

4.2 Analisis Gejala Klinis 

Proses infeksi bakteri E. ictaluri pada perlakuan K0, K1, K2, K3 yang disuntik secara 

intraperitonial sebanyak 0,1 mL dengan kepadatan  106 CFU/mL. Sebelum pengambilan sampel 

darah, dilakukan pengamatan gejala klinis pasca infeksi. Pengamatan dilakukan pada hari 

ketiga pasca injeksi patogen. Perubahan tersebut terlihat terlihat pada Gambar 4.2. Ikan lele (C. 

gariepinus) yang diinfeksi bakteri E. ictaluri sebelum diambil sampel darahnya menunjukkan 

beberapa gejala klinis yang ditimbulkan antara lain, meliputi gerak renang vertikal, distensi 

abdomen akibat asites, ulserasi kulit, pendarahan pada kulit dekat mata dan opercula, pangkal 

sirip, serta pembengkakan hati dan perubahan warna hati menjadi memucat. Gejala klinis yang 

nampak sesuai dengan pengamatan oleh Esmail, et al. (2015) yang menyebutkan tanda-tanda 

klinis infeksi E. ictaluri meliputi berenang vertikal, distensi abdomen akibat asites, ulserasi 

kulit, pendarahan pada kulit dekat mata dan opercula, pangkal sirip, dan permukaan ventral 

perut. Perdarahan yang dialami ikan lele pasca infeksi disebabkan kerusakan endotel kapiler 

akibat bakteri yang beredar dipembuluh darah, hal ini membuktikan bahwa E. ictaluri bersifat 

septicemia atau apabila beredar dipembuluh darah akan menyebabkan peradangan hingga 

perdarahan (Williams et al., 2005). Ikan yang terinfeksi E. ictaluri akan mengalami septikemia 

atau penumpukan bakteri pada pembuluh darah setelah terinfeksi 24 jam (Booth et al., 2006). 

Gerak renang vertikal diakibatkan oleh adanya kerusakan jaringan otak berupa ensefalitis 

(peradangan otak) yang merupakan lesi spesifik infeksi E. ictaluri, sehingga terjadi perubahan 

perilaku gerakan renang menjadi tidak normal (gerak renang vertikal) (Koswara, 2009).  

Beberapa faktor virulensi dari E. ictaluri diantaranya darimampu bertahan dan beradaptasi 

pada berbagai kondisi inang seperti perubahan temperatur 23-37°C, pH, salinitas, dan tumbuh 

baik pada beberapa elemen nutrisi zat besi, fosfat, Mg2+.  Selain itu, komponen sel berupa 

flagella sebagai alat gerak, fimbrial adhesin-like protein, outer membran protein pada E. ictaluri  

seperti lipopolisakarida juga membantu dalam pelekatan pada membran epitel inang. E. ictaluri 

menghasilkan hemolisin dan condroitinase yang merupakan faktor virulensi terpenting dari 

patogenitas bakteri tersebut. Hemolisin merupakan enzim ekstraseluler yang bersifat toksik 

dengan melisiskan membran sel darah merah sehingga menyebabkan perdarahan. 

Condroitinase merupakan enzim ekstraseluler yang menghidrolisis jaringan ikat tulang rawan. 

E. ictaluri juga mampu membentuk siderofor dari pemanfaatan zat besi dari nutrisi esensial dan 

hasil pelisisan hemoglobin oleh hemolisin, siderofor ini merupakan senyawa pengkelat Fe3+ 
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dan mentranspor ke dalam sel. Siderofor berperan dalam pertahanan, adaptasi serta replikasi sel 

(Park et al., 2012). 

 

    

 

Gambar 4.2 Perubahan patologi anatomi pasca infeksi E. ictaluri.  

Keterangan: (a) Tanda-tanda klinis eksternal khas menunjukkan distensi abdomen (b) 

Perdarahan pada permukaan kulit dekat mata (c) Ulserasi pada kulit (d) Asites atau 

penumpukan cairan (e) Warna hati memucat. 

 

Tabel 4.2 Gejala klinis pada C.gariepinus setelah infeksi E.ictaluri 

Perlakuan 
Gejala Klinis 

Kulit Abdomen Gerak renang Asites Hati 

K0 

Ada ulserasi 

dan bercak 

merah pada 

kulit 

Terjadi 

distensi 

Gerak renang 

vertikal 
Ada 

Membesar dan 

pucat 

K1 
Ada bercak 

merah 

Terjadi 

distensi 

Gerak renang 

vertikal 
Ada 

Membesar dan 

pucat 

K2 
Ada bercak 

merah 

Terjadi 

distensi 

Gerak renang 

vertikal 
Ada 

Membesar dan 

pucat 

K3 
Ada bercak 

merah 

Terjadi 

distensi 

Gerak renang 

vertikal 
Ada 

Membesar dan 

pucat 

 

Pada perlakuan K1, K2, dan K3 gejala klinis yang nampak pada permukaan kulit berupa 

perdarahan yang muncul dipermukaan kulit berbeda dengan perlakuan K0 gejala klinis yang 

a 

b 

c 

d 

e 
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nampak berupa ulserasi yang muncul pada permukaan kulit. Perbedaan ini dapat disebabkan 

oleh situs pelekatan pertama pasca injeksi intraperitonial adalah adanya pelindung mucus dalam 

usus. Pada perlakuan K1, K2, K3 dilakukan suplementasi W. confusa lewat pakan, 

eksopolisakarida yang dihasilkan mampu memodulasi sistem imun di usus dengan 

meningkatkan Ig A sehingga meningkatkan perlindungan di mukosa usus. Pada permukaan 

dinding sel W.confusa selain terbentuk atas peptidoglikan selapis yang tebal tapi juga dibentuk 

oleh polimer dinding sekunder seperti asam teikoat yang juga merupakan faktor adhesin atau 

pelekatan pada usus, sehingga epitel usus dapat terlindungi dari pelekatan patogen (Hymes et 

al., 2016). Dengan beberapa usaha meningkatkan fungsi barier epitel mampu mencegah 

translokasi patogen dari usus ke darah. Namun, tetap munculnya gejala klinis lain yang 

mengindikasikan infeksi patogen berlangsung sehingga infeksi sistemik tetap terjadi (Simon et 

al., 2011). Pada pengamatan kelangsungan hidup, kelompok yang tidak diberi penambahan 

probiotik pada pakannya 20% ikan mati tiga hari pasca infeksi. Sedangkan pada kelompok yang 

diberi penambahan probiotik yaitu pada perlakuan K1, K2, dan K3 tidak ada individu yang mati, 

analisis kelulusan hidup dapat dioservasi secara optimal setelah 5 hari pasca infeksi (Booth et 

al., 2006).  

4.3 Analisis Leukosit 

Peningkatan jumlah leukosit (leukositosis) merupakan respon fisiologis tubuh menghadapi 

serangan patogen. Kenaikan jumlah leukosit merupakan indikator adanya infeksi yang 

mengakibatkan inflamasi atau peradangan (Nurhayati et al., 2016). Analisis jumlah leukosit 

ikan lele (C. gariepinus) dihitung pada 5 sampel pengulangan pada tiap periode pengambilan, 

yakni sebelum perlakuan, setelah 30 hari pemberian pakan tersuplementasi probiotik, dan 3 hari 

pasca uji tantang infeksi bakteri E. ictaluri. Berdasarkan hasil pengamatan dan perhitungan 

leukosit didapatkan peningkatan leukosit pada setiap perlakuan pasca uji tantang patogen sangat 

tinggi  melebihi normal diatas 150.000 sel/mm3, yaitu masing masing perlakuan dengan rata-

rata K0 sebesar 351.130 sel/mm3, K1 sebesar 327.720 sel/mm3, K2 sebesar 313.440 sel/mm3, 

dan K3 sebesar 309.090 sel/mm3. Perbandingan data rata-rata leukosit dilakukan dengan 

membandingkan data jumlah leukosit masing perlakuan, yaitu untuk mengetahui signifikansi 

antar perlakuan dengan menggunakan uji ANOVA One-Way dan dilanjutkan post hoc Duncan. 

Berdasarkan hasil analisis ANOVA didapatkan signifikansi pada data leukosit setelah uji 

tantang sebesar 0,001 (p<0.05), kemudian dilanjutkan uji Duncan adanya signifikansi pada data 

perlakuan K0 setelah uji tantang. Data perhitungan statistik tertera ada lampiran 8. Hasil rata-

rata jumlah leukosit dari tiap perlakuan yang diambil dapat dilihat pada gambar 4.3. 

Berdasarkan hasil penelitian yang menunjukkan signifikansi rata-rata jumlah leukosit pasca 

uji tantang. Peningkatan kadar leukosit yang tinggi disebabkan oleh adanya infeksi sistemik 

yang dikibatkan oleh E. ictaluri. Penginfeksian ini terjadi akibat bakteri patogen masuk dan 

mampu menembus pertahanan barier apitel diusus sehingga mengganggu permeabilitas pada 

apical tight junction dijaringan sehingga patogen mudah terinduksi ke dalam jaringan. Apabila 

dilihat pada gambar 4.3 pada dosis pemberian K3 dengan kenaikan leukosit yang memiliki rata-

rata paling rendah diantara yang lain yaitu, dengan rata-rata sebesar 309.090 sel/mm3. 

Pemberian bakteri probiotik W.confusa mampu berperan sebagai immunomodulator dan 

memiliki sifat antibakteri terhadap patogen yang masuk kedalam sistem pencernaan, pada 

penelitian ini E. ictaluri. W. confusa mensekresikan eksopolisakarida dan dapat menghambat 

pelekatan patogen di epitel usus (Merrifield et al., 2014).  
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Nilai dengan huruf yang berbeda menunjukkan signifikansi pada uji ANOVA One-Way dan 

post hoc Duncan dengan tingkat kepercayaan 95% 

Gambar 4.3 Grafik Data Rata-rata Leukosit 

Kemampuan W. confusa sebagai mirkoflora normal pada usus ikan juga menjadi faktor 

mudahnya terkolonisasi dalam usus ikan (Nurhayati et al., 2022). Selain itu, W. confusa juga 

memproduksi bakteriosin, mekanisme kerja penghambatan bakteriosin terhadap bakteri 

patogen lain adalah  menjadikan dinding sel dan membran sebagai target potensial, pada 

dinding sel bakteri patogen akan mempengaruhi sintesis komponen dinding sel dan 

menghancurkan struktur dinding sel (Garcia et al., 2019). Namun, mekanisme penghambatan 

W.confusa terhadap infeksi E.ictaluri belum dapat mengatasi infeksi sistemik secara optimal, 

diduga faktor virulensi E. ictaluri juga menjadi penyebab infeksi sistemik ini tetap terjadi yang 

ditandai meningkatnya jumlah leukosit sebagai pertahanan komponen seluler pada respon imun 

bawaan (innate immunity). Sesuai dengan penelitian Simon et al (2011) yang menjelaskan 

bahwa infeksi E. ictaluri mencapai jumlah maksimum pertumbuhannya dari 24 jam pasca 

infeksi sampai 108 jam pasca infeksi. Serta infeksi sistemik menyebar ke seluruh tubuh 24 jam 

pasca infeksi.   

4.4 Analisis Diferensial Leukosit 

Analisis diferensial leukosit dilakukan dengan teknik preparat apus darah tepi. Teknik 

apusan darah tepi, sel yang diamati yaitu leukosit yang terdiri dari 5 jenis di antaranya yakni 

neutrofil, eosinofil, basofil, limfosit, dan monosit. Jenis kenampakan hasil pengamatan 

diferensial leukosit dari penelitian ini dapat dilihat pada gambar 4.4 
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Gambar 4.4 Jenis dan kenampakan hasil pengamatan diferensial leukosit 

Keterangan: N: Neutrofil; B: Basofil; L: Small limfosit; E: Eusinofil; M: Monosit. 

 

Pada Gambar 4.4 pengamatan dilakukan perhitungan leukosit dilakukan daerah hitung 

dengan memilih sediaan yang cukup tipis dan penyebaran leukosit merata. Perhitungan dimulai 

dari arah pinggir atas sediaan kemudian ke pinggir bawah. Kemudian dari pinggir bawah geser 

ke bagian kanan dan geser ke arah atas lagi, perhitungan ini dilakukan secara terus-menerus 

sampau 100 sel leukosit teramati. Penjelasan mengenai hasil pengamatan dapat dilihat pada 

subbab berikutnya.  

4.4.1 Neutrofil 
Analisis neutrofil pada penelitian ini bertujuan untuk mengetahui peranan spesifik 

diferensial leukosit yang menjadi indikator kesehatan ikan (Nurhayati et al., 2016). Analisis 

jumlah neutrofil ikan lele (C. gariepinus) dihitung pada 5 sampel pengulangan pada tiap periode 

pengambilan, yakni setelah 30 hari pemberian pakan tersuplementasi probiotik, dan 3 hari pasca 

uji tantang infeksi bakteri E. ictaluri. Berdasarkan hasil pengamatan dan perhitungan neutrofil 

didapatkan peningkatan neutrofil pada setiap perlakuan pasca uji tantang patogen meningkat 

melebihi normal diatas 12%, yaitu masing masing perlakuan dengan rata-rata K0 sebesar 19%, 

K1 sebesar 17,8%, K2 sebesar 15,2%, dan K3 sebesar 19,2%. 

Perbandingan data rata-rata neutrofil dilakukan dengan membandingkan data jumlah 

neutrofil masing perlakuan, yaitu mengetahui signifikansi antar perlakuan dengan 

menggunakan uji ANOVA One-Way kemudian dilanjutkan dengan post hoc Duncan. 

Berdasarkan hasil uji statistik menunjukkan signifikansi pada kadar neutrofil setelah pemberian 

probiotik pada perlakuan K0 dan K1. Data perhitungan statistik tertera pada lampiran 9. Data 

hasil analisis neutrofil dapat dilihat pada gambar 4.5. 
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Nilai dengan huruf yang berbeda menunjukkan signifikansi pada uji ANOVA One-Way dan 

post hoc Duncan dengan tingkat kepercayaan 95% 

Gambar 4.5 Grafik Rata-rata Jumlah Neutrofil 

Apabila ditinjau dari kadar neutrofil normal, pada perlakuan K2 dan K3 setelah pemberian 

probiotik kadar neutrofil masih dalam kadar normal sesuai dengan Fánge (1992) yakni 6-12%. 

Hal tersebut diakibatkan neutrofil merupakan jenis leukosit yang berumur pendek dan akan 

mati setelah menjalankan fungsi utamanya sebagai leukosit yang merespon yang pertama kali 

muncul dalam mempertahankan kekebalan tubuh ikan terhadap semua jenis patogen 

(Butchmann, 2021). Kenaikan jumlah neutrofil pasca infeksi disebabkan infeksi E. ictaluri 

menyebabkan septikemia timbul dengan cepat, septikemia adalah peristiwa penumpukan 

bakteri dipembuluh darah sehingga menyebabkan peradangan kemudian menyebabkan 

perdarahan. Infeksi bakteri E. ictaluri menyebabkan banyak peradangan serta perdarahan 

ditubuh terutama pada hati, ginjal, otak serta permukaan kulit (Booth et al., 2006). Neutrofil 

merespon langsung dan mengeliminasi patogen, bentuknya yang berlobus dan memanjang 

memudahkan fagositosis dan pembentukan fagolisosom. Neutrofil akan mendominasi disekitar 

area infeksi pada kulit, insang, serta organ dalam (Butchmann, 2021). Pada infeksi E. ictaluri 

lesi dan perdarahan akan menyebar dan tampak pada hari kedua infeksi hal ini sesuai dengan 

hasil penelitian yang menunjukkan kenaikan jumlah neutrofil pada pengamatan hari ketiga 

pasca infeksi. Pada perlakuan K1 menunjukkan signifikansi pada data pasca pemberian 

probiotik menunjukkan peran W.confusa sebagai immunomodulator, yaitu mampu 

memunculkan respon aktivasi sistem imun yang dapat ditoleransi. Beberapa reseptor patogen 

seperti Toll-like Reseptor (TLRs) yang diekspresikan dalam tingkat rendah oleh enterosit dan 

Antigen Presenting Cell (APCs dendritik dan makrofag) pada membran apikal epitel sel usus 

sehingga mendorong toleransi terhadap peptidoglikan yang diekspresikan dinding bakteri 

W.confusa dan meningkatkan kadar neutrofil pada darah yang berfungsi sebagai perespon 

langsung dan pengeliminasian bakteri patogen (Mazmanian et al., 2005).  

4.4.2 Eusinofil 

Analisis eusinofil pada penelitian ini bertujuan untuk mengetahui peranan spesifik 

diferensial leukosit yang menjadi indikator kesehatan ikan (Nurhayati et al., 2016). Analisis 

jumlah eusinofil ikan lele (C. gariepinus) dihitung pada 5 sampel pengulangan pada tiap periode 

pengambilan, setelah 30 hari pemberian pakan tersuplementasi probiotik, dan 3 hari pasca uji 
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tantang infeksi bakteri E. ictaluri. Berdasarkan hasil pengamatan dan perhitungan eusinofil 

masih pada batas normal dibawah 8%.  

Perbandingan data rata-rata eusinofil dilakukan dengan membandingkan data jumlah 

eusinofil masing perlakuan, yaitu mengetahui signifikansi antar perlakuan dengan 

menggunakan uji ANOVA One-Way dan post hoc Duncan menunjukkan bahwa pada perlakuan 

K0, K1, K2, dan K3 tidak menunjukkan signifikansi. Data perhitungan statistik tertera pada 

lampiran 10. Data hasil analisis eusinofil dapat dilihat pada gambar 4.6. 
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Nilai dengan huruf yang berbeda menunjukkan signifikansi pada uji ANOVA One-Way dan 

post hoc Duncan dengan tingkat kepercayaan 95% 

Gambar 4.6 Grafik Rata-rata Jumlah Eusinofil 

Apabila ditinjau dari kadar eusinofil normal, pada tiap perlakuan K0, K1, K2 dan K3 setelah 

pemberian probiotik dan setelah uji tantang kadar eusinofil masih dalam kadar normal sesuai 

dengan Fánge (1992) yakni 2,4-8%. Eusinofil merupakan leukosit yang berperan utama pada 

respon imun terhadap infeksi parasit (cacing) dan merespon alergi. Eusinofil akan bergerak dari 

pembuluh darah menuju jaringan yang terinfeksi untuk bereaksi parasit melalui pelepasan 

molekul efektor granular toksik yang kemudian menyebabkan kerusakan larva (De Krömer et 

al., 1995). Selain pengetahuan mengenai fungsi eusinofil yang berperan dalam mengatasi 

infeksi parasit atau reaksi alergi, eusinofil juga berperan secara aktif dalam merespon 

rangsangan tidak spesifik seperti infeksi, alergi, tumor dan lainnya melalui pengaturan 

homeostasis imun dan menekan respon proinflamasi dengan mengeluarkan molekul spesifik 

(Ondari et al., 2021) Molekul spesifik yang disekresikan seperti protein granula yang 

merupakan molekul sitotoksik, selain itu eusinofil juga melepas berbagai sitokin, kemokin, 

mediator lipid dan neuromodulator. Eusinofil juga secara langsung berinteraksi dengan sel T 

dan sel mast (Rothenberg et al., 2006). Pada infeksi akibat bakteri patogen dalam usus, eusinofil 

berperan sebagai mediator utama pemeliharaan homeostasis pada mukosa usus. Eusinofil 

bekerja sama dengan mikroflora usus untuk memaksimalkan fungsi penghalang epitel yang 

normal. Namun tidak ada bukti khusus bahwa eusinofil dapat secara khusus menetralkan infeksi 

bakteri (Ondari, 2021) 
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4.4.3 Basofil 
Analisis basofil pada penelitian ini bertujuan untuk mengetahui peranan spesifik diferensial 

leukosit yang menjadi indikator kesehatan ikan (Nurhayati et al., 2016). Analisis jumlah basofil 

ikan lele (C. gariepinus) dihitung pada 5 sampel pengulangan pada tiap periode pengambilan, 

yakni setelah 30 hari pemberian pakan tersuplementasi probiotik, dan 3 hari pasca uji tantang 

infeksi bakteri E. ictaluri. Berdasarkan hasil pengamatan dan perhitungan basofil didapatkan 

peningkatan basofil pada setiap perlakuan pasca uji tantang patogen meningkat melebihi normal 

diatas 0%, yaitu masing masing perlakuan dengan rata-rata K0 sebesar 1,6%, K1 sebesar 2%, 

K2 sebesar 2%, dan K3 sebesar 2%. 

Perbandingan data rata-rata basofil dilakukan dengan membandingkan data jumlah basofil 

masing perlakuan, yaitu mengetahui signifikansi antar perlakuan dengan menggunakan uji 

Kruskal Wallis dan dilanjutkan uji lanjutan Mann Whitney untuk membandingkan perlakuan 

K1, K2, dan K3 dengan K0 (kontrol). Berdasarkan hasil uji Man Whitney menunjukkan bahwa 

antara perlakuan K0 dengan K1, K0 dengan K2, dan K0 dengan K3 tidak menunjukkan 

signifikansi. Data perhitungan statistik tertera pada lampiran 11. Data hasil analisis basofil 

dapat dilihat pada gambar 4.7. 
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Nilai dengan huruf yang berbeda menunjukkan signifikansi pada uji Kruskal Wallis dan uji 

lanjutan mann-Whitney dengan tingkat kepercayaan 95% 

Gambar 4.7 Grafik Rata-rata Jumlah Basofil 

Basofil merupakan sel leukosit yang secara khusus dikaitkan dengan respon alergi atau 

hipersensitivitas. Basofil juga sulit ditemukan pada apusan darah menunjukkan bahwa basofil 

berfungsi sebagai pengatur imunitas (regulasi kekebalan alergi) bukan sebagai leukosit efektor 

(Chirumbolo et al., 2018).  

4.4.4 Limfosit 
Analisis limfosit pada penelitian ini bertujuan untuk mengetahui peranan spesifik 

diferensial leukosit yang menjadi indikator kesehatan ikan (Nurhayati, 2016). Analisis jumlah 

limfosit ikan lele (C. gariepinus) dihitung pada 5 sampel pengulangan pada tiap periode 

pengambilan, yakni sebelum perlakuan, setelah 30 hari pemberian pakan tersuplementasi 

probiotik, dan 3 hari pasca uji tantang infeksi bakteri E. ictaluri. Berdasarkan hasil pengamatan 

dan perhitungan limfosit didapatkan penurunan limfosit pada setiap perlakuan pasca uji tantang 
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patogen tetap berada di batas normal 60,2-86%, yaitu masing masing perlakuan dengan rata-

rata K0 sebesar 67%, K1 sebesar 67,2%, K2 sebesar 66,8%, dan K3 sebesar 64,2%. 

Perbandingan data rata-rata limfosit dilakukan dengan membandingkan data jumlah 

limfosit masing perlakuan, yaitu mengetahui signifikansi antar perlakuan dengan menggunakan 

uji ANOVA One-Way dan post hoc Duncan. Hasil data statitik menunjukkan bawah tidak ada 

signifikansi pada semua perlakuan. Data perhitungan statistik tertera pada lampiran 12. Data 

hasil analisis limfosit dapat dilihat pada gambar 4.8. 
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Nilai dengan huruf yang berbeda menunjukkan signifikansi pada uji ANOVA One-Way dan 

post hoc Duncan dengan tingkat kepercayaan 95% 

Gambar 4.8 Grafik Rata-rata Jumlah Limfosit 

Apabila ditinjau dari kadar limfosit normal, pada tiap perlakuan K0, K1, K2 dan K3 setelah 

pemberian probiotik dan setelah uji tantang kadar limfosit masih dalam kadar normal sesuai 

dengan Fánge (1992) yakni 60,2 - 86%. Limfosit bertambah apabila keadaan organisme barada 

dalam kondisi stress. Limfosit memiliki fungsi yang beragam, yaitu sel T, B dan natural killer 

(NK). Sel limfosit T dan B merupakan efektor imunitas adaptif sedangkan natural killer 

merupakan limfosit innate imunnity dan berfokus pada antivirus dan antikanker (LaRosa, 2008). 

Penurunan kadar limfosit pasca septikemia E.ictaluri menginduksi immunosupresi secara 

sistemik melalui apoptosis limfosit, yang mnekan kekebalan sistemik selama tahap awal 

septikemia (Pirarat et al., 2007).   

4.4.5 Monosit 
Analisis monosit pada penelitian ini bertujuan untuk mengetahui peranan spesifik 

diferensial leukosit yang menjadi indikator kesehatan ikan (Nurhayati et al., 2016). Analisis 

jumlah monosit ikan lele (C. gariepinus) dihitung pada 5 sampel pengulangan pada tiap periode 

pengambilan, setelah 30 hari pemberian pakan tersuplementasi probiotik, dan 3 hari pasca uji 

tantang infeksi bakteri E. ictaluri. Berdasarkan hasil pengamatan dan perhitungan monosit 

didapatkan peningkatan monosit pada setiap perlakuan pasca uji tantang patogen berada diatas 

batas normal 3%, yaitu masing masing perlakuan dengan rata-rata K0 sebesar 3,2%, K1 sebesar 

4,6%, K2 sebesar 7,8%, dan K3 sebesar 5,8%. 
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Perbandingan data rata-rata monosit dilakukan dengan membandingkan data jumlah 

monosit masing perlakuan, yaitu mengetahui signifikansi antar perlakuan dengan menggunakan 

uji Kruskal Wallis dan dilanjutkan uji lanjutan Mann Whitney untuk membandingkan perlakuan 

K1, K2, dan K3 dengan K0 (kontrol). Berdasarkan hasil uji Kruskal Wallis menunjukkan 

signifikansi pada kadar monosit setelah uji tantang sebesar 0,004 (p<0,05), kemudian pada uji 

Man Whitney menunjukkan bahwa antara perlakuan K0 dengan K2, K0 dengan K3 setelah uji 

tantang menunjukkan signifikansi berturut-turut sebesar 0,008 (p<0,05) dan 0,016 (p<0,05). 

Data perhitungan statistik tertera pada lampiran 13. Hasil pengamatan monosit dari tiap 

perlakuan dapat dilihat pada gambar 4.9. 
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Nilai dengan huruf yang berbeda menunjukkan signifikansi pada uji Kruskal Wallis dan uji 

lanjutan mann-Whitney dengan tingkat kepercayaan 95% 

Gambar 0.9 Grafik Rata-rata Jumlah Monosit 

Kenaikan monosit pasca uji tantang mengindikasikan peran monosit sebagai penghancur 

patogen dengan berdiferensiasi berkembang menjadi makrofag dan sel dendritik dalam keadaan 

peradangan atau infeksi (Yáñez et al., 2017). Monosit merespon infeksi secara cepat terhadap 

rangsangan mikroba dengan mengeluarkan sitokin dan antimikroba. Tidak signifikannya data 

hasil perlakuan terhadap kontrol menunjukkan bahwa ketika tubuh inang terpapar virulensi E. 

ictaluri menunjukkan bahwa monosit dan makrofag telah terinduksi ke lokasi infeksi (Serbina 

et al., 2008). Pada perlakuan K2 dan K3 menujukkan signifikasi terhadap kontrol hal ini 

dikarenakan peningkatan monosit maksimum terjadi pada 72 hingga 96 jam setelah infeksi 

(North, 1970). Penghambatan W.confusa terhadap infeksi E.ictaluri belum dapat mengatasi 

infeksi sistemik secara optimal, diduga faktor virulensi E. ictaluri juga menjadi penyebab 

infeksi sistemik ini tetap terjadi yang ditandai meningkatnya jumlah leukosit sebagai 

pertahanan komponen seluler pada respon imun bawaan (innate immunity). Sesuai dengan 

penelitian Simon et al (2011) yang menjelaskan bahwa infeksi E. ictaluri mencapai jumlah 

maksimum pertumbuhannya dari 24 jam pasca infeksi sampai 108 jam pasca infeksi. Serta 

infeksi sistemik menyebar ke seluruh tubuh 24 jam pasca infeksi.  

4.5 Analisis Eritrosit 

Kondisi darah merupakan cerminan patofisiologi dari keseluruhan tubuh dan memberikan 

indikasi status kesehatan ikan. Secara lebih spesifik, eritrosit menentukan efisiensi 
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pengangkutan oksigen dari permukaan eritrosit ke jaringan, perubahan kuantitasnya 

mempengaruhi jalur metabolisme (Huijen et al, 2020). Analisis jumlah eritrosit ikan lele (C. 

gariepinus) dihitung pada 5 sampel pengulangan pada tiap periode pengambilan, yakni sebelum 

perlakuan, setelah 30 hari pemberian pakan tersuplementasi probiotik, dan 3 hari pasca uji 

tantang infeksi bakteri E. ictaluri. Berdasarkan hasil pengamatan dan perhitungan eritrosit 

didapatkan penurunan eritrosit pada setiap perlakuan pasca uji tantang patogen sangat tinggi  

jauh di bawah kadar normal sebesar 1,05x106 sel/mm3, yaitu masing masing perlakuan dengan 

rata-rata K0 sebesar 0,856x106 sel/mm3, K1 sebesar 0,922x106 sel/mm3, K2 sebesar 0,874x106 

sel/mm3, dan pada perlakuan K3 termasuk kadar normal yaitu sebesar 1,294x106 sel/mm3. 

Perbandingan data rata-rata eritrosit dilakukan dengan membandingkan data jumlah eritrosit 

masing perlakuan, yaitu mengetahui signifikansi antar perlakuan dengan menggunakan uji 

ANOVA One-Way dan post hoc Duncan. Berdasarkan hasil didapatkan signifikansi pada 

perlakuan K3. Data perhitungan statistik tertera ada lampiran 7. Hasil perhitungan rata-rata 

jumlah eritrosit pada tiap perlakuan dapat dilihat pada gambar 4.10. 
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Nilai dengan huruf yang berbeda menunjukkan signifikansi pada uji ANOVA One-Way dan 

post hoc Duncan dengan tingkat kepercayaan 95% 

Gambar 4.10 Grafik Rata-rata Jumlah Eritrosit 

Pada tabel 4.2 menunjukkan total eritosit mengalami penurunan jumlah eritosit C. 

gariepinus pasca uji tantang diakibatkan  oleh infeksi E. ictaluri.  Target infeksi dari E. ictaluri 

adalah pembuluh darah, infeksi E. ictaluri menyebabkan septikemia timbul dengan cepat, 

septikemia adalah peristiwa penumpukan bakteri dipembuluh darah sehingga menyebabkan 

peradangan kemudian menyebabkan perdarahan (Booth et al., 2006). Faktor virulensi E. 

ictaluri berupa ß-hemolisin yang merupakan salah satu enzim ekstraseluler yang bersifat toksik 

dengan melisiskan membran sel eritosit sehingga menyebabkan perdarahan (Williams et al., 

2005). Kemampuan hemolisin dalam melisiskan eritrosit menyebabkan penurunan jumlah 

eritosit dan menyebabkan peradangan serta perdarahan dipermukaan kulit serta organ dalam 

(Esmail et al., 2015). Penurunan jumlah eritrosit menyebabkan penurunan kemampuan eritrosit 

mengangkut oksigen, sehingga menyebabkan hipoksia sel, dan penurunan metabolisme, hal ini 

sesuai dengan ciri gejala klinis seperti reaksi lambat, nafsu makan menurun bahkan berhenti 

makan (Huijie et al, 2020).  

Rata-rata jumlah eritosit pasca uji tantang berkisar antara 0,85x106-1,29x106 sel/mm3, 

sedangkan eritrosit tertinggi pasca uji tantang terdapat pada perlakuan K3, yaitu 1,29x106 

sel/mm3. Peningkatan eritrosit ini diduga tubuh ikan kembali pada kondisi normal. Tubuh ikan 

mampu mempertahankan produksi sel darah merah untuk mengganti eritrosit yang mengalami 
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lisis akibat infeksi E. ictaluri. Selain itu, peningkatan eritrosit pasca uji tantang pada perlakuan 

K3 dikarenakan adanya produksi eksopolisakarida dari W. confusa yang memiliki kemampuan 

antibakteri (Merrifield et al., 2014). Keberadaan W. confusa yang merupakan mikroflora normal 

pada pencernaan ikan memudahkan terkolonisasi pada usus dan menghambat pelekatan bakteri 

patogen E. ictaluri dalam usus (Nurhayati et al., 2022). Selain itu, W. confusa juga 

memproduksi bakteriosin yang berperan sebagai antibakteri patogen lain dengan 

mempengaruhi sintesis komponen dinding sel dan menghancurkan struktur dinding sel bakteri 

patogen (Garcia et al., 2019). 

4.6 Analisis Parameter Kualitas Air 

Analisis parameter kualitas air bertujuan untuk makaga kondisi optimal untuk 

pertumbuhan ikan dan memaksimalkan produktivitas. Faktor yang mempengaruhi petumbuhan 

meliputi temperatur, pH, oksigen terlarut (DO), dan kadar amonia. Parameter kualitas air yang 

tidak optimum dapat menyebabkan stress dan gangguan metabolisme (BBPBAT, 2005)). Hasil 

pengamatan dapat dilihat pada Gambar 4.11. 

   

   

Gambar 4.11 Hasil analisis parameter lingkungan selama penelitian 

Berdasarkan data hasil pengukuran parameter kualitas air pada Tabel 4.5 diketahui bahwa 

nilai suhu, pH, dan DO selama perlakuan sesuai dengan baku mutu parameter kualitas air 

menurut SNI No. 3 Tahun 2024 untuk produksi/pemeliharaan ikan lele yaitu suhu 25°C - 30°C, 

pH 6,5-8,5, DO >3 ppm. Pada analisis kadar amonia melebihi standar optimum sesuai SNI No. 

3 Tahun 2014 tentang produksi ikan lele, namun masih di bawah ambang batas toleransi kadar 

amonia untuk ikan lele sebesar <0,8 ppm (BBPBAT, 2005).   
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BAB 5 

KESIMPULAN DAN SARAN 

4.7 Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat didapatkan kesimpulan sebagai berikut: 

1. Suplementasi bakteri probiotik W. confusa dengan perlakuan K3 konsentrasi 

sebesar 108 CFU/mL yang menunjukkan signifikansi pada jumlah rata-rata 

eritrosit C. gariepinus yang terinfeksi E. ictaluri, dilihat dari rata-rata total 

eritrosit mendekati normal sebesar 1,29x106 sel/mm3 dan kenaikan leukosit yang 

tidak jauh tinggi dari kadar leukosit normal yaitu, sebesar 309.090 sel/mm3 

2. Suplementasi bakteri probiotik W. confusa dengan perlakuan K2 dan K3 

konsentrasi sebesar 106 CFU/mL dan 108 CFU/mL yang menunjukkan 

signifikansi terhadap kontrol pada monosit pada C. gariepinus yang terinfeksi E. 

ictaluri.  

4.8 Saran 

Adapun saran dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Perlu dilakukannya purifikasi dan karakterisasi eksopolisakarida dari W. 

confusa JCM 1093 untuk eksplorasi potensi antimikroba lebih lanjut. 

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait isolasi dan karakterisasi serta 

mekanisme penghambatan bakteriosin yang ada pada bakteri W. confusa JCM 

1093 untuk mengetahui potensi penghambatannya terhadap pertumbuhan 

bakteri patogen khususnya E. ictaluri. 

3. Pada penelitian selanjutnya dapat dilakukan analisis histopatologi untuk 

mengetahui dampak suplementasi W.confusa terhadap penghambatan E.ictaluri 

secara histologi mikroskopis. 
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Perlakuan Periode Pengulangan Jumlah Eritrosit 
Rata-rata Jumlah 

eritrosit 

K0 

Sebelum 

Perlakuan 

1 1390000 

1870000 

2 2240000 

3 2100000 

4 1750000 

5 1870000 

Setelah 

Pemberian 

Probiotik 

1 2460000 

1810000 

2 1600000 

3 1950000 

4 1580000 

5 1460000 

Setelah 

Uji 

Tantang 

1 890000 

856000 

2 850000 

3 890000 

4 970000 

5 680000 

K1 

Sebelum 

Perlakuan 

1 1050000 

1640000 

2 1250000 

3 1930000 

4 2120000 

5 1850000 

Setelah 

Pemberian 

Probiotik 

1 1910000 

1848000 

2 1650000 

3 1970000 

4 1870000 

5 1840000 

Setelah 

Uji 

Tantang 

1 1220000 

922000 

2 880000 

3 950000 

4 470000 

5 1090000 

K2 

Sebelum 

Perlakuan 

1 2620000 

1900000 

2 1470000 

3 1790000 

4 2180000 

5 1440000 

Setelah 

Pemberian 

Probiotik 

1 1800000 

1530000 

2 890000 

3 1080000 

4 2250000 

5 1630000 
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Setelah 

Uji 

Tantang 

1 1160000 

874000 

2 980000 

3 850000 

4 580000 

5 800000 

K3 

Sebelum 

Perlakuan 

1 2430000 

2240000 

2 2700000 

3 2230000 

4 1890000 

5 1950000 

Setelah 

Pemberian 

Probiotik 

1 2620000 

2480000 

2 3270000 

3 2330000 

4 1790000 

5 2390000 

Setelah 

Uji 

Tantang 

1 1810000 

1294000 

2 1570000 

3 1140000 

4 1000000 

5 950000 
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Lampiran 3. Hasil Perhitungan Sel Darah Putih 

Perlakuan Periode Pengulangan Jumlah Leukosit Rata-rata Leukosit 

K0 

Sebelum 

Perlakuan 

1 97600 

98610 

2 98550 

3 97450 

4 100050 

5 99400 

Setelah 

Pemberian 

Probiotik 

1 96300 

97320 

2 97200 

3 97550 

4 98050 

5 97500 

Setelah Uji 

Tantang 

1 344500 

351130 

2 343650 

3 356250 

4 352900 

5 358350 

K1 

Sebelum 

Perlakuan 

1 97250 

97510 

2 99300 

3 97400 

4 96800 

5 96800 

Setelah 

Pemberian 

Probiotik 

1 97150 

96490 

2 96600 

3 96600 

4 94250 

5 97850 

Setelah Uji 

Tantang 

1 342450 

327720 

2 314350 

3 335600 

4 326050 

5 320150 

K2 

Sebelum 

Perlakuan 

1 100450 

100130 

2 101500 

3 97050 

4 99550 

5 102100 

Setelah 

Pemberian 

Probiotik 

1 94250 

96070 
2 93250 

3 99150 

4 95050 
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5 98650 

Setelah Uji 

Tantang 

1 328450 

313440 

2 316800 

3 316250 

4 322000 

5 283700 

K3 

Sebelum 

Perlakuan 

1 95700 

97250 

2 99950 

3 95800 

4 98950 

5 95850 

Setelah 

Pemberian 

Probiotik 

1 96800 

96480 

2 94950 

3 97950 

4 96700 

5 96000 

Setelah Uji 

Tantang 

1 283300 

309090 

2 336700 

3 302900 

4 306800 

5 315750 
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Lampiran 4. Hasil Perhitungan Rata-rata Diferensial Leukosit 

a. Awal Perlakuan 

Perlakuan 
Diferensial Leukosit  

TOTAL 
Neutrofil Monosit Limfosit Eusinofil Basofil 

(K0) 

Kontrol 

1 10 3 83 3 1 100 

2 13 0 82 4 1 100 

3 11 3 82 3 1 100 

4 9 2 82 4 3 100 

5 9 4 84 2 1 100 

Rata-rata 10.4 2.4 82.6 3.2 1.4  

K1 

1 11 4 82 3 0 100 

2 8 5 80 6 1 100 

3 6 2 89 3 0 100 

4 9 4 84 2 1 100 

5 14 3 79 4 0 100 

Rata-rata 9.6 3.6 82.8 3.6 0.4  

K2 

1 7 0 90 3 0 100 

2 7 3 85 4 1 100 

3 6 4 87 2 1 100 

4 3 4 92 1 0 100 

5 6 3 87 3 1 100 

Rata-rata 5.8 2.8 88.2 2.6 0.6  

K3 

1 7 0 89 3 1 100 

2 7 0 89 4 0 100 

3 3 3 91 2 1 100 

4 6 2 87 4 1 100 

5 5 5 86 3 1 100 

Rata-rata 5.6 2 88.4 3.2 0.8  

 

b. Setelah Pemberian Probiotik 

Perlakuan 
Diferensial Leukosit 

Neutrofil Monosit Limfosit Eusinofil Basofil Total 

K0  

(Kontrol) 

 

1 13 3 80 3 0 100 

2 15 2 79 2 0 100 

3 14 0 83 0 0 100 

4 13 3 79 0 1 100 

5 15 1 76 2 1 100 

Rata-rata 14 1.8 79.4 1.4 0.4  

K1 

1 15 0 84 0 0 100 

2 14 3 80 1 0 100 

3 20 1 72 3 1 100 

4 15 2 79 0 0 100 

5 16 4 71 2 2 100 

Rata-rata 16 2 77.2 1.2 0.6  

K2 
1 14 0 81 3 1 100 

2 13 1 82 2 0 100 
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3 13 3 78 3 0 100 

4 12 0 84 0 0 100 

5 9 1 84 0 1 100 

Rata-rata 12.2 1 81.8 1.6 0.4  

K3 

1 11 0 86 1 1 100 

2 15 3 78 2 0 100 

3 9 0 84 3 1 100 

4 12 2 79 2 1 100 

5 13 0 79 2 1 100 

Rata-rata 12 1 81.2 2 0.8  

 

c. Pasca Uji Tantang 

Perlakuan 
Diferensial Leukosit 

Neutrofil Monosit Limfosit Eusinofil Basofil Total 

K0  

(Kontrol) 

1 20 2 70 6 1 100 

2 18 3 70 5 2 100 

3 19 5 65 7 1 100 

4 17 3 68 6 2 100 

5 21 3 62 7 2 100 

Rata-rata 19 3.2 67 6.2 1.6  

K1 

1 21 4 66 5 3 100 

2 18 6 67 4 3 100 

3 19 5 67 6 0 100 

4 20 5 62 7 2 100 

5 11 3 74 5 2 100 

Rata-rata 17.8 4.6 67.2 5.4 2  

K2 

1 14 7 70 6 2 100 

2 11 8 71 5 3 100 

3 10 9 70 7 1 100 

4 22 6 64 2 2 100 

5 19 9 59 6 2 100 

Rata-rata 15.2 7.8 66.8 5.2 2  

K3 

1 22 5 65 6 1 100 

2 23 7 61 5 2 100 

3 21 6 61 7 2 100 

4 19 4 64 6 3 100 

5 11 7 70 5 2 100 

Rata-rata 19.2 5.8 64.2 5.8 2   
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Lampiran 5. Skema Pembuatan Suspensi Bakteri W. confusa 

 Pengenceran suspensi bakteri dari kepadatan 109 CFU/mL (Hernandez, 2021) menjadi 108 

CFU/mL, 106 CFU/mL, dan 104 CFU/mL dengan volume masing masing sebesar 10 mL dibuat 

dengan perhitungan sebagai berikut: 

V1 . M1  = V2 . M2 

V1 . 109  = 10 . 108
 

V1 . 109  = 109 

  V1 = 1 mL 

 

Untuk pembuatan suspensi bakteri kepadatan 108 dapat dibuat dengan cara menambahkan 

1 mL suspensi bakteri kepadatan 109 kedalam larutan NaCl 0,9% steril sebanyak 9 mL.  

Sedangkan untuk mendapatkan suspensi bakteri dengan kepadatan 106 dapat dibuat 

berdasarkan rumus perhitungan berikut : 

V1 . M1 = V2 . M2 

V1 . 108 = 10 . 106 

V1 . 108 = 107   

         V1 = 10-1 mL 

         V1 = 100 µL 

Sehingga, dengan menambahkan 100 µL suspensi bakteri kepadatan 108 kedalam larutan NaCl 

0,9% mL sebanyak 9,9 mL maka akan didapatkan suspense bakteri dengan kepadatan 106. 

Sedangkan untuk mendapatkan suspensi bakteri dengan kepadatan 104 dapat dibuat 

berdasarkan rumus perhitungan berikut : 

V1 . M1 = V2 . M2 

V1 . 106 = 10 . 104 

V1 . 106 = 105   

         V1 = 10-1 mL 

         V1 = 100 µL 

Sehingga, dengan menambahkan 100 µL suspensi bakteri kepadatan 106 kedalam larutan NaCl 

0,9% mL sebanyak 9,9 mL maka akan didapatkan suspense bakteri dengan kepadatan 104. 
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Lampiran 6. Hasil Uji Pendahuluan 

a. Pewarnaan gram bakteri W. confusa 

 

b. Morfologi koloni W. confusa pada media MRSA 

 
c. Kurva pertumbuhan W. confusa 

 

 
Fase Log/Adaptasi      : jam ke- 1-6 

Fase Log/Eksponensial  : jam ke- 9-12 

Fase Stasioner           : jam ke- 18-20 

Fase Kematian         : setelah 24 jam 
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d. Morfologi koloni E. ictaluri pada media TSA 

 
e. Kurva pertumbuhan E. ictaluri 
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Fase Lag/Adaptasi       : jam ke-1-2 

Fase Log/Eksponensial  : jam ke- 4 

Fase Stasioner         : jam ke- 12-20 

Fase Kematian         : setelah 24 jam 
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Lampiran 7. Hasil Perhitungan Analisis Statistik Sel Darah Merah 

Tests of Normality 
 

Group 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

RBC_Probiotik K0 .297 5 .171 .859 5 .225 

K1 .274 5 .200* .901 5 .417 

K2 .193 5 .200* .957 5 .788 

K3 .197 5 .200* .965 5 .843 

RBC_Ujitantang K0 .278 5 .200* .884 5 .330 

K1 .241 5 .200* .931 5 .604 

K2 .166 5 .200* .992 5 .985 

K3 .258 5 .200* .881 5 .313 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

Berdasarkan hasil uji normalitas data hasil perhitungan darah merah menunjukkan persebaran 

data normal (signifikansi >0,05) sehingga dapat dilanjutkan ke uji ANOVA One-Way dan post 

hoc duncan.  

ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

RBC_Probiotik Between Groups 2.415 3 .805 4.176 .023 

Within Groups 3.084 16 .193   

Total 5.499 19    

RBC_Ujitantang Between Groups .642 3 .214 3.039 .059 

Within Groups 1.127 16 .070   

Total 1.769 19    
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Lampiran 8. Hasil Perhitungan Analisis Statistik Sel Darah Putih 

Tests of Normality 
 

Group 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

WBC_Probiotik K0 .226 5 .200* .930 5 .599 

K1 .332 5 .074 .870 5 .268 

K2 .249 5 .200* .873 5 .279 

K3 .186 5 .200* .980 5 .932 

WBC_Ujitantang K0 .238 5 .200* .876 5 .292 

K1 .158 5 .200* .969 5 .871 

K2 .364 5 .029 .806 5 .091 

K3 .175 5 .200* .983 5 .950 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

Berdasarkan hasil uji normalitas data hasil perhitungan darah putih menunjukkan persebaran 

data normal (signifikansi >0,05) sehingga dapat dilanjutkan ke uji ANOVA One-Way dan post 

hoc duncan.  

ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

WBC_Probiotik Between Groups 4127000.000 3 1375666.667  .520 .675 

Within Groups 42331000.000 16 2645687.500   

Total 46458000.000 19    

WBC_Ujitantang Between Groups 5382304500.00

0 

3 1794101500.000 8.401 .001 

Within Groups 3416880000.00

0 

16 213555000.000 
  

Total 8799184500.00

0 

19 
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Lampiran 9. Hasil Perhitungan Analisis Statistik Neutrofil 

Tests of Normality 
 

Group 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Neutrofil_Probiotik K0 .241 5 .200* .821 5 .119 

K1 .300 5 .161 .813 5 .103 

K2 .261 5 .200* .859 5 .223 

K3 .127 5 .200* .999 5 1.000 

Limfosit_Probiotik K0 .237 5 .200* .950 5 .740 

K1 .227 5 .200* .910 5 .468 

K2 .212 5 .200* .895 5 .384 

K3 .331 5 .076 .838 5 .159 

Monosit_Probiotik K0 .221 5 .200* .902 5 .421 

K1 .136 5 .200* .987 5 .967 

K2 .300 5 .161 .833 5 .146 

K3 .360 5 .033 .767 5 .042 

Eusinofil_Probiotik K0 .273 5 .200* .852 5 .201 

K1 .221 5 .200* .902 5 .421 

K2 .254 5 .200* .803 5 .086 

K3 .300 5 .161 .883 5 .325 

Basofil_Probiotik K0 .367 5 .026 .684 5 .006 

K1 .349 5 .046 .771 5 .046 

K2 .367 5 .026 .684 5 .006 

K3 .473 5 .001 .552 5 .000 

Neutrofil_Ujitantang K0 .136 5 .200* .987 5 .967 

K1 .320 5 .104 .809 5 .096 

K2 .192 5 .200* .919 5 .523 

K3 .283 5 .200* .816 5 .108 

Monosit_Ujitantang K0 .372 5 .022 .828 5 .135 

K1 .237 5 .200* .961 5 .814 

K2 .221 5 .200* .902 5 .421 

K3 .221 5 .200* .902 5 .421 

Limfosit_Ujitantang K0 .214 5 .200* .887 5 .341 

K1 .318 5 .108 .903 5 .425 

K2 .332 5 .075 .832 5 .143 

K3 .214 5 .200* .881 5 .313 

Eusinofil_Ujitantang K0 .231 5 .200* .881 5 .314 

K1 .237 5 .200* .961 5 .814 

K2 .261 5 .200* .859 5 .223 

K3 .231 5 .200* .881 5 .314 
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Basofil_Ujitantang K0 .367 5 .026 .684 5 .006 

K1 .300 5 .161 .833 5 .146 

K2 .300 5 .161 .883 5 .325 

K3 .300 5 .161 .883 5 .325 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

Berdasarkan hasil uji normalitas data hasil perhitungan diferensial leukosit pada data neutrofil, 

limfosit, dan eusinofil menunjukkan persebaran data normal (signifikansi >0,05) sehingga 

dapat dilanjutkan ke uji ANOVA One-Way dan post hoc duncan. Selanjutnya untuk data 

monosit dan basofil karena didapatkan data yang tidak normal akan dilanjutkan analisis 

nonparametrik Kruskal Wallis.  

 

ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Neutrofil_Probiotik Between Groups 52.150 3 17.383 4.575 .017 

Within Groups 60.800 16 3.800   

Total 112.950 19    

Neutrofil_Ujitantang Between Groups 50.800 3 16.933 .995 .421 

Within Groups 272.400 16 17.025   

Total 323.200 19    
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Lampiran 10. Hasil Perhitungan Analisis Statistik Eusinofil 

ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Eusinofil_Probiotik Between Groups 1.750 3 .583 .370 .775 

Within Groups 25.200 16 1.575   

Total 26.950 19    

Eusinofil_Ujitantang Between Groups 2.950 3 .983 .615 .615 

Within Groups 25.600 16 1.600   

Total 28.550 19    
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Lampiran 11. Hasil Perhitungan Analisis Statistik Basofil 

Kruskal-Wallis Test 

 

Ranks 
 Group N Mean Rank 

Basofil_Probiotik K0 5 9.30 

K1 5 10.30 

K2 5 9.30 

K3 5 13.10 

Total 20  

Basofil_Ujitantang K0 5 8.00 

K1 5 12.00 

K2 5 11.00 

K3 5 11.00 

Total 20  

 

Test Statisticsa,b 

 Basofil_Probiotik Basofil_Ujitantang 

Kruskal-Wallis H 1.760 1.569 

df 3 3 

Asymp. Sig. .624 .666 

a. Kruskal Wallis Test 

b. Grouping Variable: Group 

 

Mann-Whitney Test 

Ranks 
 Group N Mean Rank Sum of Ranks 

Basofil_Probiotik K0 5 5.30 26.50 

K1 5 5.70 28.50 

Total 10   

Basofil_Ujitantang K0 5 4.60 23.00 

K1 5 6.40 32.00 

Total 10   

 

Test Statisticsa 

 Basofil_Probiotik Basofil_Ujitantang 

Mann-Whitney U 11.500 8.000 

Wilcoxon W 26.500 23.000 

Z -.239 -1.010 

Asymp. Sig. (2-tailed) .811 .313 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .841b .421b 

a. Grouping Variable: Group 
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b. Not corrected for ties. 

 

Ranks 
 Group N Mean Rank Sum of Ranks 

Basofil_Probiotik K0 5 5.50 27.50 

K2 5 5.50 27.50 

Total 10   

Basofil_Ujitantang K0 5 4.70 23.50 

K2 5 6.30 31.50 

Total 10   

 

Test Statisticsa 

 Basofil_Probiotik Basofil_Ujitantang 

Mann-Whitney U 12.500 8.500 

Wilcoxon W 27.500 23.500 

Z .000 -.956 

Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000 .339 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000b .421b 

a. Grouping Variable: Group 

b. Not corrected for ties. 

 

Ranks 
 Group N Mean Rank Sum of Ranks 

Basofil_Probiotik K0 5 4.50 22.50 

K3 5 6.50 32.50 

Total 10   

Basofil_Ujitantang K0 5 4.70 23.50 

K3 5 6.30 31.50 

Total 10   

 

Test Statisticsa 

 Basofil_Probiotik Basofil_Ujitantang 

Mann-Whitney U 7.500 8.500 

Wilcoxon W 22.500 23.500 

Z -1.225 -.956 

Asymp. Sig. (2-tailed) .221 .339 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .310b .421b 

a. Grouping Variable: Group 

b. Not corrected for ties. 
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Lampiran 12. Hasil Perhitungan Analisis Statistik Limfosit 

ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Limfosit_Probiotik Between Groups 64.200 3 21.400 1.531 .245 

Within Groups 223.600 16 13.975   

Total 287.800 19    

Limfosit_Ujitantang Between Groups 29.800 3 9.933 .559 .650 

Within Groups 284.400 16 17.775   

Total 314.200 19    
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Lampiran 13. Hasil Perhitungan Analisis Statistik Monosit 

Kruskal-Wallis Test 

Ranks 
 Group N Mean Rank 

Monosit_Probiotik K0 5 12.10 

K1 5 12.70 

K2 5 8.80 

K3 5 8.40 

Total 20  

Monosit_Ujitantang K0 5 4.20 

K1 5 8.40 

K2 5 17.20 

K3 5 12.20 

Total 20  

 

Test Statisticsa,b 

 Monosit_Probiotik Monosit_Ujitantang 

Kruskal-Wallis H 2.252 13.429 

df 3 3 

Asymp. Sig. .522 .004 

a. Kruskal Wallis Test 

b. Grouping Variable: Group 

 
Mann-Whitney Test 

Ranks 
 Group N Mean Rank Sum of Ranks 

Monosit_Probiotik K0 5 5.30 26.50 

K1 5 5.70 28.50 

Total 10   

Monosit_Ujitantang K0 5 3.90 19.50 

K1 5 7.10 35.50 

Total 10   

 

 

Test Statisticsa 

 Monosit_Probiotik Monosit_Ujitantang 

Mann-Whitney U 11.500 4.500 

Wilcoxon W 26.500 19.500 

Z -.213 -1.747 

Asymp. Sig. (2-tailed) .831 .081 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .841b .095b 

a. Grouping Variable: Group 
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b. Not corrected for ties. 

 

Ranks 
 Group N Mean Rank Sum of Ranks 

Monosit_Probiotik K0 5 6.40 32.00 

K2 5 4.60 23.00 

Total 10   

Monosit_Ujitantang K0 5 3.00 15.00 

K2 5 8.00 40.00 

Total 10   

 

Test Statisticsa 

 Monosit_Probiotik Monosit_Ujitantang 

Mann-Whitney U 8.000 .000 

Wilcoxon W 23.000 15.000 

Z -.976 -2.652 

Asymp. Sig. (2-tailed) .329 .008 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .421b .008b 

a. Grouping Variable: Group 

b. Not corrected for ties. 

 

Ranks 
 Group N Mean Rank Sum of Ranks 

Monosit_Probiotik K0 5 6.40 32.00 

K3 5 4.60 23.00 

Total 10   

Monosit_Ujitantang K0 5 3.30 16.50 

K3 5 7.70 38.50 

Total 10   

 

Test Statisticsa 

 Monosit_Probiotik Monosit_Ujitantang 

Mann-Whitney U 8.000 1.500 

Wilcoxon W 23.000 16.500 

Z -.986 -2.341 

Asymp. Sig. (2-tailed) .324 .019 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .421b .016b 

a. Grouping Variable: Group 

b. Not corrected for ties. 

 

  



71 

 

Lampiran 14. Dokumentasi Pengamatan Sel Darah 

a. Pengamatan sel eritrosit dalam ruang hitung R  

 
b. Pengamatan sel leukosit pada kamar hitung W  

 
c. Pengamatan diferensial leukosit 

 

Keterangan: N: Neutrofil; B: Basofil; L: Small limfosit; E: Eusinofil; M: Monosit. 

L 

L 
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Lampiran 15. Parameter Lingkungan 

a. Hasil pengamatan parameter lingkungan suhu 

Perlakuan 

Suhu (°C) 

Hari pengamatan ke- 
Rata-rata 

7 14 21 28 

K0 27,7 27,4 27,4 28,5 27,75 ± 0,51 

K1 27,8 27,4 27,3 28,4 27,72 ± 0,49 

K2 27,7 27,7 27,6 28,6 27,90 ± 0,46 

K3 28,0 27,6 27,5 28,4 27,87 ± 0,41 

b. Hasil pengamatan parameter lingkungan pH 

Perlakuan 

pH 

Hari pengamatan ke- 
Rata-rata 

7 14 21 28 

K0 7,0 7,2 7,1 7,4 7,17 ± 0,17 

K1 7,4 7,4 7,1 7,4 7,32 ± 0,15 

K2 7,1 7,3 7,2 7,4 7,25 ± 0,12 

K3 7.1 7,4 7,2 7,3 7,25 ± 0,12 

c. Hasil pengamatan parameter lingkungan DO (Dissolved Oxygen) 

Perlakuan 

DO (ppm) 

Hari pengamatan ke- 
Rata-rata 

7 14 21 28 

K0 4,0 6,5 4,4 4,4 4,82 ± 1,13 

K1 3,8 6,3 4,3 5 4,85 ± 1,08 

K2 3,7 4,4 5,2 5,1 4,60 ± 0,69 

K3 3,7 6,2 5,0 5,4 5,07 ± 1,04 

d. Hasil pengamatan parameter lingkungan amonia 

Perlakuan 

Amonia (ppm) 

Hari pengamatan ke- 
Rata-rata 

7 14 21 28 

K0 0,50 0,25 0,25 0,50 0,37 ± 0,14 

K1 0,25 0,50 0,50 0,25 0,37 ± 0,14 

K2 0,50 0,50 0,50 0,25 0,44 ± 0,12 

K3 0,50 0,25 0,50 0,50 0,43 ± 0,12 
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Lampiran 16. Data Kelulusan Hidup (Survival Rate) Pasca Uji Tantang 

Perlakuan 
Pengamatan Survival 

rate Hari 1 Hari 2 Hari3 

K0 10 9 8 80% 

K0 10 10 10 100% 

K1 10 10 10 100% 

K1 10 10 10 100% 

K2 10 10 10 100% 

K2 10 10 10 100% 

K3 10 10 10 100% 

K3 10 10 10 100% 
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