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RINGKASAN 

Nafidatul Muawiyah. Pengaruh Suplementasi Bacillus firmus pada Pakan 
Terhadap Imunitas Ikan Nila (Oreochromis niloticus) (dibawah bimbingan Dr. 
Ating Yuniarti, S.Pi, M.Aqua dan Nasrullah Bai Arifin, S.Pi, M.Sc) 
  

Ikan nila (Oreochromis niloticus) merupakan salah satu ikan budidaya air 
tawar yang mempunyai nilai ekonomis. Salah satu kendala yang dihadapi dalam 
produksi ikan nila yaitu adanya serangan penyakit Motil A. Septicemia (MAS) 
sehingga menyebabkan kematian 10-85%. Penyakit yang menyerang dapat 
diatasi dengan pemberian antibiotik. Pemberian antibiotik yang tidak sesuai 
dapat menyebabkan resistensi terhadap antibiotik, sehingga dibutuhkan cara 
alternatif dengan pemberian bakteri probiotik. Bakteri probiotik merupakan 
mikroorganisme hidup yang memberikan keuntungan bagi kesehatan ikan. 
Penggunaan bakteri B. firmus sebagai probiotik dapat berupa sel vegetatif dan 
spora. Namun sel vegetatif tidak stabil dalam proses penyimpanan, sehingga 
diperlukan bakteri berupa spora karena tahan terhadap lingkungan yang ekstrim 
dan lebih stabil dalam proses penyimpanan. Tujuan dari penelitian ini adalah 
mengetahui pengaruh suplementasi B. firmus pada pakan terhadap imunitas ikan 
nila (O. niloticus).  

Penelitian ini dilaksanakan di Labolatorium Budidaya Ikan Divisi Penyakit 
dan Kesehatan Ikan, Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas 
Brawijaya Malang pada bulan Desember 2018 sampai Maret 2019. Metode yang 
digunakan dalam penelitian ini adalah metode Rancangan Acak Lengkap (RAL) 
dengan 3 perlakuan dan 3 kali ulangan. Perlakuan A (suplementasi sel vegetatif 
B. firmus), perlakuan B (suplementasi spora B. firmus) dan perlakuan C adalah 
kontrol (tanpa suplementasi B. firmus). Penelitian ini dibagi menjadi dua tahap. 
Tahap pertama suplementasi B. firmus selama 49 hari dan tahap kedua 
dilakukan infeksi dengan bakteri A. hydrophilla selama 7 hari setelah 
suplementasi B. firmus selama 49 hari. Parameter yang diamati adalah respon 
imun non spesifik dan kelulushidupan ikan nila.  
 Hasil yang diperoleh dalam penelitian setelah penambahan suplementasi 
B. firmus pada pakan mampu meningkatkan respon imun non spesifik ikan nila 
(O. niloticus). Hasil tertinggi (p<0,05) diperoleh pada perlakuan suplementasi 
spora B. firmus dengan total leukosit, limfosit, hematokrit dan respiratory burst 
dari pada suplementasi sel vegetatif dan tanpa suplementasi (kontrol). Hasil 
tertinggi (p<0,05) juga diperoleh pada perlakuan suplementasi spora dengan 
total neutrofil dan aktifitas fagositosis dari pada perlakuan kontrol, namun pada 
perlakuan suplementasi sel vegetatif dan spora hasil total neutrofil dan aktifitas 
fagositosis tidak berbeda nyata (p>0,05). Hasil total monosit tertinggi (p<0,05) 
diperoleh pada perlakuan kontrol (tanpa suplementasi B. firmus) dari pada 
perlakuan suplementasi berupa sel vegetatif dan spora. Hasil kelulushidupan 
ikan nila tertinggi (p<0,05) diperoleh pada perlakuan suplementasi berupa sel 
vegetatif dan spora dari pada perlakuan kontrol. Pada penelitian ini penambahan 
suplementasi B. firmus pada pakan memberikan pengaruh terhadap imunitas 
dan kelulushidupan ikan nila (O. niloticus) dan perlakuan terbaik diperoleh pada 
suplementasi spora B. firmus. 
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1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Ikan nila (Oreochromis niloticus) merupakan salah satu ikan budidaya 

ikan air tawar yang mempunyai nilai ekonomis, mudah berkembang biak dan 

toleran terhadap kondisi lingkungan yang kurang baik. Sehingga untuk 

memenuhi permintaan pasar di Indonesia perlu dilakukan peningkatan dan 

pengembangan usaha budidaya yang efektif dan efesien (Aniputri et al., 2014). 

Hasil data produksi Direktorat Jendral Kementrian Perikanan Budidaya (DJPB) 

KKP menunjukkan produksi ikan nila di Indonesia sejak tahun 2013 meningkat 

dari 914,78 ribu ton menjadi 1,084 juta ton pada tahun 2015 (Koesharyani et al., 

2018).  

Salah satu kendala yang dihadapi dalam produksi ikan nila (O. niloticus) 

adalah penyakit Motil A. Septicemia (MAS) yang disebabkan oleh bakteri 

Aeromonas hydrophilla (Rahmahningsih, 2012). Bakteri ini mampu menyebabkan 

kematian sebanyak 10 hingga 85% (Soto et al., 2013). Menurut Mauel (2007), 

bahwa bakteri A. hydrophilla dapat menyerang ikan nila pada fase rearing (1-

10g), juveniles (500-750 g) dan fattening (>1000g).  

Pada umumnya penyakit bakteri yang menyerang ikan dapat diatasi 

dengan pemberian antibiotik. Antibiotik merupakan salah satu penanggulangan 

secara kimia terhadap penyakit bakterial yang dapat menyebabkan penyebaran 

patogen akibat resistensi terhadap antibiotik karena tidak sesuai dengan dosis  

yang diberikan (Barbosa et al., 2014). Kondisi tersebut membutuhkan cara 

alternatif yaitu dengan pemberian Bakteri probiotik. Bakteri probiotik merupakan 

mikroorganisme hidup yang memberikan keuntungan bagi kesehatan ikan yang 

diaplikasikan melalui pencampuran pakan atau kedalam media pemeliharaan 

(Qinghui et al., 2011). Pemberian Bakteri B. firmus sebagai probiotik dapat 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2 
  

berupa sel vegetatif dan spora. Bakteri B. firmus berupa sel vegetatif tidak stabil 

dalam proses penyimpanan. Sehingga diperlukan suplementasi spora B. firmus 

karena lebih stabil dalam proses penyimpanan dan dapat bertahan dalam kondisi 

lingkungan yang ekstrim (Wolken et al., 2003).  

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa penambahan probiotik Bacillus 

sp. dengan dosis 109 cfu/ml dapat meningkatkan total limfosit (81%) dan aktivitas 

fagosit (60%). Sehingga tubuh ikan lele dumbo (Clarias gariepenus) menjadi 

kebal terhadap serangan bakteri patogen (Syakbani et al., 2015; Lusiastuti et al. 

2013). Berdasarkan uraian yang telah dijelaskan, perlu dilakukan penelitian 

tentang pengaruh suplementasi B. firmus pada pakan terhadap imunitas dan 

kelulushidupan ikan nila yang diinfeksi oleh bakteri A. hydropilla. 

 
1.2 Rumusan Masalah 

 Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, dapat diperoleh 

rumusan masalah sebagai berikut: 

1. Apakah suplementasi B. firmus berpengaruh terhadap imunitas dan 

kelulushidupan ikan nila? 

2. Apakah suplementasi B. firmus yang berbeda pada pakan menghasilkan 

pengaruh yang berbeda juga terhadap imunitas dan kelulushidupan ikan 

nila? 

 
1.3 Tujuan Penelitian 

 Berdasarkan rumusan masalah yang telah diuraikan, dapat diperoleh  

tujuan penelitian sebagai berikut:  

1.  Mengetahui pengaruh suplementasi B. firmus pada pakan terhadap 

imunitas dan kelulushidupan ikan nila. 

2. Mendapatkan suplementasi B. firmus yang terbaik pada pakan terhadap 

imunitas dan kelulushidupan ikan nila. 
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1.4 Hipotesis 

 Berdasarkan rumusan masalah tersebut, maka didapatkan hipotesis 

penelitian ini adalah sebagai berikut: 

H0 : Pemberian suplementasi B. firmus pada pakan kedalam media   

pemeliharaan tidak berpengaruh terhadap imunitas dan kelulushidupan 

ikan nila. 

H1  : Pemberian suplementasi B. firmus pada pakan kedalam media 

pemeliharaan dapat berpengaruh terhadap imunitas dan 

kelulushidupan ikan nila. 

 
1.5 Kegunaan Penelitian 

Kegunaan dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi 

mengenai manfaat pengaruh suplementasi B. firmus pada pakan terhadap 

imunitas dan kelulushidupan ikan nila yang telah diinfeksi bakteri A. hydropilla. 

 
1.6 Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2018 sampai Maret 

2019, di Laboratorium Budidaya Ikan Devisi Penyakit dan Kesehatan Ikan 

Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, Universitas Brawijaya Malang. 
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2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Biologi Ikan Nila (Oreochromis niloticus) 

2.1.1 Morfologi  

Bentuk tubuh ikan nila panjang dan ramping dengan sisik berukuran 

besar, Iinea lateralis terputus pada bagian tengah badan kemudian berlanjut 

tetapi letaknya lebih ke bawah dari pada letak garis yang memanjang di atas sirip 

dada, jumlah sisik pada gurat sisi jumlahnya 34 buah dan sirip punggung, sirip 

perut dan sirip dubur mempunyai jari-jari lemah tetapi keras dan tajam seperti 

duri. Pada sirip punggung dan dadanya berwarna hitam dan bagian pinggir sirip 

punggung juga demikian (Amri dan Khairuman, 2013).  

2.1.2 Habitat dan Penyebaran 

Menurut Suyanto (2010), ikan nila merupakan ikan yang sangat tahan 

terhadap perubahan lingkungan hidup. Ikan nila dapat hidup di lingkungan air 

tawar, payau dan laut. Nilai kualitas air ikan nila terdiri dari pH berkisar 7-9 untuk 

pertumbuhan optimumnya, kadar oksigen terlarut 4-7 ppm dan nilai suhu berkisar 

24-330C. 

 Ikan nila (O. niloticus) berasal dari Afrika bagian tengah dan barat seperti  

Negara Chad dan Nigeria. Setelah itu, ikan nila bermigrasi ke daerah selatan 

melewati danau Raft dan Tanganyika seperti di benua Amerika, Eropa dan Asia. 

Dikawasan Asia, daerah penyebaran ikan nila pada mulanya terpusat dibeberapa 

negara seperti Filipina dan Cina. Selanjutnya ikan nila meluas dibudidayakan 

diberbagai negara antara lain Taiwan, Thailand, Vietnam, Bangladesh dan 

Indonesia. Perkembangan ikan nila di Indonesia dimulai pada tahun 1969. 

(Rukmana, 1997). 
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2.1.3 Kebiasaan Makan dan Sifat 

  Menurut Amri dan Khairuman (2003), bahwa ikan nila (O. niloticus) 

tergolong ikan pemakan segala atau omnivora. Sehingga ikan nila sangat mudah 

untuk dibudidayakan. Ketika dalam kondisi benih makanan yang disukai ikan nila 

adalah zooplankton seperti Rotifera sp., Moina sp. atau Daphnia sp. Jika telah 

mencapai dewasa, ikan nila bisa diberi makan tambahan berupa pelet. 

Sedangkan menurut Suyanto (2010), ikan nila mampu tumbuh cepat dengan 

pakan pelet yang mengandung protein 20-25%. 

   
2.2 Biologi Bakteri Bacillus firmus 

2.2.1 Morfologi 

Menurut Haditomo et al. (2016), bahwa B. firmus memiliki bentuk batang, 

elevasi koloni cembung dengan tepian halus. Karakteristik biokimia yang 

didapatkan, bahwa B. firmus bersifat motil, katalase positif, oksidasi negatif, sifat 

gram positif dan mempunyai sifat fakultatif aerob dan tidak bersifat patogen 

terhadap vertebrata maupun invertebrata. 

Gambar 1 B. firmus dengan perbesaran 1000x (Dokumentasi). 

2.2.2 Spora dan Sporulasi 

Bakteri gram positif seperti Bacillus, Clostridium, Sporabalobacter, 

Anaerobacter, dan Helicobacterium merupakan contoh yang mampu membentuk 

spora. Spora merupakan struktur tambahan dari bakteri, karena tidak semua 

bakteri dapat membentuk spora. Spora terbentuk sebagai respon terhadap 
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lingkungan yang tidak menguntungkan. Setiap sel bakteri membentuk satu 

spora, yang dilepaskan setelah sel mengalami autolisis (Muwarni, 2015). Spora 

akan berwarna hijau dengan pewarnaan menggunakan malachite green dan sel 

vegetatif berwarna merah. Spora berbentuk elips dengan posisi berada di 

tengah sel atau di dekat ujung sel (Arwiyanto et al., 2007). 

Spora mempunyai inti di sitoplasma yang mengandung DNA dan 

ribosom, dikelilingi oleh lapisan korteks dan dilindungi oleh pembungkus yang 

bersifat impermeable dan kaku. Spora mengandung sedikit air, banyak 

kalsium dan asam dipikolinik (dipicolinic acid) disebut kalsium dipikolinat. Asam 

dipikolinik merupakan bahan kimiawi 5-15% dari berat kering spora, dan 

bertanggung jawab dalam resistensi spora terhadap panas. Pada sebagian 

besar spesies, spora mempunyai dinding halus, berbentuk bulat atau oval.  

 
Gambar 2. Letak Spora di dalam Sel Vegetatif Bakterial a, c, g: Spora Terletak di 

Sentral; b,d: Spora Terletak di Subterminal; e,f: Spora Terletak di 
Terminal (Guo et al., 2014). 

Gambaran umum bakteri Bacilli pembentuk spora adalah kemampuannya 

membedakan bentuk sel yang khas, yaitu endospora (spora). Pembentukan 

spora dimulai ketika pertumbuhan vegetatif tidak dapat lagi terjadi karena 

kekurangan makanan atau kondisi non-fisiologis lainnya di lingkungan. Spora 

adalah bentuk sel diam yang ditandai dengan beberapa lapisan pelindung di 

sekitar sitoplasma yang terdehidrasi dan mengandung nukleoid (Henriques dan 

Moran, 2007). Menurut Brown (2000), bahwa bakteri dalam bentuk spora lebih 
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resisten terhadap panas, bahan-bahan kimia, iradiasi dan desikasi dibandingkan 

bakteri dalam berupa sel vegetatif. 

 

Gambar 3. Skema siklus sporulasi bakteri Bacillus sp. (Errington, 2003). 

Menurut Errington (2003), bahwa bakteri endospora merupakan bakteri 

yang penting dalam industri dan obat-obatan, genus Bacillus merupakan bakteri 

yang memiliki produksi dengan proporsi yang besar di pasar dunia dan 

kebutuhan sebagai agen biokontrol dalam bidang agrikultur. Menurut Moir (2006), 

bahwa spora tersebut, jika terhidrasi dan diberikan nutrisi yang tepat akan 

melalui proses germinasi, sebuah proses yang terjadi beberapa menit, dimana air 

dapat masuk ke dalam spora, merusak dan memindahkan tutup spora dan 

bertumbuh digantikan dengan sel vegetatif. Sedangkan bakteri yang dapat 

membentuk spora. Menurut Cutting (2011), bahwa spora yang terbentuk dari 

bakteri hanya terdapat pada dua genera, Bacillus dan bakteri anaerobik 

Clostridia. 

2.2.3 Manfaat B. firmus Sebagai Aplikasi Probiotik 

Menurut Lusiastuti et al. (2013), bahwa B. firmus merupakan bakteri 

probiotik yang mampu bekerja dengan cara berkompetisi dengan bakteri patogen, 
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baik dalam memperoleh energi maupun tempat perlekatan di dalam saluran 

pencernaan sehingga dapat mencegah terjadinya kolonisasi bakteri patogen A. 

hydrophila. Kemampuan untuk melekat atau menempel pada mucus dan 

permukaan dinding saluran cerna merupakan kriteria utama supaya bakteri 

probiotik dapat tetap hidup dalam saluran cerna. Selain itu, B. firmus dapat 

merangsang untuk memproduksi interleukin sehingga memacu antibodi dan 

dapat berperan sebagai imonostimulator (Haditomo et al., 2016).  

Mekanisme kerja probiotik meliputi sebagai berikut; dapat berkompetisi 

untuk senyawa atau sumber energi yang tersedia, dapat memperbaiki kualitas air 

dan dapat berkontribusi berupa enzim sebagai pencernaan (Verschuere et al., 

2000). Jumlah kepadatan untuk mendapatkan probiotik yang efisien dengan 

pengaruh positif bagi inangnya berkisar 107 cfu/ml -109 cfu/ml (Sukmawati, 2017).  

Suplementasi probiotik pada pakan udang P. monodon dengan 

menggunakan bakteri B. firmus mampu memberikan pengaruh positif, yaitu 

melindungi udang melawan infeksi bakteri patogen Vibrio parahaemolyticus, 

serta dapat diaplikasikan sebagai probiotik yang baik dalam budidaya (Raghu et 

al., 2016). Hal ini sesuai pendapat Ran et al. (2012), bahwa pemberian bakteri 

Bacillus sp. mampu melindungi ikan lele melawan infeksi bakteri A. hydrophila. 

Beberapa penelitian yang memaparkan tentang penggunaan bakteri Bacillus 

sebagai probiotik dapat dilihat pada Tabel 1 antara lain:  

Tabel 1. Penggunaan Bakteri Bacillus sp. sebagai Probiotik 

No Jenis Bakteri Spesies Metode 
Aplikasi 

Refrensi 

1. B. firmus Ikan lele dumbo 
(Clarias gariepenus) 

Media 
pemeliharaan 

Lusiastuti et 
al., (2013) 

2. Bacillus sp. Ikan lele  
(C. gariepenus) 

Patogenitas 
A. hydrophila 

Ran et al., 
(2012) 

3. B. coagulans 
dan B. firmus 

(Penaeus monodon) Suplementasi 
pakan 

Raghu et al., 
(2016) 

4. B. firmus Ikan mas (Cyprinus 
carpio) 

Media 
pemeliharaan 

Haditomo 
(2016) 

5. Bacillus sp. Udang (Litopenaeus Identifikasis Sukmawati 
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No Jenis Bakteri Spesies Metode 
Aplikasi 

Refrensi 

dan 
Vagococcus 
sp. 

vanamei) bakteri (2017) 

 

 
2.3 Biologi Bakteri Aeromonas hydrophila 

2.3.1 Morfologi 

 Menurut Lukistyowati dan Kurniasih (2012), bahwa A. hydrophilla 

termasuk gram negatif, berbentuk batang pendek, bersifat aerob dan fakultatif 

anaerob, tidak bespora, mempunyai satu flagel dan hidup pada kisaran suhu 25-

300C. Bakteri A. hydrophilla dikenal sebagai Motile A. Septicaemia (MAS) 

(Mustahal dan Waqiah 2012).  

 

 

 

 

Gambar 4. A.hydrophilla dengan perbesaran 1000x (Dokumentasi). 

2.3.2 Patogenitas Bakteri 

Menurut Triyaningsih et al. (2014), bahwa patogenitas merupakan 

kemampuan suatu organisme untuk menimbulkan penyakit. Penyebab timbulnya 

penyakit adalah adanya bakteri patogen yang memiliki kemampuan untuk 

merusak jaringan (invasiveness) dan menghasilkan toksin (toxigenesis). 

Patogenitas bakteri terhadap inang berbeda-beda, dipengaruhi oleh faktor 

pertahanan inang dalam melawan patogen, maupun faktor patogenesitas bakteri 

yang berkaitan dengan kemampuan memproduksi enzim dan mengatasi 

pertahanan inang serta kecepatan berkembangbiak.  

Bakteri ini merupakan bakteri septisemia yang merupakan bakteri yang 

mampu memperbanyak diri dengan menyebar melalui pembuluh darah. 
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Kemampuan adaptasi yang tinggi pada bebagai jenis inang dan lingkungan baik 

alami maupun buatan menyebabkan bakteri patogen seperti A. hydrophila 

disebut patogen dengan patogenisitas tinggi (Yulianto et al., 2013). Bakteri A. 

hydrophilla mampu menurunkan tingkat pertumbuhan dan mematikan ikan 

sampai dengan 80%-100% dalam waktu 1-2 minggu (Arindita et al., 2014). 

Menurut Hardi et al. (2014), bahwa infeksi bakteri A.  hydrophila dapat 

menyebabkan perubahan pada organ luar ikan yaitu pendarahan dan luka pada 

permukaan tubuh seperti sirip gripis, sisik lepas, luka/borok dan  warna tubuh 

menghitam. Selain itu, gejala abnormalitas yang ditimbulkan ikan yaitu nafsu 

makan menurun, ikan berenang gasping (ikan berenang tegak dengan posisi 

mulut tepat dibawah permukaan air). 

2.3.3 Mekanisme Penyerangan, Pertumbuhan dan Perkembangbiakan 

 Mekanisme penyerangan infeksi bakteri A. hydrophila dapat terjadi 

melalui permukaan tubuh yang luka, saluran pencernaan makanan atau masuk 

melalui ingsang, kemudian masuk ke pembuluh darah dan selanjutnya akan 

menyebar pada organ dalam lainya. Infeksi bakteri gram negatif tersebut bersifat 

laten (berkepanjangan). Organ yang dapat diserang seperti ginjal, insang, 

pankreas dan limfa bahkan otot tulang (Kabata, 1985). 

Menurut Harikrishnan et al. (2005), bahwa A. hydrophila merupakan 

patogen yang bersifat fakultatif anaerob dan umumnya akan mudah tumbuh di 

setiap perairan. Berbahaya atau tidaknya bergantung pada kondisi budidaya, jika 

kondisi budidaya baik maka akan baik tetapi bila kondisi budidaya buruk seperti 

adanya perubahan lingkungan yang menyebabkan tingkat stres ikan meningkat, 

akan dapat menyebabkan kematian massal, baik pada ukuran benih maupun 

induk dalam waktu yang relatif singkat sehingga mengakibatkan kerugian yang 

cukup besar. A. hydrophilla termasuk kelompok bakteri gram negatif yang dapat 
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tumbuh maksimal pada kisaran suhu 380C-410C dan pertumbuhan minimal pada 

suhu 00C-50C dengan kisaran pH 5,5-9 (Afrianto dan Liviawaty, 1992).  

 
2.4 Sistem Imun  

Menurut Dotta et al. (2010), bahwa imunostimulan merupakan pemberian 

bahan yang bisa meningkatkan resistensi organisme terhadap infeksi patogen 

dengan meningkatkan mekanisme respon imun non spesifik. Imunostimulan 

biasanya diidentifikasi oleh kemampuan untuk mengaktifkan leukosit. 

Penggunaan imunostimulan sebagai suplemen pakan dapat meningkatkan 

pertahanan bawaan terhadap patogen selama masa stres yang tinggi seperti 

perubahan kondisi lingkungan, grading reproduksi dan proses transportasi.  

Rombout et al. (2005), bahwa sistem imun merupakan sistem pertahanan 

tubuh dalam melawan invansi patogen maupun benda asing yang 

mekanismenya melibatkan beberapa komponen. Sistem imun ikan terdiri atas 

sistem imun non spesifik (alami atau bawaan) dan spesifik (adaptif). Sistem imun 

non spesifik merupakan sistem kekebalan yang berfungsi terlebih dahulu pada 

awal kehidupan. Sistem imun non spesifik merupakan sistem imun yang pertama 

kerja saat terjadi invansi patogen yang bersifat barrier mekanik dan kimiawi (kulit, 

sisik, ingsang dan lendir) serta pertahanan seluler (leukosit, diferensiasi leukosit, 

hematokrit, aktifitas fagositosis dan respiratory burst). 

Menurut Playfair dan Chain (2009), bahwa non spesifik disebut karena 

bersifat tidak ditujukan pada jenis mikroba tertentu dan telah ada dan siap 

berfungsi sejak lahir. Adapun respon imun non spesifik antara lain adalah 

sebagai berikut: 

2.4.1 Total Leukosit 

Menurut putri et al. (2013), bahwa leukosit merupakan suatu unit sistem 

pertahanan tubuh paling aktif dan beredar dalam sirkulasi darah. Jumlah leukosit 
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lebih sedikit dibandingkan dengan sel darah merah. Fungsi utama leukosit 

adalah untuk merusak bahan-bahan infeksius dan toksik melalui proses 

fagositosis dengan membentuk antibodi. 

Jumlah leukosit ikan normal secara umum berkisar antara 20.000- 

150.000 sel/mm3 (Royan et al., 2014). Ketika ikan sedang terkena infeksi maka 

jumlah leukosit akan mengalami peningkatan karena merupakan unit aktif dalam 

sistem pertahanan tubuh dan leukosit berperan dalam melawan penyakit infeksi. 

Kemudian jumlah leukosit akan mengalami penurunan bila kondisi tubuh dalam 

keadaan stres. Jumlah leukosit normal harus dikendalikan selama pemeliharaan 

ikan agar ikan tidak terserang penyakit dengan memperhatikan faktor-faktor 

tersebut (Yanto et al., 2015). 

2.4.2 Difrensiasi Leukosit 

Difrensiasi leukosit bertujuan mengetahui perbedaan persentase 

komponen sel leukosit. Adapun difrensiasi leukosit meliputi berbagai jenis sel 

darah di antaranya sebagai berikut; 

a. Limfosit  

 Menurut Fajriyani (2017), bahwa limfosit merupakan sel darah putih yang 

memiliki peranan penting dalam pembentukan antibodi. Sedangkan menurut 

Svobodova dan Vyukusova (1991), kisaran limfosit adalah 76-97,5% dari total 

leukosit. Limfosit merupakan sel-sel respon sebagai pertahanan tubuh. 

 Limfosit berfungsi sebagai sel penghasil antibodi, berbentuk bulat dengan 

jumlah kecil sitoplasma tidak bergranula dan inti sel hampir memenuhi seluruh 

sel. Fungsi utama limfosit adalah membentuk sel memori terhadap antigen. 

Jumlah monosit akan meningkat ketika terjadi radang. Sel monosit dalam aliran 

darah akan berkembang menjadi makrofag. Ketika mengalami aktivasi, makrofag 

memiliki kapasitas fagosit lebih kuat dari pada neutrofil meskipun granulosit 

mempunyai jumlah lebih besar. Neutrofil merupakan sel fagosit sistem 
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polimorfonuklear yaitu sel yang bekerja cepat dalam melakukan fagosit tetapi 

tidak mampu bertahan lama. Sel ini berupa sel bulat dengan sitoplasma 

bergranula halus. Fungsi utama neutrofil adalah menghancurkan bahan asing 

melalui proses fagositik yaitu kemotaksis dengan jalan sel bermigrasi menuju 

partikel atau pelekatan partikel pada sel, aktivitas membran dan penghancuran 

partikel oleh enzim lisosom didalam fagolisosom. Neutrofil dalam darah akan 

meningkat jika terjadi infeksi dan berperan sebagai pertahanan pertama dalam 

tubuh (Suhermanto et al., 2011). 

b. Monosit  

 Menurut Pratiwi et al. (2016), bahwa monosit merupakan salah satu 

leukosit yang berinti besar dengan ukuran 2x lebih besar dari eritrosit. 

Sedangkan menurut Fajariyani et al. (2017), bahwa monosit merupakan sel 

darah putih yang berperan dalam fagositosis antigen yang masuk dalam tubuh. 

Nilai monosit ikan dalam kondisi normal berkisar antara 7.75%-29.20%. 

 Menurut Utami et al. (2013), bahwa monosit berperan penting untuk 

memakan zat-zat asing yang masuk kedalam tubuh dan memberikan informasi 

tentang serangan penyakit kepada leukosit. Selain itu, monosit juga berfungsi 

sebagai agen makrofag yang memfagosit benda asing yang masuk kedalam 

tubuh.  Pada saat sel darah terjadi infeksi oleh benda asing, maka monosit akan 

bergerak cepat meninggalkan pembuluh darah menuju daerah yang terinfeksi 

untuk melakukan fagositosis. Monosit memiliki kemampuan menembus dinding 

pembuluh kapiler, kemudian masuk ke jaringan dan berdifrensiasi menjadi 

makrofag. 

c. Neutrofil 

 Menurut Pratiwi et al. (2016), bahwa neutrofil merupakan sel-sel pertama 

yang meninggalkan pembuluh darah yang penting karena mengandung vakuola 

yang berisi enzim lisosom di dalam fagolisosom untuk membantu menyerang 
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organisme yang merugikan. Sedangkan menurut Nursanti et al. (2006), bahwa 

fungsi utama sel neutrofil adalah menghancurkan bahan asing melalui proses 

fagositosis. Neutrofil akan mengalami peningkatan jumlah sebagai bentuk respon 

imun terhadap hadirnya suatu antigen atau protein asing. 

 Menurut Utami et al. (2013), bahwa neutrofil merupakan jenis sel darah 

putih yang juga berperan dalam mekanisme pertahanan tubuh. Persentase 

normal neutrofil ikan nila berkisar antara 10%-18.%. Fungsi utama neutrofil 

adalah membantu menghancurkan bahan asing melalui proses fagositosis yang 

dibantu oleh enzim lisosim di dalam fagolisosom. Peningkatan jumlah sel 

neutrofil menunjukan adanya peningkatan proses penggumpalan makrofag di 

tempat terjadinya infeksi, sehingga partikel akan lebih mudah untuk 

menghancurkan partikel asing.  

    
 
 
 
    

 

 

 

Gambar 5. Limfosit (L); Monosit (M); Neutrofil (N) dan Eritrosit (E) Perbesaran 
1000x (Hasil Dokumentasi, 2019). 

2.4.3 Hematokrit 

Menurut Fujaya (2004), bahwa kadar hematokrit merupakan 

perbandingan antara komposisi plasma darah dengan sel darah. Ada korelasi 

yang kuat antara hematokrit dengan jumlah hemoglobin, semakin rendah jumlah 

sel-sel darah merah maka akan semakin rendah pula kandungan hemoglobin 

dalam darah. Sehingga nilai hematokrit dipengaruhi jumlah eritrosit dalam darah. 

Hal ini sesuai pendapat Bastiawan et al. (2001), bahwa ikan yang terkena 
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penyakit akan mengalami penurunan nafsu makan, sehingga nilai hematokrit 

menjadi tidak normal. Jika nilai hematokrit rendah maka nilai eritrosit juga rendah. 

Menurut Fauzan et al. (2017), bahwa nilai normal hematokrit pada ikan 

nila berkisar antara 21.00%-22.67%. Nilai hematokrit yang berada di atas kadar  

normal tersebut menunjukkan bahwa proses hematopoiesis pada ikan nila mulai 

terganggu. Sehingga nilai hematokrit menunjukan jumlah oksigen yang 

membawa daya muat dalam darah. Rendahnya nilai hematokrit dapat 

disebabkan karena adanya kerusakan pada ingsang atau proses osmoregulasi 

yang terhambat. Namun nilai hematokrit yang tinggi menunjukan naiknya 

kebutuhan oksigen dalam darah. Jika ikan terkena infeksi dapat menyebabkan 

nafsu makan akan menurun dan nilai hematokrit dalam darah juga akan menurun. 

2.4.4  Aktivasi Fagositosis 

Menurut Hardi et al. (2013), bahwa fagositosis dapat membantu tubuh 

untuk menghancurkan bakteri penyebab infeksi. Adapun proses fagositosis dapat 

dilihat pada gambar sebagai berikut; 

 
 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6. Proses fagositosis (Hardi et al., 2013). 

Proses fagositosis dan penghancuran partikel bakteri pada ikan dimulai 

dari sel monosit (1), tejadi pelekatan (2), aktivitas membran (3), permulaan 

proses fagositosis (4), proses penghancuran (5 dan 6) dan selanjutnya terjadi 

proses pelepasan dan pengeluaran hasil fagositosis. 
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Fagositosis merupakan proses penyerapan dan eleminasi mikroba atau 

partikel lain oleh sel-sel khusus yang disebut fagosit. Fagosit adalah sel-sel 

darah putih yang berasal dari sel-sel darah putih, yang terdapat di dalam aliran 

darah. Proses penghancuran bakteri atau kuman, fagosit dapat keluar dari 

dinding pembuluh darah menuju bakteri atau virus berada. Peningkatan 

kekebalan tubuh dapat diketahui dari aktivitas sel fagosit. Sel(Amrullah, 2004). 

2.4.5 Respiratory Burst 

Menurut Inoguchi et al. (2003), bahwa Respiratory Burst (RB) yang biasa 

disebut dengan oksidatif burst merupakan penggunaan oksigen reaktif dari 

berbagai jenis sel untuk melakukan aktifitas penghancuran partikel asing.  

Biasanya pelepasan bahan kimia terjadi dari sel-sel imun misalnya neutrofil dan 

monosit, hal ini terjadi karena adanya kontak dengan bakteri. Sehingga 

Respiratory Burst memiliki peran penting dalam sistem kekebalan tubuh 

utamanya untuk aktifitas fagositik dalam kaitanya dengan penghancuran partikel 

termasuk bakteri dan jenis patogen lainya. Aktivasi penghancuran yang 

menggunakan oksigen biasanya melibatkan enzim NADPH oksidase yang 

menghasilkan superoksida dan secara spontan bersama molekul lain seperti NO 

untuk merubah menjadi radikal bebas reaktif. 
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3. METODE PENELITIAN 

3.1 Materi Penelitian 

3.1.1 Alat-Alat Penelitian  

 Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut; 

cawan petri, jarum ose, Bunsen, sprayer, nampan, autoklaf, timbangan analitik, 

timbangan digital, laminary air flow (LAF), kulkas, gelas ukur 100 ml, erlenmeyer 

250 ml, erlenmeyer 500 ml, hot plate, spektrofotometer, mikroskop binokuler, 

washing bottle, cover glass, object glass, tabung reaksi, rak tabung reaksi, valcon 

40 ml, bola hisap, pipet tetes, pipet volum, mikropipet 100 ul, thermometer, 

handtally counter, incubator, spatula, sendok bahan, akuarium, oven, colony 

counter, destruktor, aerator set, vortex mixer, beaker glass 1000 ml, blender, 

saringan, bunsen, washing bottle, pH meter , DO meter dan akuarium. 

3.1.2 Bahan-Bahan Penelitian 

 Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut; 

akuades, alkohol 96%, NB (Nutrient Broth), NA (Nutrient Agar), GSP (Glutamat 

Strach Phenol), Na-fisiologis, NaCl, FeSO4.7H2O, CaCO3, MnSO4.2H2O, 

MgSO4.7H2O, CaCl2.2H2O, glukosa, yeast ekstrak, EDTA (Ethylene 

Dinitriloteraacetic Acid), PBS (Phosphate Buffer Saline), natt-herrick`s stain, 

methanol, giemsa, buffer ph 6.6, NBT (Nitro Blue Tetrazolium) merk TCI , KOH 

(Potassium Hydroxide), DMSO (dimethyl sulphoxide), cristal violet, iodin, safranin, 

kertas label, tisu, alumunium foil, kapas, masker, lateks, spirtus, sampel darah 

ikan nila, plastik wrap, bakteri Bacillus firmus, bakteri A. hydropilla dan kertas 

saring whattman no 41. 
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3.2 Metode dan Rancangan Penelitian 

Metode yang digunakan pada penelitian ini merupakan metode 

eksperimen pendekatan secara kuantitatif. Menurut Hamdi (2014), metode 

eksperimen merupakan metode penelitian yang bersifat validation atau menguji, 

yaitu menguji pengaruh suatu atau lebih variabel terhadap variabel lain. Hal ini 

juga sesuai pendapat Yusuf (2017), bahwa metode penelitian eksperimen 

merupakan satu-satunya penelitian yang lebih akurat/teliti dibandingkan dengan 

tipe penelitian yang lain, dalam menentukan relasi hubungan sebab akibat. 

Sehingga melalui penelitian menggunakan metode eksperimen ini peneliti dapat 

pula mengontrol kondisi kelompok eksperimen dan kelompok kontrol. 

Rancanagan percobaan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

menggunakan Rancangan Acak Lengkap. RAL digunakan karena percobaan 

penelitian dilakukan pada skala laboratorium sehingga kondisi lingkungan lebih 

terkontrol. Rancangan acak lengkap merupakan rancangan percobaan yang 

paling sederhana diantara rancangan percobaan standar lainnya. Beberapa 

keuntungan menggunakan   rancangan   acak   lengkap   antara   lain   denah   

rancangan percobaan lebih mudah, analisis statistik terhadap objek percobaan 

sederhana, fleksibel dalam jumlah penggunaan perlakuan dan ulangan (Pratisto, 

2004). Perlakuan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari tiga perlakuan dan 

tiga kali ulangan; 

 A : Perlakuan suplementasi sel vegetatif B. firmus 

 B : Perlakuan suplementasi spora B. firmus 

 C : Perlakuan kontrol  (tanpa suplementasi B. firmus) 

Penelitian ini dibagi menjadi dua tahap. Tahap pertama yaitu 

suplementasi B. firmus selama 49 hari dan diamati respon imun non spesifik. 

Tahap kedua yaitu dilakukan penginfeksian dengan bakteri A. hydrophilla selama 
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7 hari setelah dilakukan penambahan suplementasi selama 49 hari dan diamati 

survival rate. 

a. Suplementasi Bakteri B. firmus 

 

 

 

Gambar 7. Denah Rancangan Percobaan Tahap 1. 

Keterangan: 
A, B, C  : Perlakuan  
1, 2, 3  : Ulangan 

b. Diinfeksi dengan Bakteri A. hydrophilla 

Gambar 8. Denah Rancangan Percobaan Tahap 2. 

Keterangan: 
A, B, C  : Perlakuan 
1, 2, 3  : Ulangan 

3.3 Prosedur Penelitian 

3.3.1 Bakteri B. firmus 

a. Peremajaan B. firmus 

Koloni bakteri B. firmus didapatkan dari Fakultas Perikanan dan Ilmu 

Kelautan Unversitas Brawijaya Malang. Pembuatan stok isolat murni B. firmus 

dilakukan dengan penanaman bakteri B. firmus ke dalam media Nutrient Agar 

(NA) steril dengan metode streak plate kuadran 4. Koloni bakteri yang tumbuh 

diambil menggunakan jarum ose dan ditumbuhkan kedalam tabung reaksi yang 
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telah diisi dengan media Nutrient Agar (NA) miring. Hasilnya dari agar miring 

diinkubasi selama 24 jam dan disimpan sebagai isolat bakteri di refrigerator. 

Selanjutnya pewarnaan gram dilakukan untuk mengetahui keseragaman sel 

bakteri. 

b. Persiapan Inokulan B. firmus 

Tahap persiapan inokulan B. firmus dilakukan dengan media cair yaitu 

Nutrient Broth (NB). Media NB dilarutkan dalam akuades sebanyak 200 ml 

menggunakan erlenmeyer 250 ml dan disterilisasi dalam autoklaf selama 15 

menit dengan suhu 1210C dan tekanan 1 atm. Peremajaan isolat B. firmus 

dilakukan dengan cara mengambil sampel menggunakan jarum ose dari isolat B. 

firmus pada media agar miring dan diinokulasikan ke dalam media NB 200 ml. 

Hasil inokulasi kemudian diinkubasi dalam incubator shaker dengan kecepatan 

100 rpm, suhu 300C selama 24 jam. Hasil kepadatan bakteri sebesar 6,2x107  

sel/mL. 

c. Persiapan Media Fermentasi B. firmus 

Pembuatan media fermentasi sebanyak 1000 ml B. firmus dengan rasio 

C:N (4:1) untuk produksi sel vegetatif dan spora B. firmus. Ekstrak yeast dapat 

digunakan sebagai sumber N, glukosa sebagai sumber C dan dicampurkan 

dengan bahan gram-gram mineral (Lampiran 1). Bahan media fermentasi 

dimasukkan kedalam erlenmeyer ukuran 500 ml. Media fermentasi bakteri 

disterilisasi selama 15 menit  dengan tekanaan 1 atm dan suhu 1210C. 

d. Kultur B. firmus pada Media Fermentasi 

Inokulum B. firmus yang telah disiapkan sebelumnya diinokulasikan 

kedalam media fermentasi sebanyak 20% dari inokulum 6,2x107 sel/mL menjadi 

12,4 x105 sel/mL. Media fermentasi tesebut dihomogenkan menggunakan votex 

mixer dan diinkubasi di dalam incubator shaker dengan kecepatan 100 rpm pada 

suhu 300C dilakukan selama 24 jam untuk sel vegetatif, sedangkan untuk spora 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 
 

selama 70 jam. Hasil kepadatan bakteri sebesar 8,9 x107 Spora/mL dan 9,05 

x107 sel/mL untuk sel vegetatif. Hasil kultur ke media fermentasi selanjutnya 

dimasukkan ke dalam falcon berukuran 50 ml dan dilakukan sentrifuge dengan 

kecepatan 3000 rpm, suhu 40C selama 15 menit untuk memisahkan supernatan 

dengan endapan bakteri B. firmus. Hasil sentrifuge supernatan dibuang dan 

endapan semua sampel dijadikan 1 kedalam falcon. Hasil kepadatan bakteri 

sebesar 2,6 x 109 spora/mL dan 9,7 x109 sel/mL untuk sel vegetatif.  

Inokulum B. firmus pada media NB dan media Fermentasi dilakukan 

perhitungan. Menurut Mather dan Roberts (1998), bahwa rumus perhitungan 

menggunakan haemocytometer adalah sebagai berikut; 

 
 
 
 

Keterangan: 
n     : Jumlah sel pada 5 bidang pandang 
25 : jumlah seluruh bidang pandang pada haemocytometer 
104 : volume haemocytometer 
 

e. Pencampuran Suplementasi B. firmus pada Pakan  

Pencampuran suplementasi B. firmus pada pakan dilakukan mulai dari 

hasil endapan yang telah didapatkan dilakukan pencampuran. Menurut Rans et 

al. (2012), bahwa ketentuan perhitungan untuk pencampuran suplementasi pada 

pakan adalah 80 mL/1000 gr pakan dan dilakukan penambahan PBS dengan 

konsentrasi 10% dari jumlah pakan. Tahap pencampuran pakan dilakukan 

dengan cara pakan pelet dihaluskan terlebih dahulu, selanjutnya dilakukan 

pencampuran bakteri secara repelleting berupa sel vegetatif, spora dan kontrol 

(tanpa suplementasi B. firmus). Setelah itu, dilakukan pencetakan pakan (2 mm) 

dengan menggunakan alat saringan dan dilakukan inkubasi dalam suhu ruang 

selama 48 jam. Perhitungan dilakukan dengan metode pour plate. Menurut 

𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ( 𝑆𝑒𝑙/𝑚𝐿) =
𝑛

𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝐵𝑖𝑑𝑎𝑛𝑔 𝑃𝑎𝑛𝑑𝑎𝑛𝑔
𝑥 25𝑥104𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑝𝑒𝑛𝑔𝑒𝑛𝑐𝑒𝑟 
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Pambudi et al. (2016), bahwa koloni yang tumbuh pada rentang 25-250 dan nilai 

TPC (total plate count) dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut; 

 
 
 
Keterangan; 
TPC : Jumlah koloni (/gr atau /ml) 
∑  : Jumlah koloni pada semua cawan yang dihitung 
n1 : Jumlah cawan pada pengenceran pertama yang dihitung 
n2 : Jumlah cawan pada pengenceran kedua yang dihitung 
d : Faktor pengencer pertama yang dihitung 
 

Perhitungan kepadatan bakteri didapatkan hasil sebesar 2,5 x 109 

spora/gr pakan dan 1,8 x109 CFU/gr pakan untuk sel vegetatif, cara perhitungan  

dapat dilihat pada Lampiran 2. 

3.3.2 Pemeliharaan Hewan Uji 

Ikan nila (O. niloticus) yang digunakan pada penelitian ini adalah Ikan nila 

dengan berat 23±27 gram/ekor yang berasal dari petani pembudidaya ikan 

Pasuruan. Tempat pemeliharaan ikan sebanyak 9 akuarium yang berukuran 60 x 

30 x 30 cm.  

Persiapan tempat pemeliharaan dengan membersikan akuarium terlebih 

dahulu menggunakan diterjen, kemudian dibilas dan didesinfeksi menggunakan 

kaporit 30 ppm selama 24 jam dan dinetralkan dengan Na-Thiosulfat 10 ppm. 

Setelah itu, akuarium dibilas menggunakan air bersih dan diisi air sebanyak 40 

liter/akuarium. Setelah dilakukan pengondisian air akuarium maka dilakukan 

aerasi selama 24 jam untuk meningkatkan oksigen terlarut dan menghilangkan 

bahan kimia yang tidak diinginkan.  

Pemeliharaan dilakukan selama 49 hari dengan kepadatan 10 ekor/40 

liter air. Ikan nila diadaptasikan terlebih dahulu selama 1 hari. Pemberian pakan 

dilakukan sebanyak dua kali sehari yaitu pada pukul 09.00 dan 16.00 WIB 

dengan dosis pemberian pakan sebanyak 5% dari berat tubuhnya dan dilakukan 

pengamatan parameter kualitas air yang terdiri dari suhu, pH (Power of 

𝑇𝑃𝐶 ( 𝐶𝐹𝑈/𝑔𝑟) =
∑𝑛

 (1 𝑥 𝑛1) + (0,1 𝑥 𝑛2). .   𝑥 𝑑
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Hidrogen) dan DO (oksigen terlarut). Proses penyifonan dilakukan setiap 2 hari 

sekali untuk membersikan sisa pakan dan feses, sedangkan proses sampling 

dilakukan setiap satu minggu sekali guna mengetahui penambahan bobot tubuh 

ikan dan jumlah pakan.  

3.3.3 Bakteri A. hydropilla 

a. Peremajaan A. hydropilla 

Koloni bakteri A. hydropilla didapatkan dari Fakultas Perikanan dan Ilmu 

Kelautan Unversitas Brawijaya Malang. Pembuatan stok isolate murni bakteri A. 

hydropilla yaitu menggunakan media selektif berupa GSP (Glutamat Strach 

Phenol) dengan metode streak plate kuadran 4. Koloni bakteri yang tumbuh 

diambil dengan menggunakan jarum ose dan ditumbuhkan ke dalam tabung 

reaksi yang berisi media selektif berupa GSP miring.  Selanjutnya diinkubasi 

selama 24 jam dengan suhu 310C dan disimpan sebagai stok isolat bakteri di 

refrigerator. Selanjutnya pewarnaan gram dilakukan untuk mengetahui 

keseragaman sel bakteri.  

b. Persiapan inokulan A. hydropilla 

Persiapan inokulan A. hydropilla dilakukan dengan pembuatan media 

cair yaitu Nutrient Broth (NB). Media NB sebanyak 1600 ml dan dimasukkan ke 

dalam erlenmeyer berukuran 250 mL. Media tersebut kemudian disterilisasi 

dalam autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121˚C dan tekanan 1 atm. Proses 

penanaman bakteri dilakukan dengan cara menggunakan jarum ose dari 

media miring GSP dan diinokulasikan ke dalam media NB sebanyak 200 mL. 

Hasil inokulasi kemudian diinkubasi dalam incubator dengan suhu 310C selama 

24 jam, hasil kepadatan bakteri sebesar 2,34 x1010 sel/mL  (Lampiran 2). 

3.3.4 Lethal Dosis 50% (LD50) 

Uji LD50 menggunakan Ikan nila berukuran 5±6 gram/ekor yang berasal 

dari petani pembudidaya ikan Pasuruan. Tempat pemeliharaan ikan sebanyak 9 
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akuarium yang berukuran 30 x 30 x 30 cm. Pemeliharaan dilakukan selama 7 

hari dengan kepadatan 4 ekor per 10 liter air dengan teknik perendaman. LD50 

digunakan untuk mengetahui kepadatan konsentrasi bakteri yang dapat 

mematikan 50% ikan uji. Jumlah kepadatan bakteri A. hydropilla yang digunakan 

untuk mencari LD50 yaitu 106, 107, 108, 109 sel/mL. Hasil LD50 dapat dihitung 

dengan menggunakan rumus. Menurut Thomshon dan Weil (1952), metode 

perhitungan LD50 dapat dihitung menggunakan metode Thomshon dan Weil 

tahun 1952, dengan rumus sebagai berikut: 

 

Keterangan: 
D : Dosis terkecil yang digunakan 
d : Logaritma kelipatan 
f : suatu faktor pada daftar perhitungan LD50 dimana; 
 r : jumlah kematian ikan dalam satu kelompok uji (Lampiran 2) 
 n : jumlah ikan percobaan setiap akuarium 

Hasil perhitungan didapatkan kepadatan bakteri A. hydropilla sebesar 108 

sel/mL. Perhitungan LD50 dapat disajikan pada Lampiran 2.  

 
3.4 Pelaksanaan Penelitian 

3.4.1 Uji Respon Imun Non Spesifik 

 Uji respon imun non spesifik pada ikan nila dilakukan setelah 49 hari 

masa pemeliharaan, antara lain; 

 Total Leukosit (sel darah putih) 

Menurut Noga (2000), bahwa pengukuran total leukosit dapat dilakukan 

dengan prosedur sebagai berikut; pertama darah yang sudah didapatkan 

dicampur dengan larutan Natt-Herric`s Stain sebanyak 1:200 (komposisi bahan 

Natt-Herric`s Stain dapat disajikan pada Lampiran 1). Prosedur pencampuran 

dapat dilakukan dengan darah diambil sebanyak 20 µl dan ditambahkan 4 ml 

larutan Natt-Herric`s Stain kedalam tabung reaksi dan dihomogenkan. 

Selanjutnya didiamkan selama 5 menit, setelah 5 menit diambil menggunakan 

log  𝐿𝐷50 = log𝐷 + 𝑙𝑜𝑔 d (f + 1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 
 

mikropipet dan diteteskan pada kotak haemocytometer yang sudah ditutup 

dengan cover glass, kemudian diamati dengan mikroskop perbesaran 1000x. 

Proses perhitungan dilakukan dengan menggunakan 4 kotak tengah pada bagian 

1 bidang pandang terdapat 16 kotak. Perhitungan jumlah total leukosit dapat 

menggunakan rumus sebagai berikut; 

 
Keterangan: 
2000 : Jumlah pengenceran 
4 : Jumlah kotak yang diamati 

 Diferensiasi Leukosit 

 Menurut Noga (2000), bahwa pengukuran difrensiasi leukosit dapat 

dilakukan dengan prosedur sebagai berikut; darah yang diambil selanjutnya 

diteteskan pada objek glass dan dibuat preparat dengan menggunakan metode 

smear, dikeringkan. Setelah kering, dibilas dengan menggunakan methanol dan 

dibiarkan selama 10 menit. Sampel yang kering direndam menggunakan giemsa 

selama 5 menit dan dibilas menggunakan buffer pH 6,7 sampai menutup 

preparat dan dibiarkan selama 5 menit, dibilas dengan menggunakan air dan 

dikeringkan. Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop dengan 

perbesaran 1000x.  

Menurut Santoso (2013), bahwa perhitungan diferensiasi leukosit dapat 

dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut; 

 
 
 
 
 

 

 
 

𝐿𝑖𝑚𝑓𝑜𝑠𝑖𝑡 =
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝐿𝑖𝑚𝑓𝑜𝑠𝑖𝑡

𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝐿𝑒𝑢𝑘𝑜𝑠𝑖𝑡
𝑥 100% 

 

Monosit =
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑀𝑜𝑛𝑜𝑠𝑖𝑡

𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝐿𝑒𝑢𝑘𝑜𝑠𝑖𝑡
𝑥 100% 

 

Neutrofil =
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑁𝑒𝑢𝑡𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙

𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝐿𝑒𝑢𝑘𝑜𝑠𝑖𝑡
𝑥 100% 

 

𝑊𝐵𝐶 =
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝐿𝑒𝑢𝑘𝑜𝑠𝑖𝑡

4
𝑥 2000 
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 Hematokrit 

 Menurut Anderson dan Siwicki (1993), bahwa pengukuran hematokrit 

dapat dilakukan dengan prosedur sebagai berikut; Darah diambil dengan 

menggunakan tabung pipet hematokrit sebanyak 3/4 bagian tabung. Pada sisa 

ujung tabung di tutup dengan menggunakan malem/cristoseal sampai terjadi 

penyumbatan pada kedua sisi tabung. Tabung hematokrit dihaemofuge dengan 

kecepatan putaran 12000 rpm selama 4 menit dan hasil volume darah yang 

didapat dicocokan dengan paper standar hematokrit.  

 Aktivitas Fagositik 

 Menurut Zahran et al. (2014), bahwa pengukuran aktivitas fagositik dapat 

dilakukan dengan prosedur sebagai berikut; Darah diambil 0.1 ml dimasukkan 

appendoff. 0.1 mL PBS dan 0,1 mL bakteri A. hydropilla hasil kultur dengan 

kepadatan 108 sel/mL dicampurkan. Setelah tercampur, diambil 0.1 ml 

dimasukkan kedalam tube 2 ml yang sudah berisi darah dan dihomogenkan. 

Sampel diinkubasi selama 45 menit dalam suhu ruang, setelah itu diteteskan ke 

objek glass dan dibuat preparat dengan metode smear dan dikeringkan. Preparat 

dibilas alkohol 95% selama 3 menit dan dibilas dengan menggunakan air dan 

dikeringkan. Pewarnaan dilakukan menggunakan giemsa selama 20 menit dan 

setelah itu dibilas akuades, dikeringkan. Pengamatan dilakukan dengan 

menggunakan mikroskop perbesaran 1000x dan dilakukan  perhitungan dengan 

menggunakan rumus sebagai berikut: 

 

 

 Respiratory Burst 

Menurut Choundury et al. (2005), bahwa prosedur Respiratory Burst 

dapat menggunakan prosedur sebagai berikut; darah diambil 50 µl ditempatkan 

𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎𝑠 𝐹𝑎𝑔𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑘 =
𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑆𝑒𝑙 𝑇𝑒𝑟𝑓𝑎𝑔𝑜𝑠𝑖𝑡

𝐽𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑆𝑒𝑙
𝑥 100% 
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dalam microtitre plates dan diinkubasi selama 1 jam dengan suhu 37 0C. Setelah 

diinkubasi, diambil supernatan dan dibuang. Sampel yang ada di microtitre plates 

dicuci dengan menggunakan PBS (Phosphate Buffer Saline) sebanyak 3 kali. 

Setelah itu, ditambahkan 0,2% NBT (Nitro Blue Tetrazolium) dan dinkubasi 

selama 1 jam. Sampel difiksasi menggunakan methanol 100% selama 2-3 menit 

dan dicuci menggunakan methanol 30% sebanyak 3 kali. Setelah itu, dikeringkan 

dan ditambahkan 60 µl 2N KOH (Potassium Hydroxide) dan ditambahkan 70 µl 

DMSO (Dimethyl Sulphoxide). Pembacaan dilakukan dengan menggunakan 

Microplate Reader dengan kecepatan 540 nm dan dicatat hasilnya. 

3.4.2 Pengifeksian dengan Bakteri A. hydropilla 

Persiapan penginfeksian menggunakan bakteri A. hydropilla, pertama 

dilakukan dengan membersikan akuarium yang berukuran 30 x 30 x 30 cm 

sebanyak 9 akuarium dan diisi air sebanyak 10 L/akuarium. Setelah itu, diambil 3 

ekor ikan nila (O. niloticus) yang berukuran 60±75 gram/ekor dari hasil 

pemeliharaan selama 49 hari dan dimasukkan kedalam akuarium.  

Proses penginfeksian dengan bakteri A. hydropilla (108 sel/mL) dilakukan 

selama 7 hari dengan metode perendaman dan dilakukan pengamatan 

kelulushidupan ikan. Menurut Royan et al. (2014), bahwa kelulushidupan ikan 

digunakan untuk mengetahui tingkat kelulushidupan ikan dengan membandingan 

antara jumlah ikan pada awal pemeliharaan dengan jumlah ikan pada akhir 

pemeliharaan. Kelulushidupan ikan dapat dihitung dengan menggunakan rumus 

sebagai berikut: 

 
 
 
 
 
Keterangan: 
SR : Kelulushidupan (%) 
Nt : Jumlah ikan hidup pada akhir pemeliharaan (ekor) 
N0 : Jumlah ikan pada awal pemeliharaan (ekor) 

𝑆𝑅 =
𝑁𝑡

𝑁𝑜
𝑥 100% 
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3.6 Analisa Data 

Data yang diperoleh dari hasil penelitian dianalisis dengan 

menggunakan uji normalitas, uji homogenitas, analisa keragaman analysis of 

variance (ANOVA) dengan derajat signifikansi 5% sesuai dengan rancangan 

perlakuan yang digunakan yaitu rancangan acak lengkap (RAL) dan dilanjutkan 

dengan uji BNT menggunakan uji Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) untuk 

mengetahui beda antar perlakuan. Uji normalitas digunakan untuk mengetahui 

apakah data distribusi secara normal atau tidak. Uji homogenitas digunakan 

untuk mengetahui tingkat keseragaman (Rosyadi, 2013).  Analisis yang 

digunakan menggunakan program aplikasi komputer yaitu Statistical Product 

and Service Solution ( SPSS) yer. 24 for windows. 
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Respon Imun Non Spesifik 

Respon imun non spesifik pada ikan nila (O. niloticus) yang telah diberi 

suplementasi B. firmus pada pakan berupa sel vegetatif, spora dan kontrol (tanpa 

suplementasi B. firmus) selama 49 hari menunjukkan adanya peningkatan 

terhadap hasil imunitas pada perlakuan suplementasi B. firmus berupa sel 

vegetatif dan spora dibandingkan dengan perlakuan kontrol.  

4.1.1 Total Leukosit  

Data perhitungan rerata total leukosit ikan nila selama penelitian disajikan 

melalui grafik pada Gambar 9.  

 

Gambar 9. Total leukosit ditunjukkan dengan nilai rerata ± sd. Grafik yang sama 
dengan notasi yang berbeda menunjukkan hasil total leukosit yang 
berbeda nyata (p<0,05). 

 Hasil grafik diatas menunjukkan bahwa nilai rerata total leukosit tertinggi 

pada perlakuan spora sebesar 8,28 x104 sel/mm3 sedangkan nilai rerata total 

leukosit terendah pada perlakuan kontrol sebesar 4,02 x104 sel/mm3. Pada hasil 

pengambilan sampel sel darah total leukosit yang didapatkan menunjukkan 

bahwa nilai rerata perlakuan spora lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan 
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kontrol, namun tetap menunjukkan dalam kisaran normal dari nilai total leukosit. 

Hal ini sesuai pendapat Hartika et al. (2014), bahwa nilai normal sel darah putih 

pada ikan nila berkisar antara 2 x104 sel/mm3 sampai 15 x104 sel/mm3.  

 Dari hasil One Way ANOVA (Lampiran 5) pada taraf nyata 0,05 

menunjukkan bahwa perlakuan suplementasi B. firmus berupa sel vegetatif dan 

spora mampu meningkatkan nilai total leukosit dibandingkan dengan perlakuan 

kontrol (p<0,05). Untuk mengetahui perbedaan dari setiap perlakuan, dilakukan 

uji Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan uji Duncan. Secara umum hasil uji Duncan 

menunjukkan bahwa hasil total leukosit berbeda pada setiap perlakuan. 

Perlakuan terbaik yaitu menggunakan suplementasi spora B. firmus setelah 

dilakukan pemberian selama 49 hari. Hal tersebut dikarenakan bahwa jumlah 

kepadatan sel vegetatif lebih banyak mengalami kematian sebesar 81,44% dari 

pada spora hanya sebesar 7,41% setelah ditambahkan pada pakan. Hal ini 

sesuai pendapat Wangka-orm et al. (2014), bahwa penambahan probiotik berupa 

sel vegetatif pada pakan menyebabkan penurunan atau kematian karena 

berkurangnya viabilitas didalam pakan. Keuntungan menggunakan spora Bacillus 

sp. adalah dapat bertahan dalam kondisi lingkungan yang ekstrim dan memiliki 

jumlah kepadatan yang lebih stabil di bandingkan sel vegetatif (Wolken et al., 

2003). 

Penggunaan suplementasi B. firmus sebagai bakteri probiotik mampu 

memberikan manfaat dalam proses budidaya. Pemberian bakteri probiotik 

mampu meningkatkan respon imun non spesifik (bawaan) sebagai sistem 

pertahanan tubuh (Zhou et al., 2010). Pemberian B. coagulans menunjukkan 

terjadinya peningkatan respon imun seluler seperti total leukosit (Shelby et al., 

2006). Meningkatnya total leukosit menyebabkan adanya peningkatan ketahanan 

tubuh setelah pemberian imunostimulan, sehingga penambahan probiotik 

Bacillus sp. dapat merangsang respon imun seluler pada ikan yang berfungsi 
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sebagai sistem pertahanan tubuh (Kamgar dan Ghane, 2014). Perbedaan total 

leukosit pada tiap perlakuan menunjukkan adanya perbedaan pertahanan tubuh 

pada ikan (Wahjuningrum et al., 2008). 

4.1.2 Diferensiasi Leukosit 

Leukosit terdiri atas dua bagian yaitu agranulosit dan granulosit. 

Agranulosit terdiri dari limfosit, trombosit dan monosit. Sedangkan granulosit 

terdiri dari neutrofil, eosinofil dan basofil. Diferensial leukosit merupakan data 

yang menunjukkan kinerja sel leukosit pada ikan. Pengamatan hasil diferensial 

leukosit meliputi pengamatan sebagai berikut; 

a. Limfosit  

Data perhitungan limfosit ikan nila selama penelitian disajikan melalui 

grafik pada Gambar 10.  

 
Gambar 10. Total limfosit ditunjukkan dengan nilai rerata ± sd. Grafik yang sama 

dengan notasi yang berbeda menunjukkan hasil limfosit yang 
berbeda nyata (p<0,05). 

 
Hasil grafik diatas menunjukkan bahwa nilai rerata limfosit tertinggi pada 

perlakuan spora sebesar 81,33% sedangkan nilai rerata limfosit terendah pada 

perlakuan kontrol sebesar 75,75%. Pada hasil pengambilan sampel sel darah 

limfosit yang didapatkan menunjukkan bahwa nilai rerata perlakuan spora dan sel 
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vegetatif lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan kontrol. namun tetap 

menunjukkan dalam kisaran normal dari nilai limfosit. Hal ini sesuai pendapat 

Wulandari et al. (2018), bahwa kisaran normal limfosit ikan nila adalah 71,12-

82,88%.  

Dari hasil One Way ANOVA (Lampiran 5) pada taraf nyata 0,05 

menunjukkan bahwa perlakuan pemberian suplementasi B. firmus berupa sel 

vegetatif dan spora mampu meningkatkan nilai limfosit dibandingkan dengan 

perlakuan kontrol (p<0,05). Untuk mengetahui perbedaan dari setiap perlakuan, 

dilakukan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan uji Duncan. Secara umum hasil 

uji Duncan menunjukkan bahwa total limfosit setelah pemberian suplementasi B. 

firmus berupa sel vegetatif, spora dan kontrol selama 49 hari menunjukkan 

perbedaan pada setiap perlakuan. Perlakuan terbaik pada suplementasi spora B. 

firmus. Total limfosit pada perlakuan spora terjadi kenaikan sebesar 6,86% 

dibandingkan dengan perlakuan kontrol. Hal tersebut dikarenakan bahwa spora 

B. firmus memiliki kemampuan poliferasi, ditunjukkan bahwa hasil perhitungan 

Total plate count (Lampiran 2) pada pakan menunjukkan jumlah kepadatan 

suplementasi spora lebih tinggi sebesar 28% dibandingkan dengan sel vegetatif. 

Hal ini sesuai pendapat Nimrat dan Vuthiphandchai (2011), bahwa probiotik yang 

mengandung bakteri berupa sel vegetatif memiliki kelemahan pada stabilitas 

sebagai produk probiotik. Hal ini dibuktikan bahwa penambahan suplementasi 

spora Bacillus sp. pada pakan memiliki kemampuan bertahan hidup pada saluran 

pencernaan (usus) lebih tinggi dibandingkan sel vegetatif (Wangka-orm et al., 

2014). 

Aplikasi penggunaan suplementasi B. firmus sebagai probiotik dilakukan 

untuk membuktikan adanya aktifitas pertahanan seluler, yang ditunjukkan melalui 

peningkatkan total limfosit. Limfosit berfungsi sebagai pelindung terhadap agen 

mikroba. Hal ini sesuai pendapat Sugiani et al. (2018), peningkatan limfosit 
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menunjukkan adanya aktifitas pertahanan seluler melalui pembentukan antibodi. 

Menurut Kamgar dan Ghane (2014), bahwa Bacillus sp. menyebabkan 

peningkatan persentase limfosit dan neutrofil, sedangkan monosit mengalami 

penurunan persentase. Hal tersebut dikarenakan bahwa limfosit merupakan 

salah satu faktor sebagai perlindungan ikan terhadap agen mikroba, sehingga 

dengan meningkatnya jumlah limfosit akan mengalami pembelahan atau 

difrensiasi menjadi sel plasma, dan sel plasma akan memproduksi dan 

melepaskan antibodi yang nantinya akan memasuki peredaran darah yang siap 

untuk menempel pada antigen (Pratiwi et al., 2016). Berkurangnya jumlah limfosit 

dalam darah dapat menyebabkan terjadinya penurunan konsentrasi antibodi dan 

menyebabkan meningkatnya serangan penyakit oleh bakteri patogen tertentu, 

sehingga akan mengakibatkan adanya pengurangan jumlah sel agen penyedia 

zat kebal tubuh yaitu limfosit (Azhar, 2013). 

b. Monosit  

Data perhitungan monosit ikan nila selama penelitian disajikan melalui 

grafik pada Gambar 11. 

 

Gambar 11. Total monosit dengan nilai rerata ± sd. Grafik dengan notasi yang 
berbeda menunjukkan hasil monosit yang berbeda nyata (p<0,05). 
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 Hasil grafik diatas menunjukkan bahwa nilai rerata monosit tertinggi pada 

perlakuan kontrol sebesar 10,90% sedangkan nilai rerata monosit terendah pada 

perlakuan spora dan sel vegetatif sebesar 7,67%. Pada hasil pengambilan 

sampel sel darah monosit yang didapatkan menunjukkan bahwa nilai rerata 

perlakuan kontrol lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan spora dan sel 

vegetatif, namun tetap menunjukkan dalam kisaran normal dari nilai monosit. Hal 

tersebut sesuai pendapat Fajariyani et al. (2017), bahwa nilai normal monosit 

ikan nila berkisar antara 7,65%-29,20%.  

Dari hasil One Way ANOVA (Lampiran 5) pada taraf nyata 0,05 

menunjukkan bahwa perlakuan pemberian suplementasi B. firmus berupa sel 

vegetatif dan spora tidak dapat menigkatkan monosit dibandingkan dengan 

perlakuan kontrol (p<0,05). Untuk mengetahui perbedaan dari setiap perlakuan, 

dilakukan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan uji Duncan. Secara umum hasil 

uji Duncan menunjukkan bahwa rerata monosit setelah pemberian suplementasi 

B. firmus berupa sel vegetatif, spora dan kontrol selama 49 hari menunjukkan 

perbedaan pada setiap perlakuan. Perlakuan suplementasi B. firmus 

menyebabkan penurunan sebesar 29,63% dari pada perlakuan kontrol. Hal 

tersebut dikarenakan bahwa persentase monosit hanya diperlukan sedikit ketika 

tidak terjadi serangan bakteri patogen, karena monosit berfungsi sebagai 

penghancuran mikroba.  

Hal ini sesuai Kamgar dan Ghane (2014), bahwa pemberian probiotik 

Bacillus sp. juga menyebabkan pengurangan persentase monosit. Hal tersebut 

dikarenakan bahwa monosit akan berperan sebagai penghancuran atau 

perlawanan ketika ada benda asing yang masuk yaitu bakteri patogen (Azhar, 

2013). Proporsi monosit dalam leukosit hanya >0,1% dan meningkat sekitar 38% 

dalam waktu singkat apabila terjadi infeksi akibat bakteri patogen, sehingga 
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persentase monosit hanya diperlukan sedikit ketika tidak terinfeksi bakteri 

patogen (Lusiastuti et al., 2013). 

c. Neutrofil 

Data perhitungan neutrofil ikan nila selama penelitian disajikan melalui 

grafik pada Gambar 12.  

 
Gambar 12. Total neutrofil ditunjukkan dengan nilai rerata ± sd. Grafik yang 

sama dengan notasi yang berbeda menunjukkan hasil neutrofil 
yang berbeda nyata (p<0,05). 

Hasil grafik diatas menunjukkan bahwa nilai rerata neutrofil tertinggi pada 

perlakuan sel vegetatif sebesar 12,67% sedangkan nilai rerata neutrofil terendah 

pada perlakuan kontrol sebesar 9,69%. Pada hasil pengambilan sampel sel 

darah neutrofil yang didapatkan menunjukkan bahwa nilai rerata perlakuan sel 

vegetatif dan spora lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan kontrol, namun 

tetap menunjukkan dalam kisaran normal dari nilai neutrofil. Hal ini sesuai 

pendapat Utami et al. (2013), bahwa persentase normal neutrofil ikan nila 

berkisar antara 9%-18%.  

Dari hasil One Way ANOVA (Lampiran 5) pada taraf nyata 0,05 

menunjukkan bahwa perlakuan pemberian suplementasi B. firmus berupa sel 

vegetatif dan spora mampu meningkatkan nilai neutrofil, namun pada perlakuan 
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kontrol lebih rendah (p<0,05). Untuk mengetahui perbedaan dari setiap 

perlakuan, dilakukan uji  Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan uji Duncan. Secara 

umum hasil uji Duncan menunjukkan bahwa rerata neutrofil setelah pemberian 

suplementasi B. firmus berupa sel vegetatif, spora dan kontrol selama 49 hari 

menunjukkan perbedaan pada setiap perlakuan. Perlakuan terbaik didapatkan 

pada suplementasi sel vegetatif B. firmus dengan kenaikan sebesar 23,52% dari 

pada perlakuan kontrol, namun suplementasi B. firmus berupa sel vegetatif dan 

spora tidak berbeda nyata (p>0,05). Hal tersebut dikarenakan bahwa 

suplementasi B. firmus pada pakan digunakan untuk mengetahui adanya respon 

imun non spesifik melalui aktifitas pertahanan seluler, sehingga terjadi 

peningkatan hasil neutrofil yang berfungsi sebagai pelindung utama.   

Hal ini sesuai pendapat Aniputri et al. (2006), bahwa pemberian probiotik 

mampu meningkatkan hasil neutrofil sebagai bentuk respon imun terhadap 

hadirnya suatu antigen atau protein asing. Neutrofil merupakan sel-sel pertama 

yang meninggalkan pembuluh darah akibat mengandung vakuola yang berisi 

enzim untuk menghancurkan organisme yang bersifat patogen (Pratiwi et al., 

2016). 

4.1.3 Hematokrit  

Hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai rerata hematokrit tertinggi pada 

perlakuan spora sebesar 31,67% sedangkan nilai rerata hematokrit terendah 

pada perlakuan kontrol sebesar 22,67%. Hasil pengambilan sampel sel darah 

hematokrit yang didapatkan menunjukkan bahwa nilai rerata perlakuan sel 

vegetatif dan spora lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan kontrol, namun 

tetap menunjukkan dalam kisaran normal dari nilai hematokrit. Hal ini sesuai 

pendapat Fauzan et al. (2017), bahwa nilai normal hematokrit pada ikan nila 

berkisar antara 21,00%-22,67%. Namun sedikit berbeda dengan pernyataan 

Utami et al. (2013), bahwa nilai rata-rata hematokrit ikan nila normal berkisar 
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27,3%-37,8%. Sehingga hasil total hematokrit tetap menunjukkan dalam kisaran 

normal dari nilai rata-rata hematocrit. Data perhitungan hematokrit ikan nila 

selama penelitian disajikan melalui grafik pada Gambar 13. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 13. Total Hematokrit ditunjukkan dengan nilai rerata ± sd. Grafik yang 

sama dengan notasi yang berbeda menunjukkan hasil hematokrit 
yang berbeda nyata (p<0,05). 

 

Dari hasil One Way ANOVA (Lampiran 5) pada taraf nyata 0,05 

menunjukkan bahwa perlakuan pemberian suplementasi B. firmus berupa sel 

vegetatif dan spora mampu meningkatkan nilai hematokrit dibandingkan dengan 

perlakuan kontrol. (p<0,05) untuk mengetahui perbedaan dari setiap perlakuan, 

dilakukan uji  Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan uji Duncan. Secara umum hasil 

uji Duncan menunjukkan bahwa rerata neutrofil setelah pemberian suplementasi 

B. firmus berupa sel vegetatif, spora dan kontrol selama 49 hari menunjukkan 

perbedaan pada setiap perlakuan. Perlakuan terbaik menggunakan suplementasi 

berupa spora B. firmus. Perlakuan suplementasi spora B. firmus mengalami 

kenaikan sebesar 28,42% dibandingkan dengan perlakuan kontrol, sehingga 

pemberian suplementasi B. firmus pada pakan mampu meningkatkan hasil total 

hematokrit ikan nila. Hal tersebut sesuai pendapat Kurniawan et al. (2019), 
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bahwa kenaikan kadar hematokrit pada ikan dapat diduga akibat pengaruh 

pemberian bakteri probiotik. Pemberian probiotik mampu menstabilkan kadar 

hematokrit pada ikan dengan adanya peningkatkan respon imun non spesifik 

(Sukenda et al., 2016). Sehingga dengan meningkatnya kadar hematokrit 

mengindikasikan bahwa probiotik yang digunakan efektif dalam meningkatkan 

status kesehatan ikan karena bakteri probiotik mampu memberikan efek 

imonostimulan, sehingga mampu menstimulasi sistem imun (Setyaningsih et al., 

2017). 

4.1.4 Aktifitas Fagositosis 

Data perhitungan aktifitas fagositosis ikan nila selama penelitian disajikan 

melalui grafik pada Gambar 14. 

 

Gambar 14. Aktifitas fagositosis ditunjukkan dengan nilai rerata ± sd. Grafik 
dengan notasi yang berbeda menunjukkan hasil aktifitas fagositosis 
yang berbeda nyata (p<0,05). 

Hasil grafik diatas menunjukkan bahwa nilai rerata aktifitas fagositosis 

tertinggi didapatkan pada perlakuan spora sebesar 60,16% sedangkan nilai 

rerata aktifitas fagositosis terendah pada perlakuan kontrol sebesar 36,56%. 

Hasil tersebut menunjukkan bahwa aktifitas fagositosis ikan nila akan mengalami 
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peningkatan setelah pemberian suplementasi B. firmus pada pakan sebesar 

2,55% dibandingkan dengan perlakuan kontrol.  

Dari hasil One Way ANOVA (Lampiran 5) pada taraf nyata 0,05 

menunjukkan bahwa perlakuan pemberian suplementasi B. firmus berupa sel 

vegetatif dan spora mampu meningkatkan nilai aktifitas fagositosis dibandingkan 

dengan perlakuan kontrol. (p<0,05) untuk mengetahui perbedaan dari setiap 

perlakuan, dilakukan uji  Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan uji Duncan. Secara 

umum hasil uji Duncan menunjukkan bahwa hasil nilai aktifitas fagositosis 

berbeda pada setiap perlakuan. Perlakuan yang terbaik adalah menggunakan 

suplementasi spora B. firmus setelah dilakukan pemberian selama 49 hari. 

Meningkatnya hasil aktifitas fagositosis menunjukkan terjadinya peningkatan 

sistem kekebalan tubuh pada ikan. Hal ini sesuai pendapat  Hastuti et al. (2012), 

bahwa meningkatnya aktivitas fagositosis menunjukkan adanya peningkatan 

kekebalan tubuh, karena sel fagosit berfungsi untuk melakukan fagositosis 

terhadap benda asing yang masuk kedalam tubuh. Aktifitas fagositosis 

merupakan perlawanan awal sebagai respon inflamasi sebelum mereduksi 

antibody (Setyaningsih et al., 2017). Hal tersebut diperantarai sel fagosit seperti 

neutrofil, monosit dan makrofag. Hal ini sesuai pendapat Pope et al. (2011), 

bahwa perubahan nilai aktifitas fagositosis berkaitan dengan adanya pemberian 

imunostimulan karena neutrofil memiliki aktivitas perlawanan terhadap benda 

asing secara alami. 

4.1.5 Respiratory Burst 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai rerata respiratory burst tertinggi 

didapatkan pada perlakuan spora sebesar 0,09 sedangkan nilai rerata respiratory 

burst terendah pada perlakuan kontrol sebesar 0,04. Data perhitungan 

respiratory burst ikan nila selama penelitian disajikan melalui grafik pada Gambar 

15.  
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Gambar 15. Respiratory Burst ditunjukkan dengan nilai rerata ± sd. Grafik yang 
sama dengan notasi yang berbeda menunjukkan hasil respiratory 
burst yang berbeda nyata (p<0,05). 

Dari hasil One Way ANOVA (Lampiran 5) pada taraf nyata 0,05 

menunjukkan bahwa perlakuan pemberian suplementasi B. firmus berupa sel 

vegetatif dan spora mampu meningkatkan nilai respiratory burst dibandingkan 

dengan perlakuan kontrol. (p<0,05) untuk mengetahui respon terbaik dari setiap 

perlakuan, dilakukan uji  Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan uji Duncan. Secara 

umum hasil uji Duncan menunjukkan bahwa hasil nilai respiratory burst berbeda 

pada setiap perlakuan. Perlakuan yang terbaik adalah menggunakan 

suplementasi spora B. firmus, karena mengalami peningkatan sebesar 55,55% 

dibandingkan dengan perlakuan kontrol setelah dilakukan pemberian selama 49 

hari. Peningkatan respiratory burst menunjukkan bahwa pemberian suplementasi 

B. firmus dapat meningkatkan hasil respon imun non spesifik.  

NBT (Nitroblue Tetrazolium) dapat digunakan untuk mengetahui 

respiratory burst activity (Zhou et al., 2010). Respiratory burst activity 

menunjukkan kemampuan neutrofil mereduksi larutan NBT melalui pembentukan 

oksigen (Danaparamita et al. 2017). Peningkatan hasil respiratory burst 

ditunjukkan pada perlakuan suplementasi B. firmus sel vegetatif dan spora 
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dibandingkan dengan perlakuan kontrol.  Perlakuan yang diberi suplemetasi B. 

firmus  menunjukkan bahwa suplementasi B. firmus dapat meningkatkan respon 

imun non spesifik. Menurut Salinas et al. (2006), bahwa respiratory burst activity 

meningkat setelah penambahan Lactobacillus sp.. Hasil serupa menunjukkan 

bahwa penambahan L. rhamnosous selama 2 minggu menunjukkan peningkatan 

hasil respiratory burst dibandingkan dengan perlakuan kontrol (Nikokelainen et 

al., 2003). Hal tersebut dikarenakan bahwa kandungan antibakteri yang terdapat 

dalam B. firmus dapat merusak total membran protoplasma dengan mekanisme 

melisis dinding sel dan menghentikan sintesa protein. Kandungan antibakteri 

mengakibatkan terhambatnya aktivitas bakteri sehingga neutrofil dapat aktif 

merespon NBT (Sya`bani et al., 2015). 

Hasil respon imun non spesifik dapat disimpulkan bahwa pemberian 

suplementasi B. firmus mampu meningkatkan sistem kekebalan tubuh dan 

kesehatan setelah pemberian suplementasi B. firmus, sehingga dapat 

meningkatkan imunitas dan kelulushidupan ikan nila (O. niloticus). 

4.2 Kelulushidupan Ikan Nila Setelah Diinfeksi Dengan Bakteri A. 
hydropilla 

 

Kelulushidupan ikan nila (O. niloticus) setelah diinfeksi dengan bakteri A. 

hydropilla selama 7 hari yang telah diberi suplementasi B. firmus pada pakan 

berupa sel vegetatif, spora dan kontrol (tanpa suplementasi B. firmus) selama 49 

hari. Hasil kelulushidupan ikan nila menunjukkan adanya peningkatan pada 

perlakuan suplementasi B. firmus berupa sel vegetatif dan spora dibandingkan 

dengan perlakuan kontrol. Nilai rerata kelulushidupan tertinggi didapatkan pada 

perlakuan sel vegetatif dan spora sebesar 88,89% sedangkan nilai rerata 

terendah pada perlakuan kontrol sebesar 44,44%. Hasil kelulushidupan ikan nila 

dapat dilihat pada Gambar 16. 
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Gambar 16. Survival Rate ditunjukkan dengan nilai rerata ± sd.  Grafik yang 

sama ditunjukkan dengan notasi yang berbeda sehingga 
menunjukkan berbeda nyata (p<0,05). 

Dari hasil One Way ANOVA (Lampiran 5) pada taraf nyata 0,05 

menunjukkan bahwa perlakuan pemberian suplementasi B. firmus berupa sel 

vegetatif dan spora mampu meningkatkan nilai kelulushidupan dibandingkan 

dengan perlakuan kontrol (p<0,05). Untuk mengetahui perbedaan dari setiap 

perlakuan, dilakukan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan uji Duncan. Secara 

umum hasil uji Duncan menunjukkan bahwa hasil kelulushidupan berbeda pada 

setiap perlakuan. Perlakuan yang terbaik adalah menggunakan suplementasi 

berupa sel vegetatif dan spora B. firmus. Pemberian suplementasi B. firmus  

pada pakan menunjukkan peningkatan hasil kelulushidupan ikan nila sebesar 

50,01% dibandingkan dengan perlakuan kontrol, setelah diinfeksi dengan bakteri 

A. hydropilla selama 7 hari. Penambahan suplementasi B. firmus mampu 

meningkatkan hasil respon imun non spesifik, sehingga terjadi peningkatan 

sistem pertahanan tubuh dalam tubuh ikan.  

Hal ini sesuai pendapat Danaparamita et al. (2017), bahwa pemberian 

suplementasi pada pakan yang dapat dicerna oleh ikan mampu meningkatkan 
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respon imun dan mengurangi tingkat kematian akibat terinfeksi bakteri patogen. 

Pemberian bakteri probiotik apabila masuk kedalam tubuh ikan dapat berfungsi 

sebagai imunostimulan yang dapat meningkatkan sistem pertahan tubuh 

terhadap serangan bakteri patogen (Sya`bani et al., 2015). Selain itu, probiotik 

yang diberikan diduga mampu meningkatkan populasi Bacillus sp. dalam usus 

melalui kemampuan dalam memecah rantai panjang karbohidrat, protein dan 

lemak dengan bantuan enzim-enzim khusus yang dimiliki oleh mikroba sehingga 

dapat merubah molekul komplek menjadi molekul sederhana yang akan 

mempermudah proses penyerapan oleh saluran cerna (Hendrianto et al., 2009). 

Enzim-enzim yang memiliki kemampuan dalam meekresikan adalah enzim 

protease, lipase dan amilase. Enzim tersebut digunakan untuk menghidrolisis 

nutrien pakan sehingga terjadi peningkatan ketersediaan nutrien yang dapat 

diserap oleh saluran cerna untuk masuk ke pembuluh darah sebagai proses 

metabolisme (Sukenda et al., 2016). Sementara itu pendapat Lusiastuti et al. 

(2013), bahwa B. firmus merupakan bakteri probiotik yang mampu bekerja 

dengan cara berkompetisi dengan bakteri patogen, baik dalam memperoleh 

energi maupun tempat perlekatan di dalam saluran pencernaan sehingga dapat 

mencegah terjadinya kolonisasi bakteri patogen A. hydrophila. 

4.3 Kualitas Air 

 Kualitas air merupakan salah satu faktor yang harus diperhatikan dalam 

proses pemeliharaan hewan uji. Faktor kualitas air memiliki peran penting dalam 

proses pertumbuhan dan kesehatan ikan. Sehingga harus dilakukan monitoring 

untuk menjaga kondisi media pemeliharaan tetap pada kondisi optimal. Pada 

penelitian ini nilai kualitas air pada media pemeliharaan dikondisikan dalam 

kisaran yang layak bagi kelangsungan hidup ikan nila. Berdasarkan hasil 

pengamatan data kualitas air didapatkan kisaran hasil nilai suhu, pH (power of 

hydrogen) dan DO (dissolved oxsigen) pada Tabel 2. 
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Tabel 2. Kisaran Hasil Pengamatan Kualitas Air Selama Pemeliharan Hewan Uji 

Perlakuan 

Kualitas Air 

Suhu (0C) DO (ppm) pH 

Pagi Sore Pagi Sore Pagi Sore 

A (sel vegetatif) 24,6-26,0 24,9-27,3 4,2-7,9 4,4-7,9 5,67-8,6 6,8-8,7 
B (sel spora) 24,4-26,1 24,9-27,6 4,0-7,8 4,2-7,7 5,37-8,5 6,3-8,9 
C (kontrol) 24,1-26,8 25,3-27,6 4,5-7,7 4,6-7,6 5,66-8,7 6,9-8,6 

 
4.3.1 Suhu  

Berdasarkan data yang didapatkan, suhu air dalam wadah pemeliharaan 

selama masa pemeliharaan masih dalam batas kisaran normal suhu pada ikan 

nila yaitu antara 24,1 0C – 27,60C. Hal ini sesuai pendapat Karimah et al. (2018), 

bahwa kisaran suhu optimum yang baik untuk pertumbuhan ikan nila berkisar 

antara 24-320C. pertumbuhan ikan nila biasanya akan terganggu apabila suhu 

habitatnya lebih rendah dari 14oC atau pada suhu tinggi 38oC. ikan nila akan 

mengalami kematian pada suhu 6oC atau 42oC. Oleh karena itu berdasarkan 

nilai kisaran suhu selama penelitian, dapat dikatakan nilai suhu berada didalam 

kadar optimum untuk pemeliharaan ikan nila yang dilakukan selama penelitian. 

4.3.2 Oksigen Terlarut (Disolved Oxsigen) 

Berdasarkan data yang didapatkan, oksigen terlarut dalam wadah 

pemeliharaan selama masa pemeliharaan masih dalam batas kisaran normal 

oksigen terlarut pada ikan nila yaitu antara 4,0 ppm sampai 7,9 ppm. Menurut 

Aryani et al. (2010), bahwa kisaran DO optimum yang baik untuk pertumbuhan 

ikan nila berkisar antara 4 ppm sampai 8,56 ppm. Sedangkan Menurut Anam et 

al. (2017), bahwa debit air yang tinggi menghasilkan oksigen terlarut yang lebih 

tinggi pula, semakin tinggi oksigen terlarut yang ada dalam perairan nafsu 

makan ikan akan meningkat sehingga kondisi fisiologis dan proses metabolisme 

akan berjalan dengan lancar tanpa adanya gangguan. Ikan yang memperoleh 

oksigen yang rendah akan mengakibatkan nafsu makan dari ikan menurun dan 

tingkat pernafasanya rendah sehingga akan berpengaruh pada tingkah laku dan 
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proses fisologisnya. Oleh karena itu berdasarkan nilai kisaran suhu selama 

penelitian dapat dikatakan optimum untuk pemeliharaan ikan nila. 

4.3.3 pH (Power of Hydrogen) 

Berdasarkan data yang didapatkan, pH dalam wadah pemeliharaan 

selama masa pemeliharaan masih dalam batas normal. pH pada ikan nila yaitu 

antara 5,7-8,9. Menurut karimah et al. (2018), bahwa kisaran pH optimum yang 

baik untuk pertumbuhan ikan nila berkisar antara 5-10. Jika derajat keasaman 

yang tidak optimal dapat menyebabkan ikan stres, mudah terserang penyakit, 

produktifitas dan pertumbuhan akan rendah. Oleh karena itu berdasarkan nilai 

kisaran derajat keasaman selama penelitian dapat dikatakan optimum untuk 

pemeliharaan ikan nila. 
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5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Kesimpulan yang didapatkan pada penilitian tentang Pengaruh Pemberian 

Suplementasi B. firmus Pada Pakan Terhadap Imunitas Ikan Nila (O. niloticus) 

adalah sebagai berikut; 

a. Pemberian suplementasi B. firmus pada pakan berpengaruh terhadap 

hasil imunitas dan kelulushidupan ikan nila.  

b. Pemberian suplementasi B. firmus pada pakan yang berbeda 

menghasilkan uji respon imun non spesifik yang terbaik pada perlakuan 

suplementasi spora setelah pemberian suplementasi B. firmus pada 

pakan selama 49 hari. Namun pada hasil kelulushidupan ikan nila setelah 

diinfeksi dengan bakteri A. hydropilla didapatkan perlakuan yang terbaik 

adalah perlakuan suplementasi berupa sel vegetatif dan spora B. firmus.  

5.2 Saran  

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan didapatkan hasil penelitian 

yang berbeda nyata terhadap uji respon imun non spesifik dan kelulushidupan 

ikan nila setelah pemberian suplementasi B. firmus pada pakan selama 49 hari, 

namun perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai penentuan jumlah dosis 

suplementasi spora B. firmus guna mendapatkan dosis yang terbaik pada spora 

B. firmus 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Komposisi Bahan 

a. Media Fermentasi 

No Nama Bahan  Jumlah  

1. CaCO3 0.3 gram 
2. MgSO4 7H2O 0.00033 gram 
3. CaCl2 2H2O 0.09 gram 
4. FeSO4 7H2O 0.084 gram 
5. MnSO4 2H2O 0.12 gram 
6. Glukosa  10 gram 
7. Ekstrak yeast 14 gram 
8. Akuades  1 liter 

 
b. Larutan Natt-Herric`s Stain 

No Bahan Jumlah 

1. NaCl 3.88 gr 
2. Na2SO4 2.50 gr 
3. Na2HPO4 1.74 gr 
4. KH2PO4 0.25 gr 
5. Formalin 40% 7.50 ml 
6. Cristal violet 0.10 gr 

Sumber: Noga (2000).  
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Lampiran 2. Data Perhitungan Kepadatan Bakteri 

a. Bakteri B. firmus 

 Sel vegetatif 

No Media Jumlah Kepadatan 

1. NB      ℎ    =
 

     ℎ               
   (25  104) 

     ℎ    =
125

5
  (25  104)    10 

     ℎ    = 6,2  107 sel/    
 

2. Fermentasi      ℎ    =
 

     ℎ               
   (25  104) 

     ℎ    =
181

5
  (25  104)   10 

     ℎ    = 9,05  107 sel/   
 

3. Hasil 
sentrifus 

     ℎ    =
 

     ℎ               
  (25  104) 

     ℎ    =
194

5
  (25  104)   1000 

     ℎ    = 9,7  109 sel/    
 

4. Pakan  
    ( ) =

∑ 

(1    1) + (0,1    2). .
                   

    ( ) =
205

(1    1) + (0,1    2) + (0.01    3) + (0.001    4)
  107  

    ( ) =
205

1,111
  107 

    ( ) = 1,8  109    /gr   
 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 
 

 Sel Spora  
 

No Media Jumlah Kepadatan 

1. NB      ℎ    =
 

     ℎ               
  (25  104) 

     ℎ    =
125

5
  (25  104)   10 

     ℎ    = 6,2  107 spor /   

2. Fermentasi      ℎ    =
 

     ℎ               
  (25  104) 

     ℎ    =
178

5
  (25  104)   10 

     ℎ    = 8,9  107 spor /   
 

3. Hasil 
sentrifus 

     ℎ    =
 

     ℎ               
  ( 25  104) 

     ℎ    =
54

5
  (25  104)   1000 

     ℎ    = 2,7  109 spor /   
 

4. Pakan 
    ( ) =

∑ 

(1    1) + (0,1    2). .
                   

    ( ) =
283

(1    1) + (0,1    2) + (0.01    3) + (0.001    4)
  107  

    ( ) =
283

1,111
  107 

    ( ) = 2,5  109    /gr  pakan 
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Lampiran 2. (Lanjutan) 

b. Bakteri A. hydropilla 
 

 Hasil pengukuran nilai OD dan pengukuran jumlah koloni (TPC) 

 
Mencari nilai b1; 

 1 =
∑     

∑   .  ∑ 
 

∑    
(∑ ) 

 

 

 1 =
406,5639   

2,480  .  588,65
6

1,4688   
(2,480) 

6

 

 1 = 367,9107 
 
Mencari nilai b0; 

 0 =   ( 1 .  ) 

 0 = 98,1083  367,9107. (0,4133) 

 0 =  53.8352 

Persamaan regresi linier yaitu y = b1.x + b0 sehingga didapatkan persamaan 

y = 367,9107x – 53,8352. 

Mencari nilai koefisien determinasi (R2) 

Yestimasi (b1.x + b0) 
e (residual) 

(Yaktual – Yestimasi) 
e2 

303,7740 -4,7740 22,7911 
120,9224 28,5776 816,6802 
88,9142 -14,1642 200,6232 
48,8119 -11,4419 130,9167 
27,8410 -9,1510 83,7404 
-0,8561 10,1961 103,9596 

TOTAL 1358,7112 

 

Ulangan 
(n) 

Optical 
(nm) (x) 

TPC (y) x2 y2 xy 

1 0,972 299 0,9448 89401 290,628 

2 0,475 149,5 0,2256 22350,25 71,0125 

3 0,388 74,75 0,1505 5587,5625 29,003 

4 0,279 37,37 0,0778 1396,5169 10,4262 

5 0,222 18,69 0,0493 349,3161 4,1492 

6 0,144 9,34 0,0207 87,2356 1,345 

Total 2,480 588,65 1,4688 119171,8811 406,5639 

Rata-Rata 0,4133 98,1083 0,2448 19861,9802 67,7606 
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  = 1  
∑e 

∑( i    rer t ) 
 

  = 1  
1358,7112

 (299  98,1083) + (149,5  98,1083) +  + (9,34  98,1083) 
 

  = 0,98 

 Hasil Kurva regresi bakteri A. hydropilla 

 
Keterangan;  
 

Hasil korelasi (R2) menunjukkan bahwa 98% adanya hubungan antara 2 

variabel yang dibandingkan yaitu antara data OD dan data TPC.  

 = 377,25( )  60,389 

 = 377,25 (0,782)  60,389 

  =  234,6205   108 

  =  2,35   10 0 

 
 
 

106 = 
106   10.000

 2,35   10 0
 

106 = 
1

 2,35 
 

106 =  0,43    

107 = 
107   10.000

 2,35   10 0
 

107 = 
10

 2,35 
 

107 =  4,3    

108 = 
108   10.000

 2,35   10 0
 

108 = 
100

 2,35 
 

108 =  43    

109 = 
109   10.000

 2,35   10 0
 

109 = 
1000

 2,35 
 

109 =  430    

y = 367,9107x - 53,8352 
R² = 0,98 
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 Perhitungan Hasil LD50  
 

log   50 = log + log  (f + 1) 
log   50 = log 106 + log10 (0,75000 + 1) 
log   50 = 6 + 0 (0,75000 + 1) 
log   50 = 7,75 

  50       = 108 sel/mL 
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Lampiran 2. (Lanjutan) 
 

 Tabel Untuk Menentukan Nilai “f” Dari Nilai “r” (jumlah hewan yang mati) 
 

No Nilai r F Delta f Nilai r f Delta f 

1. 0,0,2,4 1,00000 0,28868 0,1,3,3 0,66667 0,52116 

2. 0,0,3,4 0,75000 0,25000 0,1,4,3 0,33333 0,35136 

3. 0,0,4,4 0,50000 0,00000 0,2,2,3 0,66667 0,58794 

4. 0,1,1,4 1,00000 0,35355 0,2,3,3 0,33333 0,52116 

5. 0,1,2,4 0,75000 0,38188 0,2,4,3    0,00000 0,38490 
6. 0,1,3,4 0,50000 0,35355 0,3,3,3 0,00000 0,47140 

7. 0,1,4,4 0,25000 0,25000 1,0,3,3 1,00000 0,70711 

8. 0,2,2,4 0,50000 0,40825 1,0,4,3 0,50000 0,35355 

9. 0,2,3,4 0,25000 0,38188 1,1,2,3 1,00000 0,91287 

10. 0,2,4,4 0,00000 0,28868 1,1,3,3 0,50000 0,79057 

11. 0,3,3,4 0,00000 0,35355 1,1,4,3 0,00000 0,70711 

12. 1,0,2,4 1,00000 0,38490 1,2,2,3 0,50000 0,88976 

13. 1,0,3,4 0.66667 0,35136 1,2,3,3 0,00000 0,91287 

14. 1,0,4,4 0,33333 0,22222 2,0,3,3 1,00000 1,41421 

15. 1,1,1,4 1,00000 0,47140 2,0,4,3 0,00000 1,15470 

16. 1,1,2,4 0,66667 0,52116 2,1,2,3 1,00000 1,82574 

17. 1,1,3,4 0,33333 0,52116 2,1,3,3 0,00000 1,82574 

18. 1,1,4,4 0,00000 0,47140 2,2,2,3 0,00000 2,00000 

19 1,2,2,4 0,33333 0,58794 0,0,4,2 1,00000 0,57735 

20. 1,2,3,4 0,00000 0,60854 0,1,3,2 1,00000 0,91287 

21. 2,0,2,4 1,00000 0,57735 0,1,4,2 0,50000 0,57735 

22. 2,0,3,4 0,50000 0,57735 0,2,2,2 1,00000 1,00000 

23. 2,0,4,4 0,00000 0,57735 0,2,3,2 0,50000 0,81650 

24. 2,1,1,4 1,00000 0,70711 0,2,4,2 0,00000  0,57735 

25. 2,1,2,4 0,50000 0,81650 0,3,3,2 0,00000 0,70711 

26. 2,1,3,4 0,00000 0,91287 1,0,4,2 1,00000 1,15470 

27. 2,2,2,4 0,00000 1,00000 1,1,3,2 1,00000 1,82574 

28. 3,0,2,4 1,00000 1,15470 1,1,4,2 0,00000 1,41421 

29. 3,0,3,4 0,00000 1,42421 1,2,2,2 1,00000 2,00000 

30. 3,1,1,4 1,00000 1,41421 1,2,3,2 0,00000 1,82574 

31. 3,1,2,4 0,00000 1,82574 0,2,3,1 1,00000 1,82574 

32. 0,0,3,3 1,00000 0,47140 0,2,4,1 0,00000 1,15470 

33. 0,0,4,3 0,66667 0,22222 0,3,3,1 0,00000 1,41421 

34. 0,1,2,3 1,00000 0,60858 0,1,4,1 1,00000 1,41421 

Sumber: Yulianto dan amaliyah (2017). 
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Lampiran 3. Data kualitas Air 

No Tanggal Data Suhu (0C) Oksigen 

Terlarut (ppm) 

pH 

   Pagi sore pagi Sore Pagi Sore 

1. 9 Januari 2019 A1 25,7 26,8 5,3 5,4 5,67 8,3 

A2 25,7 26,6 4,2 4,6 5,74 8,3 

A3 25,0 26,5 4,2 4,4 5,86 8,3 

B1 24,7 26,4 4,6 4,9 5,92 8,3 

B2 24,9 26,1 4,2 4,4 6,09 8,2 

B3 25,1 25,7 4,0 4,2 5,37 8,3 

C1 24,9 25,6 4,8 5,9 5,66 8,4 

C2 25,0 25,5 4,6 5,7 5,96 8,3 

C3 25,0 25,6 4,5 4,6 5,74 8,4 

2. 16 Januari 2019 A1 24,8 27,4 5,2 5,5 8,5 8,1 

A2 24,7 27,2 5,3 4,1 8,4 8,1 

A3 24,8 27,8 5,6 4,8 8,3 8,0 

B1 24,6 27,7 5,1 5,9 8,4 8,1 

B2 24,6 27,8 5,0 6,1 8,4 8,1 

B3 24,8 27,2 4,9 5,7 8,4 8,1 

C1 25,0 28,1 4,6 5,4 8,5 8,2 

C2 25,0 27,8 5,3 5,4 8,4 8,2 

C3 24,9 27,8 5,4 5,5 8,5 8,2 

3. 23 Januari 2019 A1 25,0 27,0 4,9 5,5 7,3 7,7 

A2 25,0 26,8 5,9 6,2 7,3 7,5 

A3 25,5 27,0 4,5 5,4 7,2 7,3 

B1 25,3 26,9 5,5 5,1 7,4 7,5 

B2 25,3 26,8 4,9 4,7 7,2 7,3 

B3 25,2 26,9 4,9 4,5 7,3 7,4 

C1 25,4 26,9 5,0 4,4 7,5 7,6 

C2 25,3 26,7 5,0 4,3 7,1 7,4 

C3 25,3 26,7 4,8 4,5 7,0 7,3 

4. 30 Januari 2019 A1 8,5 8,5 4,2 4,6 6,7 7,8 

A2 8,6 8,5 4,8 4,0 6,5 7,5 

A3 8,5 8,5 4,5 4,2 6,4 7,3 
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No Tanggal Data Suhu (0C) Oksigen 

Terlarut (ppm) 

pH 

   Pagi sore pagi Sore Pagi Sore 

  B1 8,6 8,4 4,3 5,0 7,5 6,4 

B2 8,5 8,2 4,5 5,7 7,3 6,5 

B3 8,5 8,4 4,3 5,7 6,4 6,3 

C1 8,5 8,6 5,0 5,8 6,3 7,3 

C2 8,5 8,5 5,0 5,4 6,2 7,2 

C3 8,4 8,4 4,7 5,4 6,2 7,2 

5. 6 Februari 2019 A1 24,7 27,3 4,6 5,8 8,7 8,6 

A2 25,0 27,0 5,3 4,9 8,6 8,4 

A3 25,0 26,7 5,2 5,3 8,6 8,5 

B1 25,0 26,8 5,2 5,3 8,6 8,4 

B2 25,2 26,9 5,4 5,1 8,5 8,4 

B3 25,1 26,7 5,9 4,9 8,5 8,4 

C1 25,2 26,6 5,6 5,5 8,5 8,5 

C2 25,1 26,5 5,9 5,7 8,5 8,5 

C3 25,1 26,7 5,6 5,3 8,5 8,4 

6. 13 Februari 2019 A1 24,4 27,5 6,6 7,2 8,7 8,3 

A2 25,1 27,0 5,5 7,2 8,6 8,3 

A3 25,0 26,7 5,8 5,9 8,7 8,4 

B1 24,8 26,7 6,3 6,3 8,6 8,3 

B2 24,8 26,7 6,3 5,9 8,6 8,3 

B3 24,5 27,0 6,3 6,3 8,5 8,3 

C1 24,7 26,9 6,3 5,9 8,5 8,2 

C2 24,7 26,7 5,8 6,1 8,5 8,3 

C3 24,6 26,7 6,2 6,0 8,5 8,2 

7. 20 Februari 2019 A1 24,7 27,2 6,2 6,7 8,4 8,4 

A2 25,2 27,2 6,6 5,4 8,5 8,1 

A3 25,0 26,9 6,6 5,4 8,5 8,3 

B1 25,1 27,1 6,6 5,7 8,5 8,3 

B2 25,0 27,6 6,6 5,6 8,5 8,3 

  B3 24,9 27,3 6,6 5,6 8,5 8,2 

C1 25,1 27,6 6,0 5,6 8,5 8,1 
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Lampiran 4. Data Perhitungan Uji Respon Imun Non Spesifik 

a. Total Leukosit 

No Perlakuan Hasil  

1. A1 
   =

34 + 39 + 29 + 34

4
  2000 

   =
136

4
  2000 

   = 6,8  104 sel/    

2. A2 
   =

35 + 39 + 32 + 35

4
  2000 

   =
141

4
  2000 

   = 7,05  104 sel/    

3. A3 
   =

33 + 38 + 40 + 21

4
  2000 

   =
132

4
  2000 

   = 6,6  104 sel/    

4. B1 
   =

40 + 45 + 39 + 38

4
  2000 

   =
162

4
  2000 

   = 8,1  104 sel/    

5. B2 
   =

42 + 49 + 38 + 40

4
  2000 

   =
169

4
  2000 

   = 8,45  104 sel/    

6. B3 
   =

41 + 39 + 40 + 46

4
  2000 

   =
166

4
  2000 

   = 8,3  104 sel/    
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No Perlakuan Hasil  

7. C1 
   =

19 + 20 + 22 + 17

4
  2000 

   =
78

4
  2000 

   = 3,9  104 sel/    

8. C2 
   =

20 + 22 + 25 + 16

4
  2000 

   =
83

4
  2000 

   = 4,15  104 sel/    

9. C3 
   =

20 + 18 + 22 + 20

4
  2000 

   =
80

4
  2000 

   = 4,0  104 sel/    
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Lampiran 3. (Lanjutan) 

b. Diferensiasi Leukosit  

No Perlakuan  Hasil  

1

. 

1. 

A1 
        =

80

100
  100% 

 
        = 79 % 

Monosit =
8

100
  100% 

 
Monosit = 8% 

Neutrofil =
12

100
  100% 

 
Neutrofil = 12 % 

2.  A2 
        =

80

100
  100% 

 
        = 80 % 

Monosit =
8

100
  100% 

 

Monosit =  8 % 

Neutrofil =
12

100
  100% 

 
Neutrofil =  12 % 

3. A3 
        =

79

100
  100% 

 
        = 79 % 

Monosit =
7

100
  100% 

 
Monosit = 7 % 

Neutrofil =
14

100
  100% 

 

Neutrofil = 14 % 

4. B1 
        =

81

100
  100% 

 
        = 81 % 

Monosit =
8

100
  100% 

 
Monosit = 8 % 

Neutrofil =
11

100
  100% 
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No Perlakuan  Hasil  

Neutrofil = 11 % 

5. B2 
        =

81

100
  100% 

 
        = 81 % 

Monosit =
7

100
  100% 

 
Monosit = 7% 

Neutrofil =
12

100
  100% 

 

Neutrofil = 12 % 

6. B3 
        =

82

100
  100% 

 
        = 82 % 

Monosit =
8

100
  100% 

 
Monosit = 8 % 

Neutrofil =
10

100
  100% 

 
Neutrofil = 10 % 

7. C1 
        =

42

55
  100% 

 
        = 76,36 % 

Monosit =
6

55
  100% 

 
Monosit = 10.90 % 

Neutrofil =
5

55
  100% 

 
Neutrofil = 9.09 % 
 
 

8. C2 
        =

42

55
  100% 

 
        = 76,36 % 

Monosit =
5

55
  100% 

 

Monosit = 9,09 % 

Neutrofil =
6

55
  100% 

 
Neutrofil = 10,90 % 
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No Perlakuan  Hasil  

9. C3 
        =

41

55
  100% 

 
        = 77,36% 

Monosit =
7

55
  100% 

 

Monosit = 12,72 % 

Neutrofil =
5

55
  100% 

 
Neutrofil = 9,09 % 

 

c. Hematokrit  

No Perlakuan Hasil  

1. A1 28% 

2. A2 29% 

3. A3 27% 

4. B1 30% 

5. B2 34% 

6. B3 31% 

7. C1 22% 

8. C2 23% 

9. C3 23% 

 

d. Aktivitas Fagositosis 

No Perlakuan Hasil 

1. A1 
                   =

80

145
  100% 

 
                   = 55,17% 

2. A2 
                   =

150

264
  100% 

 
                   = 56,81% 
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No Perlakuan Hasil 

3. A3 
                   =

79

145
  100% 

 
                   = 54,48% 

4. B1 
                   =

150

256
  100% 

 
                   = 58,59% 

5. B2 
                   =

170

275
  100% 

 
                   = 61,81% 

6. B3 
                   =

152

253
  100% 

 
                   = 60,07 % 

7. C1 
                   =

49

151
  100% 

 
                   = 32,45 % 

8. C2 
                   =

58

152
  100% 

 
                   = 38,16 % 

9. C3 
                   =

59

151
  100% 

 
                   = 39,07 % 
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Lampiran 5. Data Hasil Anova Aplikasi SPSS 

 Total Leukosit 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 Perlakuan WBC 

N 9  

Normal Parametersa,b 
Mean 2.0000 637
2.222 
Std. 
Deviation 

.86603 18838.31055 

Most Extreme 
Differe
c
s 

Absolute .209 .
15 
Positive .209 .214 
Negative -.209 -.215 

Kolmogorov-Smirnov Z .628 .644 
Asymp. Sig. (2-tailed) .826 .801 

a. Test distribution is Normal. 
b. Calculated from data. 

 
Test of Homogeneity of Variances 

Total Leukosit 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.371 2 6 .705 

 
 

ANOVA 
Total Leukosit 

 Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

Between 
Groups 

2819555555.556 2 1409777777.778 433.778 .000 

Within Groups 19500000.000 6 3250000.000   
Total 2839055555.556 8    

 
 

Total Leukosit 

 Perlakuan N Subset for alpha = 0.05 

 1 2 3 

Duncana 

3.00 3 40166.6667   

1.00 3  68166.6667  

2.00 3   82833.3333 

Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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Lampiran 5. (Lanjutan) 

 

 Limfosit 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 Perlakuan Limfosit 

N 9 9 

Normal Parametersa,b 
Mean 2.0000 78.9178 
Std. 
Deviation 

.86603 2.56832 

Most Extreme 
Differences 

Absolute .209 .219 
Positive .209 .174 
Negative -.209 -.219 

Kolmogorov-Smirnov Z .628 .656 
Asymp. Sig. (2-tailed) .826 .782 

a. Test distribution is Normal. 
b. Calculated from data. 
 

Test of Homogeneity of Variances 
Limfosit 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

2.025 2 6 .213 

 
 

ANOVA 
Limfosit 

 Sum of 
Squares 

df Mean 
Square 

F Sig. 

Between 
Groups 

49.228 2 24.614 41.700 .000 

Within Groups 3.542 6 .590   
Total 52.770 8    

 
 

Limfosit 

 Perlakuan N Subset for alpha = 0.05 

 1 2 3 

Duncana 

3.00 3 75.7533   

1.00 3  79.6667  

2.00 3   81.3333 

Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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Lampiran 5. (Lanjutan) 

 

 Monosit 

 
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 Perlakuan Monosit 

N 9 9 

Normal Parametersa,b 
Mean 2.0000 8.7478 
Std. 
Deviation 

.86603 1.85396 

Most Extreme 
Differences 

Absolute .209 .386 
Positive .209 .386 
Negative -.209 -.281 

Kolmogorov-Smirnov Z .628 1.158 
Asymp. Sig. (2-tailed) .826 .137 

a. Test distribution is Normal. 
b. Calculated from data. 

 
Test of Homogeneity of Variances 

Monosit 

Levene 
Statistic 

df1 df2 Sig. 

4.022 2 6 .078 

 
 

ANOVA 
Monosit 

 Sum of 
Squares 

df Mean 
Square 

F Sig. 

Between 
Groups 

20.909 2 10.454 9.521 .014 

Within Groups 6.588 6 1.098   
Total 27.497 8    

 
 

Monosit 

 
perlakuan N Subset for alpha = 

0.05 

 1 2 

Duncana 

1.00 3 7.6700  

2.00 3 7.6700  

3.00 3  10.9033 

Sig.  1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



71 
 

Lampiran 5. (Lanjutan) 

 

 Neutrofil 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 Perlakuan Neutrofil 

N 9 9 

Normal Parametersa,b 
Mean 2.0000 11.1200 
Std. 
Deviation 

.86603 1.58810 

Most Extreme 
Differences 

Absolute .209 .179 
Positive .209 .179 
Negative -.209 -.155 

Kolmogorov-Smirnov Z .628 .536 
Asymp. Sig. (2-tailed) .826 .936 

a. Test distribution is Normal. 
b. Calculated from data. 

 
Test of Homogeneity of Variances 

Neutrofil 

Levene 
Statistic 

df1 df2 Sig. 

.188 2 6 .833 

 
 

ANOVA 
Neutrofil 

 Sum of 
Squares 

df Mean 
Square 

F Sig. 

Between 
Groups 

13.326 2 6.663 5.836 .039 

Within Groups 6.851 6 1.142   
Total 20.177 8    

 
 

Neutrofil 

 
perlakuan N Subset for alpha = 

0.05 

 1 2 

Duncana 

3.00 3 9.6933  

2.00 3 11.0000 11.0000 

1.00 3  12.6667 

Sig.  .185 .105 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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Lampiran 5. (Lanjutan) 

 

 Hematokrit 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 Perlakuan Hematokrit 

N 9 9 

Normal Parametersa,b 
Mean 2.0000 27.4444 
Std. 
Deviation 

.86603 4.09607 

Most Extreme 
Differences 

Absolute .209 .194 
Positive .209 .194 
Negative -.209 -.123 

Kolmogorov-Smirnov Z .628 .583 
Asymp. Sig. (2-tailed) .826 .886 

a. Test distribution is Normal. 
b. Calculated from data. 

 
Test of Homogeneity of Variances 

Hematokrit 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

2.897 2 6 .132 

 
 

ANOVA 
Hematokrit 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between 
Groups 

122.889 2 61.444 
32.52

9 
.001 

Within Groups 11.333 6 1.889   
Total 134.222 8    

 
 

Hematokrit 

 perlakuan N Subset for alpha = 0.05 

 1 2 3 

Duncana 

3.00 3 22.6667   

1.00 3  28.0000  

2.00 3   31.6667 

Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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Lampiran 5. (Lanjutan) 

 

 Aktifitas Fagositosis 

 
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 Perlakuan Aktifitas Fagositosis 

N 9 9 

Normal Parametersa,b 
Mean 2.0000 50.7378 
Std. 
Deviation 

.86603 11.01801 

Most Extreme 
Differences 

Absolute .209 .300 
Positive .209 .189 
Negative -.209 -.300 

Kolmogorov-Smirnov Z .628 .899 
Asymp. Sig. (2-tailed) .826 .394 

a. Test distribution is Normal. 
b. Calculated from data. 

 
Test of Homogeneity of Variances 

Aktifitas Fagositosis 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

3.466 2 6 .100 

 
 

ANOVA 
Aktifitas Fagositosis 

 Sum of 
Squares 

df Mean 
Square 

F Sig. 

Between 
Groups 

937.302 2 468.651 83.019 .000 

Within Groups 33.870 6 5.645   
Total 971.173 8    

 
 

Aktifitas Fagositosis 

 Perlakuan N Subset for alpha = 0.05 

 1 2 

Duncana 

3.00 3 36.5600  

1.00 3  55.4900 

2.00 3  60.1633 

Sig.  1.000 .053 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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Lampiran 5. (Lanjutan) 

 

 Respiratory Burst 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 Perlakuan Respiratory Burst 

N 9 9 

Normal Parametersa,b 
Mean 2.0000 .0589 
Std. 
Deviation 

.86603 .02336 

Most Extreme 
Differences 

Absolute .209 .209 
Positive .209 .208 
Negative -.209 -.209 

Kolmogorov-Smirnov Z .628 .628 
Asymp. Sig. (2-tailed) .826 .825 

a. Test distribution is Normal. 
b. Calculated from data. 

 
Test of Homogeneity of Variances 

Respiratory Burst 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

5.170 2 6 .051 

 
ANOVA 

Respiratory Burst 

 Sum of 
Squares 

df Mean 
Square 

F Sig. 

Between 
Groups 

.003 2 .002 7.692 .022 

Within Groups .001 6 .000   

Total .004 8    

 
Respiratory Burst 

 perlakuan N Subset for alpha = 
0.05 

 1 2 

Duncan
a
 

3.00 3 .0400  

1.00 3 .0523  

2.00 3  .0843 

Sig.  .331 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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Lampiran 5. (Lanjutan) 

 

 Kelulushidupan Ikan Nila  

 
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 Perlakuan Kelulushidupan 

N 9 9 

Normal Parametersa,b 
Mean 2.0000 74.0744 
Std. 
Deviation 

.86603 27.77867 

Most Extreme 
Differences 

Absolute .209 .269 
Positive .209 .175 
Negative -.209 -.269 

Kolmogorov-Smirnov Z .628 .807 
Asymp. Sig. (2-tailed) .826 .532 

a. Test distribution is Normal. 
b. Calculated from data. 
 

Test of Homogeneity of Variances 
Kelulushidupan 

Levene 
Statistic 

df1 df2 Sig. 

.000 2 6 1.000 

 
 

ANOVA 
Kelulushidupan 

 Sum of 
Squares 

df Mean 
Square 

F Sig. 

Between 
Groups 

3951.012 2 1975.506 5.334 .047 

Within Groups 2222.222 6 370.370   
Total 6173.235 8    

 
 

Kelulushidupan 

 
perlakuan N Subset for alpha = 

0.05 

 1 2 

Duncana 

3.00 3 44.4433  

1.00 3  88.8900 

2.00 3  88.8900 

Sig.  1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


