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Pendahuluan

Abstract: L-Lactate Dehydrogenase (LLD) is a key enzyme in lactic acid metabolism,
found in various bacteria, including lactic acid bacteria (LAB), which are potential
probiotics for aquaculture. This study aims to analyze bacterial species isolated from
shrimp intestines that possess LLD genes in their genomes and to examine the
phylogenetic relationships of their LLD proteins, as a basis for assessing their potential
as probiotics in the future. Bacterial species were collected through a literature review
on isolates from shrimp intestines or culture media. After excluding pathogenic bacteria,
the protein sequences fromthe included specieswere retrieved from NCBI using the
Bio.Entrez and SeqlO modules in Biopython. Afterward, multiple sequence alignment
(MSA) was performed using MEGA X software with the ClustalW algorithm, and a
phylogenetic tree was constructed using the Maximum Likelihood method with 1000
bootstrap replications. In total, 23 bacterial species were identified from the literature,
of which 15 were found to possess LLD protein sequences that were successfully
retrieved. Phylogenetic analysis revealed groupings of bacteria based on
thekemiripanof their LLD sequences. LAB species, such as Lactiplantibacillus
plantarum and Pediococcus pentosaceus, clustered together, while species from the
genus Bacillus and related taxa (e.g., Geobacillus thermoleovorans) formed a separate
cluster. Overall, this sequence-based analysis successfully reconstructed the
phylogenetic relationships among the identified bacteria based on their LLD sequences
and highlighted groups of LLD-producing bacteria with potential probiotic applications
in aquaculture. The findings provide a foundation for the further selection and
development of promising indigenous lactic acid bacteria from shrimp
intestines as probiotics.

Keywords: Aquaculture; Lactate Dehydrogenase; Lactic Acid Bacteria;
Probiotics; Phylogenetic Analysis; Shrimp Intestine.

potensi probiotiknya, karena konservasi dan
fungsi enzim ini berkorelasi dengan kemampuan

Bakteri asam laktat (LAB) memproduksi
asam  laktat melalui  enzim  L-laktat
dehidrogenase (LLD), yang memainkan peran
krusial dalam metabolisme energi mereka
dengan mengkatalisis konversi reversibel laktat
menjadi piruvat disertai reduksi NAD+ menjadi
NADH. Enzim ini secara langsung terkait dengan
kapasitas metabolik dan viabilitas sel bakteri,
mempengaruhi kemampuannya untuk bertahan
hidup dan berfungsi secara efektif sebagai
probiotik. Asam laktat yang dihasilkan memiliki
sifat antimikroba, berkontribusi pada
penghambatan bakteri patogen. Karakterisasi
enzim LLD pada bakteri asli dari usus udang
memberikan dasar ilmiah untuk mengevaluasi
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bakteri untuk metabolisme secara efisien dan
mempertahankan viabilitasnya di lingkungan
usus, sehingga meningkatkan kemampuannya
untuk memberikan manfaat bagi inang (Macharia
etal., 2023).

L-Lactate Dehydrogenase (LLD)
merupakan enzim kunci pada bakteri asam laktat
(BAL) yang mengkatalisis konversi piruvat
menjadi L-laktat disertai regenerasi NAD*
sehingga mempertahankan metabolisme energi
selama proses fermentasi. Produksi asam laktat
melalui aktivitas LLD berperan penting dalam
menurunkan pH lingkungan usus, menghasilkan
kondisi yang kurang menguntungkan bagi
pertumbuhan bakteri patogen, termasuk Vibrio
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spp. yang merupakan penyebab utama penyakit
pada budidaya udang. Selain itu, bakteri
penghasil LLD  berkontribusi  terhadap
pemeliharaan keseimbangan mikrobiota usus
melalui kompetisi ruang dan nutrien serta
produksi metabolit antimikroba yang mendukung
kesehatan inang.

Oleh karena itu, keberadaan gen atau
protein LLD tidak hanya mencerminkan
kapasitas metabolik bakteri dalam fermentasi
asam laktat, tetapi juga berkaitan dengan salah
satu mekanisme utama probiotik dalam
meningkatkan kesehatan, ketahanan terhadap
penyakit, dan performa budidaya udang.
Meskipun karakter probiotik tidak dapat
ditentukan hanya berdasarkan satu marker
molekuler, LLD merupakan marker fungsional
yang relevan untuk skrining awal karena
berhubungan langsung dengan metabolisme
fermentatif yang menjadi ciri utama BAL,
sehingga analisis filogenetik dan konservasi
protein LLD dapat menjadi dasar ilmiah dalam
menyeleksi kandidat probiotik untuk aplikasi
akuakultur sebelum dilakukan validasi melalui
pengujian in vitro dan in vivo (Hasan et al., 2024;
Pereira et al., 2022).

Konteks mikrobiota usus udang, aktivitas
LDH/LLD pada bakteri berperan dalam
mendukung metabolisme fermentatif sehingga
bakteri mampu bertahan dan berkompetisi di
lingkungan saluran pencernaan yang dinamis.
Produksi asam laktat oleh bakteri pembawa LDH
dapat membantu menciptakan kondisi mikro-
lingkungan usus yang kurang mendukung bagi
pertumbuhan  bakteri  patogen, terutama
kelompok Vibrio yang sering menjadi masalah
utama dalam budidaya udang. Selain itu,
kemampuan metabolik tersebut juga berkaitan
dengan mekanisme probiotik melalui kompetisi
nutrien, stabilisasi komunitas mikrobiota usus,
dan peningkatan keseimbangan ekologis saluran
pencernaan udang. Oleh karena itu, keberadaan
dan konservasi protein LLD pada bakteri asal
usus udang dapat digunakan sebagai indikator
awal untuk menyeleksi kandidat probiotik
indigenous yang potensial untuk akuakultur.

Bakteri asam laktat telah dimanfaatkan
sebagai probiotik di bidang akuakultur karena
kemampuannya yang bermanfaat bagi organisme
akuatik. Bakteri asam laktat (BAL) telah banyak
dimanfaatkan sebagai probiotik dalam budidaya
udang karena mampu meningkatkan kesehatan
inang melalui berbagai mekanisme. Salah satu
mekanisme utama adalah competitive exclusion,
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yaitu kemampuan probiotik berkompetisi dengan
bakteri patogen, terutama Vibrio spp., dalam
memperoleh ruang kolonisasi dan nutrien di
saluran pencernaan sehingga menurunkan
peluang infeksi. Selain itu, BAL menghasilkan
asam laktat, bakteriosin, dan berbagai metabolit
antimikroba  yang  dapat = menghambat
pertumbuhan bakteri patogen. Probiotik juga
berperan  dalam  memodulasi  komposisi
mikrobiota usus sehingga tercipta komunitas
mikroba yang lebih stabil dan menguntungkan
bagi inang (Pereira et al., 2022; Vargas-Albores
et al., 2017). Dalam tinjauan saat ini, fokus akan
ditempatkan pada pencegahan mikroorganisme
patogen dalam pengaturan akuakultur. Strain
yang menguntungkan dapat berfungsi dengan
memblokir mikroorganisme patogen karena
persaingan untuk ruang pada permukaan sel
inang (Pereira et al., 2022).

Penelitian sebelumnya telah mengisolasi
berbagai bakteri dari usus udang, namun analisis
mendalam mengenai potensi probiotiknya
berdasarkan karakterisasi enzim kunci seperti
LLD masih terbatas. Dalam penelitian ini, L-
Lactate Dehydrogenase (LLD) dipilih sebagai
marker molekuler karena merupakan enzim
utama yang menghubungkan metabolisme energi
bakteri dengan produksi asam laktat, yaitu salah
satu  mekanisme utama probiotik dalam
menghambat pertumbuhan bakteri patogen dan
mempertahankan  keseimbangan mikrobiota
usus. Konservasi sekuens LLD  juga
memungkinkan analisis hubungan evolusioner
dan kedekatan fungsional antar isolat sehingga
berpotensi digunakan sebagai alat skrining awal
kandidat probiotik. Namun demikian, LLD
merupakan marker fungsional tunggal sehingga
tidak dapat menggambarkan seluruh karakter
probiotik, seperti kemampuan adhesi, produksi
bakteriosin, pembentukan biofilm, toleransi
terhadap kondisi saluran pencernaan, maupun
aktivitas imunomodulator. Pendekatan in silico
melalui analisis filogenetik dan multiple
sequence alignment enzim LLD dapat
memberikanpemahaman awalmengenai
hubungan evolusioner dan konservasi fungsional
bakteri-bakteri tersebut, sehingga
memungkinkan seleksi kandidat probiotik yang
lebih terarah dan efisien.

Berbeda dengan penelitian probiotik
udang terdahulu yang umumnya mengevaluasi
efektivitas isolat setelah proses isolasi atau
melalui pendekatan metagenomik komunitas
mikroba, penelitian ini menggunakan pendekatan
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in silico berbasis filogenetik protein LLD untuk
membandingkan berbagai bakteri asal usus
udang berdasarkan konservasi marker metabolik
yang memiliki relevansi langsung terhadap
fungsi probiotik.Berdasarkan latar belakang
tersebut, penelitian ini  bertujuan untuk
menganalisis hubungan filogenetik dan tingkat
konservasi enzim/L-Lactate Dehydrogenase pada
bakteri indigenous dari usus udang sebagai dasar
ilmiah dalam menyeleksi kandidat probiotik
yang potensial untuk aplikasi akuakultur
berkelanjutan (Sutanti ef al., 2024).

Bahan dan Metode

Penelitian ini dilakukan secara in silico
untuk menganalisis hubungan filogenetik bakteri
yang dilaporkan berasal dari usus udang
berdasarkan keberadaan protein L-Lactate
Dehydrogenase  (LLD)  sebagai  marker
fungsional yang berkaitan dengan potensi
probiotik. Daftar spesies bakteri diperoleh
melalui telaah pustaka terhadap penelitian yang
melaporkan bakteri asal usus wudang atau
lingkungan budidaya udang (Atmomarsono et
al., 2022; Chino de la Cruz et al., 2023;
Fatchiyyah et al., 2021; Haliman et al., 2023;
Huynh et al., 2019; Sriwulan et al., 2019;
Triwijayani et al., 2018; Vargas-Albores et al.,
2017; Zulfani et al., 2025). Untuk setiap spesies
yang memenuhi kriteria, sekuens protein L-
Lactate Dehydrogenase (LLD) diunduh dari
basis data publik NCBI menggunakan nomor
akses (accession number) yang tersedia. Dengan
demikian, seluruh data yang digunakan dalam
penelitian ini berasal dari sumber sekunder yang
telah dipublikasikan dan bukan merupakan hasil
isolasi bakteri oleh penulis. Daftar spesies dan
nomor akses protein LLD yang digunakan dalam
analisis disajikan pada Tabel 1.

Literatur dikumpulkan melalui pencarian
sistematis pada basis data Scopus, PubMed,
ScienceDirect, dan Google Scholar
menggunakan kata kunci ("shrimp intestine" OR
"shrimp gut") AND (probiotic OR lactic acid
bacteria) AND (Litopenaeus vannamei OR
Penaeus monodon) terhadap artikel berbahasa
Inggris yang diterbitkan pada periode 2015-
2025. Artikel diikutsertakan apabila melaporkan
spesies bakteri yang berasal dari usus udang atau
lingkungan budidaya udang dengan identifikasi
hingga tingkat spesies serta memiliki sekuens
protein LLD yang tersedia pada basis data NCBI
Protein, sedangkan artikel ulasan, publikasi

duplikat, spesies yang tidak teridentifikasi hingga
tingkat spesies, dan spesies tanpa sekuens LLD
dikeluarkan dari analisis.

Tabel 1. Daftar spesies bakteri dan nomor akses
protein L-Lactate Dehydrogenase (LLD)

Spesies Accession Number

Macrococcoides caseolyticum
Mycoplasmopsis synoviae
Lactiplantibacillus plantarum
Pediococcus pentosaceus
Streptococcus agalactiae
Fusobacterium

Bacillus mycoides

Bacillus cereus

Bacillus cereus group
Priestia aryabhattai
Brevibacillus laterosporus
Bacillus subtilis

Geobacillus thermoleovorans

WP_437790415.1
WP_011283600.1
BHD51538.1
WWY81951.1
WP 4439723511
WP_339009144.1
WP_444876475.1
WP_443756574.1
WP_087986012.1
XVG49785.1

WP 429825831.1
WP 443091948.1
WP 434407574.1

Halomonas beimenensis ATJ84448.1
Pseudopedobacter saltans PZP51431.1
Streptomyces misionensis SEE14646.1

Ketogulonicigenium vulgare
Salmonella enterica

WP_273689833.1
WP_443582769.1

Acinetobacter baumannii XZY07583.1
Acinetobacter radioresistens X0OV28139.1
Stutzerimonas WP_407295415.1
Xanthomonas albilineans XZA03094.1

Serratia marcescens WP 443001952.1
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Seluruh sekuens protein LLD diunduh dari
NCBI Protein berdasarkan nomor akses
(accession number) pada Juli 2026 menggunakan
modul Bio.Entrez dan SeqlO pada Biopython,
dengan satu sekuens representatif dipilih untuk
setiap spesies guna menghindari redundansi.
Takson yang dianalisis dipilih untuk mewakili
bakteri yang telah dilaporkan berasosiasi dengan
usus udang, mencakup kelompok yang dikenal
memiliki potensi probiotik, seperti
Lactiplantibacillus  plantarum,  Pediococcus
pentosaceus, dan beberapa spesies Bacillus, serta
bakteri non-probiotik atau patogen sebagai
pembanding untuk mengevaluasi kemampuan
protein LLD dalam membedakan kelompok
bakteri berdasarkan hubungan evolusionernya.

Analisis multiple sequence alignment
(MSA) dilakukan menggunakan MEGA X
version 10.2.6 dengan algoritma ClustalW pada
sekuens protein L-Lactate Dehydrogenase
(LLD). Setelah bagian terminal yang tidak sejajar
dipangkas, alignment final termasuk situs
konservatif ~dan  variabel. Posisi  yang
mengandung gap atau data hilang ditangani
menggunakan metode partial deletion sesuai
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pengaturan yang digunakan selama analisis.
Model substitusi asam amino terbaik ditentukan
terlebih dahulu melalui fitur Find Best Protein
Models (ML) pada MEGA X dan dipilih
berdasarkan nilai Bayesian Information Criterion
(BIC) terendah. Rekonstruksi pohon filogenetik
dilakukan dengan metode Maximum Likelihood,
menggunakan pohon awal yang dibentuk secara
otomatis melalui metode Neighbor-Joining dan
BioNJ, kemudian dipilih topologi dengan nilai
log-likelihood tertinggi. Keandalan percabangan
dievaluasi melalui 1.000 replikasi bootstrap.
Pohon filogenetik kemudian digunakan untuk
mengelompokkan bakteri berdasarkan kemiripan
sekuens protein LLD serta mengevaluasi
kedekatan evolusionernya dengan bakteri asam
laktat yang telah dilaporkan memiliki potensi
probiotik.

terhadap 23 sekuens protein L-Lactate
Dehydrogenase mengungkapkan pola konservasi
yang signifikan di antara bakteri asam laktat
(BAL). Teridentifikasi adanya region-region
yang sangat terkonservasi, terutama pada
domain katalitik enzim yang bertanggung jawab
dalam konversi piruvat menjadi L-laktat. Region
dengan konservasi tertinggi terletak pada posisi
asam amino yang mengikat koenzim NADH dan
substrat piruvat, yang ditandai dengan asterisk
pada alignment. Bakteri asam laktat probiotik
seperti  Lactiplantibacillus  plantarum  dan
Pediococcus pentosaceus menunjukkan
similarity sekuen yang sangat tinggi (>85%) pada
region Kkatalitik ini. Sebaliknya, daerah N-
terminal dan  C-terminal ~ menunjukkan
variabilitas yang lebih besar antar spesies,
mengindikasikan fleksibilitas evolusioner pada
region yang tidak langsung terlibat dalam

Hasil analisis Multiple Sequence Alignment

katalisis.

Analisis Multiple Sequence Alignment

WP_437790415.1_Macrococcoides_caseolyticum
WP_011283600.1_Mycoplasmopsis_synoviae
BHD51538.1_Lactiplantibacillus_plantarum
WWY81951.1_Pediococcus_pentosaceus
WP_443972351.1_Streptococcus_agalactiae
WP_339009144.1_Fusobacterium
WP_444876475.1_Bacillus_mycoides
WP_443756574.1_Bacillus_cereus
WP_087986012.1_Bacillus_cereus_group
XVG49785.1_Priestia_aryabhattai
WP_429825831.1_Brevibacillus_laterosporus
WP_443091948.1_Bacillus_subtilis
WP_434407574.1_Geobacillus_thermoleovorans
ATJ84448.1_Halomonas_beimenensis
PZP51431.1_Pseudopedobacter_saltans
SEE14646.1_Streptomyces_misionensis
WP_273689833.1_Ketogulonicigenium_vulgare
WP_443582769.1_Salmonella_enterica
XZY07583.1_Acinetobacter_baumannii
X0V28139.1_Acinetobacter_radioresistens
WP_407295415.1_Stutzerimonas
XZA03094.1_Xanthomonas_albilineans
WP_443001952.1_Serratia_marcescens

WP_437790415.1_Macrococcoides_caseolyticum
WP_011283600.1_Mycoplasmopsis_synoviae
BHD51538.1_Lactiplantibacillus_plantarum
WWY81951.1_Pediococcus_pentosaceus
WP_443972351.1_Streptococcus_agalactiae
WP_339009144.1_Fusobacterium
WP_444876475.1_Bacillus_mycoides
WP_443756574.1_Bacillus_cereus
WP_087986012.1_Bacillus_cereus_group
XVG49785.1_Priestia_aryabhattai
WP_429825831.1_Brevibacillus_laterosporus
WP_443091948.1_Bacillus_subtilis
WP_434407574.1_Geobacillus_thermoleovorans
ATJ84448.1_Halomonas_beimenensis
PZP51431.1_Pseudopedobacter_saltans
SEE14646.1_Streptomyces_misionensis
WP_273689833.1_Ketogulonicigenium_vulgare
WP_443582769.1_Salmonella_enterica
XZY07583.1_Acinetobacter_baumannii
X0V28139.1_Acinetobacter_radioresistens
WP_407295415.1_Stutzerimonas
XZA03094.1_Xanthomonas_albilineans
WP_443001952.1_Serratia_marcescens

WP_437790415.1_Macrococcoides_caseolyticum

------------------------------------------------------- MKLGI 5
—————————————————————————————————————————————————————— MKKIIV 6
------------------------------------------------------ MRKYGV 6
————————————————————————————————————————————————————— MTRKIGI 7
----------------------------------------------------- MTRKIGI 7
—————————————————————————————————————————————————— M-VNTRKIGI 9
------------------------------------------------- MN-RNTRKIAI 10
————————————————————————————————————————————————— MK-RHTRKIAI 10
------------------------------------------------- MK-RNTRKIAI 10
———————————————————————————————————————————— MKT-QFT-PKTRKVAV 14
------------------------------------------------ MLS-RKVSRVAL 11
———————————————————————————————————————————————— MMN - KHVNKVAL 11
------------------------------------------------ MKN-DGGTRVVV 11
-AGLDGIRLLEREGIEVIFPEDQTCCGQPAYTSGYQDEARAVAEAQLDLFPEPWPI---T 84
TSELRQVELLPYY----------mcnmomn- LSGSQ----- PVDLKTELFGHVYDAPFGI 81
RAALARRRIVPRM-=--=------c-onmmom- LRDVR----- ERDLSVEVFGRTLPAPLAL 97
TTDFADIRLRQRV---=--------------- AVDMS----- NRSLKTTMLGRDVSMPVAL 76
VEDLSQVALRQRV-=-=---------------- LKNMS----- DLSLETTLFNETLSMPVAL 75
VQDLSEIALRQRV--=-=--=------------- LNDMS----- ALSLETKLFNETLSMPVAL 75
VEDLSKIALRQRV-=----------------- LNDMS----- ELSLETKLFNETLSMPVAL 75
VEDLASLALRQRV--=-=--------------- LRNMS----- ELSLETQLFGEKLSMPVAL 75
VADLADIALRQRV-=-=---------------- LRDMS----- ALDLHTELFGERLALPVAL 75
TADLADIALRQRV--=---------------- LRNMS----- ELSLQTTLFGEQLTMPVAL 75
IGVGRVGSQVLTDVQYLNVFNEIVLIDSDENVATGEAMDHLHSQGIGVTN-HINIY--AG 62
IGMGNVGTTFVNIALARGLQANFVFVDKNEEICQAHVHDFQDMIALM-PR-NNSTFKVGT 64
IGLGQVGATVAYTLVQQGTVDELVLIDKNEALAKAQKLDLDDASPRL-SS-TTKII--LN 62
IGMGHVGQAVAQQIITNGYADDLVLIDKNEAKVGADALDFEDAMPNL-TS-HTNII--VN 63
IGMGHVGSTVAHALIAQGIGDDYVFIDTNVDKVNADMIDFQDALANA-TY-HANIV--LN 63
IGAGHVGSHCAFSMILQGICDDITFVDVNKEKAVSQALDCMDTLAFL-PH-KVVIK--SG 65
IGTGLVGSSCAYSIVNQGICEELLLIDINHERAVGEAMDLSHCINFT-NT-RTKVY--AG 66
IGTGLVGSSCAYSIVNQGICEELLLIDINHERAVGEAMDLSHCINFT-NT-RTKVY--AG 66
IGTGLVGSSCAYSIVNQGICEELLLIDINHERAVGEAMDLSHCVNFT-NT-RTKVY--AG 66
IGTGFVGSSYAFSMVNQGIANELVLIDMNKEKAEGEARDINHGMPFA--T-PMKIW--AG 69
IGSGFVGSSYAYALLNQGIVNELVIVDVNKDKAEGDAMDLSHGLPFT--S-PMKIW--AG 66
IGAGFVGSSYAFALINQGITDELVVIDVNKEKAMGDVMDLNHGKAFA-PQ-PVKTS--NG 67
IGTGFVGASYAFALMNQGIADEIVLIDANESKAIGDAMDLNHGKVFA-PK-PAVVR--HG 67
VPSGSCGG---MMR- - - -VHYPDLFADTPREA- - - -QAREVAGRVFELTEFLVHVC--HL 131
APVGLQGL---IWP----- NAPE------ ILA----KAAFEQNIPFILS--TVSTS--SI 119
APVGVLSI---MHP----- DAES------ AAA- - - -RAAAAQGVPYVLS--SASST--PM 135
SPVGLTGM---QSA----- DGEI------ KAA- - - -RAAAKFGVPYTLS--TMSIC--SI 114
APVGLCGM---YAR----- RGEV------ QAA- - - -AAADAKGIPFTLS--TVSVC--PI 113
APVGLTGM---YAR----- RGEV------ QAA- - - -MAADKKGIPFTLS--TVSVC--PI 113
APVGLTGM---YAR----- RGEV------ QAA- - - -VAAEKNGIPFTLS--TVSVC--PI 113
APVGLTGM---LAR----- RGEV------ QAA- - - -RAADKKGIPFTLS--TVSVC--PI 113
APVGLTGM---YAR----- RGEV------ QAA- - - -RAAAAKGVPFTLS--TVSVC--PI 113
GPVGLTGM---YAR----- RGEV------ QAA- - - -RAAAKKGIPFTLS--TVSVC--SI 113
*
TYKDLKDADVIV---IAASTK---TDTSIPDRTAL-AKANTVIIKEITTRIGEVTTDALL 115
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Gambar 1. Hasil MSA Isolat BAL

Pohon filogenetik yang direkonstruksi
menggunakan metode Maximum Likelihood
dengan 1.000 replikasi bootstrap menunjukkan
pengelompokan bakteri berdasarkan kemiripan
sekuens protein L-Lactate Dehydrogenase
(LLD). Lactiplantibacillus  plantarum dan
Pediococcus pentosaceus berada pada cabang
yang  berdekatan, sedangkan  Priestia
aryabhattai, Brevibacillus laterosporus, Bacillus
subtilis, kelompok Bacillus cereus, dan
Geobacillus thermoleovorans cenderung
membentuk kelompok tersendiri. Takson lain,
termasuk Streptococcus agalactiae, Salmonella
enterica, Acinetobacter baumannii,
Fusobacterium, Mycoplasmopsis synoviae, dan
Streptomyces misionensis, menunjukkan posisi
filogenetik yang berbeda berdasarkan sekuens
LLD.

Nilai bootstrap yang relatif tinggi pada
beberapa  node  mendukung  kestabilan
pengelompokan sekuens tersebut, tetapi tidak
secara langsung menunjukkan kesamaan fungsi
probiotik, keamanan, ataupun efektivitas
biologis. Kedekatan filogenetik berdasarkan satu
protein hanya dapat digunakan sebagai informasi
pendukung untuk skrining awal, karena sifat
probiotik juga ditentukan oleh faktor lain, seperti
keberadaan gen virulensi dan resistensi
antimikroba, kemampuan menghasilkan
metabolit antimikroba, toleransi terhadap kondisi
saluran pencernaan, adhesi dan kolonisasi, serta
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efek terhadap pertumbuhan dan imunitas udang.
Oleh karena itu, takson yang berdekatan dengan
bakteri asam laktat yang telah dilaporkan sebagai
probiotik tetap memerlukan analisis genomik
yang lebih komprehensif serta validasi in vitro
dan in vivo sebelum dinyatakan aman dan efektif
sebagai kandidat probiotik.
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Gambar 2. Pohon Filogenetik Protein L-Lactate
Dehydrogenase (LLD)
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Pembahasan

Berdasarkan analisis filogenetik dan
Multiple Sequence Alignment protein L-Lactate
Dehydrogenase (LLD), penelitian ini
menunjukkan adanya konservasi sekuens pada
beberapa bagian protein LLD, terutama pada
kelompok bakteri asam laktat, yang mendukung
dugaan bahwa fungsi dasar metabolisme laktat
relatif dipertahankan. Namun, keberadaan dan
konservasi protein LLD tidak secara langsung
membuktikan bahwa bakteri tersebut memiliki
aktivitas  probiotik, mampu menghambat
patogen, atau memberikan manfaat bagi udang
secara in vivo. Produksi asam laktat memang
merupakan salah satu mekanisme yang dapat
berkontribusi terhadap penghambatan mikroba
melalui perubahan kondisi lingkungan, tetapi
efek tersebut bergantung pada tingkat ekspresi
gen, aktivitas enzim, jumlah metabolit yang
dihasilkan, kemampuan  bertahan  dan
berkolonisasi di saluran pencernaan, serta
interaksi bakteri dengan mikrobiota dan inang.
Oleh karena itu, hasil penelitian ini lebih tepat
diposisikan sebagai dasar untuk skrining awal
bakteri yang memiliki karakter molekuler terkait
metabolisme laktat, bukan sebagai bukti
langsung efektivitas probiotik.

Studi Hernandez-Palomares et al. (2018)
mengenai regulasi LDH pada Litopenaeus
vannamei selama infeksi WSSV menunjukkan
pentingnya metabolisme laktat dalam respons
fisiologis udang terhadap stres infeksi, tetapi
temuan tersebut membahas LDH milik inang dan
tidak dapat digunakan sebagai bukti langsung
terhadap fungsi probiotik LLD bakteri. Kandidat
yang teridentifikasi melalui analisis ini masih
perlu dikonfirmasi melalui pengukuran produksi
asam laktat, uji antagonisme terhadap Vibrio
spp., toleransi terhadap kondisi saluran
pencernaan, kemampuan adhesi dan kolonisasi,
pengujian keamanan, serta uji in vivo terhadap
respons imun, pertumbuhan, kelangsungan
hidup, dan ketahanan penyakit udang.

Pengelompokan filogenetik menunjukkan
bahwa beberapa bakteri yang dilaporkan berasal
dari usus udang memiliki kedekatan sekuens
protein L-Lactate Dehydrogenase (LLD) dengan
bakteri asam laktat yang telah dilaporkan
memiliki potensi probiotik, seperti
Lactiplantibacillus plantarum dan Pediococcus
pentosaceus. Nilai bootstrap yang tinggi pada
beberapa percabangan mendukung kestabilan
pengelompokan berdasarkan protein LLD, tetapi
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tidak dapat digunakan untuk menyimpulkan
kesamaan fungsi probiotik maupun memprediksi
efikasi secara langsung. Produksi bakteriosin,
kemampuan adhesi dan kolonisasi, modulasi
mikrobiota usus, serta aktivitas antimikroba
dikendalikan oleh berbagai gen dan karakter
fenotipik yang tidak dapat direpresentasikan
hanya oleh satu protein.

Oleh karena itu, kedekatan filogenetik
berbasis LLD lebih tepat dipandang sebagai
dasar awal untuk menyeleksi kandidat bakteri
yang layak dikaji lebih lanjut, sedangkan
penetapan potensi probiotik tetap memerlukan
uji fungsional, meliputi produksi metabolit
antimikroba, antagonisme terhadap Vibrio spp.,
toleransi terhadap kondisi saluran pencernaan,
kemampuan adhesi, serta evaluasi keamanan
melalui deteksi gen virulensi dan resistensi
antimikroba, yang kemudian dikonfirmasi
melalui pengujian in vitro dan in vivo (Pereira et
al.,2022; Duet al., 2022).

Variasi sekuens pada region non-katalitik
dapat menjadi indikator adaptasi spesifik
terhadap lingkungan wusus udang. Isolat
indigenous yang telah berevolusi dalam habitat
target memiliki keunggulan adaptasi
dibandingkan probiotik komersial, termasuk
ketahanan terhadap kondisi saluran cerna udang,
kemampuan kolonisasi yang lebih baik, dan
interaksi yang lebih optimal dengan mikrobioma
lokal. Karakteristik ini sangat penting untuk
keberhasilan aplikasi probiotik dalam akuakultur
yang membutuhkan adaptasi terhadap kondisi
lingkungan spesifik. Studi menunjukkan bahwa
probiotik asli yang diisolasi dari usus udang sehat
menunjukkan toleransi yang ditingkatkan
terhadap pH asam dan garam empedu, memiliki
aktivitas antimikroba terhadap patogen udang
seperti spesies Vibrio, dan secara efektif dapat
menjajah usus udang (Sutanti ef al., 2024).

Pemisahan kluster yang jelas antara
bakteri probiotik dan patogen berdasarkan
sekuens LLD menegaskan validitas pendekatan
ini sebagaialat skriningawal. Kemampuan
membedakan kelompok fungsional berdasarkan
marker enzimatik tunggal menyederhanakan
proses seleksi kandidat probiotik dari keragaman
mikroba indigenous. Efisiensi ini sangat berharga
dalam pengembangan probiotik tailor-made
untuk akuakultur yang memerlukan screening
cepat dan akurat. Pendekatan ini menjadi penting
dalam akuakultur, di mana mengembangkan
probiotik yang dibuat khusus yang disesuaikan
dengan kondisi lingkungan tertentu
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membutuhkan skrining yang cepat dan andal.
Dengan berfokus pada penanda enzimatik
tunggal, proses seleksi menjadi lebih efisien
sekaligus memastikan ~ keamanan dan
kemanjuran, pada akhirnya
memfasilitasipengembangan  probiotik  yang
dapat berkembang dan memberikan manfaat
dalam sistem akuakultur (Khushboo et al., 2023).

Potensi aplikasi bakteri yang dianalisis
dalam akuakultur belum dapat disimpulkan
hanya berdasarkan laporan bahwa bakteri
tersebut berasal dari usus udang atau lingkungan
budidaya. Dalam penelitian ini, informasi
mengenai habitat asal, spesies inang, tahap
kehidupan udang, kondisi pemeliharaan, dan
kemampuan kolonisasi tidak tersedia secara
konsisten untuk seluruh takson karena data
diperoleh dari literatur dan basis data publik.
Oleh karena itu, asal dari usus udang hanya dapat
dipandang sebagai indikasi awal adanya asosiasi
dengan lingkungan inang, bukan sebagai bukti
kompatibilitas ekologis, kemampuan menetap di
saluran pencernaan, ataupun rendahnya risiko
penolakan oleh inang. Meskipun protein L-
Lactate Dehydrogenase (LLD) berkaitan dengan
metabolisme energi dan produksi laktat,
keberadaannya tidak membuktikan viabilitas,
persistensi, atau fungsi probiotik di dalam usus
udang. Penilaian kompatibilitas ekologis perlu
didukung oleh data asal isolat yang terperinci,
meliputi habitat, spesies dan tahap kehidupan
udang, serta pengujian kemampuan bertahan,
adhesi, dan kolonisasi. Selanjutnya, potensi
kandidat perlu dikonfirmasi melalui uji produksi
metabolit antimikroba, antagonisme terhadap
Vibrio spp., keamanan, efek imunomodulator,
serta pengujian in vivo terhadap pertumbuhan,
kelangsungan hidup, dan ketahanan penyakit
udang.

Temuan ini membuka peluang
pengembangan probiotik indigenous yang tidak
hanya efektif tetapi juga berkelanjutan untuk
akuakultur. Pendekatan berbasis enzim kunci
seperti LLD dapat merevolusi strategi seleksi
probiotik dengan mengurangi ketergantungan
pada probiotik konvensional dan
mengoptimalkan potensi mikroba
indigenousyang lebih adaptif dengan kondisi
lingkungan budidaya secara spesifik. Dengan
demikian, kajian lanjutan tetap
diperlukanuntuk mengetahui lebih lengkap
mengenai potensi bakteri pembawa LLD
digunakan sebagai probiotik. Pendekatansecara
in vitro dan in vivosangat diperlukan untuk
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mengetahui
tersebut.

tingkat optimalnya probiotik

Kesimpulan

Berdasarkan analisis in silico terhadap
protein  L-Lactate Dehydrogenase (LLD),
beberapa bakteri yang dilaporkan berasal dari
usus udang menunjukkan konservasi sekuens dan
kedekatan filogenetik dengan bakteri asam laktat
yang telah dikenal memiliki potensi probiotik.
Temuan ini mendukung penggunaan LLD
sebagai marker pendukung untuk skrining awal
kandidat bakteri, tetapi belum membuktikan
aktivitas probiotik, keamanan, kemampuan
kolonisasi, maupun efek antimikroba pada
udang. Oleh karena itu, kandidat yang
teridentifikasi masih memerlukan validasi
melalui uji in vitro, analisis keamanan, dan
pengujian in vivo terhadap pertumbuhan, respons
imun, kelangsungan hidup, serta ketahanan
udang terhadap penyakit.
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