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ABSTRAK

PUTRI MARINA KUSWARI (164310384) “ANTAGONISME
BAKTERI YANG BERASAL DARI USUS IKAN SAPU-SAPU (Hypostomus
plecostomus) TERHADAP BAKTERI PATOGEN” dibawah bimbingan bapak
Dr. Jarod Setiaji, S.Pi, M.Sc. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus
sampai September 2020 di laboratorium Mikrobiologi Balai Benih lkan (BBI)
Fakultas Pertanian Universitas Islam Riau Pekanbaru. Uji PCR dilakukan di
laboratorium Biologi Molekuler FMIPA Universitas Riau dan analisis sekuensing
dilakukan di PT. Genetika Science Indonesia Jakarta Barat. Tujuan dari penelitian
ini yaitu untuk mengetahui daya hambat bakteri dari usus ikan sapu-sapu
(Hypostomus plecostomus) terhadap pertumbuhan bakteri patogen Aeromonas
hydrophila, Pseudomonas aeruginosa dan Vibrio alginolyticus. Metode penelitian
yang digunakan, yaitu metode eksploratif. Hasil penelitian diperoleh 5 isolat
bakteri dari usus ikan sapu-sapu. Daya hambat pada uji antagonis, isolat bakteri
B4 terhadap pertumbuhan ketiga bakteri patogen tergolong kuat. Isolat bakteri B3
tergolong kuat terhadap pertumbuhan bakteri patogen A. hydrophila dan P.
aeruginosa dan tergolong sedang terhadap pertumbuhan bakteri V. alginolyticus.
Isolat bakteri B1 tergolong kuat terhadap pertumbuhan bakteri P. aeruginosa dan
V. alginolyticus dan tergolong sedang terhadap pertumbuhan bakteri A.
hydrophila. Isolat bakteri B2 terhadap pertumbuhan ketiga bakteri patogen
tergolong sedang. Isolat bakteri B5 tergolong kuat terhadap pertumbuhan bakteri
V. alginolyticus dan tergolong sedang terhadap bakteri P. aeruginosa dan A.
hydrophila. Hasil penelusuran sistem BLAST, isolat B1 memiliki kemiripan DNA
dengan Bacillus paramycoides. Isolat B3 dengan Bacillus sp. dan isolat B4
dengan Bacillus megaterium.

Kata Kunci: lkan sapu-sapu (Hipostomus plecostomus), uji antagonis, antibakteri,
Bacillus paramycoides, Bacillus sp, Bacillus megaterium.



ABSTRACT

PUTRI MARINA KUSWARI (164310384) "ANTAGONISM OF
BACTERIA COMING FROM THE INTELLIGENCE OF BROKE FISH
(Hypostomus plecostomus) AGAINST PATHOGENIC BACTERIA™ Under
the guidance of Mr. Dr. Jarod Setiaji, S.Pi, M.Sc. This research was carried out
from August to September 2020 at the Microbiology Laboratory of the Fish Seed
Center (BBI) Faculty of Agriculture, Riau Islamic University, Pekanbaru. The
PCR test was carried out at the Molecular Biology Laboratory, Faculty of
Mathematics and Natural Sciences, Riau University and the sequencing analysis
was carried out at PT. Genetics Science Indonesia, West Jakarta. The purpose of
this study was to determine the inhibition of bacteria from the intestines of
broomfish (Hypostomus plecostomus) against the growth of pathogenic bacteria
Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa and Vibrio alginolyticus. The
research method used is the exploratory method. The results obtained 5 bacterial
isolates from the intestines of broomfish. The inhibitory power in the antagonist
test, B4 bacterial isolates against the growth of the three pathogenic bacteria was
quite strong. B3 bacterial isolates were classified as strong against the growth of
pathogenic bacteria A. hydrophila and P. aeruginosa and moderately against the
growth of V. alginolyticus bacteria. Bacterial isolate B1 was classified as strong
against the growth of P. aeruginosa and V. alginolyticus bacteria and moderately
against the growth of A. hydrophila bacteria. Isolation of B2 bacteria against the
growth of the three pathogenic bacteria was classified as moderate. Bacterial
isolate B5 was classified as strong against the growth of V. alginolyticus and
moderate against P. aeruginosa and A. hydrophila bacteria. The results of the
BLAST system search, isolate B1 had similar DNA with Bacillus paramycoides.
Isolate B3 with Bacillus sp. and isolate B4 with Bacillus megaterium.

Keywords: Broomfish (Hipostomus plecostomus), antagonist test, antibacterial,
Bacillus paramycoides, Bacillus sp, Bacillus megaterium.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Mikroorganisme atau mikroba adalah organisme yang sangat kecil sehingga
untuk mengamatinya memerlukan bantuan mikroskop, mikroorganisme juga
disebut organisme mikroskopis, mikroorganisme sering kali bersel tunggal
(uniseluler) atau multiseluler. Peran mikroorganisme sangat luas salah satunya
dalam bidang budidaya perairan, komponen ekosistem perairan dikelompokkan
menjadi dua, yaitu komponen biotik yang meliputi ikan yang dibudidayakan,
organisme renik (mikroorganisme), vegetasi perairan dan hewan tingkat tinggi
lainnya; serta komponen abiotik yang meliputi parameter fisika-kimia air, substrat
dasar kolam, iklim (Zonneveld et al., 1991 dalam Odum, 1993).

Mikroorganisme berdasarkan sifat dan ukurannya dikategorikan dalam
empat kelompok yaitu virus, bakteri, jamur dan alga (Achmadi, 2006). Menurut
Madigan et al., (2006) bakteri adalah organisme yang tidak memiliki membran
inti sel dan ukurannya sangat kecil (mikroskopik). Beberapa kelompok bakteri
dapat memberikan manfaat maupun sumber penyakit, salah satu bakteri yang
memberikan manfaat adalah bakteri probiotik yang ada dalam saluran pencernaan.

Probiotik merupakan makanan tambahan berupa sel-sel mikroba hidup,
yang memiliki pengaruh menguntungkan bagi inang yang mengkonsumsinya
melalui penyeimbangan flora mikroba intestinalnya (Fuller 1987). Selanjutnya
Verschere et al., (2000) menyatakan bahwa probiotik sebagai penambah mikroba
hidup yang memiliki pengaruh menguntungkan bagi komunitas mikroba di

lingkungan hidupnya. Pendapat lain oleh Salminen et al., (1999) bahwa probiotik



merupakan segala bentuk preparasi sel mikroba atau komponen sel mikroba yang
memiliki pengaruh menguntungkan bagi kesehatan dan kehidupan inang.

Bakteri probiotik sangat menguntungkan bagi pencernaan ikan, bakteri
probiotik ini dapat meningkatkan daya cerna dalam tubuh ikan yang berguna
untuk meningkatkan efisiensi pakan. Peranan lain yang dimiliki yaitu mengontrol
bakteri yang tidak diinginkan seperti bakteri patogen yang dapat mengganggu
bahkan menjadi sumber penyakit dan dapat menyebabkan kematian massal pada
sejumlah besar populasi ikan (Zulkifli, 2001).

Prinsip dasar kerja probiotik adalah pemanfaatan kemampuan mikroba
dalam meningkatkan penyerapan senyawa-senyawa racun pada saluran
pencernaan ikan yang dihasilkan pada metabolisme bakteri probiotik seperti asam
laktat, hidrogen peroksida, bakteriosin (Yulvizar et al., 2014). Probiotik tidak
hanya menjaga keseimbangan ekosistem dalam saluran pencernaan namun juga
dapat menahan aktifitas mikroba pengurai protein sehingga menyebabkan kadar
amonia feses menurun. Suplementasi probiotik dapat memperbaiki fungsi dan
kesehatan usus serta meningkatkan uptake nutrient (Manin et al., 2012).

Ikan sapu-sapu (H. plecostomus) merupakan jenis ikan yang banyak
ditemukan di perairan sungai yang mampu bertahan pada perairan tercemar.
Keberadaan ikan ini erat kaitannya dengan kemampuannya untuk bertahan hidup
pada area perairan yang tercemar dan mengalami deoksigenasi (Kottelat et
al.,1993). Meskipun demikian, gangguan fisiologis ikan sapu-sapu yang hidup di
perairan tercemar tersebut bisa saja terjadi misalnya pada perilaku atau aktifitas

respirasinya (Fadil et al., 2011).



Populasi ikan sapu-sapu di sungai yang airnya sudah tercemar cukup tinggi
dibandingkan dengan jenis ikan lain. Hal ini dikarenakan ikan sapu-sapu lebih
tahan terhadap kondisi air yang ekstrim dibanding jenis ikan lain. Ikan sapu-sapu
dapat hidup di perairan dengan kadar oksigen terlarut yang rendah dan kandungan
logam berat yang tinggi, dimana hanya sedikit spesies ikan yang dapat hidup di
perairan tersebut (Prihardhyanto dalam Surnesih, 2000).

Beberapa jenis bakteri yang terdapat dalam saluran pencernaan hewan
memiliki peran penting dalam rangka meningkatkan pemanfaatan pakan,
kesehatan ikan dan perbaikan mutu lingkungan dan mikroorganisme (Watson et
al., 2008). Selain itu, beberapa bakteri baik (probiotik) pada saluran pencernaan
ikan sapu-sapu memiliki peran yang cukup penting untuk menghasilkan beberapa
jenis enzim dalam saluran pencernaan ikan sapu-sapu yang turut berperan dalam
metabolisme dan ketahanan tubuh terhadap patogen.

Berdasarkan beberapa uraian di atas, penulis tertarik untuk melakukan
penelitian tentang: “Antagonisme Bakteri yang Berasal dari Usus Ikan Sapu-sapu

(Hypostomus plecostomus) Terhadap Bakteri Patogen”.

1.2 Rumusan Masalah

Penelitian ini dilakukan untuk menjawab permasalahan:

Apakah ada bakteri yang bersifat antagonis dari usus ikan sapu-sapu
(Hypostomus plecostomus) yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen

Aeromnas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa dan Vibrio alginolyticus.



1.3 Batasan Masalah

Dalam penelitian ini diperlukan batasan masalah agar terarah dan tidak
menyimpang dari maksud dan tujuan yang telah ditetapkan. Batasan masalah dan
ruang lingkup penelitian ini yaitu hanya membahas tentang bakteri yang bersifat
antagonis dari usus ikan sapu-sapu (Hypostomus plecostomus) yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri patogen Aeromonas hydrophila, Pseudomonas

aeruginosa dan Vibrio alginolyticus.

1.4 Tujuan dan Manfaat Penelitian

Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui daya hambat bakteri dari
usus ikan sapu-sapu (Hypostomus plecostomus) terhadap pertumbuhan bakteri
patogen Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa dan Vibrio
alginolyticus.

Sedangkan manfaat yang didapat dari penelitian ini adalah:
1. Memberikan informasi mengenai bakteri yang bersifat antagonis yang berasal

dari usus ikan sapu-sapu (Hypostomus plecostomus) terhadap bakteri patogen.

2. Diperoleh jenis bakteri yang berperan sebagai kandidat probiotik.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Biologi dan Ekologi Ikan Sapu-sapu (H. plecostomus)

Menurut Kotellat et al., (1993) ikan sapu-sapu diklasifikasikan sebagai

berikut:

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Actinopterygii

Ordo : Siluriformes

Famili - Loricariidae

Genus : Hypostosmus

Spesies : Hypostosmus plecostomus
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Gambar 1. Ikan Sapu-sapu (H. plecostomus) (Sumber: transkepri.com)

Ikan sapu-sapu merupakan ikan yang termasuk kelompok invasive species.
Invasive species adalah spesies yang dapat menjadi predator maupun kompetitor
terhadap spesies lain (Hill dan Lodge, 1999). Selain itu ikan ini dapat
menyebabkan hibridisasi yang tidak terduga (Mallet, 2007). Nico et al., (2012)
mengatakan bahwa keberadaan ikan sapu-sapu dapat diketahui dari adanya
lubang-lubang yang terlihat di sepanjang lereng atau pinggir sungai dan berfungsi

sebagai tempat peletakkan telur ikan.



Secara umum anggota dari marga Pterygoplichthys sangat mudah untuk
dibedakan dengan spesies lainnya. Tubuh sapu-sapu tertutup oleh kulit keras yang
berbentuk seperti lempengan tulang (bony plate). Bentuk kepala ikan sapu-sapu
lebar, membundar dan mempunyai pola geometris (Kusonoki et al., 2007). Mulut
berbentuk seperti cakram yang letaknya di bagian bawah sejajar dengan perut.
Sirip punggung dengan 9 sampai 14 jari-jari, panjang maksimal mencapai 70 cm
dan bobot mencapai 310 gram (Elfidasari et al., 2016). Nico dan Martin (2001)
menambahkan bahwa sapu-sapu dapat mencapai ukuran sampai 35 cm dalam
waktu dua tahun. Untuk ukuran matang gonad ikan sapu-sapu pertama kali pada
kisaran ukuran 25 cm (Nico et al., 2012).

Ikan sapu-sapu secara morfologi memiliki tubuh yang ditutupi dengan sisik
yang keras yang fleksibel, memiliki bentuk picak atau depressed (Bhagawati et
al., 2013). Bagian perut ikan sapu-sapu memiliki pola titik-titik putih besar
dengan beberapa pola menyatu, pola ini berbeda tiap spesiesnya dan dilengkapi
dengan mulut penghisap pada bagian bawah (Hoover et al., 2004). Menurut
Kusonoki et al., (2007) beberapa spesies ikan sapu-sapu memiliki pola seperti
macan tutul yaitu dengan bintik-bintik.

Ikan sapu-sapu memiliki mata berukuran kecil dan cenderung menonjol,
pada bagian pipi dan sisi tubuh terdapat suatu pola yang menyerupai gelombang
laut berbentuk tegak, warna tubuh ikan ini bervariasi mulai dari keabu-abuan,
coklat kekuningan sampai kehitaman.

Habitat asli ikan sapu-sapu adalah perairan sungai dengan aliran air relatif
deras dan jernih, tetapi juga dapat hidup diperairan tergenang seperti rawa dan

danau. Ikan sapu-sapu dapat hidup diperairan dengan kadar oksigen terlarut yang



rendah, dimana hanya sedikit spesies lain yang dapat bertahan hidup diperairan
tersebut (Prihardhyanto, 1995).

Ikan sapu-sapu mendiami perairan tenang sampai deras dan dapat dijumpai
hampir di seluruh perairan tawar seperti sungai, anak sungai, danau, kolam, parit,
sawah, rawa-rawa bahkan di perairan payau. Selain itu seperti telah dijelaskan
bahwa ikan sapu-sapu bebas hidup dan berkembang di perairan yang tercemar
logam berat sekalipun.

Ikan sapu-sapu dapat hidup secara optimal di perairan tropis dengan kisaran
pH 7-7,5 dan suhu antara 23-28 °C. Walaupun demikian, ikan ini dapat hidup
dengan baik pada kondisi perairan yang kurang baik sehingga dapat berperan
sebagai  bioindikator  lingkungan (Page dan  Robins, 2006). Kemudian
Prihardhyanto dalam Sutanti (2005) mengatakan bahwa ikan sapu-sapu biasa
mengkonsumsi alga yang melekat pada bebatuan, tumbuhan air dan detritus.
Sapu-sapu juga mengkonsumsi bangkai ikan dan hewan-hewan lain yang ada di
dasar perairan sehingga ikan sapu-sapu digolongkan ke dalam kelompok
omnivora.

Menurut Ozedilek (2007) makanan ikan sapu-sapu adalah alga, ganggang
bentik, detritus, cacing dan beberapa jenis larva serangga yang ada di perairan.
Chaicana dan Jongphadungkiet (2012) menyatakan bahwa sapu-sapu juga
memangsa ikan-ikan kecil dan telur ikan. Panase dan Intawicha (2018)
menambahkan bahwa sapu-sapu memakan tumbuhan dan fitoplankton di dasar
perairan dengan cara mengikis atau menyedot secara halus.

Menurut Hart dalam Wiyaguna (2010) salah satu jenis ikan yang mampu

hidup di perairan tercemar adalah ikan sapu-sapu. lkan ini mempunyai



kelimpahan yang tinggi pada sungai-sungai dengan kadar pH 6,2-8,3 dan pada
sungai-sungai yang tercemar logam berat seperti tembaga (Cu), Kadmium (Cd),
dan Timbal (Pb). Selain itu Riyanto (2006) menyebutkan bahwa terdapat ikan
sapu-sapu yang hidup di perairan daerah Sragen yang kualitasnya tergolong
buruk, yaitu dengan kandungan oksigen 0-6 mg/l, karbondioksida tinggi (9,54-
34,32 mg/l), amonia hingga 21,67 mg/l, COD hingga 172 mg/l dan lemak hingga

54,6 mgll.

2.2. Bakteri di Usus lkan

Probiotik didefinisikan sebagai mikroorganisme yang mampu untuk
memodifikasi komposisi bakteri dalam saluran pencernaan, air dan sedimen serta
dapat digunakan sebagai biokontrol. Probiotik merupakan mikroorganisme hidup
yang apabila terdapat dalam jumlah yang cukup, ini akan bermanfaat untuk
meningkatkan kesehatan inang khususnya pada saluran pencernaan. Peningkatan
kesehatan inang melalui probiotik dapat dicapai dengan salah satu atau beberapa
mekanisme berikut: kompetisi dengan bakteri patogen, peningkatan penyerapan
nutrien dalam pakan, perombakan bahan organik dalam air juga peningkatan
respon imun terhadap patogen (Reneshwary et al., 2011).

Probiotik adalah mikroorganisme yang hidup dengan cara memperbaiki
keseimbangan mikroba pada usus dan sebagai penyiapan sel mikroba atau
komponen sel mikroba yang memiliki pengaruh menguntungkan pada kesehatan
inangnya (Sornplang dan Sudthidol, 2016). Pendapat lain mengatakan bahwa
probiotik adalah mikroba hidup yang bersifat menguntungkan bagi makhluk hidup
dan mampu memperbaiki keseimbangan mikroba dalam saluran pencernaan

(Afriyanto dan Liviawati, 2005)



Irianto (2003) mengatakan bahwa probiotik dapat mengatur lingkungan
mikroba pada usus serta menghalangi mikroorganisme patogen dalam usus
dengan melepas enzim yang membantu proses pencernaan makanan. Selain itu
mikroba probiotik aman dan relatif menguntungkan dalam saluran pencernaan
sebab menghasilkan zat yang tidak berbahaya bagi ikan tetapi justru

menghancurkan mikroba patogen pengganggu pada sistem pencernaan.

2.3. Pertumbuhan Bakteri

Pertumbuhan merupakan proses bertambahnya ukuran, subtansi atau masa
zat dari suatu organisme, misalnya makhluk makro dikatakan tumbuh ketika
bertambah tinggi, bertambah besar atau bertambah berat. Sedangkan pada
organisme bersel satu pertumbuhan lebih diartikan sebagai pertambahan jumlah
koloni, ukuran koloni yang semakin besar, subtansi atau massa mikroba dalam
koloni tersebut semakin banyak (Anonim, 2010).

Pertumbuhan pada mikroba diartikan juga sebagai pertambahan jumlah sel
mikroba itu sendiri. Pertumbuhan merupakan suatu proses kehidupan yang
irreversible atau tidak dapat diulang kejadiannya. Sebagai hasil pertambahan
ukuran dan pembelahan sel atau pertambahan jumlah sel maka terjadi
pertumbuhan populasi mikroba (Igbalali, 2008).

Kehidupan dan kegiatan makhluk hidup dipengaruhi oleh faktor-faktor
pertumbuhan begitupun mikroorganisme seperti bakteri. Pertumbuhan bakteri
pada umumnya sangat dipengaruhi oleh nutrisi, suhu, pH, air dan oksigen.
Perubahan faktor-faktor ini dapat mengakibatkan perubahan sifat dan bentuk

secara morfologi serta cara kerja secara fisiologi. Salah satu faktor utama yang



mempengaruhi pertumbuhan bakteri tersebut adalah suhu (Pelczar dan Chan,
2005).

Suhu merupakan satu faktor yang sangat penting dalam mempengaruhi
pertumbuhan dan daya hidup bakteri. Suhu berpengaruh pada reaksi kimia yang
terjadi di dalam tubuh bakteri sehingga tingkat pertumbuhannya juga ikut
terpengaruhi. Selain suhu, pH juga mempengaruhi pertumbuhan bakteri (Pelczar
dan Chan, 2005).

pH umum yang disukai oleh mikroba adalah netral atau pH 7. Beberapa
bakteri juga tumbuh pada pH 6, bahkan ada juga dijumpai mikroba yang mampu
tumbuh pada pH 4 atau pH 5. Sangat jarang suatu mikroba tumbuh baik pada pH
4, kecuali bakteri autotrof tertentu karena bakteri ini menghasilkan produk
metabolisme yang bersifat asam atau basa (VVolk dan Wheeler, 1993).

Mikroorganisme dapat ditumbuhkan dan dikembangkan pada substrat yang
disebut medium. Untuk mengembangbiakkan mikroorganisme diperlukan media.
Media adalah substansi yang terdiri dari beberapa campuran seperti zat-zat
makanan (nutrisi) yang diperlukan untuk pertumbuhan dan perkembangbiakan
jasad renik (mikroorganisme). Media dapat berbentuk padat, cair dan semi padat
(semi solid) tergantung jenisnya. Dalam laboratorium mikrobiologi, kultur media
sangat penting untuk isolasi, pengujian sifat-sifat fisik dan biokimia bakteria serta
untuk mendiagnosa suatu penyakit (Hidayat dan Sutarma, 1999). Menurut
Dwidjoseputro (1987) makanan yang paling baik untuk pertumbuhan bakteri
adalah media yang mengandung zat-zat organik seperti rebusan daging, sayur-

sayuran, sisa makanan atau campuran-campuran yang dibuat oleh manusia.
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Fase pertumbuhan bakteri dapat dipisahkan menjadi empat fase utama yaitu
fase lag (fase lamban), fase pertumbuhan eksponensial (fase pertumbuhan cepat),
fase stasioner (fase stasis), dan fase penurunan populasi (fase pematian). Fase-fase
tersebut menunjukkan keadaan bakteri dalam biakan pada waktu tertentu. Pada
setiap fase terdapat suatu periode peralihan dimana waktu dapat berlalu sebelum

semua sel memasuki fase yang baru (Kusnadi, 2003).

bakteri

Gambar2. Fase Pertumbuhan Bakteri (Sumber: generasibiologi.com)

2.4. Bakteri Patogen

Patogen adalah agen biologis yang dapat menyebabkan penyakit, patogen
juga sering disebut parasit dan bersifat merugikan, mengacaukan fisiologis normal
pada makhluk hidup lain. Penyakit yang disebabkan oleh bakteri pada ikan
merupakan salah satu penyakit yang dapat menimbulkan kerugian. Selain dapat
mematikan ikan, penyakit ini juga dapat mengakibatkan menurunnya kualitas
daging ikan yang terinfeksi serta dapat menyebabkan sistemik yang menimbulkan
kematian ikan yang tinggi (Lukistyowati dan Kurniasih, 2012).

Bakteri patogen pada ikan dapat bersifat sebagai penginfeksi primer atau
sekunder. Di Indonesia penyakit akibat infeksi bakteri dapat mengakibatkan

kematian sekitar 50-100% (Wiyanto, 2010). Menurut Kismiyati et al., (2009)
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faktor yang menyebabkan timbulnya penyakit yaitu disebabkan oleh
mikroorganisme seperti bakteri, jamur dan virus. Sementara faktor yang dapat
mempengaruhi yaitu kualitas air yang buruk, pakan dan kandungan oksigen

terlarut yang rendah.

2.4.1. Aeromonas hydrophila

Salah satu bakteri yang sering dijumpai pada ekosistem perairan yaitu
bakteri A. hydrophila. A. hydrophila bersifat patogen pada ikan air tawar dan ikan
budidaya pada kondisi kualitas air yang buruk. Selain itu A. hydrophila memiliki
kemampuan osmoregulasi yang tinggi sehingga mampu bertahan hidup pada
perairan tawar, perairan payau dan laut yang memiliki kadar garam tinggi dengan
penyebaran melalui air, kotoran burung, saluran pencernaan hewan darat dan
hewan amfibi serta reptil (Mangunwardoyo et al., 2010).

Klasifikasi bakteri A. hydrophila menurut Holt et al., (2000) yaitu:

Filum : Protophyta

Kelas : Schyzomycetes

Ordo : Pseudomonadales
Family : Vibrionaceae

Genus : Aeromonas

Spesies : Aeromonas hydrophila

A. hydrophila merupakan bakteri heterotrofik uniseluler, tergolong protista
prokariot yang dicirikan tidak memiliki membran yang memisahkan inti dengan
sitoplasma. Bakteri ini biasanya berukuran 0,7-1,8 x 1,0-1,5 ul yang bergerak

menggunakan sebuah polar flagel (Kabata dalam Haryani, et al., 2012).
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Bakteri A. hydrophila termasuk dalam bakteri gram negatif yang
mempunyai karakteristik berbentuk batang pendek, bersifat aerob dan fakultatif
anaerob, tidak berspora, motil, mempunyai satu flagel dan hidup pada kisaran
suhu 25-30°C. Jika organisme terkena serangan bakteri maka akan
mengakibatkan gejala penyakit hemorhagi septicaemia yang mempunyai gejala
seperti terdapat luka di permukaan tubuh, insang, ulser, abses dan perut gembung
(Lukistyowati dan Kurniasih, 2012).

Bakteri A. hydrophila termasuk bakteri gram negatif, yang bersifat
oksidasi positif dan dapat memfermentasi beberapa jenis gula, seperti glukosa,
fruktosa, maltosa dan trehalosa (Rosidah dan Wila, 2012). Bakteri gram negatif
mempunyai lapisan peptidoglikan yang tipis, terdiri atas 1-2 lapis sehingga pori-
pori pada dinding sel gram negatif cukup besar. Permeabilitasnya yang tinggi
memungkinkan terjadi perlepasan kompleks ungu kristal-yodium (UK-Y),
sehingga bakteri berwarna merah. Dalam proses pewarnaan gram, pencucian
dengan alkohol akan menyebabkan lemak tersebut terekstraksi sehingga bakteri
berwarna merah atau merah muda karena menyerap zat warna safranin (Firnanda,

etal., 2013).

Gambar 3. Aeromonas hydrophila (Sumber: creative-biolabs.com)
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Penyakit yang disebabkan oleh A. hydrophila pertama kali dikenal di
Indonesia pada tahun 1980 di Jawa Barat. Penyakit ini menyerang ikan karper dan
menyebabkan keematian hingga 125 ton (IDRC dalam Olga, 2012).

Ikan yang terserang bakteri A. hydrophila menunjukkan tanda-tanda
seperti kemampuan berenang yang menjadi lemah, nafasnya pendek dan sering
muncul ke permukaan, menurunnya nafsu makan, warna insang pucat dan rusak,
warna tubuh menjadi gelap, kulit mengeluarkan lendir berlebih yang diikuti oleh
pendarahan yang kemudian akan menjadi borok, perut ikan membuncit dan mata
menonjol, terdapat bercak merah pada bagian luar tubuhnya, serta terjadi

kerusakan pada sirip (Junianto dan Maulina, 2007).

2.4.2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas adalah bakteri yang tersebar luas di lingkungan dan
merupakan salah satu patogen yang penting bagi manusia. P. aeruginosa dan
spesies lain tahan terhadap banyak antimikroba. Beberapa spesies Pseudomonas
memiliki kepekaan terhadap antibiotik yang berbeda dengan P. aeruginosa
(Anonim, 1997). Pada umumnya, P. aeruginosa adalah bakteri gram negatif yang
bersifat aerobik, bakteri ini berbentuk batang dan memiliki flagel, dapat tumbuh di
tanah, rawa-rawa, bahkan pesisir pantai serta pada jaringan tanaman dan hewan
(Hardalo dan Edberg, 1997).

Klasifikasi P. aeruginosa menurut Bergey’s (1994) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Prokaryota
Divisi : Gracilicutes
Kelas : Schyzomycetes
Ordo : Eubacteriales
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Family : Pseudomonadaceae
Genus : Pseudomonas
Spesies : Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa berukurannya 1,5-3 pl x 0,5 pl, bergerak aktif serta
mempunyai 1 flagel pada ujung sel, tetapi beberapa strain mempunyai 2 atau 3
flagel. P. aeruginosa bersifat aerob obligat yang dapat tumbuh pada berbagai
media dan terkadang menghasilkan bau buah anggur. Suhu untuk pertumbuhan
antara 5-42 °C dengan suhu optimal 37 'C (Anonim, 1997).

Bakteri P. aeruginosa dapat dikembangkan secara in vitro dan dapat
tumbuh dengan baik pada medium agar centrimede dan menghasilkan warna biru
kehijauan karena pigmen pyocyanin, namun hal yang berbeda ditunjukkan pada
medium agar MacConkey yang tidak menghasilkan warna. P. aeruginosa dapat
menghasilkan enzim katalase, oksidase dan lipase serta membutuhkan nutrisi yang
sangat minimal dalam perkembangannya yang dibuktikan dapat tumbuh pada air
yang telah terdestilasi. Di laboratorium, medium paling sederhana untuk
pertumbuhan bakteri ini terdiri dari asetat sebagai sumber karbon dan amonium

sulfat sebagai sumber nitrogen (Bevec, 2010).

Gambar 4. Pseudomonas aeruginosa (Sumber: news-medical.net)
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2.4.3. Vibrio alginolyticus

Vibrio termasuk dalam salah satu bakteri patogen yang termasuk dalam
famili Vibrionaceae dan bersifat kosmopolitan dengan penyebaran yang sangat
luas. Bakteri Vibrio adalah bakteri gram negatif yang berbentuk batang bengkok,
oksidase dan katalase positif, memfermentasikan glukosa tanpa menghasilkan gas
dan mempunyai flagel polar (Bauman, 2001). Vibrio sangat umum dijumpai di air
payau dan laut namun juga dapat hidup di perairan tawar. Sebagian bersifat
saproba namun ada beberapa spesies yang menyebabkan penyakit vibriosis pada
hewan akuatik termasuk ikan.

Klasifikasi bakteri V. alginolyticus menurut Feliatra (1999) adalah:

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gamma Proteobacteria
Ordo : Vibrionales

Famili : Vibrionaceae

Genus : Vibrio

Spesies : Vibrio alginolyticus

Gejala klinis penyakit vibriosis bentuk akut pada ikan dewasa ditandai
dengan warna kulit berubah kusam disertai menurunnya nafsu makan, kerusakan
kulit dengan tepi merah atau putih karena infeksi sekunder jamur. Organ viseral,
jantung dan kulit terjadi hemoragi difus, membengkak, distensi abdomen dengan
asites. Pada penyebaran yang cepat, penyakit dapat menyebabkan ikan mati dalam
2-3 hari dengan mortalitas tinggi. Biasanya dalam keadaan stres ikan tampak

berwarna kusam (gelap) dengan kerusakan pada sirip dan ekor, insang pucat. Saat
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dibedah akan terlihat pembengkakan dengan kerusakan diseluruh permukaan
organ internal dan terdapat cairan serosanguinus pada ginjal dan limpa yang
membengkak (Spira et al., 1981).

Bakteri V. alginolyticus mudah dibedakan dari spesies vibrio lain karena
bersifat mengeriyap (swarming). Menurut Barrow dan Feltham (1993) sifat
mengeriyap adalah sifat khas dari bakteri V. alginolyticus, karena pada media
padat bakteri ini mensintesa flagela lateral yang banyak. V. alginolyticus

mempunyai ciri berwarna kuning, diameter 3-5 pl.

Gambar 5. Vibrio alginolyticus (Sumber: microbe-canvas.com)

2.5. Uji Antagonis

Antagonis adalah peristiwa yang menyebabkan tertekannya aktivitas
mikroorganisme jika terdapat dua atau lebih mikroorganisme yang berada pada
tempat yang berdekatan. Uji antagonis adalah uji yang digunakan untuk
membuktikan apakah mikroorganisme yang bersifat antagonis dapat menghambat
aktivitas mikrooganisme lain yang berada pada tempat yang berdekatan.
Mikroorganisme yang bersifat antagonis memiliki pertumbuhan yang cepat
sehingga dapat menutupi mikroorganisme yang berdekatan dengannya (Tuju,

2004).
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Aktivitas antagonis dapat melalui beberapa cara, misalnya produksi
metabolit sekunder, kompetisi dan parasitisme langsung (Mari dan Guizzardi,
1998). Mikroorganisme yang bersifat antagonis dapat langsung menghambat
patogen dengan sekresi antibiotik, berkompetisi dengan patogen untuk
mendapatkan makanan atau tempat (Nasahi, 2010).

Uji antagonis mikrobiologi memanfaatkan mikroorganisme sebagai
indikator pengujian dimana mikroorganisme ini digunakan sebagai penentu
konsentrasi komponen tertentu pada campuran kimia kompleks. Uji anti mikroba
digunakan untuk memperoleh sistem pengobatan yang efektif dan efisien.
Menurut Pelczar (1986) terdapat beberapa metode untuk melakukan uji anti
mikroba, yaitu:

Pertama Metode Difusi: a). Metode Disc Diffusion, digunakan untuk
menentukan aktivitas anti mikroba. Cakram yang telah diberi atau direndam
mikroba atau anti mikroba diletakkan pada media agar yang telah ditanam
mikroorganisme atau patogen, b). Metode E-test, digunakan untuk mengestimasi
MIC (minimum inhibitor concentration) atau konsentrasi minimum anti mikroba
untuk menghambat pertumbuhan mikroorganisme. Menggunakan strip plastik
yang mengandung anti mikroba mulai dari kadar terendah sampai tertinggi yang
diletakkan pada media agar yang telah ditanam mikroorganisme atau patogen, c).
Metode Ditch-plate technique, sampel anti mikroba diletakkan pada media agar
yang telah dipotong membujur pada bagian tengahnya kemudian mikroba uji
digoreskan pada tepian parit yang sudah berisi anti mikroba, d). Metode Cup-plate
technique, melubangi media yang sudah ditanami mikroorganisme atau patogen

dan meletakkan cakram anti mikroba di dalamnya, e). Metode Gradient plete
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technique, konsentrasi anti mikroba bervariasi mulai dari nol sampai maksimal.
Media agar dicairkan dan ditambahkan larutan uji kemudian dituangkan ke cawan
petri dengan posisi miring, tambahkan nutrisi kedua dan inkubasi selama 24 jam
lalu gores mikroba uji mulai dari konsentrasi terendah sampai yang tertinggi.

Metode yang kedua yaitu Metode Dilusi: a). Metode Dilusi Cair, untuk
mengukur MIC (kadar hambat minimum) dan MBC (kadar bunuh minimum)
dengan media cair, b). Metode Dilusi Padat, untuk mengukur MIC (kadar hambat
minimum) dan MBC (kadar bunuh minimum) dengan media padat.

Kriteria keefektifan hasil uji antagonisme secara in vitro dalam screening
dilihat dari terbentuk atau tidaknya zona hambatan, zona hambat adalah zona
bening yang terbentuk diantara patogen dan agen antagonis. Terbentuknya zona
hambat menandakan bahwa agen biokontrol memproduksi suatu senyawa
antimikrobia baik berupa enzim, toksin maupun antibiotik. Antibiotik adalah
substansi yang dihasilkan oleh organisme hidup yang dalam konsentrasi rendah
dapat menghambat sampai membunuh organisme lain. Antibiotik tergolong dalam
metabolit sekunder yang dihasilkan oleh mikroorganisme antagonis dalam jalur

metabolisme (Maria, 2002).

Gambar 6. Zona Bening pada Uji Antagonis (Sumber: Dokumentasi)
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2.6. ldentifikasi Bakteri

Identifikasi adalah usaha yang dilakukan untuk mengetahui nama atau jenis
dari suatu organisme atau makhluk hidup pada kelompok tertentu berdasarkan
karakteristik yang dimiliki makhluk hidup tersebut. Identifikasi mikroorganisme
dilakukan dengan membandingkan ciri yang ada dan belum diketahui dengan
yang sudah diketahui. Identifikasi mikroorganisme baru memerlukan perincian,
deskripsi serta perbandingan yang cukup dengan yang sebelumnya telah
dipublikasikan pada jasad renik lain yang serupa (Pelczar dan Chan, 1989).
Menurut Susatyo (2006) identifikasi merupakan kegiatan yang dilakukan untuk
mengetahui jenis organisme tertentu melalui beberapa tahap yaitu pengamatan,
pengujian dan pencatatan.

Identifikasi dilakukan dengan mengamati organisme secara morfologi dan
fisiologi. Pengamatan secara morfologi meliputi bentuk koloni, struktur koloni,
bentuk sel, ukuran sel, bentuk flagel dan pewarnaan endospore bakteri, sedangkan
pengamatan secara fisiologi dilakukan dengan uji biokimia. Selain itu, identifikasi
bakteri juga dapat dilakukan dengan metode PCR (polymerase chain reaction)
atau dengan mengekstrak DNA bakteri yang kemudian diperbanyak dan
dielekroforesis, dari hasil ini akan diketahui karakteristik dari DNA yang dimiliki
bakteri tersebut (Suryanto, 2004).

Beberapa uji yang biasa digunakan dalam identifikasi bakteri yaitu
pemeriksaan morfologi, pewarnaan gram dan uji biokimia, uji biokimia meliputi
uji O/F, uji SCA, uji katalase, uji motilitas, produksi indol, uji TSIA dan uji gula

(Beisher, dalam Kusdarwati dan Sudarno, 2011).
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Salah satu teknik identifikasi bakteri lainnya yaitu dengan cara pewarnaan
gram, teknik ini sangat penting dilakukan untuk mengetahui jenis dari bakteri
yang diidentifikasi. Bakteri tergolong dalam dua jenis, yaitu bakteri gram positif
atau bakteri yang dapat menyerap warna violet atau biru tua pada saat pewarnaan
dan bakteri gram negatif atau bakteri yang dapat menyerap warna merah saat

pewarnaan gram.

b 25 |
\ P & - e T doum' ead
Y L' N .,Li?:"é'i‘ Pttt wd = 07
Gram Positive Bacteria Gram Negative Bacteria

Gambar 7. Pewarnaan Gram pada Bakteri (Sumber: alponsin.wordpress.com)
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3.1. Waktu dan Tempat

I1l. METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Balai Benih lIkan

(BBI) Fakultas Pertanian Universitas Islam Riau Pekanbaru dimulai pada bulan

Agustus sampai bulan September 2020. Uji PCR dilakukan di laboratorium

Biologi Molekuler FMIPA Universitas Riau dan analisis sekuensing dilakukan di

PT. Genetika Science Indonesia Jakarta Barat.

3.2. Alat dan Bahan Penelitian

3.2.1. Alat Penelitian

Tabel 3.1.Alat Penelitian.

Alat yang digunakan pada saat penelitian dapat dilihat pada Tabel 3.1.

No Nama Alat Jumlah Kegunaan

1 | Autoclave 1 Unit Sterilisasi alat dan bahan yang akan
digunakan

2 | Timbangan analitik 1 Unit Menimbang media yang dibutuhkan

3 | Kaca arloji 1 Buah Wadah media saat penimbangan

4 | Sendok 1 Buah Mengambil media yang akan
digunakan

5 | Erlenmeyer 250 ml 1 Buah Wadah untuk memanaskan media

6 | Erlenmeyer 50 ml 8 Buah Wadah untuk kultur bakteri dan
patogen

7 | Hot plate 1 Unit Memanaskan media yang akan
digunakan

8 | Magnetik stirer 1 Buah Mengaduk media saat pemanasan di
hot plate

9 | Laminary air flow 1 Unit Tempat menanam dan infeksi bakteri

10 | Cawan petri 35Buah | Tempat media agar dan kultur
bakteri

11 | Tabung reaksi 16 Buah | Tempat pengenceran isolat dari ikan
sapu-sapu dan tempat media agar
miring

12 | Gelas ukur 250 ml 1 Buah Menakar aquades

13 | Gelas ukur 25 ml 1 Buah Menakar agar yang akan dimasukkan
ke cawan petri

14 | Vortex 1 Unit Menghomogenkan sampel isolat dari

usus ikan sapu-sapu
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15 | Alumunium foil 1 Roll Menutup wadah media

16 | Rak tabung reaksi 2 Buah Tempat meletakkan tabung reaksi

17 | Pancing jaring 2 Buah Alat tangkap ikan sapu-sapu

18 | Alat bedah 1 Set Membedah ikan sapu-sapu

19 | Micro pipet 10-100 pl | 1 Buah Meneteskan sampel isolat dari usus
ikan sapu-sapu ke media agar

20 | Micro pipet 100-1000 | 1 Buah Mengambil sampel isolat dari usus

ul ikan sapu-sapu

21 | Jarum ose 2 Buah Infeksi bakteri dan patogen ke media
agar dan broth

22 | Bunsen 2 Buah Sterilisasi jarum ose

23 | Batang L 1 Buah Menyebar sampel pada media agar

24 | Beaker glass 50 ml 1 Buah Wadah meletakkan batang L

25 | Beaker glass 20 ml 7 Buah Wadah kertas cakram dan cakram
antibiotik yang akan digunakan

26 | Pinset 1 Buah Mengambil kertas cakram dan
cakram antibiotik

27 | Inkubator 1 Unit Tempat inkubasi dan pembiakan
bakteri

28 | Jangka sorong 1 Buah Mengukur diameter daya hambat

3.2.1.Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada saat penelitian dapat dilihat pada Tabel 3.2.

Tabel 3.2. Bahan Penelitian.

No Nama Bahan Kegunaan
1 | Nutrien Agar (NA) Media isolasi, kultur dan pemurnian bakteri
dan patogen
2 | Nutrien Broth (NB) Media pemurnian bakteri
3 | Aquades Pelarut media agar dan broth
4 | lIkan sapu-sapu Bahan sampel uji
5 | Alkohol Sterilisasi
6 | Spiritus Bahan bakar bunsen
7 | Bakteri A. hydrophila Bakteri patogen uji antagonis
8 | Bakteri P. aeruginosa Bakteri patogen uji antagonis
9 | Bakteri V. alginolyticus | Bakteri patogen uji antagonis
10 | Kertas cakram Uji antagonis
11 | Kertas cakram yang | Kontrol positif uji antagonis
mengandung  antibiotik
oksitetrasiklin
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3.3. Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksploratif yang
bertujuan untuk mengamati reaksi antagonis isolat dari usus ikan sapu-sapu (H.
plecostomus) terhadap bakteri A. hydrophila, P. aeruginosa dan V. alginolyticus.
Metode eksplorasi merupakan metode penelitian dengan melakukan pengamatan
pada permasalahan yang terjadi. Sedangkan rancangan yang digunakan yaitu
dengan metode disk difusi atau tes Kirby Bauer, terdiri dari satu kertas cakram
yang mengandung antibiotik oksitetrasiklin (+), satu kertas cakram kontrol (-) dan
dua kertas cakram yang sudah direndam bahan uji (isolat dari usus ikan sapu-

sapu). Untuk lebih jelasnya dapat dilihat pada Gambar 8.

Keterangan:

1. Antibiotik, kontrol (+)

2. Kontrol (-)

3. Isolat bakteri dari usus
ikan sapu-sapu

4. Isolat bakteri dari usus
ikan sapu-sapu

Gambar 8. Rancangan Penelitian

3.4. Prosedur Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan beberapa tahapan seperti yang terdapat pada

Gambar 9.

Pengambilan ikan sapu-sapu

Sterilisasi alat dan aquades

Pembuatan media
Nutrien Agar (NA)
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Pengenceran sampel
isolat dari usus ikan sapu-sapu

Penanaman bakteri usus ikan sapu-sapu
pada media Nutrien Agar (NA)

Peremajaan bakteri dari usus
ikan sapu-sapu (H. plecostomus)

Peremajaan patogen

Penanaman patogen
pada media Nutrien Agar (NA)

Peremajaan bakteri dan patogen
pada media Nutrien Broth (NB)

Uji antagonis

ARSI LERRMRW) & )

Identifikasi bakteri

Gambar 9. Skema Prosedur Penelitian

3.4.1. Pengambilan Ikan Sapu-sapu (H. plecostomus)

Ikan sapu-sapu (H. plecostomus) yang digunakan dalam penelitian ini
didapatkan dari aliran sungai di daerah Teropong. Pengambilan dilakukan dengan
menggunakan pancing jaring, ikan sapu-sapu yang didapat kemudian dimasukkan
ke wadah untuk di bawa ke Balai Benih lkan (BBI) Fakultas Pertanian Universitas

Islam Riau untuk diletakkan di dalam bak semen.

3.4.2. Sterilisasi Alat dan Aquades
Peralatan berbahan kaca yang akan digunakan terlebih dahulu direbus, di

cuci dengan sabun dan dibilas dengan air bersih, setelah dicuci alat kaca tersebut
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dibungkus dengan plastik bening untuk kemudian di masukkan ke dalam
autoclave dan disterilisasi selama 20 menit dengan suhu 121°C.

Sterilisasi aquades, pertama aquades dimasukkan ke dalam erlenmeyer
sebanyak 1000 ml, selanjutnya tutup bagian atas erlenmeyer dengan
menggunakan alumunium foil dan dimasukkan ke dalam autoclave untuk
disterilisasi selama 20 menit pada suhu 121°C.

Sterilisasi dilakukan untuk membersihkan alat sehingga tidak ada mikroba
yang tumbuh. Teknik sterilisasi yang paling sering digunakan adalah sterilisasi
menggunakan uap air panas bertekanan atau menggunakan autoclave. Suhu atau
tekanan tinggi yang diberikan kepada alat dan media memberikan kekuatan yang
lebih besar untuk membunuh sel dibanding dengan udara panas. Biasanya untuk
mesterilkan media digunakan suhu 121°C selama 15 menit dan alat selama 30

menit (Fardiaz, 1992).

3.4.3. Pembuatan Media Nutrien Agar (NA)

Pembuatan media Nutrient Agar (NA) dengan menyiapkan alat dan bahan
yang dibutuhkan yaitu media Nutrien Agar (NA), aquades, timbangan analitik
yang sudah dikalibrasi, sendok, kaca arloji, magnetik stirer, erlenmeyer 250 mi,
erlenmeyer 50 ml, gelas ukur, hot plate dan 10 cawan petri.

Timbang Nutrien Agar (NA) sebanyak 0,2 gram, masukkan ke dalam
erlenmeyer dan tambahkan aquades sebanyak 150 ml, larutkan sampai homogen
kemudian dipanaskan dengan suhu 200 °C hingga mendidih pada hot plate.
Setelah mendidih angkat dan dinginkan sebentar kemudian takar sebanyak 15 ml

dan masukkan ke dalam erlenmeyer 50 ml, tutup bagian atasnya dengan
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alumunium foil dan disterilkan dalam autoclave pada suhu 121 °C selama 15
menit.

Setelah 15 menit kemudian media Nutrien Agar (NA) dipindahkan ke
laminar air flow, tunggu sekitar 2-3 menit lalu tuangkan ke cawan petri, diamkan

sampai media agar dingin dan mengeras.

3.4.4. Pengenceran Sampel Isolat dari Usus Ikan Sapu-sapu (H.
plecostomus)

Pengenceran adalah proses yang dilakukan untuk menurunkan konsentrasi
suatu larutan dengan menambahkan pelarut sehingga konsentrasi dan volumenya
berubah (Aryanti, 2017).

Proses pengenceran isolat dari usus ikan sapu-sapu dimulai dengan
menyiapkan alat dan bahan yang dibutuhkan. Pertama-tama yaitu siapkan tabung
reaksi sebanyak 10 buah yang sudah di sterilkan, isi 8 tabung reaksi dengan
aquades sebanyak 9 ml dan 2 tabung reaksi lainnya diisi aquades sebanyak 10 ml
(10 tabung reaksi untuk 2 kali ulangan). Tandai mulai dari yang berisi 10 ml (10"
sampai dengan 107).

Bedah ikan sapu-sapu dan ambil ususnya sepanjang 15 cm kemudian
potong-potong, masukkan sama banyak pada tabung reaksi 10™ ulangan pertama
dan kedua. Aduk menggunakan vortex sampai tercampur rata, selanjutnya dari
pengenceran 10™ diambil 1 ml kemudian dimasukkan ke dalam tabung 107 dan

seterusnya sampai pengenceran 10 lakukan hal yang sama untuk ulangan kedua.
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3.4.5. Penanaman Bakteri dari Usus lkan Sapu-sapu pada Media Nutrien

Agar (NA)

Untuk penanaman bakteri, terlebih dahulu buat media Nutrien Agar (NA)
untuk 10 cawan petri, kemudian saat sudah mengeras tandai dengan label
bertuliskan NA; 1 sampai NA; 5, kemudian NA; 1 sampai NA; 5 (pisahkan sesuai
pengenceran yang dilakukan sebelumnya). Penanaman bakteri isolat dari usus
ikan sapu-sapu ke media NA ini dilakukan dengan metode sebar (spread plate).

Metode sebar dilakukan dengan cara menyemprotkan atau meletakkan
isolat dari usus ikan sapu-sapu sebanyak 50 pl atau 0,05 ml ke atas media agar
kemudian menyebarkan secara merata dengan menggunakan batang L. Setelah
penyebaran bakteri selesai, seluruh media yang sudah ditanami bakteri kemudian
disimpan dalam inkubator pada suhu 30 °C selama 24 jam. Inkubasi adalah
penyimpanan media dalam inkubator pada temperatur dan periode tertentu
sehingga menciptakan lingkungan yang kondisinya cocok untuk pertumbuhan

bakteri (Harley dan Presscot, 2002).

3.4.6. Peremajaan Bakteri dari Usus Ikan Sapu-sapu (H. plecostomus)
Peremajaan bakteri dilakukan pada cawan petri, prosedurnya sama dengan
proses penanaman bakteri namun pada peremajaan ini bakteri yang dibiakkan
adalah bakteri yang memiliki bentuk atau koloni yang berbeda-beda, bakteri atau
koloni ini diambil dari penanaman sebelumnya. Dari sepuluh cawan yang sudah
ditanami bakteri, dipilih lima bakteri yang bentuknya berbeda untuk kemudian di
remajakan, pemilihan lima bakteri berbeda bentuk ini diharapkan adalah bakteri

dari jenis yang berbeda pula.
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Nutrien Agar (NA) sebanyak 1,5 gram ditambah 75 ml aquades,
homogenkan pada hot plate dan rebus sampai mendidih dalam autoclave. Setelah
direbus dimasukkan ke dalam cawan petri dan tunggu hingga mengeras. Setelah
media agar mengeras, lima bakteri yang sudah ditandai sebelumnya kemudian
dikultur pada masing-masing cawan dengan metode gores menggunakan jarum

ose kemudian diinkubasi dalam inkubator pada suhu 30 °C selama 24 jam.

3.4.7. Peremajaan Bakteri Patogen

Peremajaan patogen adalah proses pananaman ulang patogen yang
sebelumnya sudah ada ke media yang baru untuk mempertahankan ketersediaan
patogen atau bakteri tersebut, patogen yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
A. hydrophila, P. aeruginosa dan V. alginolyticus. Peremajaan bakteri patogen
dilakukan pada media agar miring, untuk membuat media agar miring pertama
siapkan enam buah tabung reaksi yang sudah disterilisasi.

Timbang Nutrien Agar (NA) sebanyak 1,08 gr dan tambahkan dengan
aquades sebanyak 54 ml. proses pembuatan media pada agar miring sama dengan
pembuatan media pada cawan petri. Setelah media NA dipanaskan dan
disterilisasi, tuangkan media ke dalam tabung reaksi sebanyak 9 ml, miringkan
tabung reaksi dan dinginkan sampai media NA di dalamnya mengeras. Setelah
media agar mengeras, tanam patogen masing masing dua kali ulangan dengan
metode gores menggunakan jarum ose, tandai setiap cawan sesuai patogen

didalamnya kemudian inkubasi dalam inkubator pada suhu 30 °C selama 24 jam.

3.4.8. Penanaman Bakteri Patogen pada Media Nutrien Agar (NA)
Proses penanaman patogen sama dengan proses kultur bakteri, dilakukan

pada cawan petri sebanyak enam buah dan dilakukan dengan metode gores
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menggunakan jarum ose, tandai setiap cawan sesuai jenis patogen didalamnya

kemudian diinkubasi dalam inkubator pada suhu 30 °C selama 24 jam.

3.4.9. Peremajaan Bakteri dan Patogen pada Media Nutrien Broth (NB)

Nutrient Broth (NB) adalah media yang digunakan untuk kultur bakteri
dan patogen yang berbentuk cair atau liquid. Pembuatan media NB untuk delapan
erlenmeyer yaitu pertama timbang NB sebanyak 0,96 gr kemudian tambahkan
aquades sebanyak 120 ml dan homogenkan. Panaskan di atas hot plate dengan
suhu 200 °C sambil diaduk dengan magnetik stirer hingga berbuih dan bening.
Sterilkan pada autoclave pada suhu 121 °C selama 20 menit.

Media NB yang sudah di sterilkan kemudian didinginkan di dalam laminar
air flow, setelah media dingin tanam lima bakteri yang sebelumnya sudah di
kultur dan patogen A. hydrophila, P. aeruginosa dan V. alginolyticus pada
masing-masing erlenmeyer dengan cara ambil bakteri pada cawan petri
menggunakan jarum ose steril kemudian masukkan ke dalam erlenmeyer yang
sudah berisi NB yang dingin, aduk sampai homogen dan tutup bagian atasnya
dengan menggunakan alumunium foil. Lakukan hal yang sama pada bakteri yang
lain kemudian tandai tiap erlenmeyer sesuai bakteri yang dikultur dengan B-1
sampai B-5 lakukan hal yang sama juga pada kultur patogen, pastikan proses
kultur bakteri dilakukan secara aseptis. Setelah semua bakteri dan patogen

ditanam dalam NB, simpan dalam inkubator pada suhu 30 °C selama 24 jam.

3.4.10. Uji Antagonis
Uji antagonis dilakukan pada isolat bakteri dari usus ikan sapu-sapu
dengan bakteri patogen A. hydrophila, P. aeruginosa dan V. alginolyticus.

Pertama-tama siapkan media NA untuk lima belas cawan petri karena masing-
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masing bakteri akan diuji dengan tiga patogen yang berbeda. Untuk lima cawan
petri pertama yang digunakan untuk media agar yang dicampur dengan bakteri A.
hydrophila timbang NA sebanyak 1,5 gr kemudian tambahkan aquades sebanyak
75 ml dan homogenkan. Panaskan di atas hot plate dengan suhu 200 °C sambil
diaduk dengan magnetik stirer hingga berbuih dan bening. Sterilkan pada
autoclave dengan suhu 121 °C selama 20 menit.

Setelah 20 menit, matikan autoclave dan keluarkan tiga erlenmeyer dan
letakkan di dalam laminar air flow sedangkan dua sisanya tetap dibiarkan dalam
autoclave agar tetap hangat, diamkan tiga media yang ada di dalam laminar air
flow sampai suhunya sekitar 50 °C setelah itu masukkan bakteri A. hydrophila
yang dikultur pada media NB sebanyak 50 pl pada masing-masing erlenmeyer
yang berisi media NA, homogenkan kemudian tuangkan pada cawan petri dan
dinginkan sampai media mengeras, lakukan hal yang sama pada dua media yang
ada di dalam autoclave. Lakukan hal yang sama untuk bakteri P. aeruginosa dan
V. alginolyticus.

Setelah media mengeras, kemudian dilakukan uji antagonis, siapkan alat
dan bahan yang dibutuhkan yaitu micro pipet, bunsen, beaker glass 20 ml, pinset,
kertas cakram biasa, kertas cakram yang mengandung antibiotik oksitetrasiklin
dan isolat bakteri dari usus ikan sapu-sapu yang sudah di kultur pada media NB.
Uji antagonis dilakukan berurut perbakteri patogen, pertama pisahkan media yang
sudah ditanami bakteri patogen A. hydrophila, siapkan enam beaker glass dan
masukkan masing-masing dua kertas cakram biasa dan dua kertas cakram yang
mengandung antibiotik oksitetrasiklin pada satu beaker glass terpisah. Pisahkan

satu beaker glass untuk perlakuan kontrol di mana kertas cakram tidak diberikan

31



apapun, urutkan dan beri nomor satu sampai lima kemudian pada beaker glass
berisi dua kertas cakram nomor satu teteskan bakteri B-1 sebanyak 50 pl dan
diamkan sekitar dua menit sampai meresap kemudian letakkan di atas media agar
yang berisi kultur bakteri patogen, letakkan juga kertas cakram yang mengandung
antibiotik oksitetrasiklin dan kertas cakram perlakuan kontrol negatif dengan jarak
yang sama, kemudian beri label untuk menandai jenis patogen dan bakteri yang
ada pada media agar. Selanjutnya diamkan dalam inkubator pada suhu 30 °C
selama 24 jam.

Pada hari berikutnya, bakteri yang sudah di lakukan uji antagonis akan
terdapat penghambatan pada sekitaran kertas cakram berupa zona bening, zona
bening ini kemudian diukur diameternya menggunakan jangka sorong dan dicatat.
Menurut Rahmiati (2017) besar atau kecilnya zona hambat dipengaruhi oleh
kemampuan isolat bakteri dalam menghasilkan enzim hidrolitik, umur biakan

bakteri, jumlah enzim yang dihasilkan, komposisi media dan waktu inkubasi.

3.4.11. Identifikasi Bakteri
Identifikasi bakteri yang berasal dari usus ikan sapu-sapu, menggunakan

metode 16S rDNA untuk mengetahui nama spesies bakteri B1, B3 dan B4.

3.4.12. Uji PCR (Polimerase Chain Reaction)

Uji PCR dilakukan dengan mencampurkan bahan-bahan 1x buffer PCR 5
pl, 2mM dNTP 5 pl, 5 Unit dt 0,25 pl dan aguades 36,75 pl, selanjutnya
dilakukan pipeting untuk menghomogenkan seluruh bahan, lalu bahan tersebut
dimasukkan ke dalam tube khusus PCR. Selanjutnya dimasukkan DNA bakteri
sebanyak 1 ul dan ditambahkan Primer 24F: S AGA GTT TGA TCC TGG CT 3’

dan 1541R: S AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA 3’ masing-masing sebanyak

32



1 ul, sehingga diperoleh seluruh bahan berjumlah 50 pl seperti Tabel 3.3.
berdasarkan tabel tersebut, untuk menentukan nilai volume yang dibutuhkan
digunakan perhitungan dengan menggunakan persamaan:

N1xV1= N2xV2

Dimana: N1 : Komponen PCR V1 : Volume yang dibutuhkan
N2 : Konsentrasi akhir V2 : Total volume yang dibutuhkan

Setelah semua bahan tercampur, selanjutnya tube PCR dimasukkan ke
dalam alat PCR dan diseting dengan beberapa tahap antara lain: Pra PCR pada
suhu 90°C selama 5 menit, Denaturasi pada suhu 94°C selama 30 detik, Anealing
pada suhu 50°C selama 45 detik dan Extension pada suhu 72°C selama 90 detik
(tahap Denaturasi, Anealing dan Extension dilakukan sebanyak 35 siklus) serta
yang terakhir adalah pasca PCR pada suhu 72°C selama 10 menit.

Tabel 3.3. Komponen PCR untuk Amplifikasi DNA Bakteri.

Komponen Konsentrasi Akhir Volume (ul)
10 X Dream Tagq buffer 1X 5,0
2 mM dNTP mix 0,2 mM 50
10 uM Primer F 0,4 uM 2,0
10 uM Primer R 0,4 uM 2,0
5 U/ul Dream Tag DNA Polimerase 1,25 Unit 0,25
DNA Template - 2,0
ddH,0 - 33,75
Total 50,0

3.4.13. Elektroforensis DNA

Kualitas dan kuantitas DNA total diperiksa menggunakan gel agarosa.
Elektroforesis DNA total dilakukan menggunakan 1% gel agarosa dan 2 pl
larutan etidium bromida (EtBr) (sebagai pewarna pita DNA) dalam larutan 1x
TBE (Tris Boric Acid-EDTA pH 8.0). Cetakan yang berisi gel dimasukkan ke

dalam tangki elektroforesis yang berisi 1x buffer TBE, sebagai penanda digunakan
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sebanyak 2 pl 1 kb DNA ladder + 2 pl loading dye yang dimasukkan ke dalam
sumur gel di dalam alat elektroforesis secara perlahan. Elektroforesis dijalankan
dengan tegangan 50 volt selama 40 menit, gel divisualisasi dengan meletakkan gel
elektroforesis di atas UV transiluminator. Profil pita DNA difoto dengan

menggunakan kamera digital Olympus berfilter UV.

3.5. Parameter Penelitian
Parameter yang diamati dalam penelitian ini yaitu:
1. Pengujian daya hambat bakteri dari usus ikan sapu-sapu terhadap bakteri A.
hydrophila, P. aeruginosa dan V. alginolyticus.

2. ldentifikasi jenis bakteri dari usus ikan sapu-sapu.

8.6. Hipotesis dan Asumsi
Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah:

HO: Isolat bakteri dari usus ikan sapu-sapu tidak bersifat antagonis untuk
menghambat pertumbuhan bakteri patogen A. hydrophila, P. aeruginosa dan
V. alginolyticus.

H1: Isolat bakteri dari usus ikan sapu-sapu bersifat antagonis untuk menghambat
pertumbuhan bakteri patogen A. hydrophila, P. aeruginosa dan V.
alginolyticus.

Sedangkan asumsi yang diajukan dalam penelitian ini antara lain:

1. Tingkat virulensi bakteri patogen A. hydrophila, P. aeruginosa dan V.

alginolyticus dianggap sama.

2. Keadaan lingkungan dan kebersihan alat laboratorium dianggap sama.

3. Tingkat keterampilan dan ketelitian peneliti dianggap sama.
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3.7. Analisis Data

Data yang diamati selama melakukan penelitian ini berupa aktifitas bakteri
antagonis isolat dari usus ikan sapu-sapu terhadap bakteri patogen serta
mengidentifikasi isolat dari usus ikan sapu-sapu yang memiliki hasil terbaik pada
saat uji antagonis. Data yang diperoleh berdasarkan penelitian yang dilakukan

kemudian dianalisis secara deskriptif dan dukungan studi literatur.
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Uji Antagonis

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi
Balai Benih lkan (BBI) Fakultas Pertanian Universitas Islam Riau, tentang
pengujian antagonis bakteri yang berasal dari usus ikan sapu-sapu terhadap
pertumbuhan bakteri patogen A. hydrophila, P. aeruginosa dan V. alginolyticus
diperoleh hasil rata-rata diameter zona hambat seperti yang tertera pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1. Rata-rata Diameter Zona Hambat Uji Antagonis Terhadap
Pertumbuhan Bakteri Patogen (mm)

Isolat Bakteri A. hydrophila P. aeruginosa V. alginolyticus
B1 5 11 10.25
B2 8.75 Vi 8.25
B3 1595 10.75 8.75
B4 16.25 14.75 18
B5 s s 11
Kontrol + 17 15.1 34.1
Kontrol - 0 0 0

Dari Tabel 4.1 dapat dilihat bahwa rata-rata diameter zona hambat pada
setiap isolat bakteri dari usus ikan sapu-sapu terhadap pertumbuhan bakteri
patogen berbeda-beda dan rata-rata diameter zona hambat terbesar terdapat pada
isolat bakteri B4. Rata-rata diameter zona hambat isolat bakteri B4 terhadap
pertumbuhan bakteri patogen A. hydrophila sebesar 16,25 mm, terhadap
pertumbuhan bakteri patogen P. aeruginosa sebesar 14,75 mm dan terhadap
pertumbuhan bakteri patogen V. alginolyticus yaitu sebesar 18 mm.

Zona hambat isolat bakteri B4 terhadap pertumbuhan ketiga bakteri patogen
tergolong kuat, isolat bakteri B3 tergolong kuat terhadap pertumbuhan bakteri

patogen A. hydrophila dan P. aeruginosa dan tergolong sedang terhadap
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pertumbuhan bakteri V. alginolyticus, isolat bakteri B1 tergolong kuat terhadap
pertumbuhan bakteri P. aeruginosa dan V. alginolyticus dan tergolong sedang
terhadap pertumbuhan bakteri A. hydrophila, isolat bakteri B2 terhadap
pertumbuhan ketiga bakteri patogen tergolong sedang, isolat bakteri B5 tergolong
kuat terhadap bakteri V. alginolyticus dan tergolong sedang terhadap bakteri P.
aeruginosa dan A. hydrophila.

Menurut Greenwood dalam Susana (2017) apabila respon atau zona hambat
yang dihasilkan pada saat uji antagonis lebih besar dari 20 mm maka respon
hambatnya sangat kuat, apabila diameter zona hambatnya berkisar antara 10-20
mm maka respon hambatnya dikategorikan kuat, apabila diameter zona
hambatnya antara 5-10 mm dikategorikan sedang dan apabila diameter zona
hambatnya kurang dari 5 mm maka respon hambatnya dikategorikan lemah.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan David dan Stout (2007) uji
antagonis apabila memiliki daerah hambatan 20 mm atau lebih, berarti kekuatan
antibakterinya sangat kuat. Bila daerah hambatnya antara 10-20 mm, maka
kekuatan antibakterinya kuat. Bila daerah hambatnya antara 5-10 mm, kekuatan
antibakterinya sedang dan bila daerah hambatnya 5 mm atau kurang dari 5 mm,
maka aktivitas antibakterinya tergolong lemabh.

Pan et al., (2009) melaporkan bahwa kategori daya hambat antimikroba
berdasarkan diameternya dibagi menjadi 3 yaitu, jika diameternya 0-3 mm respon
hambat pertumbuhannya termasuk lemah. Jika diameternya 3-6 mm respon
hambat pertumbuhannya tergolong sedang. Apabila diameter zona hambatnya

lebih dari 6 mm maka respon hambat pertumbuhannya termasuk kuat.
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Gambar 10. Hasil Zona Hambat Uji Antagonis Bakteri B-4 pada Bakteri Patogen
(A) A. hydrophila, (B) P. aeruginosa dan (C) V. alginolyticus.

Terciptanya zona hambat pada uji antagonis dikarenakan adanya kandungan
senyawa-senyawa yang bersifat antimikroba yang dihasilkan oleh bakteri yang
berasal dari usus ikan sapu-sapu. Zona hambat yang terbentuk ini menandakan
bahwa bakteri dari usus ikan sapu-sapu dapat menghambat pertumbuhan bakteri
patogen, sehingga bakteri patogen tidak dapat tumbuh di daerah sekitaran cakram.
Hal ini sesuai dengan pendapat Ritonga (1992) bahwa probiotik dapat
memberikan keseimbangan mikrobiota dalam saluran pencernaan yang
mengalami perubahan akibat masuknya patogen, sehingga patogen tersebut dapat

ditekan populasinya melalui pengaruh antimikroba yang ada pada probiotik.
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Gambar 11. Rata-rata Diameter Zona Hambat Bakteri dari Usus Ikan Sapu-sapu
pada Uji Antagonis.
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Sari et al., (2013) menyatakan terbentuknya zona hambat pada media agar
disebabkan oleh penghambatan senyawa antimikroba pada sel-sel mikroba.
Mekanisme kerja senyawa antimikroba yaitu mengganggu atau merusak penyusun
pada dinding sel, kemudian bereaksi dengan membran sel yang mengakibatkan
peningkatan permeabilitas seluler, inaktifasi enzim-enzim esensial serta inaktifasi
fungsi dan materi genetik. Menurut Romanengko et al., (2008) biosintesis
senyawa antimikroba sangat berperan dalam proses pelekatan, kolonisasi target
hingga terjadi kompetisi dalam mendapatkan ruang dan nutrisi antar mikroba.

Berdasarkan hasil uji antagonis semua isolat bakteri dari usus ikan sapu-
sapu, menghasilkan diameter zona hambat yang berbeda-beda. Perbedaan ukuran
diameter zona hambat terhadap pertumbuhan bakteri patogen A. hydrophila, P
aeruginosa dan V. alginolyticus kemungkinan disebabkan oleh kandungan
senyawa antimikroba yang dihasilkan oleh bakteri dari usus ikan sapu-sapu ini
berbeda-beda. Menurut Rastina et al., (2015) kemampuan suatu antimikroba
dalam menghambat mikroorganisme lain atau patogen tergantung pada jenis
antimikroba yang dihasilkan.

Menurut Verschuere et al., (2000) populasi mikroba dapat melepaskan
substansi kimia yang memiliki kemampuan bakterisida atau bakteriostatik yang
dapat mempengaruhi populasi bakteri lain. Menurut Tambekar dan Bhutada
(2010) kemampuan suatu bakteri mempengaruhi populasi bakteri lain karena agen
antibakteri ini mampu menurunkan pH menjadi rendah sehingga bakteri patogen
sulit untuk bertahan hidup. Hal ini sesuai dengan penelitian Susana (2017) bakteri

heterotrofik yang diuji dengan bakteri patogen V. alginolyticus, A. hydrophila dan
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Pseudomonas sp. membentuk hambatan yang menandakan bakteri tersebut
menghasilkan produk antibiotik bakteriosin maupun asam organik tertentu.

Berdasarkan Tabel 4.1 dan Gambar 11 dapat dilihat bahwa rata-rata
diameter zona hambat kontrol positif yang tertinggi dalam menghambat
pertumbuhan bakteri patogen V. alginolyticus, yaitu sebesar 34,1 mm. Kontrol
positif dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen A. hydrophila sebesar 17
mm dan menghambat pertumbuhan bakteri patogen P. aeruginosa sebesar 15,1
mm. Kontrol negatif untuk semua perlakuan tidak memiliki daya hambat, karena
kertas cakram untuk kontrol negatif tidak diberi perlakuan sehingga tidak
menghasilkan zona hambat.

Dilihat dari perbedaan rata-rata diameter zona hambat, pada kontrol positif
menandakan bahwa, senyawa antibiotik oksitetrasiklin yang terkandung pada
cakram kontrol positif juga memiliki kemampuan yang berbeda-beda untuk
menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Perbedaan kemampuan daya hambat
ini disebabkan karena setiap bakteri patogen memiliki tingkat toleransi yang
berbeda-beda dalam melawan senyawa antibakteri. Hal ini sesuai dengan
pernyataan Damayanti et al., (2019) setiap bakteri patogen memiliki tingkat
resistensi yang berbeda terhadap antibakteri.

Antibiotik oksitetrasiklin adalah turunan dari antibiotik tetrasiklin, antibiotik
oksitetrasiklin ini memiliki spektrum yang luas dengan sistem kerjanya yaitu
mengganggu kemampuan bakteri atau patogen untuk menghasilkan protein
esensial. Tanpa protein ini, bakteri atau patogen tidak dapat tumbuh,
berkembangbiak dan bertambah jumlahnya, yang menyebabkan penyebaran

bakteri atau patogen tersebut terhenti. Menurut Redvold dalam Nicolau (2003)
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golongan tetrasiklin merupakan antibiotik dengan aktivitas tipe 3 atau aktivitas
terapi tergantung waktu dan memiliki efek moderat yang presisten. Antibiotik
oksitetrasiklin merupakan antibiotik yang dapat dengan mudah di distribusikan ke
seluruh organ dan jaringan sehingga mampu menghambat bakteri atau patogen

pada tingkat terkecil (Pradika et al., 2019).

4.2. Analisis Sekuen dan Blast DNA Bakteri dari Usus Ikan Sapu-sapu

Identifikasi bakteri dari usus ikan sapu-sapu menggunakan uji DNA hanya
pada isolat B1, B3 dan B4 saja karena tiga isolat tersebut yang mempunyai daya
hambat paling besar terhadap pertumbuhan bakteri patogen. Metode identifikasi
16S rDNA digunakan karena merupakan standar untuk mempelajari filogenetik
atau hubungan kekerabatan dan keanekaragaman mikroorganisme. Menurut
Benga et al., (2014) metode 16S rDNA sangat akurat untuk mengidentifikasikan
bakteri. Kemudian Wang et al., (2014) menyatakan identifikasi dengan metode
16S rDNA digunakan untuk menentukan distribusi spesies bakteri.

Hasil ekstraksi DNA bakteri yang berasal dari usus ikan sapu-sapu setelah
dianalisis dengan PCR, kemudian dielektroforesis dengan menggunakan 1% gel
agarosa untuk menunjukkan DNA total yang telah berhasil dimurnikan, untuk

lebih jelasnya dapat dilihat pada gambar 12.
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Gambar 12 . Hasil Elektroforesis DNA Isolat Bakteri dari Usus lkan Sapu-sapu
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Berdasarkan gambar diatas seluruh isolat bakteri dari usus ikan sapu-sapu
dari uji PCR merupakan pita tunggal, besar ukuran PCR yang dihasilkan dapat
dikatakan sudah sesuai dengan yang diharapkan dari gen 16S rDNA bakteri yaitu
sebesar 1500 bp, hal ini sesuai dengan perbandingan menggunakan marker DNA.
Amplifikasi isolat bakteri yang memiliki pita tunggal menunjukkan bahwa primer
yang digunakan adalah primer spesifik untuk mengamplifikasi gen 16S rDNA
pada bakteri. Setelah melakukan elektroforesis DNA tahap selanjutnya yaitu
sekuensing yang dilakukan untuk mengurutkan basa nitrogen, pasangan basa
kemudian digabungkan dan dirapikan dengan menggunakan software Bioedit7.
Ada 4 basa nitrogenyang merupakan unit pembentuk DNA vyaitu adenine (A),
thymine (T), guanine (G) dan cytosine (C). Hasil urutan basa nitrogen isolat
bakteri dari usus ikan sapu-sapu ini dapat dilihat pada Lampiran 6.

Data urutan basa nitrogen yang sudah diperoleh kemudian dimasukkan pada
sittm BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) melalui situs
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ untuk mencari nama spesies isolat bakteri
berdasarkan persentase homologi DNA, hasil sekuen dengan basis data yang
sudah ada di Genbank. Hasil identifikasi isolat bakteri dari usus ikan sapu-sapu
dilihat berdasarkan hasil BLAST dengan tingkat homologi yang tertinggi.

Tabel 4.2. Penelusuran Sekuen 16S rDNA Isolat Bakteri dari Usus Ikan Sapu-
sapu dengan Sistem Blast

Query

Isolat Spesies Strain  Kode Akses Coverage Homology
o %
B1 Bacillus paramycoides MCCC NR157734.1 100 99,59
B3 Bacillus sp. IC-1C2 MT649293.1 99 99,53
B4 Bacillus megaterium MP-5  DQ462195.1 100 99,65

Sumber: Blast (2021)
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Berdasarkan hasil penelusuran menggunakan sistem BLAST, isolat bakteri
dari usus ikan sapu-sapu memiliki kemiripan DNA vyaitu, isolat B1 dengan
Bacillus paramycoides, isolat B3 dengan Bacillus sp. dan isolat B4 dengan
Bacillus megaterium. Tingkat homologi isolat bakteri dari usus ikan sapu-sapu
mulai dari 99,53 sampai 99.65% dengan jenis bakteri yang terdaftar di Genbank.

Isolat B1 memiliki homologi 99,59% dengan bakteri Bacillus paramycoides
strain MCCC, isolat B3 memiliki homologi 99,53% dengan bakteri Bacillus sp.
strain 1C-1C2, isolat B4 memiliki homologi 99,65% dengan bakteri Bacillus
megaterium strain MP-5. Tingkat homologi pada ketiga isolat bakteri dari usus
ikan sapu-sapu B1, B3 dan B4 menunjukkan filogenetik atau kekerabatan sampai
tingkat spesies karena tingkat homologinya mencapai 99%. Menurut Janda dan
Abbott (2007) Jika tingkat homologi suatu isolat mencapai persentase mendekati
100% atau di atas 97% dapat dinyatakan sebagai spesies yang sama, namun jika
tingkat homologinya kecil dari 97% kemungkinan isolat tersebut merupakan
spesies baru. Hagstrom et al., (2000) menyatakan jika tingkat homologinya lebih
kecil dari 93% isolat bakteri tersebut kemungkinan spesies baru, sebab urutan
basa nitrogennya belum terdaftar di Genbank.

Isolat yang mempunyai persamaan sekuen 16S rDNA lebih dari 97% dapat
dikatakan mewakili sampai pada tingkat spesies yang sama, persamaan sekuen
16S rDNA antara 93-97% dapat mewakili sampai pada tingkat genus yang sama.
Apabila dibawah 93% kemungkinan adalah spesies yang tidak sama dan urutan
basa nitrogennya belum terdaftar di Genbank (Hangstrom dalam Lusiano, 2007).

Hasil homologi sekuen 16S rDNA dari isolat bakteri B1 mempunyai

kemiripan homologi dengan B. paramycoides strain MCCC dengan tingkat
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homologi sebesar 99,59%, ini berarti tingkat homologinya sama sampai tingkat
spesies. B. paramycoides mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen
karena merupakan bakteri gram positif yang memiliki dinding sel yang tebal,
menghasilkan enterotoksin membentuk spora sehingga dapat bertahan hidup di
tempat yang kondisinya buruk sekalipun dan menghasilkan enzim amilase dalam
menghidrolisis amilum yang digunakan sebagai nutrisinya.

Bakteri B. paramycoides adalah bakteri gram positif yang berbentuk batang,
memiliki lebar 0,8-1,2 um dan 1,8-2,2 um., bentuk koloni seperti lilin, bundar,
tidak tembus cahaya dan berdiameter 2-3 mm. Pertumbuhan terjadi pada suhu 15—
39°C dengan suhu optimal hidupnya 30°C, dapat hidup pada pH 5-9 dan dapat
optimal hidup pada pH 7. Dalam tes APl 20E B. paramycoides positif untuk
pemanfaatan sitrat, memproduksi asetoin (Voges-Proskauer), gelatinase dan
produksi asam dari glukosa, sedangkan B. paramycoides negatif untuk b-
galaktosidase, arginin dihidrolase, lisin dekarboksilase, ornitin dekarboksilase,
memproduksi H2S, urease, triptofan desaminase, produksi indole dan produksi
asam dari mannitol, inositol, sorbitol, rhamnose, sukrosa, melaminose, amingdalin
(Liu et al., 2017).

Hasil homologi sekuen 16S rDNA dari isolat bakteri B3 mempunyai
kemiripan homologi dengan Bacillus sp. strain 1C-1C2 dengan tingkat homologi
sebesar 99,53%, ini berarti tingkat homologinya sama sampai tingkat spesies.
Bakteri dari genus Bacillus sering digunakan dalam penelitian yang berkaitan
dengan probiotik, baik dalam bidang kesehatan, pertanian, perikanan dan lain-lain
sebab mampu menghasilkan senyawa-senyawa antimikroba. Sesuai dengan

pendapat Feliatra et al., (2018) bakteri Bacillus sp. memiliki kemampuan

44



menghasilkan antibiotik, berperan dalam proses nitrifikasi dan denitrifikasi.
Bacillus sp. dapat melakukan mineralisasi terhadap bahan organik kompleks
berupa senyawa polisakarida, protein dan selulosa.

Setiaji et al., (2019) menyatakan Spesies Bacillus sp. memiliki kemampuan
sebagai probiotik, sehingga dapat dimanfaatkan dalam berbagai kebutuhan pada
kegiatan budidaya. Nishijima et al., (2005) mengemukakan bahwa spesies
Bacillus menghasilkan sekurang-kurangnya sekitar 66 jenis antibiotik dan strain
tertentu yang merupakan agen biokontrol. Effendi (2017) menyatakan bahwa
bakteri probiotik dapat menghasilkan senyawa-senyawa antimikroba yang mampu
menekan pertumbuhan mikroba patogen.

Hasil homologi sekuen 16S rDNA dari isolat bakteri B4 mempunyai
kemiripan homologi dengan B. megaterium strain MP-5 dengan tingkat homologi
sebesar 99,65%, ini berarti tingkat homologinya sama sampai tingkat spesies.

Bakteri  B.  megaterium adalah  bakteri  pembentuk spora  yang
berbentuk seperti batang, gram positif dan banyak ditemukan di habitat yang
sangat beragam. Dengan panjang sel hingga 4 pm dan diameter 1,5 um, B.
megaterium adalah salah satu bakteri terbesar yang ditemukan. Sel bakteri ini
sering ditemukan berpasangan dan berantai, B. megaterium merupakan kelompok
mikroba yang menguntungkan karena dapat berguna sebagai probiotik. Sesuai
pendapat Hadieotomo (1985) bakteri B. megaterium adalah organisme yang
berbentuk batang, gram positif, dapat menghasilkan endospora, katalase positif,
aerobik, nitrit negatif dan VP negatif.

Menurut Madigan (2000) bakteri ini memiliki ciri-ciri spora oval/silindris,

fakultatif anaerob, menghidrolisis gula dan kasein, dinding spora relatif tipis. B.
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megaterium merupakan golongan Eubacteria terbesar yang ditemukan di tanah
dan mampu bertahan dalam kondisi lingkungan yang ekstrim. B. megaterium
menghasilkan enzim penisilin amidase yang digunakan dalam pembuatan
penisilin. Belma et al., (2000) menyatakan B. megaterium termasuk golongan
bakteri mesofilik yaitu bakteri yang dapat bertahan hidup pada pH berkisar antara

5,5-8. Selain itu, B. megaterium dapat tumbuh pada suhu 30-37°C.
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

1. Hasil uji antagonis 5 isolat bakteri dari usus ikan sapu-sapu terhadap
pertumbuhan bakteri A. hydrophila, P. aeruginosa dan V. alginolyticus
dengan respon daya hambat pada kategori sedang dan kuat. Daya hambat
yang tertinggi terhadap pertumbuhan bakteri patogen adalah pada isolat B4
dengan kategori kuat.

2. Hasil identifikasi menggunakan 16S rDNA diperoleh 3 isolat bakteri dari
usus ikan sapu-sapu, yaitu isolat B1 (Bacillus paramycoides strain MCCC),

B3 (Bacillus sp. strain IC-1C2) dan B4 (Bacillus megaterium strain MP-5).

5.2. Saran
Perlu dilakukan penelitian lanjutan terhadap bakteri dari usus ikan sapu-

sapu sebagai kandidat probiotik.
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