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pOTENSI ANTAGONISTIK BAKTER]

Lact,
PATOGEN Aeromongs cc) obacillus plantarum TERHAD Ap BAKTERI

salmonicida SECARA IN vt TRO

THE POTENTIAL ANTAGONISTIC BACTERIUM Lacyo

BACTERIAL PATHOGENS bacﬂ!usp!anmmm AGAINST

Aeromonas salmonicida BY IN VITRO
Yunifar Amad, Rahayu Kusdarwati dan Gunanti Mahasri

Fakultas Perikanan dan Kelau i
) ! tan Universitas Airl
Kampus C Mulyorejo - Surabaya, 60115 Telp. 03 lr-saglg;lgzﬂ

Abstract

Problems were often experienced by fish farmers is bac
which causes furunculosis disease in fish, The way

. ‘ . to control the growth of this pathogeni i
using antagonist bact.ena of Lactob_acrl!us plantarum. Growth of L. plantarum m: in(}ll%;ﬁlz batcm'la ke
of pathogenic bacterial because of its ability to pr 7 e R e

oduce bacteriocins, produce lacti
‘ . L : s Ic, moreover that these
bacteria can produce hydrogen peroxide which can function as an antibacterial, This research aimed to

provide ilnformati_on on the use of bacterial antagonists L. plant in inhibiti
pathogenic bacteria A. salmonicida on In Vitro. i e L SIS Tomiet
This research was conducted on October 2012 until Janu in Fi
_ : n Oc ary 2013 at dry laboratory in Fisheries
and.Manne Facu._llty of Airlangga University Surabaya. This research used Complerel;y Randomized
DesngI: Egl){l?% ;-v(:éh) fil!.{')e7 Erg;tt:;a:;ns and t;our replications. Bacteria L. plantarum with 0 concentration for
control (A), ! , 107 (D), 10° (E) tested challenge by paper disc method with 10°
of pathogenic bacteria 4. salmonicida in vitro. = g S
The results showed that L. plantarum with a concentration of 10° CFU/ml (E) was a treatment
that produce.d average of oblstacle onsthe distribution of A. salmonicida amounted to 12,375 mm. Then the
m;atment with a goncentrapon of 10" CFU/ml (D) with the average of obstacle 8,95 mm. While treatment
with a concentration of 10° CfU/ml (C) and 10° CFU/ml (B) was having average of obstacle 6.8 mm and
6 mm was not significantly different from the control (A) which had an average 6 mm obstacle. So it
could be .cc.mc]ude_d th.at pacteria L. plantarum had antagonistic potential against bacterial pathogens
A.salmonicida which indicated by the obstacle produced by L. plantarum on growth of pathogenic
bacteria A.salmonicida.

terial pathogen Aeromonas salmonicida

Keywords : Lactobacillus plantarum, Aeromonas salmonicida, paper disc test, obstacle

Pendahuluan

Permasalahan yang sering dialami
petani budidaya ikan adalah penyakit. Salah
satunya adalah penyakit yang disebabkan oleh
bakteri patogen Aeromonas salmonicida.
Bakteri A. salmonicida merupakan salah satu
patogen obligat penyebab utama penyakit
furunculosis pada ikan. Bakteri ini menginfeksi
bagian luar dari tubuh ikan, misalnya kulit dan
insang. Namun, selain di permukaan tubuh, A.
salmonicida  juga  menyerang  saluran
pencernaan ikan. Penyakit akibat bakteri ini
sangat mudah menular pada ikan lain yang
berada disekitar ikan yang terkena penyakit.
(Isoken et al., 2012)

Cara yang sering dilakukan untuk
mengontrol pertumbuhan bakteri patogen ialah
dengan menggunakan antibiotik, namun
penggunaan  antibiotik  ternyata  dapat
menimbulkan efek samping yaitu dapat
menjadikan bakteri patogen menjadi resisten.

Oleh karena itu perlu dilakukan pencarian
metode lain yang aman bagi biota dan
lingkungannya. Salah satunya adalah dengan
memanfaatkan sifat antagonisme antar bakteri
atau antar komunitas bakteri. (Shickney, 2000)

Bakteri antagonis merupakan
mikroorganisme non patogen yang jika
dikonsumsi akan memberikan pengaruh yang
positif terhadap fisiologi dan kesehatan
inangnya. Suatu bakteri dapat dikatakan bakteri
probiotik  apabila bersifat non patogen,
menghasilkan asam dengan cepat, tahan
terhadap garam empedu, mampu menempel
pada epitel dinding saluran pencernaan, serta
mampu memproduksi substansi antimikroba
termasuk asam organik, hidrogen peroksida dan
bakteriosin. Bakteri asam laktat dari jenis
Lactobacillus banyak yang termasuk sebagai
bakteri yang memiliki sifat antagonisme
terhadap bakteri patogen schingga menarik
untuk diteliti lebih lanjut sebagai agen
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bakteri patogen. (McNaught dan

plantarum mamp’U
mpleks menjadi sen)_,’a“a
dengan hasil ak!umyz:
yaitu asam laktat. Asam laktat gs::t
menghasilkan pH yang rendah pada susam
sehingga menimbulkan ~ suasand ha oot
Pertumbuhan L. plantarum dapat meng 37[11’1 i
kontaminasi dari bakteri pathogen dan peng 35k
racun karena kemampuannya umuH
menghasilkan asam laktat dan menurunkan p ;
substrat, selain itu bakteri asam laktat dapa
menghasilkan hidrogen peroksida yang dapat
berfungsi sebagai antibakteri (Suriawiria, 1983)
Pemanfaatan bakteri antagonis sebagal
agen pengendali bakteri patogen akan semakin
penting dari segi ekosisterm akl.lakultur,
mengurangi dan  bahkan menghllaqgkan
penggunaan antibiotik sehingga tercipta sistem
budidaya yang ramah lingkungan. Manfaat dari
penilitian adalah untuk memberikan informas!
tentang  pemanfaatan bakteri ~ antagonis
Lactobacillus  plantarum  sebagai  agen
pengendali  hayati  dalam menghambat
pertumbuhan  bakteri patogen Aeromonas
salmonicida secara In Vitro

pengendali
MacFie, 2000)
Lactobacillus

merombak senyawa ko
yang lebih sederhana

Metodologi ‘
Penelitian ini telah dilakukan di

Laboratorium kering Fakultas Perikanan dan
Kelautan Universitas Airlangga Surabaya pada
bulan Oktober 2012 hingga Januari 2013.

Alat — alat yang digunakan dalam
penelitian ini antara lain oven, centifuge, cawan
petri, tabung reaksi, jarum ose, bunsen, pinset,
autoclave, laminar air flow, pipet, spatle,
refrigerator.

Bahan — bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah bahan yang digunakan
untuk penelitian berupa isolat murni bakteri
Aeromonas salmonicida dengan konsentrasi 10°
CFU/ml dan Lactobacillus plantarum dengan
konsentrasi 10 CFU/ml, berurutan hingga 10°
CFU/mL Media tumbuh yang digunakan adalah
de Man Rogosa Sharpe Agar dan Broth (MRSA
dan MRSB) sesuai dengan  petunjuk
Ogunbanwo et al. (2003). Tryptic Sey Agar
(TSA), akuades steril, kertas cakram.

Rancangan penilitian yang digunakan
adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) yaitu
rancangan yang digunakan untuk percobaan
yang mempunyai media percobaan yang
seragam, sehingga banyak digunakan untuk
percobaan di laboratorium. Penelitian ini
menggunakan RAL dengan lima perlakuan dan
empat ulangan dengan acuan dari hasil
penelitian penadahuluan, yaitu :
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. Kertas cakram diletakkan pada
PerlakuanA . ;:glat A. salmonicida dengan

konsentrasi 10°  CFU/m
(kontrol).
. L lantarum dengan

PerlakuanB -konSEI‘IU‘aSi 10° CEU/ml i
tantang dengan A. salmonicidg

dengan konsentrasi 10° CFU/mL,
. L plantarum dengan

konsentrasi 10" CFU/ml diuji
tantang dengan A. sagmonicida
dengan konsentrasi 10 CgU/ml_
. lantarum engan
perlakuan D © & fasi 10° CFU/mI i
tantang dengan A Scirélmonicida
dengan konsentrasi 10° CFU/ml.
L plantarum dengan
konsentrasi 10° CFU/m! diuji
tantang dengan A. sazmonicida
dengan konsentrasi 10° CFU/ml,

perlakuan C

perlakuan E ¢

Sterilisasi alat dan bahan dalam
penelitian i menggt:in?:han 4 ;‘"fo'ﬁ?u'z
(autoklaf)- Autacla'lr"e e d b
mensterilkan berbagai macam alat dan .ahal!
yang  digunakan dalam mikrobiologi
menggunakan uap aif panas bertekanan,
Tekanan yang digunakan pada umumnya 2 atm
dan dengan suhu 121°C (250°F)_. Lama
sterilisasi yang dilakukan 15 menit untuk
121°C. Cara penggunaannya adalah pertama,
sebelum melakukan sterilisasi, banyaknya air
dalam autoklaf di periksa terlebih dahulu. Jika
air kurang dari batas yang ditentukan, maka
dapat ditambah air sampai batas tersebut. Lalu
alat dan bahan dimasukkan. Kemudian autoklaf
ditutup dengan rapat agar tidak ada uap yang
keluar dari bibir autoklaf. Klep pengaman
jangan dikencangkan terlebih dahulu. Kemudian
autoklaf dinyalakan dan diatur timer dengan
waktu minimal 15 menit pada suhu 121°C.
Kemudian ditunggu sampai air mendidih
sehingga uapnya memenuhi kompartemen
autoklaf dan terdesak keluar dari klep
pengaman. Kemudian klep pengaman ditutup
(dikencangkan). Penghitungan waktu 15’
dimulai sejak tekanan mencapai 2 atm. Jika
alarm tanda selesai berbunyi, maka ditunggu
sampai tekanan dalam kompartemen turun
hingga sama dengan tekanan udara di
lingkungan  (nol). Kemudian  klep-klep
pengaman dibuka dan isi autoklaf dikeluarkan
secara hati-hati, (Universitas Jendral Soedirman,
2008)

Penelitian  pendahuluan  dilakukan
dengan tujuan untuk mengetahui konsentrasi
minimal dari bakteri Lactobacillus plantarum
yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri
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monas salmonicida dengan konsentrasj 10°
cFU/ml. Penelitian pendahuluan ini dilakukan
Jengan metode kertas chram. Konsentrasi
pakteri L. pialzctarum yang dlglinakan adalah 10"
CFU/ml, 105 CFU/ml, 106 CFU/ml, 10*
CFU/mL, IP CFU/ml, 10" CFU/ml, 10’
cFU/ml, 10® CFU/ml yang dikultur pada media
de Man Rogosa Sharpe Broth (MRSB).
Kemudian disentrifuge dengan kecepatan 3.500

m selama 20 menit pada suhu 4°C,
pipisahkan antara supernatan dan pelet. (Joly et
al, 1990).

Bakteri  Aeromonas  salmonicida
dengan konsentrasi 10° CFU/ml disebar pada
media Tryptic Soy Agar (TSA) secara merata.
Kemudian paperdisc atau kertas cakram
dimasukkan ke dalam pelet dari bakateri
Lactobacillus plantarum dan diamkan selama §
menit agar dapat meresap sempurna. Paperdisc
selanjutnya diletakkan di atas sebaran bakteri
patogen A. salmonicida pada media TSA
dengan kepadatan 10° selml merujuk kepada
prosedur Buntin et al., (2008).

Penelitian utama ini dilakukan dengan
metode kertas cakram. Konsentrasi bakteri L.
plantarum yang digunakan adalah 10° CFU/ml,
10° CFU/ml, 10’ CFU/ml, 10° CFU/ml yang
dikultur pada media de Man Rogosa Sharpe
Broth (MRSB). Kemudian disentrifuge dengan
kecepatan 3.500 rpm selama 20 menit pada suhu
4°C. Dipisahkan antara supernatan dan pelet.
(Joly et al, 1990).

Bakteri 4. salmonicida  dengan
konsentrasi 10° CFU/ml disebar pada media
Tryptic Soy Agar (TSA) secara merata.
Kemudian paperdisc atau kertas cakram
dimasukkan ke dalam pelet dari bakateri L.
plantarum dan didiamkan selama 5 menit agar
dapat meresap sempurna. Paperdisc selanjutnya
diletakkan di atas sebaran bakteri patogen A.
salmonicida pada media TSA dengan
kepadatan 10° CFU/ml merujuk kepada
prosedur Buntin er al., (2008). Masing-masing
perlakuan dilakukan pengulangan 4 kali.
Kemudian diinkubasi pada suhu 30°C selama 24
jam untuk melihat hasil daya hambat dari L.
plantarum tersebut.

Parameter uji utama pada penelitian ini
adalah daerah hambatan bakteri Lactobacillus
plantarum  terhadap ~ pertumbuhan bakteri
Aeromonas salmonicida. Pengukuran zona
hambat dilakukan dengan mengukur diameter
daerah yang jernih atau tidak ada pertumbuhan
(Pradhika, 2008).

Analisis data  hambatan  yang
dihasilkan L. plantarum terhadap pertumbuhan
A. salmonicida menggunakan Analisis Varian
(Anava) dan dilanjutkan dengan Uji Jarak

A ero

L 5 No. 2, November 2013

(Iiggfnizte;)u:caf g%rllgag tingkat kesalahan
o, =00, an akan diketahui
perlakuan yang menghasilkan hambatan u:rbailL:.l

Hasil dan Pembahasan

Hasil pengamatan penelitian
hambatan yang dihasilkan pole.-h bakt:.-}reimjla
plantarum Pada sebaran bakteri A. salmonic:’dc;
dalam media TSA. Hambatan tersebut ditandai
dengan adanya zona bening disekitar kertas
cakram yang sebelumnya diberi suspensi L.
plan!a.'"um. Hasil analisis varian (ANAVA)
yang quakukan menunjukkan bahwa perlakuan
bakteri Lactobacillus plantarum memberikan
pengaruh yang berbeda sangat nyata dalam
menghambat  pertumbuhan bakteri patogen
A.eromonas salmonicida (P < 0,01). Rata — rata
diameter zona hambat yang dihasilkan L.
p{anramm pada sebaran A. salmonicida dapat
dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Rata - rata diameter zona hambat yang
dihasilkan Lactobacillus plantarum
pada sebaran Aeromonas salmonicida
dalam milimeter (mm).

Perlakuan Rata — rata diameter zona
(CFU/ml) hambat = SD
(mm)
E (10%) 12,375 *= 1,567
D (10%) 8,955+ 0,443
C(10") 6,8°°+ 0,938
B (10% 6°=0
A (Kontrol) 6°=0 e

Keterangan : Notasi yang berbeda pada
kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang
sangat nyata (P <0,01).

Hasil uji jarak berganda Duncan a =
0,01 yang dilakukan menunjukkan bahwa setiap
perlakuan memiliki hasil yang berbeda. Dimana
semakin tinggi konsentrasi L. plantarum yang
diberikan maka semakin besar diameter
hambatan yang dihasilkan. Urutan perlakuan
terbaik adalah ferlakuan L. plantarum dengan
konsentrasi 10° (E), kemudian L. plantarum
dengan konsentrasi 10° (D), sedangkan
perlakuan L. plantarum dengan konsentrasi 107

(C) dan 10° (B) tidak berbeda nyata dengan
kontrol atau tanpa L. plantarum (A).
Berdasarkan hasil uji jarak berganda
Duncan « = 0,01 dapat diketahui bahwa setiap
perlakuan memiliki hasil yang berbeda. Dimana
semakin tinggi konsentrasi L. plantarum yang
diberikan maka diameter hambatan yang
dihasilkan pada sebaran bakteri patogen A.
salmonicida juga akan semakin besar. Pelczar
dan Chan (1988) menyatakan bahwa semakin
tinggi konsentrasi suatu antibakteri maka
aktivitas antibakterinya semakin kuat pula. Hal

213
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ini dikarenakan bahwa dengan konsentrasi
bakteri antagonis yang semakin tinggi maka
kandungan zat antibakteri yang dihasilkan juga
akan semakin banyak sehingga daya hambatnya
terhadap bakteri uji akan semakin besar.

Hasil dari penelitian yang telah
dilaksanakan menunjukkan bahwa bakteri L.
plantarum dapat menghambat pertumbuhan
bakteri A. salmonicida. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa bakteri L. plantarum
memiliki potensi antagonistik terhadap bakteri
patogen A. salmonicida. Hal ini sesuai dengan
pernyataan Gildberg er al. (1995), bahwa
bakteri L. plantarum dapat menghambat atau
menekan pertumbuhan dari bakteri patogen A.
salmonicida.

Adanya daya hambat pada
Lactobacillus plantarum terhadap pertumbuhan
bakteri patogen Aeromonas salmonicida
dikarenakan L. plantarum tersebut
memproduksi asam laktat. Rahayu dkk. (1992)
menyatakan bahwa asam - asam organik
misalnya asam laktat dan asam asetat
menyebabkan penurunan pH sehingga suasana
menjadi asam yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri patogen. Menurut Isoken
et al. (2012) bakteri patogen A. salmonicida
dapat tumbuh pada kisaran pH 5 hingga 9.
Sedangkan Fardiaz (1992) mengemukakan
bahwa bakteri asam laktat (BAL) misalnya L.
plantarum akan menghasilkan asam laktat yang
dapat menurunkan nilai pH hingga 3 sampai
4,5. Hal ini diperkuat dengan pernyataan dari
Weinberg dan Muck (1996) serta Merry et al.
(1997) bahwa BAL dapat menurunkan Ph
hingga 3,8 yang dikarenakan adanya produksi
asam laktat dan asam - asam lainnya. Dengan
keadaan pH yang demikian rendah, maka
pertumbuhan bakteri patogen A. salmonicida
akan terhambat.

Di samping itu, bakteriosin juga
berperan dalam menghambat bakteri uji.
Kusmiati dan Malik (2002) menyatakan bahwa,
bakteriosin merupakan senyawa protein yang
diekskresikan oleh bakteri yang yang memiliki
sifat menghambat pertumbuhan bakteri lain
terutama yang memiliki kekerabatan erat secara
filogenik. Menurut Eckner (1992) mekanisme
kerja  bakteriosin  dalam  menghambat
pertumbuhan bakteri uji diawali dengan
menempelnya molekul protein pada reseptor
vang terdapat pada permukaan sel bukteri
kemudian masuk melalui dinding sel dan kontak
dengan membran. Hal ini akan menyebabkan
membran sitoplasma menjadi tidak stabil,
akibatnya  viabilitas sel rendah dan
menyebabkan keluarnya material dalam inti sel
bakteri sehingga sel menjadi mati.

214

Selain itu, hidrogen peroksida jUga_
memiliki peran dala_rq menghambat bakteri
patogen. Jenie dan Rini (1995) melaporkan L,
plantarum mampu mem_produksl H,0, dala_m
jumlah yang tinggi sehingga cukup potensna!
dalam menghambat pertumbuhan  bakteri
patogen. Lindgren dan Dobrogosz (1990)
menyatakan hidrogen per.ol.mda juga
mempunyai efek bakterisidal yang
menyebabkan oksidasi yang kuat pada sel
bakteri dan perusakan stf'uktur molekul dasar
dari protein sel. Hal ini diperkuat oleh Z.alan et
al., (2005) yang menyatakn bah_w.a Hidrogen
peroksida memiliki efek t.aakterlsma[ kaana
produksi superoksida  oksigen dar! r?dlkal
hidroksil yang menyebabkan oksidasi Se!
bakteri dan merusak struktur dasar molekul dari

protein sel.

Kesimpulan ;
o Dari penelitian yang telah dilaksanakan

dapat  diambil kesimpulan ba.hyvg bakteri
Lactobacillus ~ plantarum memll}kl potensi
antagonistik  terhadap bakt'erl _patogen
Aeromonas salmonicida yang ditandai der}gan
adanya hambatan yang dihasilkan. bakteri L.
plantarum pada pertumbuhan bakteri patogen A.
salmonicida. .
Berdasarkan hasil penelitian yang
dilakukan, penulis ~menyarankan ad@ya
penelitian lanjutan menggunakan bgkte.n L
plantarum dengan konsentrasi yang lebih tinggi.
Hal ini bertujuan untuk mengetahui konsentrasi
maksimal bakteri L. plantarum yang dapat
mengahasilkan  hambatan  terbesar  pada
pertumbuhan bakteri patogen A. salmonicida.
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