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ABSTRACT

Patogenity Assay of Pectinolytic Bacteria to Milk Fish (Chanos chanos Forskal),
The Effort to Material Screening of Probiotic to Decrease
Microcystis aeruginosa Population

Endang Dewi Masithah, Laksmi Sulmartiwi and Juni Triastuti
Aquaculture Department, Veterinary Faculty of Airlangga University, Surabaya

The purpose of this research were to know the patogenity effect of
pectinolytic bacteria to Milk Fish (Chanos chanos Forskal). This effort was as
material screening of probiotic bacteria to decrease Microcystis aeruginosa
population.

The experiment was devided as : 10" cell/ml; 10° cell/ml; 10° cell/ml; 107
cell/ml: 10° cell/ml concentration and Control. Survival Rate and behavior of fish;
pH , Dissolve Oksigen and temperature of water were measure as parameter. The
treathment was used until 14 days.

Result of the research shows that pectinolytic bacteria (Pseudomonas and
Flavobacterium) that isolated from Lamongan and Gresik fish pond was not
pathogen to Milk fish (Chanos chanos Forskal) until 10° cell/ml concentration.
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RINGKASAN

UJI PATOGENITAS BAKTERI PEKTINOLITIK TERHADAP IKAN
BANDENG (Chanos chanos Forskal), UPAYA SELEKSI BAHAN
PENGEMBANGAN PROBIOTIK PENEKAN PERTUMBUHAN

Microcystis aeruginosa

Endang Dewi Masithah*, Laksmi Sulmartiwi* dan Juni Triastuti*
2006, 41 hal.

Permasalahan

Informasi pengembangan probiotik untuk mengatasi masalah Microcystis
aeruginosa di Indonesia belum diketahui, selain produk komersial impor. Padahal
bakteri sebagai pengendali hayati bersifat sangat spesifik (Isnansetyo, 2005). Hal
ini didukung beberapa penelitian yang membuktikan bahwa, penggunaan bakteri
isolat lokal untuk suatu tujuan, memberikan hasil lebih efektif dibanding produk
komersial yang umumnya berasal dari luar negeri (Nganro dkk., 1997; Sutanto
dan Suprapto, 2004; Susanto dkk., 2005.).

Penelitian ini merupakan rangkaian upaya pengembangan probiotik
antagonisme penekan Microcystis aeruginosa. Pengembangan probiotik ini
berdasarkan sifat bakteri yang memproduksi poly 1,4-0-d galacturonidase yang
mampu mendegradasi pektin, suatu polisakarida komponen utama penyusun
dinding sel Microcystis aeruginosa.

Mikroba probion bersifat sangat spesies spesifik. Artinya, bagi inang
tertentu, suatu mikroba dapat bertindak sebagai probiotik penekan mikroba
patogen, namun bagi inang yang lain, mikroba tersebut justru bersifat patogen
(Isnansetyo, 2005). Oleh karena itu, prosedur seleksi pengembangan mikroba
probion untuk akuakultur terdiri dari beberapa tahap utama, salah satunya adalah
pengujian patogenitas isolat terhadap inang (Irianto, 2003).

Berdasarkan uraian di atas, dapat dirumuskan permasalahan yaitu : apakah
bakteri pektinolitik hasil isolasi dari tambak Lamongan dan Gresik bersifat

patogen terhadap ikan bandeng (Chanos chanos) ?
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Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui sifat patogenitas bakteri
pektinolitik yang telah berhasil diisolasi dari tambak Lamongan dan Gresik terhadap ikan
bandeng. Dengan diketahui sifat patogenitas, maka dapat ditentukan potensinya sebagai
bahan dalam pengembangan probiotik dan diketahui batas dosis yang dapat digunakan

sebagai probiotik antagonisme penekan pertumbuhan Microcystis aeruginosa.

Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mirobiologi, Jurusan Biologi,
Fakultas MIPA Unair; Laboratoriiun Budidaya Perairan, Fakkultas Kedokteran
Hewan, Universitas Airlangga dan Kolam Ikan Pendidikan, Fakultas Kedokteran
Hewan, Universitas Airlangga. Penelitian ini dilaksanakan pada awal bulan Juli
sampai dengan bulan Oktober 2006.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen
dengan 5 perlakuan dan | kontrol. Masing-msaing perlakuan dan kontrol diulang
sebanyak 4 kali. Perlakuan yang diberikan adalah : Perendaman bandeng pada air
dengan konsentrasi bakteri 10" sel/ml: 10° sel/ml; 10° sel/ml; 107 sel/ml; 10’
sel/ml dan tanpa perendaman bakteri (Kontrol)

Uji patogenitas metode perendaman dilakukan pada larva bandeng dalam
toples volume 3 liter. Toples diisi air sebayak 2 liter dan diisi larva bandeng
(nener) dengan jumlah 100 ekor per toples dan dilengkapi aerasi. Sebagai
parameter utama adalah Survisal Rate (%) dan tingkah laku ikan (cara berenang,
nafsu makan dan keaktifan) serta adanya tanda-tanda klinis serangan bakteri.
Parameter penunjang adalah suhu, DO dan pH air. Semua parameter diamati tiap
hari. Rancangan penelitian adalah Rancangan Acak Lengkap. Data diuji
menggunakan ANOVA. Bila terdapat perbedaan, dilanjutnya dengan Uji Beda
Nyata Terkecil (Steel and Torrie, 1991)

Uji patogenitas metode injeksi dilakukan pada larva berukuran
gelondongan, dalam wadah volume 20 liter. Wadah diisi % volume dan diisi 5
ekor ikan, dilengkapi aerasi. Injeksi dilakukan secara intramuscular (IM) dengan
kepadatan berbeda sebagai perlakuan, yaitu 10', 10°, 10°, 107 dan 10° sel/ml
sebanyak 0,2 ml (Murdjani dkk., 2005). Sebagai kontrol adalah bandeng tanpa

pemberian bakteri. Masing-masing perlakuan diulang sebanyak 4 kali. Lama
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pemeliharaan adalah 14 hari. Setelah itu, ikan dibunuh dan dibuat preparat
histopat terhadap insang dan hepar. Adanya tanda-tanda serangan bakteri diamati
pada preparat histopat. Selain itu dilakukan pula pengamatan terhadap warna
insang, warna ginjal, adanya haemoragic pada kulit dan insang serta tingkah laku
ikan selama pemeliharaan. Sebagai parameter penunjang adalah suhu, DO dan pH
air.
Hasil dan Kesimpulan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa bakteri pektinolitik Flavobacaterium
dan Pseudomonas yang diujikan, tidak bersifat patogen terhadap ikan bandeng.
Dengan demikian, kedua isolat bakteri tersebut dapat direkomendasikan untuk
skrening tahap selanjutnya guna pengembangan probiotik untuk menekan
Microcystis aeruginosa. Kandidat bakteri penyusun probiotik harus tidak
memiliki efek negatif terhadap keseimbangan ekologi perairan dan tidak bersifat
patogen terhadap ikan yang dipelihara. Oleh karena itu, dalam upaya
pengembangan bakteri probiotik ini, uji patogenitas dan dampak terhadap
komposisi phytopankton dan zooplankton, kualitas air dan ikan yang dipelihara
harus dilakukan dengan ketat.

Kualitas air media perlakuan selama penelitian relatif masih sesuai untuk
kehidupan ikan bandeng. Oksigen terlarut. pH dan suhu air masing-masing

berkisar antara 5-6 ppmn, 7-8 dan 27-29°C.

Saran
Dilakukan skrening lanjutan terhadap bakteri pektinolitik tersebut sesuai
tahapan skreening yang harus dipenuhi dalam standar pengembangan probiotik

lingkungan.

* : Program Studi Budidava Perairan, Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas
Airlangga

Dibiayai Oleh DIPA PNB Universitas Airlangga dengan SK Rektor nomor :

4017/J03/PP/2006, Tanggal 7 Juni 2006
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Akhir-akhir ini, kegiatan usaha budidaya bandeng semakin meningkat
sebagai akibat meningkatnya kegagalan budidaya udang. Pada beberapa daerah,
seperti Lamongan dan Gresik, seringkali didapatkan hasil panen bandeng mempunyai
citarasa lumpur, sedangkan di daerah lain, seperti Sidoarjo, kejadian ini tidak
didapatkan. Adanya citarasa lumpur dapat menurunkan kualitas dan harga jual
bandeng.

Menurut Lowell dan Sackey (1993) serta Lelana (1993), penyebab citarasa
lumpur ini adalah senyawa geosmin yang merupakan senyawa metabolit dihasilkan
oleh alga tertentu, dari golongan Blue (ireen Alga. Senyawa ini terutama diserap ikan
dari lingkungannya melalui insang, kulit dan saluran pencernaan. Hasil penelitian
Trisyani (1997) melaporkan, adanya citarasa lumpur berhubungan dengan dominansi
alga Microcystis aeruginosa, salah satu spesies dari golongan Blue Gireen Alga.

Microcystis aeruginosa sangat sulit diberantas dan tidak disukai ikan sebagai
makanan alami. Dinding selnya yang keras dan tebal karena terdiri dari selulose,
lignin dan pektin, membuat sukar dicerna oleh ikan, bahkan seringkali masih hidup
setelah keluar dari saluran pencernaan ikan (Isnansetyo dan Kurniastuti, 1995).
Kerugian lain akibat blooming Aicrocystis aeruginosa adalah karena plankton ini
menghasilkan racun yang menyebabkan penyakit haemocytic enteristis yang
mengakibatkan terganggunya pencernaan ikan.

Kontrol populasi Microcystis aeruginosa telah dilakukan baik secara fisik,

chemis maupun biologis. Namun selama ini masih menemui kelemahan dan



keterbatasan. Kontrol secara fisik dengan penggantian air atau meningkatkan
salinitas, sangat sulit dilakukan mengingat keterbatasan sumber air. Kontrol secara
chemis seperti penggunaan cupri sulfat ataupun klorin, dalam jangka panjang akan
membawa dampak pada perairan. Kontrol biologis dilakukan dengan penggunaan
ekstrak umbi tike dan ekstrak dekomposisi jerami. Namun hal ini juga mengalami
keterbatasan, mengingat luasnya lahan dan keterbatasan jumlah bahan.

Salah satu alternatif untuk memberantas keberadaan Microcystis aeruginosa
di tambak adalah penggunaan probiotik. Pengembangan probiotik untuk menekan
pertumbuhan Microcystis aeruginosa, mulai dikembangkan di luar negeri, sedangkan
di Indonesia, hal ini belum tersentuh. Penelitian ini merupakan bagian dari rangkaian
upaya pengembangan probiotik, sebagai antagonisme penekan pertumbuhan
Microcystis aeruginosa. Pengembangan probiotik didasarkan pada kemampuan
bakteri pektinolitik yang menghasilkan penktinase sehingga diharapkan mampu
mendegradasi dinding sel Microcystis aeruginosa.

Probiotik merupakan penambahan mikroba hidup yang memiliki pengaruh
menguntungkan bagi inang melalui modifikasi bentuk keterikatan (asosiasi) dengan
mang atau komunitas mikroba lingkungan hidupnya (Verschuere er al/, 2000).
Gomez Gill (1998) menambahkan penggunaan probiotik merupakan pengendalian
biologis dengan menggunakan musuh alami untuk mengurangi kerugian yang
ditimbulkan oleh organisme pengganggu hingga batas yang bisa diterima.

Seleksi mikroba sebagai bahan probiotik umumnya menggunakan pendekatan
empirik. Pengembangan probiotik untuk akuakultur melalui beberapa tahap,
diantaranya adalah pengujian patogenitas isolat terhadap inang (Irianto, 2003). Hal

ini diperlukan karena sifat mikroba sebagai probiotik adalah sangat spesies spesifik.



Artinya, bagi inang tertentu, suatu mikroba dapat bertindak sebagai probiotik
penckan mikroba patogen, namun bagi inang yang lain, mikroba tersebut justru
bersifat patogen (Isnansetyo, 2005).

Berdasarkan latar belakang permasalahan diatas, maka perlu dilakukan
penelitian tentang sifat patogenitas isolat  bakteri pektinolitik yang telah berhasil
diisolasi terhadap ikan bandeng. Penelitian ini merupakan lanjutan dari penelitian
sebelumnya yang berhasil mengisolasi bakteri pektinolitik sebagai bahan
pengembangan probiotik penekan pertumbuhan Microcystis aeruginosa. Penelitian
ini merupakan tahap uji patogenitas sebagai upaya skrening mikroba, sehingga
diharapkan diperoleh isolat bakteri yang dapat dikembangkan sebagai bahan
probiotik penekan Microcystis aeruginosa, yang tidak membahayakan bagi

kehidupan ikan bandeng

1.2 Rumusan Masalah

Infornasi pengembangan probiotik untuk mengatasi masalah Microcystis
aeruginosa di Indonesia belum diketahui, selain produk komersial impor. Padahal
bakteri sebagai pengendali hayati bersifat sangat spesifik (Isnansetyo, 2005). Hal ini
didukung beberapa penelitian yang membuktikan bahwa, penggunaan bakteri isolat
lokal untuk suatu tujuan, memberikan hasil lebih efektif dibanding produk komersial
yang umumnya berasal dari luar negeri (Nganro dkk., 1997; Sutanto dan Suprapto,
2004; Susanto dkk., 2005.).

Penelitian ini  merupakan rangkaian upaya pengembangan probiotik
antagonisme penckan Microcystis aeruginosa. Pengembangan probiotik ini

berdasarkan sifat bakteri yang memproduksi poly 1,4-a-d galacturonidase yang



mampu mendegradasi pektin, suatu polisakarida komponen utama penyusun dinding
sel Microcystis acruginosa.

Mikroba probion bersifat sangat spesies spesifik. Artinya, bagi inang tertentu,
suatu mikroba dapat bertindak sebagai probiotik penekan mikroba patogen, namun
bagi inang yang lain, mikroba tersebut justru bersifat patogen (Isnansetyo, 2005).
Oleh karena itu, prosedur seleksi pengembangan mikroba probion untuk akuakultur
terdiri dari beberapa tahap utama, salah satunya adalah pengujian patogenitas isolat
terhadap inang (Irianto, 2003).

Berdasarkan uraian di atas, dapat dirumuskan permasalahan sebagai

berikut :

- Apakah bakteri pektinolitik hasil isolasi dari tambak Lamongan dan Gresik

bersifat patogen terhadap ikan bandeng (Chanos chanos) ?

1.3 Hipotesis Penelitian
Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah :

- Bakteri pektinolitik hasil isolasi dari tambak Lamongan dan Gresik tidak

bersifat patogen terhadap ikan bandeng.



BAB I

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bakteri Pektinolitik

Beberapa mikroba tertentu mempunyai kemampuan untuk mengeluarkan
enzim yang dapat menghancurkan pektin. Mikroba tersebut dapat berupa bakteri
dan jamur (Doran, 2000). Kemampuan untuk memecah pektin merupakan sifat
banyak bakteri dan digolongkan sebagai bakteri pektinolitik. Proses pemecahan
pektin oleh mikroba melibatkan berbagai golongan enzim pektinase
(Schlegel, 1994).

Istilah kimia enzim pektinase adalah poly (1,4-0-D galakturonide)
glycanohydrolase, poly (I,4-a-D-galakturonide) lyase, dan pectin pectylhydrolase
(Anonimus, 1999). Sedangkan beberapa nama lain enzim ini adalah
phosphorylase, peciat lyase, pectin lyase, pectinesterase, dan polygalakturonas.
Berat molekul dari pektin antara 50.000 sampai 150.000 dalton (www.genome.jp,
2005).

Beberapa macam bakteri yang dikelompokkan sebagai pektinolitik yaitu
Ralstonia solanacearum (Kersten et al., 1998; Gonzales and Allen, 2003),
Erwinia chrysanthemi (Tardf et al., 1997), Pseudomonas cellulose, Rhizobium,
Amicolata sp. (Gonzales and Allen, 2003), Bacillus subtilis (Gonzales and Allen,

2003), Azospirilum irokense (Bekri et al., 1999).



2.2 Pseudomonas dan Flavobacterium

Hasil penelitian Masithah dkk. (2005) yang mengisolasi bakteri
pektinolitik dari tambak daerah Lamongan dan Gresik mendapatkan bahwa
bakteri Pseudomonas dan Ilavobacterium bersifat pektinolitik.

Bakteri Pseudomonas merupakan bakteri berbentuk batang pendek, motil
dengan flagella polar dan bersifat Gram-negatif (Irianto, 2005). Ditambahkan oleh
Tjitrosoepomo (2003) bahwa Pseudomonas merupakan bakteri heterotrof, jarang
sekali yang bersifat autotrof fakultatif. Sel-selnya seringkali bersifat oksidatif,
kadang-kadang fermentative. —Beberapa spesies Pseudomonas, selain
menyebabkan penyakit pada ikan, juga menyebabkan penyakit pada tanaman.

Pseudomonas fluorescens merupakan salah satu spesies Pseudomonas
yang menyerang ikan air tawar dan merupakan patogen oportunistik. Secara
umum tanda-tanda klinis infeksi Pseudomonas antara lain terjadinya hemoragik
septicemia, hemoragik pada insang dan ekor serta bisul pada kulit ( Irianto, 2005).

[lavobacterium merupakan bakteri berbentuk batang, bersifat Gram-
negatif. Secara umum diketahui bahwa Flavobacterium sering menjadi penyebab
penyakit pada ikan-ikan omamental seperti granuloma atau penonjolan mata pada
ikan molly (Molliensia sphaenops). lkan yang terinfeksi menjadi kurus dan
pucat, terjadi nodul-nodul putih pada organ-organ dalam, retina khoroid dan otak.
Nodul-nodul tersebut dapat bersifat keras seperti kista atau seperti butiran
mineral. Secara histologis, nodul-nodul tersebut merupakan granuloma, makrofag
dan limfosit memiliki tepi perifer yang tipis dan kapsul-kapsul berserat (fibrous

capsule). Cara penularannya belum diketahui dengan jelas (Irianto, 2005).



2.3 Patogenitas Bakteri

Beberapa jenis bakteri yang diketahui potensial bersifat patogen bagi ikan
antra lain Aeromonas salmonicida, Renibacterium salmoninarum, Nocardia spp.,
lidwardsiella ictaluri, Pasterurella piscicida, Pseudomonas, Aerococcus viridans
(var) homari, Mycobacterium spp., Flavobacaterium, FEdwardsiella tarda,
Streptpcoccus spp. dan VYersinia ruckeri. Pada umumnya sumber dan cara
penularan penyakit akibat serangan bakteri tersebut antara lain melalui ikan yang
sakit, ikan karier, air yang terkontaminasi, makanan yang terkontaminasi, telur
yang terkontaminasi, alat atau pakaian yang terkontaminasi atau melalui burung
air (Anonimus, 2006).

Sebagian bakteri bersifat patogen oportunistik. Pada keadaan biasa, bakteri
tersebut ada pada  lingkungan perairan atau tubuh ikan tanpa menimbulkan
penyakit, tetapi akan menimbulkan penyakit bahkan kematian pada saat terjadi
stress atau daya tahan tubub ikan menurun. Bakteri patogen oportunis pada
dasarnya bersifat saprofitik. Beberapa bakteri yang bersifat oportunis antara lain
Pseudomonas dan Flexibacter. Hanya sejumlah kecil bakteri yang bersifat
patogen, meskipun mampu bertahan hidup sementara waktu di air tetapi tidak
dapat tumbuh di luar sel inangnya (Irianto, 2005). Sebagian kecil bakteri bersifat
patogen obligat, karena selalu menjadi penyebab utama suatu penyakit. Beberapa
bakteri yang termasuk golongan ini antara lain Aeromonas salmonicida,
Haemophhilus piscium dan Renibacterium salmoninarum (Sano, 1990).

Bakteri dapat menyebabkan penyakit secara mandiri atau bersama-sama
satu atau lebih spesies. Diantara bakteri penyebab penyakit, seringkali tanda-tanda

visual penyakit yang ditimbulkan mirip. Penyebab penyakit sebenarnya baru dapat




diketahui setelah dilakukan tindakan nekropsi yang menguji lebih lanjut penyebab
openyakit termasuk mengenali bakteri yang berhasil diisolasi dari hewan yang
sakit. Sebagai contoh yaitu Aeromonas dan Pseudomonas yang menyebabkan
tanda-tanda penyakit yang mirip yaitu bisul pada tubuh eksternal, pembesaran
abdomen (dropsy) dan eksoptalmia. Infeksi campuran dari beberapa bakteri
seringkali terjadi. Dalam hal ini sulit untuk menentukan bakteri mana yang paling
berperan sebagai patogen primer atau sekunder (Irianto, 2005).

Patogenitas bakteri antara lain dinyatakan dengan LDsy dan adanya tanda-
tanda klinis (Irianto, 2003). Lone (1999) mendapatkan LDs,  bakteri
Pseudomonas fluorescens terhadap ikan Onchorynchus mykiss pada konsentrasi
10° sel/ml dengan perendaman selama 5 hari. Sedangkan Park (2000) memperoleh
konsentrasi Pseudomonas plecoglossicida dengan konsentrasi 10" sel/ml sudah
bersifat patogen terhadap ikan Plecoglossus altivellis setelah perlakuan selama 2
minggu. Gracia (2000) membuktikan bahwa Flavobacterium bersifat pathogen
terhadap Onchorynchus mykiss pada konsentrasi 10%el/ml setelah perlakuan

selama 2 minggu.

2.4 Biologi lkan Bandeng

Bandeng merupakan ikan dengan bentuk terpedo, seluruh permukaan
tubuh tertutup oleh sisik cycloid yang berwarna perak cerah dan di bagian
belakang agak perak kehijauan. Klasifikasi bandeng menurut Schutser (1960)
adalah sebagai berikut :

Phylum : Vertebrata

Sub Phylum : Craniata



Klass : Teleostomi

Ordo - Malacopterygii

Famili : Chanidaecus

Genus : Chanos

Species : Chanos chanos Forskall

Bandeng merupakan ikan yang bersifat euryhaline serta tahan terhadap
goncangan salinitas tinggi. Selain itu bandeng juga tahan terhadap temperatur
tinggi bahkan mencapai 40C, tetapi sangat sensitive terhadap suhu rendah,
bahkan dapat mematikan (Hadi dan Supriatna, 1988 dalam Trisyani, 1997).

Pada dasarnya bandeng dapat beradaptlasi dengan pakan buatan. Namun,
sampai sejauh ini, peran pakan alami bandeng belum dapat digantikan oleh pakan
buatan. Pakan alami utama bandeng adalah kelekap yang tersusun dari Blue green
Algae, diatome, protozoa, bakteri, rotifera dan cacing (Anonymous, 2000).
Sedangkan pakan buatan hanyalah sebagai pelengkap bila pakan alami tidak
mencukupi (Firdaus, 2003). Melihat usus bandeng yang relatif’ panjang, dapat
disimpulkan bahwa pakan bandeng sebagian besar adalah tumbuhan (Mudjiman,

1982).

2.5 Blooming Microcystis aeruginosa.

Microcystis aeruginosa merupakan salah satu spesies alga hijau biru.
Morfologi Microcystis sp. terdiri dari agregate sel bulat yang membentuk koloni
kecil sampai besar. Ukuran sel setiap individu lebih besar dari kelompok
picoplankton yaitu berdiameter antara 2 — 3 sampai 10 um. Sel Microcystis sp.

mempunyai gas vacuoles yang berperan penting untuk membuat koloni terapung



di perairan (Paerl, 1988). Dinding sel tersusun atas exopolysaccharida yang
komposisinya sama seperti pektin (Hoiczyk dan Hansel, 2000).

Beberapa jenis plankton ini diketahui bersifat racun untuk hewan
invertebrata dan vertebrata (Paerl, 1988). Microcystis sp. dapat membahayakan
kehidupan ikan apabila terjadi Hlooming yang bersamaan dengan adanya proses
pembusukan (Paerl, 1988). Blooming alga ini juga menyebabkan tidak
terdapatnya alga lain dan bila ada jumlahnya tidak banyak. Selain menyebabkan
citarasa lumpur pada ikan, Microcystis sp kurang disukai oleh ikan karena sulit
dicerna. Kandungan selulose, hemiselulose dan lignin yang menyusun dinding sel,
membentuk lapisan yang sulit dicerna, sehingga seringkali ditemukan masih hidup
walaupun telah keluar dari saluran pencernaan ikan (Isnansetyo dan Kurniastuti,
1995).

Perairan yang mengalami blooming Microcystis sp. menandakan bahwa
dalam air terdapat banyak Phosphat dan Nitrat (Sachlan, 1981) karena nutrien ini
mampu merangsang pertumbuhan alga dalam waktu yang relatif cepat (Boyd,
1979). Menurut Trisyani (1997) daerah Lamongan dan Gresik sangat cocok untuk
pertumbuhan Mycrocystis. Salinitas di tambak Lamongan dan Gresik tergolong
rendah karena lokasi tambak jauh dari laut, sehingga sumber air tambak
mengandalkan air tawar dan hujan. Pasang laut yang mampu mengairi tambak
hanya pasang tertinggi yang terjadi sebulan dua kali. Kondisi salinitas yang
rendah akan mendukung perkembangan alga Cyanophyceae (Blue Green alga),
sehingga Microcystis aeruginosa akan mendominasi. Dominansi Microcystis

aeruginosa diperairan juga dipacu oleh kadar Nitrogen yang tinggi sebagai akibat
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sulitnya pergantian air. Akibatnya bahan organik tidak terbuang dari tambak dan

merupakan sumber Nitrogen.

2.6 Kontol Microcystis aerugynosa

Beberapa upaya telah dicoba untuk mengatasi blooming Microcystis
Microcystis aeruginosa, antara lain memanipulasi level nutrien sehingga
pertumbuhan Microcystis bisa digantikan oleh alga lain (Schoeder, 1998). Boyd
(1987) menyarankan mengganti air untuk melarutkan buangan organik. Kedua
cara ini sulit dilakukan di daerah Lamongan dan Gresik karena keterbatasan air.
Lin (2002) memberikan kuprisulfat atau algacidae dalam bentuk kristal / terlarut
untuk mengontrol pertumbuhan Microcystis, namun senyawa ini bersifat racun
terhadap ikan dan mengurangi kandungan karbondioksida. Penggunaan klorin
juga akan berbahaya bagi lingkungan, karena sisa klorin akan terbuang ke
perairan,

Kontrol secara terhadap blooming Microcystis sudah banyak dilakukan di
beberapa negara, karena sudah menyebabkan polusi bau pada ikan dan air minum,
bahkan beberapa bersifat racun bagi hewan dan manusia. Beberapa penelitian
yang berkaitan dengan kontrol Microcystis antara lain Welch er af (1990); Barret
et al (1996) serta Ridge and Pillinger (1996) menggunakan dekomposisi jerami
padi untuk menekan pertumbuhan Microcystis. Sedangkan Gibson et al (1990)
dan Ridge et al (1995) mengkombinasikan dekomposisi jerami padi dan sampah
daun-daunan untuk menekan pertumbuhan Microcystis. Pillinger et al (1996) dan
Ridge and Pillinger (1996) menambahkan bahwa kemampuan dekomposisi jerami

dan daun-daunan dalam menekan pertumbuhan Microcystis adalah karena adanya
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senyawa phenol yang dihasilkan dari proses dekomposisi. Ball et al/ (2001)
menyempurnakan penggunaan dekomposisi jerami padi dengan menggunakan
ekstraknya. Jianzhong er al (2004) menggunakan ekstrak kulit jeruk untuk
mengatasi pertumbuhan Microcystis, namun mempunyai keterbatasan karena
jumlah ketersediaan bahan dikaitkan dengan luasnya tambak.

Upaya lain untuk menekan pertumbuhan Microcystis adalah menggunakan
mikroorganisme, seperti penggunaan bakteri Cytophaga (Yamamoto and Suzuki,
1993), Myxococcus fulvus (Yamamoto, 1993) dan Alcaligenes denitrificans
(Manage et al., 2000). Namun untuk tujuan penggunaan di Indonesia kurang
efektif karena perbedaan kondisi lingkungan perairan. Selain itu, karena bakteri
yang digunakan untuk kontrol adalah bakteri tunggal, menyebabkan keberhasilan

selama ini kurang memuaskan.

2.7 Pengembangan Probiotik sebagai Pengendali Kualitas Lingkungan
Definisi probiotik menurut Veerschuere et a/ (2000) adalah penambahan
mikroba hidup yang memiliki pengaruh menguntungkan bagi inang melalui
modifikasi bentuk keterikatan (asosiasi) dengan inang atau komunitas mikroba
dengan lingkungan hidupnya. Moriarty (1998) menambahkan bahwa probiotik
merupakan penambahan bakteri ke dalam tangki atau kolam dimana hewan air
berada, karena bakteri tersebut akan memodifikasi komposisi bakteri pada air dan
sedimen. Pengertian probiotik yang dikemukakan oleh Irianto (2003) adalah
suplementasi sel mikroba pada pakan atau lingkungan hidup yang menguntungkan

inang atau hewan yang dipelihara.
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Tujuan pemberian probiotik pada lingkungan perairan adalah untuk
memperbaiki dan mempertahankan mutu hingkungan tambak (menguraikan bahan
organik, menurunkan atau menghilangkan senyawa — senyawa beracun) secara
alami melalui kerja bakteri pengurait (Sutanto dan Suprapto, 2004). Fungsi
pemberian probiotik pada akuakultur menurut Pribadi (2002) adalah untuk
mengatur kondisi mikroorganisme di air maupun sedimen, membantu mengatur
atau memperbaiki kualitas air, meningkatkan keragaman mikroorganisme dalam
air dan sedimen serta menghambat atau meminimalkan efek bakteri pathogen
seperti Vibrio sp.

Syarat — syarat probiotik yang digunakan di tambak adalah dapat hidup,
mampu tumbuh dan berkembang biak dengan baik dalam tambak (misalnya dalam
kondisi aerob, atau anaerob), mampu berfungsi atau bekerja aktif pada bidang
yang diharapkan dan bersifat non patogenik (Poernomo, 2004). Fuller (1987)
dalam TIrianto (2003) menambahkan karakteristik yang harus dimiliki oleh
probiotik yaitu dapat disiapkan sebagai produk sel hidup pada skala industri serta
dapat terjaga stabilitas dan sintasan untuk waktu yang lama pada penyimpanan
maupun di lapangan.

Beberapa kelompok probiotik yang digunakan pada akuakultur berasal
dari bakteri, yeast, mikroalgae, serta bacteriofag (Irianto, 2003). Beberapa spesies
yang termasuk dalam kelompok organisme probiotik adalah Cyanophyta seperti
Spirulina; bakteri heterotrof non pathogen (Bacillus, Lactobacillus, Alteromonas,
Cellulomonas), bakteri denitrifikasi (Aerobacter, dan Bividobacterium), bakteri
autotrof (Nitrosomonas, Nitrobacter); bakteri Fotosintetik (Rhodopseudomonas,

Rhodobacter, Rhodococcus, Chromaticeae), Mikroalgae (Tetraselmis dan
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Chlorella), Actinomycetes (Sutanto dan Suprapto, 2004)) dan Yeast
(Saccharomyces cereviceae dan Candida albicans (Yukasano, 2002). Poemmomo
(2004) menambahkan, kelompok bakteri yang sudah diproduksi secara komersial
dan sudah diaplikasikan sebagai probiotik adalah Bacillus, Lactobacillus,
Fotosintetik  bacteria  seperti Chromatium  (Purple-S.  Bacteria),
Rhodopseudomonas dan Rhodobacter spp (Purple non S. Bacteria) dan
Chlorobium (Green Bacteria).

Seleksi mikroba untuk probiotik selama ini umumnya menggunakan
pendekatan empirik sengan informasi ilmiah yang terbatas. Ketidaktepatan
pemilihan metode seleksi seringkali menjadi penyebab kegagalan pengembangan
probiotik (Irianto, 2003).

Sejumlah penelitian probiotik untuk akuakultur menggunakan strain yang
sebenamya bukan berasal dari hewan atau lingkungan akuatik. Keadaan ini dapat
menghilangkan sifat-sifat yang umum pada habitat aslinya yaitu ketidak mampuan
untuk menetap dan tumbuh pada lingkungan dimana probiotik tersebut
diaplikasikan. Oleh karena itu seringkali probion hilang dari intestinum atau air
kultivasi hanya beberapa hari setelah pemberian probion dihentikan
(Nikoskelainen ef a/, 2001)

Pemahaman tentang mekanisme kerja probiotik merupakan hal yang
sangat penting untuk menentukan kriteria pemilihan mikroba yang diinginkan
Huis ef al, 1994). Seleksi probion untuk manusia dan hewan terestrial ditujukan
pada mikroba GRAS (Generally Recognized As Safe) dan umumnya diisolasi dari
flora mikroba normal inangnya. Penggunaan mikroba yang digolongkan sebagai

GRAS untuk akuakultur belum dirumuskan dengan jelas. Beberapa spesies yag
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pernah diteliti untuk probion akuakultur, dikenal pula sebagai pathogen pada ikan
atau hewan akuatik lainnya seperti Vibrio alginolyticus dan Pseudomonas (Austin,
1999)

Secara umum prosedur penapisan dan pengembangan mikroba probion
untuk akuakultur terdiri atas 8 tahapan utama, yaitu : 1) pengumpulan informasi
dari literatur serta lapangan, seperti : informasi operasional tambak atau usaha
akuakultur lain, manajemen produksi dan pengendalian penyakit.2) penapisan
mikroba, yaitu proses pemisahan mikroba dari campurannya. 3) pengujian isolat
dalam menghambat mikroba pathogen secara in vittro dan in vivo, 4) pengujian
patogenitas terhadap inang, 5) pengujian skala laboratorium termasuk melihat
pengaruh calon probion secara in vivo terhadap variable imunologi, sintasan dan
keragaan inang, serta uji tantang dengan pathogen, 6) Pengaujian skala pilot, 7)

pengujian skala lapangan, 8) analisa ekonomi (Irianto, 2003).
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BAB I11

TUJUAN DAN MANFAAT

3.1 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui sifat patogenitas bakteri
pektinolitik yang telah berhasil diisolasi dari tambak Lamongan dan Gresik terhadap ikan
bandeng. Dengan diketahui sifat patogenitas, maka dapat ditentukan potensinya sebagai
bahan dalam pengembangan probiotik dan diketahui batas dosis yang dapat digunakan

sebagai probiotik antagonisme penekan pertumbuhan AMicrocysiis aernginosa.

3.2 Manfaat Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat membertkan sumbangan :
- Mengetahui sifat patogemtas silat bakteri pektinolitik yang berhasil diisolasi dari
tambak Lamongan dan Gresik.
- Merupakan tahap seleksi terhadap bakteri sebagai bahan pengembangan probiotik

antagonisme penekan pertumbuhan Microcystis aeruginosa.

- Menambah wahana keilmuan terutama dalam bidang akuakultur,

khususnya bioremediasi.
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BAB IV

METODOLOG! PENELITIAN

4.1 Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilakukan di dua tempat :

- Kultur bakteri, pembuatan kurva baku dan penyiapan bakteri sebagai
perlakuan dilakukan di Laboratorium Mirobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas

MIPA Unair.,

- Uji patogenitas metode rendam dilakukan di Laboratorium Budidaya

Perairan, Fakkultas Kedokteran Hewan, Universitas Airlangga.

- Uji patogenitas metode injeksi dilakukan di Kolam Ikan Pendidikan,
Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Airlangga.
Penelitian ini dilaksanakan pada awal bulan Juli sampai dengan bulan

Oktober 2006.

4.2 Metode Penelitian
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen
dengan 5 perlakuan dan 1 kontrol. Masing-msaing perlakuan dan kontrol diulang

sebanyak 4 kali. Perlakuan yang diberikan adalah :
- A Perendaman bandeng pada air dengan konsentrasi bakteri 10' sel/ml
- B : Perendaman bandeng pada air dengan konsentrasi bakteri 10° sel/ml
- C: Perendaman bandeng pada air dengan konsentrasi bakteri 10° sel/ml
- D : Perendaman bandeng pada air dengan konsentrasi bakteri 107 sel/ml
- E: Perendaman bandeng pada air dengan konsentrasi bakteri 10’ sel/ml

- F: Tanpa perendaman bakteri (Kontrol)
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4.3 Materi Penelitian
4.3.1 Peralatan Penelitian

Alat — alat yang digunakan untuk penyiapan bakteri adalah : petridish,
erlenmeyer, tabung reaksi, ose, beaker glass, spatula, timbangan analitik, kompor,
laminar flow, magnetic stirrer, bunsen, water bath, rak tabung reaksi, gelas ukur,
autoclave, mikroskop, incubator.

Peralatan untuk perlakuan perendaman pada larva bandeng adalah ember
plastik kapasitas 3 liter, aerator set, selang, kasa penutup bak plastic, batu aerasi,
lup dan mikroskop. Sedangkan untk uji injeksi adalah spuit 1 ml, konstruksi kubus
kayu dengan plastik sebagai wadah air, tanjaran sebagai tempat stok ikan dan
serok.

Alat — alat yang digunakan untuk pengukuran parameter kualitas air
tambak adalah : refraktometer untuk mengukur salinitas, DO meter untuk
mengukur kandungan oksigen terlarut, pH pen untuk mengukur pH air dan

thermometer untuk mengukur suhu.

4.3.2 Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan untuk media pemeliharaan bakteri pektinolitik

adalah : media pektinolitik dengan komposisi sebagai berikut (dalam 500ml):

1. Bactopepton 15 gr (3%)

2. Yeast extract 2.5 gr(0,5%)

3 KzHPO4 :O,Sgr (O,IO/{))

4. CaCly 20,005 gr (0,001%)
5. Na,CO; 2,5 gr (0,5%)

6. Agar 27,5 gr(1,5%)

7. Pektin 2.5 gr (0,5%)
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( Applied Microbiotechnol, 1996 ; Keen et al., 1984 dalam Soriano,

2000).
Sedangkan untuk penyediaan konsentrasi bakteri sebagai perlakuan adalah
Nutrient Brooth.

Bahan-bahan untuk uji perendaman dan injeksi adalah nener bandeng
umur | minggu, fingerling bandeng umur 1 bulan, bakteri uji yaitu
l'lavobacterium dan Pseudomonas, PBS (Phospate Buffer Saline), pakan ikan,

klorin dan tissue.

4.4. Pelaksanaan Penelitian

Isolat bakteri pektindlitik telah diperoleh dan diidentifikasi sampai tahap
genus, yaitu Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas dan Bacillus. Isolat
bakteri ini akan diuji gelatinase yaitu untuk menentukan bakteri gelatinolitik atau
bakteri yang menghasilkan enzim gelatinase. Selanjutnya dipilih 2 bakteri yang
sekaligus memiliki kemampuan pektinolitik dan gelatinolitik. Spesies bakteri yang
telah teridentifikasi, selanjutnya diuji sifat patogenitasnya terhadap bandeng. Uji
patogenitas dilakukan menggunakan metode metode perendaman dan metode
injeksi.

Uji patogenitas metode perendaman dilakukan pada larva bandeng dalam
toples volume 3 liter. Toples diisi air sebayak 2 liter dan diisi larva bandeng
(nener) dengan jumlah 100 ekor per toples dan dilengkapi aerasi. Infeksi buatan
dilakukan dengan memberikan bakteri pada kepadatan berbeda sebagai perlakuan,
yaitu : 10', 10°, 10°, 107 dan 10’ sel/ml. Sebagai kontrol adalah bandeng tanpa
pemberian bakteri. Masing-masing perlakuan diulang sebanyak 4 kali. Lama

pemeliharaan adalah 14 hari (Roza, 1996). Sebagai parameter utama adalah
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Survisal Rate (%) dan tingkah laku ikan (cara berenang, nafsu makan dan
keaktifan) serta adanya tanda-tanda klinis serangan bakteri. Parameter penunjang
adalah suhu, DO dan pH air. Semua parameter diamati tiap hari. Rancangan
penelitian adalah Rancangan Acak Lengkap. Data diuji menggunakan ANOVA.
Bila terdapat perbedaan, dilanjutnya dengan Uji Beda Nyata Terkecil (Steel and
Torrie, 1991)

Uji patogenitas metode injeksi dilakukan pada larva berukuran
gelondongan, dalam wadah volume 20 liter. Wadah diisi % volume dan diisi 5
ekor ikan, dilengkapi aerasi. Injeksi dilakukan secara intramuscular (IM) dengan
kepadatan berbeda sebagai perlakuan, yaitu 10', 10°, 10°, 107 dan 10’ sel/ml
sebanyak 0,2 ml (Murdjani dkk., 2005). Sebagai kontrol adalah bandeng tanpa
pemberian bakteri. Masing-masing perlakuan diulang sebanyak 4 kali. Lama
pemeliharaan adalah 14 hari. Setelah itu, ikan dibunuh dan dibuat preparat
histopat terhadap insang dan hepar. Adanya tanda-tanda serangan bakteri diamati
pada preparat histopat. Selain itu dilakukan pula pengamatan terhadap warna
insang, warna ginjal, adanya haemoragic pada kulit dan insang serta tingkah laku

ikan selama pemeliharaan. Sebagai parameter penunjang adalah suhu, DO dan pH

air.
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BABV

HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil Penelitian
5.1.1 Uji Patogenitas dengan Metode Rendam
5.1.1.1 Kelulushidupan Nener Bandeng

Persentase kelulushidupan nener bandeng dihitung pada pengamatan hari ke-
14 sebagai parameter utama. Data persentase kelulushidupan nener bandeng setelah
perendaman dengan bakten /lavohacterium dan Pseudomonas masing-masing
disajikan pada Tabel 5.1 dan 5.2 berikut :

Tabel 5.1. Hasil Pengamatan Uji Patogenitas //avobacterium terhadap Nener
Bandeng pada Akhir Perlakuan (hari ke-14)

i Persentase surva_a! rate nener bandeng
Ulsngan \l < - pada aghtr pengalgatan . .
R 100 98 98 | 100 96

2 97 9 | 100 94 99 98

3 | 9% 97 | 98 100 97 97

4 97 o1 o5 99 97 100
Total | 387 378 1 391 391 393 391
Rata-rata 96,75 94,3 | 97,75 | 97,75 98,25 97,75




Tabel 5.2. Hasil Pengamatan Uji Patogenitas P’sendomonas terhadap Nener Bandeng
pada Akhir Perlakuan (hari ke-14)

=

Persentase survival rate nener bandeng
pada akhir pengamatan

Ulangan Y B C D E F
1 | 99 99 -~ 100 99 97 94
2 | 98 92 99 94 98 95
3% 98 97 97 99 94
4 100 97 92 98 99 100
Total | 387 376 388 388 303 383
Rata-rata ‘ 96,75 96,5 97 97 98,25 95,75

5.1.1.2 Tingkah Laku Nener Bandeng

Tingkah laku nener bandeng diamati selama perendaman dengan kedua

bakteri dan disajikan pada Tabel 5.3 dan 5.4 berikut :

Tabel 5.3 Pengamatan Tingkah Laku Nener Bandeng Selama Perlakuan
Ilavobacaterium

Tingkah laku nener bandeng selama perendaman Flavobacaterium

Ulangan | A B C D B F
1 ’ normal normal . normal | normal normal normal
2  normal normal normal | normal normal normal
3 ‘ normal normal _ normal | normal normal normal
4 I normal normal normal

normal

- normal

normal
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Tabel 5.4 Pengamatan Tingkah Laku Nener Bandeng Selama Perlakuan
Pseudomonas

!

Tingkah laku nener bandeng selama perendaman Pseudomonas

Ulangan | a B ¢ B : F
1 l normal normal | normal | normal normal normal
2 normal normal | normal normal normal normal
3 normal normal normal | normal normal normal
4 | normal | normal | normal normal

5.1.1.3 Kualitas Air

normal

normal

Kualitas air media perlakuan selama penelitian relatif masih sesuai untuk

kehidupan ikan bandeng. Oksigen terlarut, pH dan suhu air masing-masing berkisar

antara 5-6 ppm, 7-8 dan 27-29°C.

5.1.2 Uji Patogenitas dengan Metode Injeksi

fingerling. Uji ini tidak berhasil dilaksanakan. Pada awalnya direncanakan dilakukan
metode standar uji patogenitas dengan injeksi seperti yang dilakukan pada spesies
ikan lain (disamping metode rendam). Namun ketika metode tersebut diterapkan pada

ikan bandeng, ikan selalu mengalami kematian sebelum berhasil diinjeksi. Ikan selalu

Uji patogenitas menggunakan metode injeksi dilakukan pada bandeng ukuran

mengalami kematian ketika masa adaptasi pada wadah perlakuan.

Beberapa wadah yang telah dicobakan adalah :

Bak plastik kapasitas 16 liter bening

Bak plastik kapasitas 25 liter bening

Bak plastik kapasitas 1 m3 warna merah

Bak plastik kapasitas 1 m3 warna hitam
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- Bak plastik kapasitas | m3 bening

Tiap wadah perlakuan diatas sudah dicoba dengan bermacam penggunaan air :

Air PDAM tanpa klorinasi

Air PDAM dengan klorinasi

Air kolam dengan klorinasi

Air kolam tanpa klorinasi

Semua usaha untuk adaptasi diatas tidak menghasilkan kelulushidupan fingerling

bandeng seperti yang diharapkan untuk persiapan perlakuan dengan kejadian berikut :
- Awal adaptasi, ikan gelisah, berenang lebih cepat dengan gerakan panik, tidak

mau makan.

- Adaptasi lebih kurang 12 jam, ikan berenang lamban, kadang dengan posisi

kepala condong ke bawah dan tidak mau makan
- Setelah adaptasi 24 jam beberapa ikan mulai mati

- Pada hari kedua, seluruh ikan mati

Setelah melalui berbagai upaya, akhirnya didapatkan wadah yang mampu
menghasilkan kelulushidupan ikan selama masa adaptasi. Hal tersebut dicapai dengan
cara membuat konstruksi kayu berbentuk kubus, kemudian diberi kantong plastik.
Rangkaian ini ditenggelamkan ke kolam. Dengan cara demikian ikan bandeng bisa
bertahan hidup.

Kendala ditemui lagi karena pada saat perlakuan, ikan selalu mati 24 jam
setelah dipegang dan disuntik. Kematian tidak saja terjadi pada ikan yang diberi
perlakuan suntik, tetapi ikan kontrol juga mengalami kematian. Dari keadaan ini
disimpulkan bahwa kematian ikan setelah 24 jam, bukan karena perlakuan injeksi
bakteri, tetapi karena penanganan selama perlakuan. Belum ditemukan literatur yang

menjelaskan hal ini. Selain itu, juga belum ditemukan literatur uji patogenitas pada
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ikan bandeng dengan metode injeksi ukuran fingerling. Uji patogenitas pada bandeng

hanya ditemui pada ukuran larva.

5.2 Pembahasan
5.2.1 Uji Patogenitas Metode Rendam

Hasil percobaan diketahui bahwa kedua isolat bakteri pektinolitik yaitu
Flavobacterium dan Pseudomonas tidak patogen terhadap nener bandeng sampai
kepadatan 10° sel /ml selama perendaman 14 hari, baik pada perlakuan maupun
kontrol. Hal ini dimungkinkan karena nener bandeng memiliki ketahanan lebih tinggi
terhadap kedua jenis bakteri dibanding spesies ikan lain yang pernah diteliti.

Beberapa penelitian terdahulu membuktikan larva bandeng memiliki
ketahanan lebih tinggi dibanding jenmis ikan lain, baik terhadap /lavobacterium
maupun Pseudomonas. lkan Onchorynchus mykiss mengalami kematian pada
perendaman dengan Pseudomaonas fluorescens setelah 15 hari dengan konsentrasi 10°
sel/ml (Lone, 1999). Sedangkan dengan perendaman /lavobacterium psychrophilum,
ikan Onchorynchus mykiss mengalami kematian pada dosis 10° sel/ml setelah
perendaman 14 hari ( Celine, 2000). Bakteri Pseudomonas plecoglossicida bersifat
patogen terhadap ikan Plecoglossus altivelis pada dosis 10° sel/ml, 14 hari setelah
perlakuan (Park, 2000).

Selain lebih tahan terhadap //avobacterium dan Pseudomonas, larva bandeng
juga lebih tahan terhadap Vibrio, dibanding jenis ikan lain. Hasil penelitian Roza dkk.
(1996) mendapatkan bahwa larva bandeng yang direndam tiga jenis Vibrio yaitu
Vibrio alginolyticus, V. harveyi dan V. parahaemolyticus sampai kepadatan 107 sel
/ml, tidak mengalami kematian yang berarti. Dapat dikatakan bahwa bakteri Vibrio

alginolyticus, V. harveyi dan V. parahaemolyticus tidak bersifat patogen bagi larva
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bandeng sampai kepadatan 10” sel /ml. Sedangkan terhadap larva udang windu,
Vibrio harveyi sudah menyebabkan kematian 100% dalam waktu 24 jam dengan
perendaman 8,35 x 10" sel /ml (Zafran dan Roza,1993). Lee ef al (1996) mendapatkan
LDsy Vibrio alginolyticus terhadap Pennueus monodon setelah 7 hari dengan
perlakuan 10° sel / ml. Hameed (1995) mendapatkan LDsy Vibrio campbelli terhadap
Pennaeus monodon pada dosis 10° sel / ml setelah perendaman 3 hari. Roza dkk
(2001) mendapatkan bahwa V. varveyi bersifat patogen terhadap larva kepiting pada
perendaman 10" sel/ml jam. Roza dkk (1996) menyarankan penelitian tentang faktor
pakan dan kecukupan gizi (kualitas pakan), terutama pakan alami scbagai faktor
utama penyebab kematian ikan bandeng. Karena penggunaan pakan berkualitas
rendah sering menyebabkan terjadinya kasus kematian dengan kepala lebih besar
dibanding bagian tubuh lain yang sering dikenal dengan istilah kepala gentong. Selain
itu penyakit yang sering menyerang larva bandeng adalah mata perak. Penyakit ini
ditandai dengan bandeng tidak mau makan karena mata tidak berfungsi akibat sinar
matahari terlalu tinggi . larva cenderung bergerak berputar tidak beraturan dan akan
mati setelah 24 — 48 jam.

Pengamatan terhadap tingkah laku selama penelitian juga menunjang bahwa
nener bandeng tidak terpengaruh oleh perlakuan perendaman bakteri yang diberikan.
Selama penelitian, tingkah laku nener bandeng tetap gesit, nafsu makan normal serta
tidak menunjukkan gejala terserang penyakit seperti berenang lamban, berputar-putar,
mengambang ataupun megap-megap. Menurut Ahmad, er a/ (2000), gejala yang
umum terjadi pada bandeng bila terserang penyakit adalah bergerak berputar tidak
beraturan dan biasanya setelah 24 — 48 jam akan mengalami kematian.

Pada akhir penelitian dilakukan pengamatan terhadap kondisi kulit dan insang

nener bandeng. Hasil pengamatan tidak menunjukkan gejala serangan bekteri
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Flavobacterium maupun Pseudomonas. Menurut Inka (2004), salah satu gejala
terjadinya serangan Pseudomonas pada ikan adalah munculnya luka pada tubuh ikan
. infeksi Pseudomonas anguilli ditandai dengan munculnya luka kemerahan di sekitar
mulut, operkulum dan daerah ventral. Sedangkan infeksi Pseudomonas fluorescent
ditandai dengan adanya kerusakan sirip dan ekor, luka-luka berdarah pada kulit,
hemoragic pada insang, ginjal, hati dan usus. Infeksi Pseudomonas chlororaphis
ditandai dengan adanya haemoragic pada permukaan tubuh dan adanya cairan pada
rongga perut. Luka terbuka yang terjadi dapat menyebabkan ikan menjadi sangat
lemah. Pada kondisi yang parah dimana terjadi kerusakan kulit yang luas, dapat
mengakibatkan gangguan pada sistem pengaturan osmotik ikan dan menyebabkan
ikan rentan terhadap infeksi sekunder. Sedangkan /“lavobacterium merupakan bakteri
yang secara umum diketahui sering menjadi penyebab penyakit pada ikan ornamental
seperti granuloma atau penonjolan mata pada ikan molly (Molliensia sphaenops).
Tkan yang terinfeksi menjadi kurus dan pucat, terjadi nodul-nodul putih pada organ-
organ dalam, retina khoroid dan otak (Irianto, 2005).

Tingkat patogenitas bakteri terhadap inang berbeda-beda, dipengaruhi oleh
faktor pertahanan imang dalam melawan patogen maupun faktor patogenitas yang ada
pada patogen (kemampuan memproduksi toksin, enzim, mengatasi ketahanan inang
serta kecepatan berkembang biak). Bakteri memiliki plasmid sebagai faktor
keganasan. Perbedaan jenis plasmid yang dimiliki tiap bakteri menyebabkan
perbedaan tingkat keganasan (Kamiso, 1996). Sementara itu, inang (ikan) memiliki
salah satu sistem pertahanan tubuh berupa protein (laktoferin dan transferin). Protein
tersebut akan mengikat zat besi sebagai unsur essensial yang dibutuhkan bakteri

sehingga bakteri tidak dapat bertahan hidup (Neilands, 1981 dan Irianto, 2005).
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Tidak semua ikan akan mengalami sakit ketika terjadi serangan patogen.
Beragam faktor mempengaruhi tiap individu dalam menanggapi suatu patogen
potensial. Patogen harus dapat menembus sistem imun ikan untuk dapat menimbulkan
penyakit. Daya tahan alami memungkinkan suatu hewan menjadi terbebas dari
serangan patogen karena tifdak adanya jaringan spesifik atau reseptor seluler bagi
kolonissi patogen atau tidak mampu mendukung syarat-syarat optimum terhadap
kecukupan nutrien maupun parameter lingkungan bagi pertumbuhan patogen (Irianto,
2005).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa bakteri pektinolitik /lavobacaterium dan
Pseudomonas yang diujikan, tidak bersifat patogeni terhadap ikan bandeng. Dengan
demikian, kedua isolat bakteri tersebut dapat direkomendasikan untuk skrening tahap
selanjutnya guna pengembangan probiotik untuk menekan Microcystis aeruginosa.
Kandidat bakteri penyusun probiotik harus tidak memiliki efek negatif terhadap
keseimbangan ekologi perairan dan tidak bersifat patogen terhadap ikan yang
dipelihara. Oleh karena itu, dalam upaya pengembangan kombinasi bakteri probiotik
ini, uji patogenitas dan dampak terhadap komposisi phytopankton dan zooplankton,
kualitas air dan ikan yang dipelihara harus dilakukan dengan ketat.

Data kualitas air selama penelitian berada pada kisaran normal, relatif sesuai
untuk kehidupan ikan bandeng, walaupun selama penelitian tidak dilakukan
penyiponan. Penyiponan tidak dilakukan dengan pertimbangan untuk menghindari
berkurangnya konsentrasi bakteri perlakuan melalui air yang terbuang. Nilai
parameter kualitas air yang normal selama penelitian, dimungkinkan sebagai hasil

kombinasi beberapa hal berikut :

- Pemberian aerator yang menambah suplai oksigen serta pemberian pakan secara

ad libitum yang meminimalkan sisa bahan organik dalam perairan,
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- Sifat bakteri Pseudomonas yang oportunistik dimana pada keadaan normal,
bakteri tersebut ada pada lingkungan perairan atau tubuh ikan tanpa
menimbulkan penyakit. Bakteri akan menimbulkan penyakit pada saat terjadi

stress atau daya tahan tubuh ikan menurun.

- Sifat bakteri oportunis yang winumnya saprofitik (Irianto, 2005), sehingga
mampu mendekomposisi sisa pakan dan feses ikan. Didukung adanya aerasi,
maka oksigen akan tersedia sehingga proses dekomposisi terjadi secara aerobik
yang cenderung tidak menghasilkan asam organik seperti H,S yang bersifat

racun.
- Suhu perairan yang normal, sehingga mendukung sistem imun ikan dengan

baik. Irianto (2005) menjelaskan bahwa sistem imun ikan sangat terpengaruh

suhu karena ikan bersifat poikilothermal.

5.2.2 Uji Patogenitas Metode Injeksi

Matinya gelondong bandeng selama adaptasi dalam wadah kemungkinan
disebabkan karena fluktuasi subu antara siang dan malam yang tidak mampu ditolerir
oleh bandeng. Menurut Hadi dan Supriatna (1988 dalam Trisyani, 1997), bandeng
toleran terhadap suhu tinggi hingga mencapai 40°C, namun sangat sensitif terhadap
suhu dingin, yang dapat menyebabkan kematian. Volume air dalam bak kemungkinan
tidak mampu mempertahankan panas yang telah diserap air hingga dini hari. Sehingga
fluktuasi air tidak mampu ditolerir bandeng. Pada kolam yang memiliki kepadatan
plankton cukup (kecerahan 40 — 60 cm), fluktuasi suhu antara siang dan malam
cenderung lebih tidak bergejolak dibanding perairan miskin plankton. Hal ini
disebabkan molekul plankton mampu mempertahankan panas lebih lama setelah tidak

ada panas matahari (matahari tenggelam). Panas dilepaskan secara perlahan, sehingga
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selama malam hari, subu air terpelihara tidak terlalu dingin. Dengan kata lain,
berfluktuasi tidak terlalu dingin. Sedangkan molekul air cenderung lebih cepat
melepaskan panas. Sehingga setelah tidak ada cahaya matahari, panas yang telah
diserap molekul air dengan cepat dilepaskan. Akibatnya suhu perairan pada malam air
menjadi lebih dingin. Dengan kata lain, fluktuasi menjadi lebih besar (Sachlan, 1981).

Kematian bandeng yang dipelihara di  kolam, setelah penyuntikan,
kemungkinan disebabkan karena bandeng mengalami stress. Penjelasan secara teori
belum ditemukan. Penjelasan diperoleh dari praktisi lapang, bahwa ikan bandeng
membutuhkan penanganan yang benar-benar halus. Sebagai contoh, pemindahan
bandeng dari satu tempat ke tempat lain dengan cara mengayunkan air di sekitar ikan,
bukan dengan memegang ikan, walaupun ikan bandeng tersebut sudah berukuran
besar (lebih besar dari fingerling). Sehingga upaya untuk menangkap, memegang dan
menyuntik bandeng, dimungkinkan sudah mengakibatkan ikan mengalami stres dan
mati.

Upaya mencari metode adaptasi pra perlakuan tersebut memakan waktu cukup
lama (3 bulan), sehingga uji patogenitas metode injeksi belum berhasil dilakukan
dengan waktu penelitian yang tersedia. Walaupu begitu, masih akan dicoba upaya lain
yaitu memegang ikan menggunakan kaos tangan dan spon. Walaupun belum
mendapatkan hasil tentang uji patogenitas pada ikan bandeng dengan metode injeksi,
namun tahapan penelitian ini setidaknya memberikan informasi bagaimana

penanganan bandeng dalam penelitian laboratorium.
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan
Hasil penelitian menyimpulkan :
- Bakteri pektinolitik hasil isolasi dari tambak daerah Lamongan dan Gresik yaitu
Flavobacterium dan Pseudomonas yang diujikan, tidak bersifat patogen
terhadap larva bandeng, pada perendaman selama 14 hari, masing —masing

sampai kepadatan 10” sel / ml

6.2 Saran

Berdasar hasil penelitian, disarankan hal-hal sebagai berikut :

- Dilakukan skrening lanjutan terhadap bakteri pektinolitik tersebut sesuai

tahapan skreening yang harus dipenuhi dalam standar pengembangan probiotik

lingkungan.
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Lampiran 1. Hasil Pengamatan Terhadap Jumlah Tkan yang Mati pada Tiap Perlakuan

Konsentrasi ["lavobacterium

Pengamatan | Ulangan Jumlah ikan yang mati pada perlakuan konsentrasi
hari ke- ke - Flavobacterium (ekor)
10" sel/ml | 107 sel/ml | 10%sel/ml | 10”sel/ml | 10”sel/ml | Kontrol
@w | ® | © | ® | ® (F)
2 ] 0 0 0 2 0 2
2 1 3 0 1 0 1
3 0 0 0 0 1 0
- 0 4 0 1 1 0
4 ] 0 0 I 0 0 0
4 0 0 0 3 0 0
3 2 0 0 0 0 1
4 0 4 | 0 0 0
6 1 1 0 0 0 0 0
2 0 5 0 0 0 0
3 0 0 1 0 0 2
4 3 0 2 0 1 0
8 1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 1 0 0
3 0 2 0 0 0 0
4 0 0 0 0 1 0
10 1 1 0 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0 1
3 0 1 0 0 0 0
4 0 0 2 0 0 0
12 1 0 0 0 0 0 2
2 0 2 0 1 0 0
3 0 0 1 0 2 0
4 0 0 0 0 0 0
14 1 1 0 ] 0 0 0
2 0 0 0 0 1 0
3 2 0 0 0 0 0
4 0 1 0 0 0 0




Lampiran 2. Hasil Uji Anova terhadap Data Uji Patogenitas //avobacterium terhadap
Nener Bandeng

Tabel Hasil Pengamatan Uji Patogenitas /-/avobacterium terhadap Nener Bandeng
pada Akhir Perlakuan (hari ke-14)

Rata-rata persentase .s-yr-vivu/ rate nener bandeng
Ulatigan ; - pada a(L;hlr pengar[r;atan . -
1 97 100 98 98 100 96
2 97 90 100 94 99 98
3 96 97 98 100 97 97
4 97 91 95 99 97 100
Total 387 378 391 391 393 391
Rata-rata 96,75 94,50 97,75 97,75 98,25 97,75

FK = (2331)2 =226398.375
6x4

JKT =972+97%+ 96+ ... + 100* — FK = 156,625

JKP  =(387+ (378 + ... + (391 - FK = 37,875
4

JKS =JKT-JKP=118,75

KTP =372875=37.875=7,5750
t-1 5

KTS = 118,75 =118.75 =6,5972
tn—1) 18

F hitung = KTP =1,1482
KTS



Tabel Analisis Sidik Ragam

Sumber db JK KT F hitung F Tabel
Keragaman 0,05 0,01
Perlakuan 5 37,875 7,575 1,1482 2.77 4,25
Sisa 18 118,750 6,5972
Total 23 156,625
Hasil sidik ragam = F hitung < F table
Berarti tidak terdapat perbedaan diantara perlakuan
BNJ 5% =Q 5% (t,dbsisa)x KTS

n
=449 x 6,5972
4
=449 x 1,2842
=577
Perlakuan X x-B X-A x-C x-D x-F BNJ 5%

E 98,25° 3,75 1,50 0,50 0,50 0,50 DFT
F 97,75° 3.25 1,00 0 0
D 97,75 3,25 1,00 0
£ 97,75° 325 1,00
A 96,75 2.25
B 94.50°

Kesimpulan : antara perlakuan tidak menunjukkan perbedaan (tidak berbeda nyata)




Lampiran 3. Hasil Pengamatan Terhadap Jumlah Ikan yang Mati pada Tiap Perlakuan
Konsentrasi Pseudomonas

Pengamatan | Ulangan Jumlah ikan yang mati pada perlakuan konsentrasi
hari ke- ke - Pseudomonas (ekor)
10" seV/ml | 10 sel/ml | 10°sel/ml | 10”sel/ml | 10”sel/ml | Kontrol

(A) B) | © () (E) (F)

2 1 0 | 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 3

3 3 0 0 0 1 0

4 0 2 1 0 0 0

4 1 0 0 0 0 0 1
2 0 2 0 1 0 0

3 3 0 0 0 0 0

4 0 0 3 0 0 0

6 1 0 0 0 0 0 2
2 0 2 0 | 0 0

3 0 0 1 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0

8 1 1 0 0 0 2 0
2 0 0 0 3 0 0

3 2 0 1 0 0 3

4 0 0 Z 0 0 0

10 1 1 0 0 0 0 0
2 0 - 0 0 0 0

3 0 0 1 0 0 0

- 0 0 2 0 1 0

12 1 0 0 0 0 0 2
2 0 0 1 1 1 0

3 1 2 0 3 0 3

4 0 0 0 0 0 0

14 1 0 0 0 | 1 |
2 2 0 0 0 1 2

3 1 0 0 0 0 0

4 0 | 0 2 0 0
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Lampiran 4. Hasil Uji Anova terhadap Data Uji Patogenitas Pseudomonas terhadap
Nener Bandeng

Tabel Hasil Pengamatan Uji Patogenitas Pseudomonas terhadap Nener Bandeng
pada Akhir Perlakuan (hari ke-14)

Rata-rata persentase survival rate nener bandeng
Ulangan - 5 pada aéhl[’ pengm;atan = -
1 99 99 100 99 97 94
2 98 92 99 94 98 95
3 90 98 97 97 99 94
4 100 97 92 98 99 100
Total 387 376 388 388 393 383
Rata-rata 96,75 96,50 97,00 97,00 98,25 95,75

FK = (2325)° =225234,375
6x4

JKT =992+ 982+ 9084625 100% ~ FK = 156,625

JKP  =(387)"+(386)* + ... + (383)* - FK = 13,375
4

JKS =JKT-JKP=171.25

KTP =13.375=13,375=2,675
t-1 5

KTS = 17125 =17125=9,5139
ttn-1) 18

F hitung = KTP =0,2812
KTS



-

fsas . ]

Tabel Analisis Sidik Ragam

Sumber d.b JK KT F hitung F Tabel
Keragaman 0,05 0,01
Perlakuan 5 13,375 2,675 0,2812 2,77 4,25
Sisa 18 171,250 9.5139
Total 23 184,625
Hasil sidik ragam = F hitung < F table
Berarti terdapat perbedaan diantara perlakuan
BNIJ 5% =Q 5% (t,dbsisa)x KTS

n
=449 x 9,5139
4
=449 x 1,5422
=6,9245
Perlakuan X x-F x-B x-A x-D x-C BNJ 5%

E 98,25° 25 1715 1,50 1,25 1,25 6,92
C 97,00 1,25 0,50 0,25
D 97,00° 1,25 0,50 0,25
A 96,75" 1,00 0,25
B 96,50 " 0,75
F 95,75"

Kesimpulan : antara perlakuan tidak menunjukkan perbedaan (tidak berbeda nyata)
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