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Abstrak

Penyakit yang disebabkan oleh virus dan bakteri dalam kegiatan budidaya udang sangat merugikan. Bakteri dari
genus Vibrio yang menjadi faktor penyebab penyakit Vibriosis yang dapat menyebabkan kematian massal baik
pada skala hatchery maupun tambak. Infeksi Vibrio selanjutnya dapat menyebabkan infeksi sekunder dari
penyakit WSSV. Penggunaan antibiotik untuk mengurangi masalah penyakit bakterial dapat menyebabkan
residu dan dapat menyebabkan resistensi bakteri patogen yang menjadi target. Genus Lactobacillus mempunyai
beberapa kelebihan untuk berpotensi menjadi agen probiotik, diantaranya mampu bertahan pada pH rendah,
tahan terhadap garam empedu, memproduksi antimikroba dan memiliki daya antagonistik terhadap bakteri
patogen. Lactobacillus casei mampu memproduksi bakteriosin yang diantaranya asidolin, asidofilin, dan
laktosidin yang memiliki spektrum luas untuk melawan patogen. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui kemampuan Lactobacillus casei unutk menghambat pertumbuhan Vibrio harveyi dan untuk
mengetahui konsentrasi hambat yang optimal dari Lactobacillus casei yang mampu menghambat pertumbuhan
Vibrio harveyi. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli —September 2016 di Labaoratorium Kering Fakultas
Perikanan dan Kelautan Universitas Airlangga. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap dengan 6
perlakuan 4 ulangan. Analisis data yang digunakan adalah dengan menggunakan metode deskriptif. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa beberapa konsentrasi Lactobacillus casei mampu menghamabat Vibrio harveyi
dengan kategori daya hambat yang kuat (lebar diameter zona hambat 10 mm — 20 mm).

Kata kunci: Vibrio harveyi, Lactobacillus casei, uji antagonis, zona hambat, zat antimikroba

Abstract

Diseases caused by viruses and bacteria in shrimp farming activities is very harmful. Bacteria of the genus
Vibrio factors cause vibriosis disease that can cause mass mortality on a scale both hatchery and pond. Vibrio
infections can caused secondary infection of WSSV disease. The use of antibiotics to reduce the problem of
bacterial diseases can cause residue and can cause resistance of pathogenic bacteria target. Genus from
Lactobacillus have some advantages for potentially a probiotic agent, among others able to survive at low pH,
resistance to bile salts, antimicrobial and has the power to produce antagonistic against pathogens. Lactobacillus
casei able to produce bacteriocins which include asidolin, asidofilin, and laktosidin which has a broad spectrum
to fight pathogens. The purpose of this study was to determine the ability of Lactobacillus casei fatherly inhibit
the growth of Vibrio harveyi and fatherly determine minimal inhibitory concentrations of Lactobacillus casei
capable of inhibiting Vibrio harveyi. This research did on July — September 2016 in dry laboratory Fisheries and
Marine Faculty, Airlanga University. This study uses a completely randomized design with 6 treatments 4
replications. Analysis of the data used is by using descriptive method. The results showed that some
concentrations of Lactobacillus casei capable menghamabat Vibrio harveyi with strong inhibition of categories
(the width of inhibition zone diameter 10 mm - 20 mm.

Keywords: Lactobacillus casei, Vibrio harveyi, Antagonistic Test, Antimicrobial substance
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PENDAHULUAN

Udang vaname (Litopenaeus

vannamei) merupakan salah satu ko-
yang
pada tahun 2001 oleh
pemerintah, karena kejenuhan budidaya

moditas  budidaya unggulan

diintroduksi

udang windu (Penaeus monodon) yang
terserang WSSV, sehingga sejak itu
pemerintah menjadikan udang vaname
sebagai komoditas unggulan (Sukenda
dkk., 2005). Permasalahan yang sering
dihadapi oleh para pembudidaya adalah
timbulnya penyakit vibriosis yang di-
sebabkan oleh bakteri patogen Vibrio
harveyi. Penyakit ini dapat
baik
pada skala hatchery maupun skala
tambak (FAO, 2015).

Penanganan

menyebabkan kematian massal

yang sering di-
lakukan adalah dengan menggunakan
antibiotik maupun desinfektan. Peng-
gunaan antibiotik maupun dsinfektan
berlebih

resistensi pada bakteir yang menjadi

secara akan menyebabkan
target dan dapat menimbulkan residu
pada tubuh udang (Moriarty, 1999).
Penggunaan probiotik adalah salah satu
untuk

cara Yyang dapat digunakan

menghindari resistensi.  Lactobacillus
casei merupakan bakteri yang mampu
menghasilkan bakteriosin yang me--
miliki spektrum luas terhadap patogen

(Ahmed et al., 2010). Bakteri yang

12

termasuk dalam golongan bakteri asam
laktat ini terbukti dapat menghambat
pertumbuhan patogen seperti Eserichia
dan E.
faecalis yang bersifat patogen terhadap
2014). Oleh
karena itu diperlukan penelitian untuk

coli, Staphylococcus aureus,

manusia  (Sunaryanto,
melihat kemampuan Lactobacillus casei
dalam uji antagonistik terhadap Vibrio
harveyi yang bersifat patogen terhadap

udang.
MATERI PENELITIAN
Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di La-
boratorium Kering Fakultas Penikanan
dan Kelautan,
Uji biokimia bakteri dilakukan di Balai

Karantina

Universitas Airlangga.

lkan Kelas | Juanda,

Surabaya. Penelitian ini dilaksanakan

pada Bulan Juli — September 2016.
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam

penelitian ini adalah tabung reaksi,

cawan petri, rak, jarum ose, pinset,
autoclave, inkubator, pembakar bunsen,
drigalski, sentrifuge, kapas, penggaris,
kertas whatmann no. 93 (ukuran pori-
pori 1), mikropipet, dan vortex. Bahan
yang digunakan antara lain biakan
murni bakteri Lactobacillus casei yang
diisolasi dari

susu  diperoleh dari

Diterima/Received: 2 Desember 2016
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Laboratorium Biologi Fakultas Sains
dan Teknologi Universitas Airlangga,
bakteri  Vibrio

harveyi yang didapatkan langsung dari

dan biakan murni

Balai Besar
Payau Jepara (BBPBAP Jepara). TSA
(Tryptone Agar), TCBS
(Thiosulfate Citrate Bile-Salt), antibiotik

Perikanan Budidaya Air

Soya

jenis rifampisin, akuades steril, alkohol
70%, NaCl fisiologis.

Prosedur Kerja

Sebelum dilaksanakan penelitian,
alat-alat yang akan digunakan pada
penelitian  disterilisasi menggunakan
autoclave pada suhu 121°C, dengan
tekanan udara 1 atm selama 15 menit.
Sedangkan thip mikropipet disterilkan
dengan menggunakan alkohol 70%.

Pembuatan  Suspensi  bakteri
dilakukan dengan berdasar standar Mc
Farland hingga sesui dengan perlakuan
yang diinginkan. Pembuatan suspensi
bakteri dilakukan dengan cara me-

ngambil beberapa koloni bakteri Vibrio

harveyi yang tumbuh pada media
TCBS dengan menggunakan
menggunakan  jarum  0se,  untuk
kemudian  diencerkan  menggunakan

NaCl fisiologis hingga volume 10 ml
dan disetarakan de-ngan standar Mc

Farland skala 1,ke-mudian diencerkan

hingga pengenceran 10° sesuai dengan

13

LD50.
bakteri diambil dengan menggunakan
thip 10
tersebut diteteskan
TSA,

me-nggunakan

Setelah diencerkan, suspensi
mikropipet dengan ukuran
mikron. Suspensi
pada media agar kemudian
diratakan drigalski
hingga kering, sehingga koloni tersebar
merata pada media agar.

Pembuatan  suspensi  bakteri
Lactobacillus casei dilakukan dengan
cara menuangkan biakan murni bakteri
yang ada pada media MRS broth pada
tabung sentrifuge untuk  kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 3500
rpm dalam waktu 15 menit untuk
memisahkan bakteri dengan media cair.
Setelah dilakukan sentrifugasi, bakteri
dibilas menggunakan NaCl fisiologis
sebanyak 2 sampai 3 kali. Setelah di-
bilas, suspensi divortex agar kembali
homogen. Kemudian diambil sebanyak
1 ml untuk diencerkan dengan me-
NaCl

disetarakan dengan standar Mc Farland

nggunakan fisiologis  dan
skala 2, setelah setara diencerkan hingga
pengenceran 108,

Uji antagonistik pada penelitian
ini menggunakan metode difusi kertas
cakram.

Metode ini dilakukan dengan cara
meneteskan  suspensi  bakteri  Vibrio
harveyi sebanyak 10ul

TSA

kedalam agar

untuk kemudian diratakan

Diterima/Received: 2 Desember 2016
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menggunakan drigalski yang sebelumnya
telah dipanaskan pada api bunsen.
Suspensi  bakteri Lactobacillus casei
diteteskan dengan menggunakan thip
sebanyak 15ul pada kertas whatmann
yang telah diletakkan pada agar TSA
yang diteteskan suspensi bakteri Vibrio
harveyi. Setelah diteteskan pada masing-
masing kertas sesuai perlakuan, cawan
petri  diberi  plastik wrap untuk
menghindari kontaminasi bakteri yang
tidak diinginkan. Selanjutnya diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 30°C untuk
mengetahui daya hambat yang dihasilkan
oleh  bakteri  Lactobacillus  casei.
Pengukuran zona hambat dilakukan
dengan cara me-lakukan pengukuran
zona berwarna bening sesuai dengan
konsentrasi  tiap  perlakuan.  Pada
penelitian ini digunakan 5 cawan petri
yang masing-masing telah berisi kultur
bakteri Vibrio harveyi dengan konsentrasi.
LD50 (1x10° cfu/ml), berbagai
konsentrasi  Lactobacillus casei dan
antibiotik  rifampisin 50ug/ml  yang

telah diteteskan pada masing-masing

kertas  cakram  sesuai  perlakuan.
Pengukuran diameter zona hambat

dilakukan menggunakan penggaris.

Parameter Penelitian

Parameter yang digunakan
dalam penelitian adalah parameter
utama dan parameter pendukung.
Parameter utama yang diamati adalah
zona hambat yang dihasilkan oleh
Lactobacillus casei terhadap Vibrio
harveyi dari masing-masing
perlakuan.  Parameter  pendukung
yang diamati adalah hasil uji biokimia

dari masing-masing bakteri uji.
Analisis data

Data hasil penelitian disajikan
secara deskriptif, yakni memaparkan
data hasil penelitian dengan bentuk
penjelasan, angka dan gambar yang
dideskriptifkan, dan juga dapat secara
grafis guna mendapatkan gambaran
tentang data-data penelitian sehingga
lebih mudah dibaca dan dipahami
(Ali  dan Kadir, 2012). Hasil

Tabel 1 Rerata diameter zona hambat uji antagonis bakteri asam laktat

Perlakuan

Rata-rata Diameter Zona Hambat (mm)

P1 (2x10* cfu/ml)
P2 (2x10° cfu/ml)
P3 (2x10° cfu/ml)
P4 (2x10" cfu/ml)
P5 (2x10° cfu/ml)
PO (Rifampisin 50 ug)

9.25
11
13.625
11.875
10.875
6.75
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pengamatan zona hambat ditentukan

secara kuantitatif yakni diperoleh
dari pe-ngukuran berdasar
pengamatan diameter (mm) zona
hambat yang terbentuk.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Uji Antagonistik

Uji antagonis Lactobacillus
Vibrio

menggunakan

casei  terhadap
dilakukan

metode difusi kertas cakram. 5 kon-

harveyi
dengan

sentrasi bakteri yang berbeda dan 1
antibiotik sebagai kontrol diuji secara
in vitro dengan bakteri penyebab
vibriosis pada udang Vibrio harveyi.
Hasil uji antagonistik antara bakteri
Lactobacillus casei dengan bakteri
penyebab vibriosis pada udang Vibrio
harveyi menunjukkan bahwa berbagai
konsentrasi dari Lactobacillus casei
mampu  menghambat pertumbuhan
dari Vibrio harveyi. Besar diameter
zona hambat rata-rata dapat dilihat

pada tabel 1.

Pembahasan Hasil uji an-

tagonistik menunjukkan bahwa

seluruh  konsentrasi  Lactobacillus
casei (2x10*, 2x10° 2x10° 2x107,
2x10%)  dan

50ug/ml

kontrol  rifampisin

mampu menghambat
pertumbuhan Vibrio harveyi. Zona

hambat yang dihasilkan merupakan

15

kemampuan  bakteri  untuk me-
nghambat  patogen. Konsentrasi
Lactobacillus casei 2x10* cfu/ml

menghasilkan zona hambat dengan
lebar diameter rata-rata 9.25 mm, hal
ini menunjukkan kemampuan daya
konsetrasi

hambat sedang. Pada

2x10°, 2x10° 2x107, dan 2x10° yang

masing-masing  memilki  rata-rata
lebar zona hambat sebesar 11 mm,
13.625 mm, 11.875 mm, dan 10.875
mm. Nilai diameter zona hambat
dari masing-masing perlakuan
tersebut termasuk dalam kategori
kuat. Menurut pernyataan Davis dan
Stout  (1971)

hambat suatu bakeri dikelompokkan

kemampuan daya

menjadi 4 kategori, yakni kategori
sangat kuat jika lebar diameter zona
hambat > 20 mm. Kategori kuat
jika lebar diameter 10 — 20 mm.
Kuat jika lebar diameter zona
hambat sebesar 5 — 10 mm, dan
dianggap lemah jika lebar diameter
zona hambat < 5 mm. Menurut
FLUKA (2013) standar zona hambat
yang dihasilkan oleh antibiotik
dikelompokkan menjadi 3 macam,
yakni rentan, sedang, dan resisten.
dihasilkan

kontrol pada

Zona hambat  yang

rifampisin  sebagai
peneltian ini tergolong resisten, karena

diameter zona hambat yang dihasilkan
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<22 mm.

Berdasar data yang dihasilkan,
Lactobacillus casei memiliki aktivitas
antimikroba terhadap bakteri patogen
penyebab vibriosis pada udang Vibrio
Bakkal et al. (2012)
menyatakan bakteriosin adalah protein

harveyi.

yang bersifat antimikroba. Bakteriosin

ini dapat diproduksi oleh bakteri
maupun archaea yang cara Kkerjanya
bergantung pada kepadatan sel. Lebar
diameter zona hambat yang berbeda
menunjukkan adanya jumlah produksi
zat antibakteri yang berbeda dari

Lactobacillus casei. Perlakuan dengan

konsentrasi 2x10°  dan 2x10° me-
nunjukkan semakin tinggi konsentrasi
bakteri, zona hambat yang dihasilkan
menurun. Hal ini dikarenakan bakteri
lebih terfokus untuk kompetisi nutrisi
sehingga zat antibakteri yang dihasilkan
tidak maksimal (Zacharoff dan Lovitt,
2012).

Penelitian Aween et al. (2012)
menyatakan bahwa Lactobacillus casei
bakteri  yang

memproduksi zat antibakteri terutama

merupakan mampu
bakteriosin, dimana bakteriosin yang
dihasilkan memiliki aktivitas antibakteri
paling tinggi. Lebih lanjut Zalan et al.
(2005) menyatakan bahwa, bakteriosin
caseli

yang dihasilkan Lactobacillus

dapat merusak struktur molekul dari

16

sel bakteri, sehingga akan menyebabkan
kebocoran pada sel bakteri dan akan

menyebabkan kematian sel bakteri
patogen.
Manod  (2007)  menyatakan,

pola pertumbuhan terdapat beberapa

faktor yang mempengaruhi. Fase
pertumbuhan bakteri juga berbeda,
diantaranya  adalah lag phase,

acceleration phase, exponential phase,
retardation phase, dan phase of decline.
yang telah
dilakukan, bakteri Lactobacillus casei
yang
cakram mengalami fase

Pada kasus penelitian

telah diteteskan pada kertas
retardation
phase, yakni fase dimana bakteri
mengalami pertumbuhan pada awalnya,
kemudian

berangsur mengalami

penurunan jumlah sel pada saat
inkubasi. Hal ini dapat dipengaruhi oleh
bakteri yang

tinggi, sehingga terjadi kompetisi nutrisi

jumlah kepadatan sel

dan menyebabkan retardation phase.
SIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan hasil penelitian, Lac-
tobacillus casei mampu menghambat
pertumbuhan Vibrio harveyi. Masing-
masing perlakuan menunjukkan bahwa
Lactobacillus casei membentuk zona
bening di sekitar kertas cakram. Kon-
Lactobacillus

sentrasi  minimal dari

casei untuk menghambat pertumbuhan
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Vibrio harveyi adalah pengenceran ke
10*. Lebar zona hambat sangat kecil
namun sudah bisa menghambat per-
tumbuhan Vibrio harveyi. Selain itu
lebih

in vitro dengan kon-

disarankan adanya penelitian
lanjut secara
lebih

konsentrasi

sentrasi rendah untuk melihat

hambat minimal dari

Lactobacillus casei.
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