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ABSTRAK

Tujuan dari penelitian ini yaitu mengisolasi bakteri yang berpotensi
sebagai probiotik dari usus ikan nila yang dibudidayakan di daerah Provinsi Riau;
mengetahui tingkat pertumbuhan bakteri kandidat probiotik pada pH tumbuh 2, 4
dan 6; menguji potensi antibakteri kandidat probiotik dari usus ikan nila
(Oreochromis nilotikus) terhadap bakteri patogen Streptococcus agalactiae.
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode survei dan
eksperimen dengan mengisolasi kandidat bakteri probiotik pada usus ikan nila.
Bakteri kandidat probiotik yang ditemukan dari usus ikan nila sebanyak 20 isolat.
Berdasarkan hasil identifikasi uji fisika, biokimia dan morfologi, isolat kandidat
probiotik yang ditemukan terdiri 2 jenis yaitu dari genus Bacillus sp dan
Lactobacillus sp. Dari 20 isolat bakteri tersebut ditemukan dua isolat yang
menunjukan zona hambat terluas, yaitu isolat N-4, jenis Lactobacillus sp yang
menunjukan zona hambat sebesar 22,7 mm, dan isolat N-6, jenis Lactobacillus
sp dengan zona hambat sebesar 7,2 mm. Hasil identifikasi dengan API 50 CHL
test kit terhadap isolat N-4,, dan N-6,, menunjukan bahwa kedua isolat tersebut
dikategorikan kedalam Lactobacillus paracasei spp NCFB dengan tingkat
kemiripan masing-masing sebesar 82% dan 78%.
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ISOLATION OF PROBIOTIC BACTERIAL CANDIDATES
FROM the INTESTINE OF NILA (Oreochromis niloticus) TO
CONTROL Streptococcus agalactiae

by:
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Email: Sarbaini aban.@yahoo.com

ABSTRACT

The aim of this research was to isolate bacteria that had potential to act as
probiotics from the intestine to Oreochromis niloticus being cultured in Riau
Province; to investigate the optimum growth of at pH 2, 4 and 6; and to test the
antibacterial potency of bacterial candidate probiotic against candidate
pathogens Streptococcus agalactiae. The methods used in this research are Survey
and experiments methods were candidate in this research. Probiotic bacteria was
isolated from the inner wall of nila intestine. Twenty isolates were obtained from
four fish. Identification based on physical, biochemical and morphological
characters indicated that the isolates were classified into Bacillus and
Lactobacillus sp. Two of 20 isolate showed highest clear zone against S.
agalactiae. They were isolate N-4, (22.7 mm), and N-6, (7.2 mm). Identification
by using API CHL 50 Kits identicated that the two isolates were chategorized into
Lactobacillus paracasei spp NCFB with similirity of 82% dan 78%, respectively

Key words: isolation, the bacteria candidates probiotics, Streptococcus agalactiae,
Oreochromis niloticus
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PENDAHULUAN

Ikan nila (Oreochromis
niloticus) merupakan salah satu jenis
ikan konsumsi yang memiliki nilai
ekonomis tinggi. Permintaan ikan
nila banyak dalam bentuk ikan segar
maupun  dalam  bentuk fillet.
Permintaan  tersebut = mencakup
permintaan pasar domestik maupun
dari luar negeri seperti Amerika dan
Eropa. Produksi ikan nila setiap
tahunnya mengalami peningkatan,
pada 2008 mencapai  volume
produksi  hingga 220.900 ton
(Poernomo, 2009).

Penyakit bakterial merupakan
salah satu masalah penting yang
sering timbul dalam usaha budidaya
ikan air tawar. Salah satu penyakit
bakterial yang akhir-akhir ini banyak
menyerang  ikan nila  adalah
streptococcosis yang disebabkan oleh
bakteri  Streptococcus agalactiae.
Menurut Pasnik et al., (2009) bahwa
Streptococcus  agalactiae  banyak
menyerang ikan baik pada perairan
umum maupun pada ikan budidaya
yang menyebabkan banyak
terjadinya kerusakan organ yaitu hati
bewarna pucat dan bertekstur rapuh.

Wabah bakteri Streptococcus
agalactiae bersifat akut dan dapat
menyebabkan kematian tinggi hingga
mencapai 100% pada ikan budidaya
(Hernandez et al., 2009).
Penanggulangan penyakit bakterial
pada ikan sering dilakukan dengan
pemberian antibiotik. Akan tetapi,
penggunaan antibiotik secara terus
menerus dikhawatirkan dapat
menyebabkan terjadinya resistensi
bakteri terhadap antibiotik tersebut.
Selain  itu  meningkatnya isu
mengenai keamanan pangan dan
keamanan lingkungan kerap menjadi
faktor pembatas dalam penggunaan
antibiotik. Seiring dengan
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perkembangan teknologi,
pencegahan penyakit bakterial pun
dapat dilakukan dengan penambahan
probiotik.

Berdasarkan penelitian
mengenai potensi probiotik tersebut
di atas, maka peneliti tertarik untuk
melakukan isolasi kandidat bakteri
probiotik yang berasal dari ikan nila.
Penelitian ini  bertujuan  untuk
mengetahui kandidat bakteri yang
berpotensi sebagai probiotik dari
ikan nila yang dibudidayakan di
daerah Provinsi Riau sehingga
nantinya dapat digunakan untuk
pengendalian  penyakit  bakterial
Streptococcus agalactiae.

BAHAN DAN METODE
Bahan-bahan yang digunakan
dalam penelitian ini adalah 9 ekor
ikan nila (Oreochromis niloticus).
Ikan sampel berasal dari kolam
budidaya di daerah Kampar dan
Pekanbaru.  Bahan-bahan  yang
digunakan dalam penelitian ini S.
agalactiae, Kertas pH indikator,
Alkohol 70%, Aquades, MRS ( de
Mann, Rogosa, Sharpe) agar, TSA
(Tripticase Soy Agar, Oxoid),, TSB
(Tripticase ~ Soy  Broth), Kertas
Medium, O/F basal, Media SIM
(Sugar Indole Motility), Media MHA
(Mueller Hinton Agar), Aluminium
foil, Kapas dan kain kasa , Pereaksi
pewarnaan Gram ( kristal violet,
lugol, safranin, alkohol absolut),
pereaksi katalase H202 3%,Parafin
cair, Disk blank, HCl 1%, Larutan
NacCl, Api 50 CHL Medium
Alat-alat yang digunakan
Timbangan analitik, Cawan petri,
Tabung reaksi, Erlemeyer, Gelas
ukur, Magnetik strirer, Mortar, Jarum
ose, Mikropipet, Vortex, Mikro tube,
Laminar flow, Autoclave, Inkubator,
Refrigerator, Dissection kitt,



Mikroskop, Slide glass dan, cover
glass, Akuarium.

Metode yang digunakan dalam
penelitian ini adalah metode survei
dan eksperimen dengan mengisolasi
kandidat bakteri probiotik pada usus
ikan nila.

Sterilisasi Alat
Alat-alat yang akan
digunakan terlebih dahulu dicuci
bersih dan dikeringkan kemudian
cawan petri dibungkus dengan
kertas. Untuk alat-alat seperti tabung
reaksi, gelas ukur dan erlenmeyer
ditutup ujungnya dengan kapas steril
yang telah dibalut kain kasa steril,
kemudian di bungkus dengan kertas
perkamen dan disterilkan dalam
autoclave pada suhu 121°C dengan
tekanan satu atm selama 15 menit.
» Pembuatan Media Trypticase
Soya Agar (TSA)
» Pembuatan Media de Mann,
Rogosa, Sharpe agar (MRS)

Pembuatan Media MHA (Muller
Hinton Agar)

Pembuatan Larutan Fisiologis
pH 2,4, dan 6

Isolasi Bakteri

Identifikasi Bakteri

Uji API CHL 50 Medium

YVVV VYV V¥V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi Bakteri Kandidat Probiotik
pada pH yang Berbeda

Hasil inokulasi bakteri asam
laktat dari  usus ikan nila
(Oreochromis niloticus) sebanyak 9
ekor yang ditumbuhkan pada media
MRS (de Mann, Rogosa, Sharpe)
Agar dengan pH yang berbeda
setelah di inkubasi selama 48 jam
ditemukan kandidat bakteri probiotik
sebanyak 20 isolat. Bakteri kandidat
probiotik yang ditumbuhkan pada pH
2,4 dan 6 tumbuh dengan baik yang
hasilnya dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 1. Isolat Bakteri Kandidat Probiotik yang Berhasil diisolasi

pH 2 pH 4 pH 6
Isolasi 1 3 isolat 3 isolat 3 isolat
Isolasi 2 3 isolat 4 isolat 4 isolat
Jumlah 6 isolat 7 isolat 7 isolat

Dari Tabel 1. terlihat bahwa pada pH
4 dan pH 6 tumbuh sebanyak 7 isolat
bakteri kandidat probiotik (BAL) dan
pH 2 tumbuh sebanyak 6 isolat
bakteri kandidat probiotik (BAL).
Hal ini sesuai dengan pendapat Jay et
al., (2005), yang menyatakan bahwa
pH pertumbuhan BAL adalah antara
pH 3,2 - 9,6 dan sebagian besar BAL
tumbuh pada kisaran pH 4,0 — 4,5.
Bakteri asam laktat tumbuh optimum
pada pH 5,5 — 5,8. Jenis BAL Strain
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Lactobacillus lactis ; L. Plantarun
dan L. Fermentum dapat hidup pada
kisaran pH 2,5 — 6,5. Toleransi
terhadap pH rendah adalah penting
bagi Kandidat BAL untuk hidup dan
tumbuh (Nursyirwani, 2013).
Conway et al, (1987)
menyatakan bahwa bakteri asam
laktat lebih toleran terhadap asam.
Penelitiannya ~ menggunakan L.
acidiphillus mempunyai toleransi
yang tinggi terhadap asam lambung



dari pada L. delbrueckii subsp.
Bulgaricus, yang lebih resisten
terhadap S.  salivarius  subsp.
Thermophillus. Secara in vitro
ketahanan terhadap pH rendah
tergantung makanan atau pakan yang
digunakan. Jika individu dalam
keadaan berpuasa, pH lambung dapat
mencapai 1 atau 2 dan banyak
mikroorganisme termasuk
Lactobacillus dapat bertahan hidup
dari 30 detik sampai beberapa menit.

Tagg (1976), juga
melaporkan bahwa bakteri asam
laktat mempunyai toleransi pH
dengan rentang yang luas. Bakteri
asam laktat juga mampu
mempertahankan pH  sitoplasma
lebih  alkali dari pada pH
ekstraseluler (Hutkins dan Nannen,
1993) Perbedaan ketahanan
membran sel bakteri terhadap
kerusakan akibat terjadinya
penurunan pH ekstraseluler
menyebabkan keragaman ketahanan
sel pada pH rendah. Beberapa

Dari Gambar 1 menunjukkan
bahwa morfologi dan warna masing-
masing isolat kandidat probiotik
berbeda, hal tersebut disebabkan
karna jenis dan ukuran masing-
masing bakteri kandidat probiotik
(BAL) berbeda. Hampir semua
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peneliti  memperkuat pernyataan
tersebut Robins-Browne dan Levine
(1981) menyatakan bahwa
Lactobacillus  delbruekii dan S.
salivarius tidak dapat hidup pada
usus halus akibat pH rendah pada
lambung.

Tannock et al, (1982)
mengindikasikan ~ bahwa  strain
bakteri yang diisolasi dari indigenous
mikroflora dari satu spesies tidak
sama dengan spesies lain, meskipun
Lactobacillus dan Bifidobacterium
sama-sama diisolasi dari host yang
sama tetapi bakteri-bakteri tersebut
mempunyai variasi biotypes yang
berbeda

Pengamatan Morfologi dan
Pewarnaan Gram

Hasil inokulasi bakteri kandidat
probiotik dari usus ikan nila
(Oreochromis niloticus) pada media
Agar MRS yang ditemukan sebanyak
20 isolat dapat dilihat pada Gambar 1

Gambar 1. olat 22 (Bacillus)

koloni masing-masing BAL adalah
bewarna krem; krem tua dan kuning.

Setelah dilakukan pewarnaan
Gram, ke 20 isolat kandidat BAL
termasuk kedalam Gram positif (+).
Untuk lebih jelasnya dapat dilihat
pada Tabel 2.



Tabel 2. Hasil Pewarnaan dan Pengamatan Morfologi

No. Isolasi Bakteri Bentuk Koloni Warna Koloni Gram
1 N-2, Bulat Kecil Krem +
2 N-2, Bulat Besar Krem Tua +
3 N-2; Bulat Besar Krem Tua +
4 N-24 Bulat Kecil Krem +
5 N-25 Bulat Kecil Krem +
6 N-2 Bulat Besar Krem Tua +
7 N-4, Bulat Kecil Kuning +
8 N-4, Bulat Kecil Krem Tua +
9 N-45 Bulat Besar Krem Tua +
10 N-4, Bulat Besar Krem Tua +
11 N-45 Bulat Kecil Krem +
12 N-4, Bulat Besar Krem +
13 N-4, Bulat Kecil Krem Tua +
14 N-6, Bulat Kecil Krem +
15 N-6, Bulat Besar Krem Tua +
16 N-65 Bulat Kecil Krem Tua +
17 N-64 Bulat Kecil Krem Tua +
18 N-65 Bulat Kecil Krem +
19 N-64 Bulat Kecil Krem +
20 N-6- Bulat Kecil Krem +

Keterangan : N=Nila; +=Positif

Pada Tabel 2 dapat dilihat
bahwa semua isolat kandidat
probotik tergolong bakteri Gram (+)
yaitu mampu mengikat kuat larutan
kristal violet dan pori-pori tidak
mudah  membesar  dikarenakan
dinding sel bakteri tidak
mengandung banyak lipid sehingga
pada saat pencucian dengan alkohol,
kristal violet tidak larut. Bakteri
probiotik umumnya memiliki ciri-ciri
memiliki warna Krem dan Krem tua,
bentuk koloni bulat besar dan bulat
kecil.

Battcock dan  Azam-Ali
(1998), juga memberikan penjelasan
ciri-ciri yang dimiliki bakteri asam
laktat seperti: Gram positif, tidak
membentuk spora, berbentuk cocci
atau bacilli, tidak bergerak (non-
motil), bereaksi negatif dengan
hidrogen peroksida (H,O). Dengan
demikian karakteristik isolat
kandidat probiotik yang ditemukan
adalah karakteristik bakteri asam
laktat. ~ Untuk  lebih  jelasnya
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pewarnaan Gram dapat dilihat pada
(Gambar 2).

Menurut Fardiaz  (1989),
bakteri Gram (+) dan (-) dibedakan
karena kemampuan dinding sel
mengikat kistal violet. Bakteri Gram
(+) mampu mengikat dengan kuat
kristal violet sedangkan bakteri Gram
(-) tidak mampu mengikat dengan
kuat kristal violet dikarenakan
dinding  sel  bakteri  tersebut
mengandung lipid dengan jumlah
besar sehingga pada saat dekolorisasi
dengan alkohol pori-pori bakteri
tersebut membesar dan kristal violet
larut dalam alkohol. Hasil pewarnaan
gram menunjukkan bahwa seluruh
isolat bakteri berwarna ungu dan
berbentuk basil/batang. Menurut De
Vuyst & Vandamme (1994), bakteri
asam  laktat yang  berbentuk
basil/batang termasuk genus
Lactobacillus, Bacillus. Pada
pewarnaan spora, seluruh isolat tidak
membentuk spora karena berwarna
merah.



(@)

(©)

(b)

(d)

Gambar 2. Hasil Pewarnaan Gram Bakteri Kandidat Probiotik, (a) Isolat N-2,
(Bacillus), (b) Isolat N-25 (Lactobacillus), (c) Isolat N-4, (Lactobacillus),

(d) Isolat N-6, (Lactobacillus)
Uji Biokimia

Hasil penelitian menunjukkan
hampir semua isolat menunjukan
oksidase, katalase negatif dan tidak
terjadi motilitas. Uji O/F hampir
semua menunjukkan oksidase karena
tidak terjadi fermentasi baik yang
diberikan paraffin maupun yang
tidak diberikan paraffin (Tabel 3).

Berdasarkan Tabel 5 bakteri
yang diidentifikasi memiliki ciri-ciri
yang berbeda. Pada wuji katalase
bakteri yang memiliki katalase (+)
adalah isolat N-2,, N-24, N-25, N-4,,
N-45, N-46, N-61, N-64, dan N-67
dikarenakan bakteri tersebut
memiliki enzim katalase dan terjadi
pelepasan oksigen yang ditandai
dengan adanya reaksi  berupa
gelembung gas pada saat pentetesan
hidrogen peroksida (H20»)
sedangkan yang bakteri katalase (-)
yaitu isolat N-2;, N-2;, N-24, N-4;,
N-4,, N-44, N-47, N-6,, N-63, N-6s,
dan N-66 tidak terjadi gelembung
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gas dan tidak memiliki enzim
katalase. Semua bakteri kandidat
probitik tidak menunjukkan motalitas
dikarenakan tidak adanya
penyebaran pertumbuhan bakteri di
media SIM hanya tumbuh pada
bagian media yang sudah diberikan
bakteri saja. Namun pada isolat N-43
terjadi perubahan warna hitam pada
media uji motilititas bakteri. Pada uji
media TSIA hanya ditemukan 1
bakteri yang menghasilkan H2S,
yaitu isolat bakteri N-43. Sehingga
dapat disimpulkan bahwa dari hasil
uji pewarnaan dan uji biokimia ke 20
isolat bakteri kandidat probitik yang
diidentifikasi mendekati  ciri-ciri
genus Bacillus dan Lactobacillus.
Isolat kandidat probiotik yang
diperoleh diidentifikasi berdasarkan
morfologi pewarnaan gram,
pewarnaan spora, uji motilitas. Hasil
identifikasi menunjukkan semua
isolat berbentuk bassil, gram positif,
tidak membentuk spora dan tidak
bergerak (non-motil) (Tabel 3).



Tabel 3. Hasil Uji Biokimia

No. Isolat Katalase  Motilitas O/F Acid Fast H,S Genus
Bakteri

1 N-24 - - -+ + - Lactobacillus
2 N-2, + - -1+ + - Bacillus

3 N-2; - - -1+ + - Lactobacillus
4 N-24 + - -1+ + - Bacillus

5 N-25 + - -1+ + - Bacillus

6 N-24 - - -1+ + - Lactobacillus
7 N-4, + - -+ + - Bacillus

8 N-4, - - -+ + - Lactobacillus
9 N-4, - - -+ + + Lactobacillus
10 N-4,4 - - -/+ + - Lactobacillus
11 N-45 + - -/+ + - Bacillus

12 N-44 + - -/+ + - Bacillus

13 N-4, - - -/+ + - Lactobacillus
14 N-6, + - -+ + - Bacillus

15 N-6, - - -+ + - Lactobacillus
16 N-6; - - -+ + - Lactobacillus
17 N-6, + - -+ + - Bacillus

18 N-65 - - -+ + - Lactobacillus
19 N-64 - - -+ + - Lactobacillus
20 N-6, + - -+ + - Bacillus
Keterangan: N=Nila,; +=Positif; -=Negatif; -/+=0Oksidatif Negatif/Fermentasi
Positif

Hasil pengamatan secara +/-,  produksi indole negatif,

morfologi menunjukkan uji katalase,
pewarnaan gram, dan bentuk sel
bakteri sembilan isolat menunjukkan
sifat katalase negatif, pewarnaan
Gram-positif, dan bentuk sel bakteri
berbentuk batang. Isolat
Lactobacillus dengan memenuhi
kriteria mempunyai sifat katalase
negatif, pewarnaan Gram-positif,
nonmotil, dan bentuk sel batang.
Lactobacillus  mempunyai  sifat
katalase negatif dan Gram-positif
dengan bentukan morfologi basil
atau coccobasil. Sedangkan bentuk
sel bakteri sebelas isolat
menunjukkan sifat katalase positif,
pewarnaan Gram-posisitf, dan bentuk
sel batang dan coccus,
nonmotil/motil menunjukkan ciri-ciri

bakteri  dari  genus  bacillus
(Buchanan, 1974)
Buchanan et al., (1974),

menyatakan bahwa bacillus bersifat
sifat katalase positif, Gram positif,
Coccobacilli/bacilli terjadi
pembentukan spora positif, motilitas
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pemanfaatan sitrat positif, methyl
merah - /+, Oxidase +/-, katalase
positif, kanji hydrolysis +/-, Kasein
hydrolysis posistif, produksi gas dari
glukosa negatif. Bakteri kandidat
probiotik bersifat oksidatif karena
bakteri tersebut mengubah protein
dengan bantuan oksigen menjadi
asam piruvat sehingga bakteri
tersebut memerlukan oksigen untuk
melakukan metabolisme dan bakteri
ini termasuk bakteri aerob.

Morfologi bakteri
berdasarkan ~ pewarnaan  Gram,
dibedakan =~ menurut  komposisi

dinding selnya. Bakteri Gram positif
(ungu) memiliki dinding sel yang
tersusun atas lapisan peptidoglikan
yang tebal yaitu 90% dari total
komposisi dinding sel. Sedang
bakteri Gram negatif (merah muda)
tersusun atas lapisan tipis
peptidoglikan yaitu 10% dari total
komposisi dinding sel dan sebagian
besar berupa lipid (Smith dan
Hussey, 2005).



Menurut Rahayu et al.,
(1992) untuk tumbuh dengan baik
BAL memerlukan kondisi

lingkungan yang optimum. Kondisi
pertumbuhan optimum untuk bakteri
asam laktat pada suhu 30-37°C.
Bakteri asam laktat merupakan
kelompok bakteri yang mempunyai
kemampuan untuk membentuk asam
laktat dari metabolisme karbohidrat
dan tumbuh pada pH lingkungan
yang rendah. Secara ekologis
kelompok  bakteri ini  sangat
bervariasi dan anggota spesiesnya
dapat mendominasi macam-macam
makanan, minuman, atau habitat lain.
Bakteri asam laktat pada dasarnya
mempunyai kesamaan sifat sebagai
berikut: (1) berbentuk batang atau
kokus, (2) mempunyai karakteristik
Gram positif, (3) tidak membentuk
spora, (4) tidak motil, (5) tidak
membentuk pigmen, (6) Katalase

negatif ~ karena tidak mampu
menghasilkan enzim katalase, (7)
mampu tumbuh pada larutan garam,
gula, dan alkohol tinggi, (8) tumbuh
pada kisaran pH 3,0 — 8,0, (9)
tumbuh pada berbagai suhu antara
5°C - 50°C (Ribowo dan Ristanto,
1988; Sudarmadji et al., 1989).

Uji Sensitivitas Kandidat Probiotik
dengan Streptococcus agalactiae

Hasil wuji sensitivitas pada
medium MHA  antara  bakteri
probiotik dengan S. agalactiae,
menunjukkan adanya keragaman
zona hambat terhadap masing-
masing isolat. Zona hambat isolat
kandidat probiotik menunjukkan
adanya aktivitas antibakteri terhadap
S. agalactiae. Untuk lebih jelasnya
dapat dilihat pada Gambar 3 dan
Tabel 4.

Tabel 4. Diameter Clear Zone Isolat Bakteri Kandidat Probiotik

No. Isolat Diameter zona No. Isolat Diameter zona
hambat (mm) hambat (mm)
1 N-2, 13. N-25 14
2 N-4, 14. N-4; 24
3 N-6, - 15. N-65 2,8
Antibiotik 34,7 Antibiotik 3,9
4 N-2, 6,6 16. N-44 1,9
5 N-4, 22,7 17. N-64 3,2
6 N-6, 7,2 18. N-65 3,2
Antibiotik 19,5 Antibiotik 2.9
7. N-25 - 19. N-4, 1,1
8. N-4; - 20. N-6- 2,3
Antibiotik 33,5 Antibiotik 3,9
10. N-2, ;
11. N-4,
12. N-6, .
Antibiotik 10,2
Berdasarkan Tabel 6 terlihati indikasi bahwa kandidat bakteri
bahwa tidak semua jenis kandidat probiotik  tersebut = mempunyai
probiotik yang ditemukan dapat kemampuan menghambat

menghambat pertumbuhan S
agalctiae. Walaupun zona hambat
kandidat bakteri probiotik tidak luas,
tetapi hal itu sudah memberikan
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pertumbuhan patogen yang nantinya
dapat diteliti lebih mendalam tentang
jenis zat yang menghambat dan
konsentrasi tertinggi dari jenis zat



hambat tersebut. Hal ini dapat di
lihat pada Gambar 3

Gambar 3. Zona Hambat Isolat N-2,, N-4,, N-63, terhadap S. agalactiae

Dari Gambar 3 terlihat bahwa
dibandingkan dengan
Chloramphenicol sebagai kontrol
positif, kemampuan isolat N4, N-6,,
N-2, dan N-65 sebagai anti
Steptococcus  cukup  tinggi. Ini
menunjukkan bahwa keempat isolat
bakteri tersebut dapat digunakan
sebagai anti Streptocoocus
menggantikan Chloramphenicol
yang sering digunakan dalam
penanggulangan penyakit bakterial
pada budidaya perairan.

Chloramphenicol bersifat
bakteriosidal —atau  bakteriostatik
dengan mekanisme kerja

menghambat sintesis protein pada
struktur sel yaitu ribosom, pada dosis
tinggi dapat berdampak pada hewan
dan manusia yang ribosomnya sama
dengan ribosom pada bakteri.
Antibiotik ini termasuk yang telah
dilarang  penggunaannya  dalam
produk makanan oleh FDA karena
dapat menginduksi anemia aplastik
pada manusia (Serrano, 2005).
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Gambar 4. Grafik Uji Sensitivitas Isolat Probiotik terhadap S. agalactiae

Berdasarkan ~ Gambar 4,
diketahui bahwa 6 isolat kandidat
bakteri  probiotik  tidak  dapat
menghambat bakteri S. agalactiae
dan 12 isolat kandidat bakteri dapat
menghambat pertumbuhan bakteri S.
agalactiae. Zona  hambat yang
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paling besar terlihat pada ke empat
isolat bakteri yaitu isolat bakteri N-4,
zona hambatnya 22,7 mm, N-6, (7,2
mm), dan N-2, (6,6 mm), serta N-63
(5,5 mm).

Efek penghambatan yang
ditunjukkan oleh isolat bakteri asam



laktat dapat disebabkan oleh asam
atau substansi seperti bakteriosin
(Aslim et al., 2005). Selain produksi
bakteriosin  sebagai cara kerja
antagonistik dari probiotik, produksi
asam-asam organik seperti asam
laktat dan asam asetat juga penting,
seperti aktivitas bakteri asam laktat
terhadap patogen pada ikan Turbot
(Vazquez et al., 2005 dan asam-
asam organik pada salmon asap
(Tome et al., 2006).

Zona  hambat  beberapa
kandidat bakteri probiotik tidak
sebesar zona hambat antibiotik
Chloramphenicol. ~Namun Isolat
tersebut merupakan kandidat bakteri
probiotik jenis Lactobacillus sp. dan
Bacilus  sp.  Lactobacillus  sp
merupakan BAL yang paling sering
ditemukan pada pencernaan ikan.
Lactobacillus  sp memiliki daya
hambat yang cukup besar yaitu 6,6-
6,9 mm terhadap pertumbuhan
bakteri pathogen, dan berdasarkan uji
invitro Lactobacillus sp. mampu
melewati simulasi kondisi lambung
dengan pH 2 dan 4. Lactobacillus sp.
tidak mengubah asam kolat primer
(kolat) menjadi asam kolat skunder
(deoksikolat), serta dapat

menghidrolisis  garam  empedu
(Sujaya et al., 2004).
Berdasarkan  Gambar 4,

diketahui bahwa 6 isolat kandidat
bakteri  probiotik  tidak  dapat
menghambat bakteri S. agalactiae ,
dan 12 isolat kandidat bakteri dapat
menghambat pertumbuhan bakteri S.
agalactiae. Zona hambat yang paling
besar terlihat pada ke empat isolat
bakteri yaitu isolat bakteri N-4, zona
hambatnya 22,7 mm, N-6, (7,2 mm),
dan N-2, (6,6 mm), serta N-63 (5,5
mm).

Efek penghambatan yang
ditunjukkan oleh isolat bakteri asam
laktat dapat disebabkan oleh asam
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atau substansi seperti bakteriosin
(Aslim et al., 2005). Selain produksi
bakteriosin  sebagai cara kerja
antagonistik dari probiotik, produksi
asam-asam organik seperti asam
laktat dan asam asetat juga penting,
seperti aktivitas bakteri asam laktat
terhadap patogen pada ikan Turbot
(Vazquez et al., 2005 dan asam-
asam organik pada salmon asap
(Tome et al., 2006).

Lactobacillus sp merupakan
BAL yang paling sering ditemukan
pada pencernaan ikan. Lactobacillus
sp memiliki daya hambat yang cukup
besar yaitu 6,6-6,9 mm terhadap
pertumbuhan bakteri pathogen, dan
berdasarkan uji invitro Lactobacillus
sp. mampu melewati simulasi
kondisi lambung dengan pH 2 dan 4.
Lactobacillus sp. tidak mengubah
asam kolat primer (kolat) menjadi
asam kolat skunder (deoksikolat),
serta dapat menghidrolisis garam
empedu (Sujaya et al., 2004).

Bacillus sp. memiliki
kemampuan memproduksi antibiotik
dalam bentuk lipopeptida, salah
satunya adalah iturin. Oleh sebab itu
seperti pada tabel di atas jenis
Bacillus sp mampu menghambat
pertumbuhan bakteri S. agalactiae
sebesar  6,92-7,45 mm. Iturin
membantu Bacillus sp berkompetisi
dengan mikroorganisme lain sebagai
antibiotik bagi mikroorganisme lain
atau menurunkan tingkat
pertumbuhannya. Iturin juga
memiliki aktivitas antibiotik terhadap
bakteri. Dalam sistem akuakultur
jenis  bakteri  Bacillus  kerap
ditemukan pada sedimentasi atau
pakan ikan, dimana bakteri ini
dimanfaatkan untuk sebagai terapi
antibiotik alami terhadap serangan
bakteri gram negatif  (Buchanan,
1975; Moriarty, 1999). Probiotik
melindungi atau memperbaiki



kondisi kesehatan dari dalam saluran
pencernaan antara lain  dengan
menghambat pertumbuhan bakteri
patogen (Santoso et al., 2013).

Identifikasi Kandidat Bakteri
Probiotik dengan Uji Api 50 CHL
Medium

Hasil identifikasi API 50
CHL test kit wuntuk melihat
kemampuan isolat bakteri
memfermentasikan 49 jenis gula-
gula. Pemilihan identifikasi kedua
isolat N-4, dan N-6, dengan Uji API
50 CHL test kit adalah berdasarkan
pertimbangan ditemukannya zona
hambat yang cukup segnifikan 22,7
mm dan 7,2 mm dalam menghambat
bakteri  Streptococcus  agalactiae
sehingga perlu dilakukannya uji
lanjut dengan menggunakan
identifikasi API 50 CHL test kit.

(a)

Isolat N-4, memiliki
kemampuan dalam memfermentasi
13 jenis gula, perubahan warna
menjadi kuning pada (Gambar 10 a)
dan merupakan Lactobacillus
paracasei spp NCFB 206 dengan
presentase kemiripan dengan ciri-ciri
pada database API-LAB software
sebesar 82% . Isolat N-6, dapat
memfermentasi 16 jenis gula, warna
menjadi kuning (Gambar 10 b) dan
merupakan Lactobacillus paracasei
spp NCFB 206 dengan presentase
kemiripan ciri-ciri pada database
API-LAB software sebesar 78%.
Perbedaan kedua isolat terletak pada
kemampuannya memfermentasi gula
o-Methyl-D-Mannoside ~ dan  a-
Methyl-D-Glucoside. Untuk lebih
jelasnya dapat dilihat pada Gambar
5.

(b)

Gambar 5. Perubahan Warna Tabung Berisi Gula-gula dan Isolat Bakteri Waktu
24 jam dan 48 jam (a) isolat N-4, (Lactobacillus) dan (b) isolat N-6,

(Lactobacillus)

Lactobacillus paracasei
adalah spesies bakteri yang memiliki
genus yang beragam dan relatif besar
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yang memiliki sekitar 90 jenis
spesies yang berlisensi. L paracasei
disebut juga Dbakteri fakultatif



heterofermentatif, karena  dapat
memfermentasi hexoses secara baik
terhadap BAL, tetapi dapat juga
memfermentasi pentoses dan
glukosa, dan kemudian memproduksi
asam asetat laktat (Kandler et al,
1986).

L. paracasei berbeda dari
banyak Lactobacillus spp dalam hal-
hal berikut: 1) L. paracasei tumbuh
dengan sangat baik dalam keju
selama kematangan; 2) Relatif tahan
panas; 3) Dapat bertahan pada
aktivitas proteolytic tinggi. Spesies
L. paracasei sering ditemukan pada
saluran cerna mukosa manusia
orang-orang yang sehat (Molin ef al.,
1993; Ahrné et al., 1998).

L. paracasei 8700:2 telah
menunjukkan dalam uji in vitro yaitu
memiliki sifat antagonistik yang kuat
terhadap Salmonella enterica subsp.
enterica, dan sebuah '"peralihan"
aktivitas  antagonistik  terhadap
Helicobacter pylori, Shigella sonnei
dan Escherichia coli (Hiitt et al.,
2006).

Berdasarkan hasil tes
biokimia dan hasil pengujian maka
dapat diketahui bahwa bakteri
kandidat probiotik termasuk dalam
genus obligat homofermentatif atau
fakultatif heterofermentatif
Lactobacillus. Genus Lactobacillus
umumnya ditemukan pada substrat
yang kaya akan karbohidrat seperti
pada membran mukosa manusia,
sayur-sayuran, buah-buahan,
makanan hasil fermentasi serta
makanan membusuk (Rahayu dan
Margino, 1997).

KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

Berdasarkan  hasil  penelitian
yang dilakukan ditemukan sebanyak
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20 isolat bakteri kandidat probiotik
yang berasal dari usus ikan nila.
Berdasarkan hasil identifikasi uji
fisika, biokimia dan morfologi isolat
kandidat probiotik yang ditemukan
ada 2 jenis yaitu dari genus Bacillus
sp dan Lactobacillus sp. Dari 20
isolat kandidat bakteri probiotik zona
hambat tertinggi berasal dari isolat
N-4, jenis Lactobacillus sp dengan
22,7 mm, dan isolat N-6, Jenis
Lactobacillus sp dengan zona 7,2
mm.

Hasil identifikasi dengan API 50
CHL test kit terhadap 2 isolat N-4,
dan N-6,, ditemukan bahwa jenis
isolat N-4, merupakan bakteri
Lactobacillus paracasei spp NCFB
206 dengan kemiripan sebesar 82%
dan pada isolat N-6, yaitu jenis
Lactobacillus paracasei spp NCFB
206 dengan kemiripan sebesar 78%.

Saran

Saran  untuk  penelitian
selanjutnya yaitu sebaiknya
dilakukan untuk uji tantang terhadap
ikan untuk melihat patogenitas dari
bakteri probiotik Lactobacillus sp
yang diperoleh agar kandidat
probiotik ini bisa digunakan sebagai
probiotik  untuk  meningkatkan
imunitas dan produksi ikan di
indonesia.
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ISOLASI BAKTERI KANDIDAT  PROBIOTIK DARI USUS IKAN NILA (Oreochromis niloticus) UNTUK PENGENDALIAN Streptococcus agalactiae
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ABSTRAK

Tujuan dari penelitian ini yaitu mengisolasi bakteri yang berpotensi sebagai probiotik dari usus ikan nila yang dibudidayakan di daerah Provinsi Riau;  mengetahui tingkat pertumbuhan bakteri kandidat probiotik pada pH tumbuh 2, 4 dan 6; menguji potensi antibakteri kandidat probiotik dari usus ikan nila (Oreochromis nilotikus) terhadap bakteri patogen Streptococcus agalactiae. Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode survei dan eksperimen dengan mengisolasi kandidat bakteri probiotik pada usus ikan nila. Bakteri kandidat probiotik yang ditemukan dari usus ikan nila sebanyak 20 isolat. Berdasarkan hasil identifikasi uji fisika, biokimia dan morfologi, isolat kandidat probiotik yang ditemukan terdiri 2 jenis yaitu dari genus  Bacillus sp dan Lactobacillus sp. Dari 20 isolat bakteri tersebut ditemukan dua isolat yang menunjukan zona hambat terluas, yaitu isolat N-42 jenis Lactobacillus sp yang menunjukan zona hambat sebesar 22,7 mm, dan  isolat N-62  jenis Lactobacillus sp dengan zona hambat sebesar 7,2 mm. Hasil identifikasi dengan API 50 CHL test kit terhadap isolat N-42, dan N-62, menunjukan bahwa kedua isolat tersebut dikategorikan kedalam Lactobacillus paracasei spp NCFB dengan tingkat kemiripan masing-masing sebesar 82% dan 78%.



Kata kunci: Isolasi, kandidat probiotik, Streptococcus agalactiae, ikan nila
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ISOLATION OF PROBIOTIC BACTERIAL CANDIDATES FROM the INTESTINE OF NILA (Oreochromis niloticus) TO CONTROL Streptococcus agalactiae
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ABSTRACT



The aim of this research was to isolate bacteria that had potential to act as probiotics from the intestine to Oreochromis niloticus being cultured in Riau Province; to investigate the optimum growth of at pH 2, 4 and 6; and to test the antibacterial potency of bacterial candidate probiotic against candidate pathogens Streptococcus agalactiae. The methods used in this research are Survey and experiments methods were candidate in this research. Probiotic bacteria was isolated from the inner wall of nila intestine. Twenty isolates were obtained from four fish. Identification based on physical, biochemical and morphological characters indicated that the isolates were classified into Bacillus and Lactobacillus sp. Two of 20 isolate showed highest clear zone against S. agalactiae. They were isolate N-42 (22.7 mm), and N-62 (7.2 mm). Identification by using API CHL 50 Kits identicated that the two isolates were chategorized into Lactobacillus paracasei spp NCFB with similirity of 82% dan 78%, respectively
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PENDAHULUAN

Ikan  nila (Oreochromis niloticus)  merupakan salah satu jenis ikan konsumsi yang memiliki nilai ekonomis tinggi. Permintaan ikan nila banyak dalam bentuk ikan segar maupun dalam bentuk fillet. Permintaan tersebut mencakup permintaan pasar domestik maupun dari luar negeri seperti Amerika dan Eropa. Produksi ikan nila setiap tahunnya mengalami peningkatan, pada 2008 mencapai volume produksi hingga 220.900 ton (Poernomo, 2009). 

Penyakit bakterial merupakan salah satu masalah penting yang sering  timbul dalam usaha budidaya ikan air tawar. Salah satu penyakit bakterial yang akhir-akhir ini banyak menyerang ikan nila adalah streptococcosis yang disebabkan oleh bakteri Streptococcus agalactiae. Menurut Pasnik et al., (2009) bahwa Streptococcus agalactiae banyak menyerang ikan baik pada perairan umum maupun pada ikan budidaya yang menyebabkan banyak terjadinya kerusakan organ yaitu hati bewarna pucat dan bertekstur rapuh. 

Wabah bakteri Streptococcus agalactiae bersifat akut dan dapat menyebabkan kematian tinggi hingga mencapai 100% pada ikan budidaya (Hernandez  et al., 2009). Penanggulangan penyakit bakterial pada ikan sering dilakukan dengan pemberian antibiotik. Akan tetapi, penggunaan antibiotik secara terus menerus dikhawatirkan dapat menyebabkan terjadinya resistensi bakteri terhadap antibiotik tersebut. Selain itu meningkatnya isu mengenai keamanan pangan dan keamanan lingkungan kerap menjadi faktor pembatas dalam penggunaan antibiotik. Seiring dengan perkembangan teknologi, pencegahan penyakit bakterial pun dapat dilakukan dengan penambahan probiotik. 

Berdasarkan penelitian mengenai potensi probiotik tersebut di atas, maka peneliti tertarik untuk melakukan isolasi kandidat bakteri probiotik yang berasal dari ikan nila. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kandidat bakteri yang berpotensi sebagai probiotik dari ikan nila yang dibudidayakan di daerah Provinsi Riau sehingga nantinya dapat digunakan untuk pengendalian penyakit bakterial Streptococcus agalactiae.



BAHAN DAN METODE

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 9 ekor ikan nila (Oreochromis niloticus). Ikan sampel berasal dari kolam budidaya di daerah Kampar dan Pekanbaru. Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini S. agalactiae, Kertas pH indikator, Alkohol 70%, Aquades, MRS ( de Mann, Rogosa, Sharpe) agar, TSA (Tripticase Soy Agar, Oxoid),, TSB (Tripticase Soy Broth), Kertas Medium, O/F basal, Media SIM (Sugar Indole Motility), Media MHA (Mueller Hinton Agar), Aluminium foil, Kapas dan kain kasa , Pereaksi pewarnaan Gram ( kristal violet, lugol, safranin, alkohol absolut), pereaksi katalase H2O2 3%,Parafin cair, Disk blank, HCl 1%, Larutan NaCl, Api 50 CHL Medium

Alat-alat yang digunakan Timbangan analitik, Cawan petri, Tabung reaksi, Erlemeyer, Gelas ukur, Magnetik strirer, Mortar, Jarum ose, Mikropipet, Vortex, Mikro tube, Laminar  flow, Autoclave, Inkubator, Refrigerator, Dissection kitt, Mikroskop, Slide glass dan, cover glass, Akuarium.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode survei dan eksperimen dengan mengisolasi kandidat bakteri probiotik pada usus ikan nila.



Sterilisasi Alat

	Alat-alat yang akan digunakan terlebih dahulu dicuci bersih dan dikeringkan kemudian cawan petri dibungkus dengan kertas. Untuk alat-alat seperti tabung reaksi, gelas ukur dan erlenmeyer ditutup ujungnya dengan kapas steril yang telah dibalut kain kasa steril, kemudian di bungkus dengan kertas perkamen dan disterilkan dalam autoclave pada suhu 121ºC dengan tekanan satu atm selama 15 menit.

· Pembuatan Media Trypticase Soya Agar (TSA) 

· Pembuatan Media de Mann, Rogosa, Sharpe agar (MRS)

· Pembuatan Media MHA (Muller Hinton Agar)

· Pembuatan Larutan Fisiologis pH 2, 4, dan 6

· Isolasi Bakteri

· Identifikasi Bakteri

· Uji API CHL 50 Medium



HASIL DAN PEMBAHASAN



Isolasi Bakteri Kandidat Probiotik pada pH yang Berbeda



Hasil inokulasi bakteri asam laktat dari usus ikan nila (Oreochromis niloticus) sebanyak 9 ekor yang ditumbuhkan pada media MRS (de Mann, Rogosa, Sharpe) Agar dengan pH yang berbeda setelah di inkubasi selama 48 jam ditemukan kandidat bakteri probiotik sebanyak 20 isolat. Bakteri kandidat probiotik yang ditumbuhkan pada pH  2, 4 dan  6 tumbuh dengan baik yang hasilnya dapat dilihat pada Tabel 3.







Tabel 1. Isolat Bakteri Kandidat Probiotik yang Berhasil diisolasi

		

		pH 2

		pH 4

		pH 6



		Isolasi 1 

		3 isolat

		3 isolat

		3 isolat



		Isolasi 2

		3 isolat

		4 isolat

		4 isolat



		Jumlah

		6 isolat

		7 isolat

		7 isolat









Dari Tabel 1. terlihat bahwa pada pH 4 dan pH 6 tumbuh sebanyak 7 isolat  bakteri kandidat probiotik (BAL) dan pH 2 tumbuh sebanyak 6 isolat bakteri kandidat probiotik (BAL). Hal ini sesuai dengan pendapat Jay et al., (2005), yang menyatakan bahwa pH pertumbuhan BAL adalah antara pH 3,2 - 9,6 dan sebagian besar BAL tumbuh pada kisaran pH 4,0 – 4,5. Bakteri asam laktat tumbuh optimum pada pH 5,5 – 5,8. Jenis BAL Strain Lactobacillus lactis ; L. Plantarun dan L. Fermentum dapat hidup pada kisaran pH 2,5 – 6,5. Toleransi terhadap pH rendah adalah penting bagi Kandidat BAL untuk hidup dan tumbuh (Nursyirwani, 2013). 

Conway et al., (1987) menyatakan bahwa bakteri asam laktat lebih toleran terhadap asam. Penelitiannya menggunakan L. acidiphillus mempunyai toleransi yang tinggi terhadap asam lambung dari pada L. delbrueckii subsp. Bulgaricus, yang lebih resisten terhadap S. salivarius subsp. Thermophillus. Secara in vitro ketahanan terhadap pH rendah tergantung makanan atau pakan yang digunakan. Jika individu dalam keadaan berpuasa, pH lambung dapat mencapai 1 atau 2 dan banyak mikroorganisme termasuk Lactobacillus dapat bertahan hidup dari 30 detik sampai beberapa menit.

Tagg (1976), juga melaporkan bahwa bakteri asam laktat mempunyai toleransi pH dengan rentang yang luas. Bakteri asam laktat juga mampu mempertahankan pH sitoplasma lebih alkali dari pada pH ekstraseluler (Hutkins dan Nannen, 1993) Perbedaan ketahanan membran sel bakteri terhadap kerusakan akibat terjadinya penurunan pH ekstraseluler menyebabkan keragaman ketahanan sel pada pH rendah. Beberapa peneliti memperkuat pernyataan tersebut Robins-Browne dan Levine (1981) menyatakan bahwa Lactobacillus delbruekii dan S. salivarius tidak dapat hidup pada usus halus akibat pH rendah pada lambung. 

Tannock et al., (1982) mengindikasikan bahwa strain bakteri yang diisolasi dari indigenous mikroflora dari satu spesies  tidak sama dengan spesies  lain, meskipun Lactobacillus dan Bifidobacterium sama-sama diisolasi dari host yang sama tetapi bakteri-bakteri tersebut mempunyai variasi biotypes yang berbeda



Pengamatan Morfologi dan Pewarnaan Gram



Hasil inokulasi bakteri kandidat probiotik dari usus ikan nila (Oreochromis niloticus) pada media Agar MRS yang ditemukan sebanyak 20 isolat dapat dilihat pada Gambar 1
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Gambar 1. Isolat N-22 (Bacillus)







Dari Gambar 1 menunjukkan bahwa morfologi dan warna masing-masing isolat kandidat probiotik berbeda, hal tersebut disebabkan karna jenis dan ukuran masing-masing bakteri kandidat probiotik (BAL) berbeda. Hampir semua koloni masing-masing BAL adalah bewarna krem; krem tua dan kuning.

Setelah dilakukan pewarnaan Gram, ke 20 isolat kandidat BAL termasuk kedalam Gram positif (+). Untuk lebih jelasnya dapat dilihat pada Tabel 2.









Tabel 2. Hasil Pewarnaan dan Pengamatan Morfologi

		No.

		Isolasi Bakteri

		Bentuk Koloni

		Warna Koloni

		Gram



		1

		N-21

		Bulat Kecil

		Krem

		+



		2

		N-22

		Bulat Besar

		Krem Tua

		+



		3

		N-23

		Bulat Besar

		Krem Tua

		+



		4

		N-24

		Bulat Kecil

		Krem

		+



		5

		N-25

		Bulat Kecil

		Krem

		+



		6

		N-26

		Bulat Besar

		Krem Tua

		+



		7

		N-41

		Bulat Kecil

		Kuning

		+



		8

		N-42

		Bulat Kecil

		Krem Tua

		+



		9

		N-43

		Bulat Besar

		Krem Tua

		+



		10

		N-44

		Bulat Besar

		Krem Tua

		+



		11

		N-45

		Bulat Kecil

		Krem

		+



		12

		N-46

		Bulat Besar

		Krem

		+



		13

		N-47

		Bulat Kecil

		Krem Tua

		+



		14

		N-61

		Bulat Kecil

		Krem

		+



		15

		N-62

		Bulat Besar

		Krem Tua

		+



		16

		N-63

		Bulat Kecil

		Krem Tua

		+



		17

		N-64

		Bulat Kecil

		Krem Tua

		+



		18

		N-65

		Bulat Kecil

		Krem

		+



		19

		N-66

		Bulat Kecil

		Krem

		+



		20

		N-67

		Bulat Kecil

		Krem

		+





Keterangan : N=Nila; +=Positif





Pada Tabel 2 dapat dilihat bahwa semua isolat kandidat probotik tergolong bakteri Gram (+) yaitu mampu mengikat kuat larutan kristal violet dan pori-pori tidak mudah membesar dikarenakan dinding sel bakteri tidak mengandung banyak lipid sehingga pada saat pencucian dengan alkohol, kristal violet tidak larut. Bakteri probiotik umumnya memiliki ciri-ciri memiliki warna Krem dan Krem tua, bentuk koloni bulat besar dan bulat kecil. 

Battcock dan Azam-Ali (1998), juga memberikan penjelasan ciri-ciri yang dimiliki bakteri asam laktat seperti: Gram positif, tidak membentuk spora, berbentuk cocci atau bacilli, tidak bergerak (non-motil), bereaksi negatif dengan hidrogen peroksida (H2O2). Dengan demikian karakteristik isolat kandidat probiotik yang ditemukan adalah karakteristik bakteri asam laktat. Untuk lebih jelasnya pewarnaan Gram dapat dilihat pada (Gambar 2).

Menurut Fardiaz (1989), bakteri Gram (+) dan (-) dibedakan karena kemampuan dinding sel mengikat kistal violet. Bakteri Gram (+) mampu mengikat dengan kuat kristal violet sedangkan bakteri Gram (-) tidak mampu mengikat dengan kuat kristal violet dikarenakan dinding sel bakteri tersebut mengandung lipid dengan jumlah besar sehingga pada saat dekolorisasi dengan alkohol pori-pori bakteri tersebut membesar dan kristal violet larut dalam alkohol. Hasil pewarnaan gram menunjukkan bahwa seluruh isolat bakteri berwarna ungu dan berbentuk basil/batang. Menurut De Vuyst & Vandamme (1994), bakteri asam laktat yang berbentuk basil/batang termasuk genus Lactobacillus, Bacillus. Pada pewarnaan spora, seluruh isolat tidak membentuk spora karena berwarna merah.
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  (c)			 			(d) 

Gambar 2. Hasil Pewarnaan Gram Bakteri Kandidat Probiotik, (a) Isolat N-22

 	          (Bacillus), (b) Isolat N-23 (Lactobacillus), (c) Isolat N-42 (Lactobacillus),

     (d) Isolat N-62 (Lactobacillus)





Uji Biokimia

Hasil penelitian menunjukkan hampir semua isolat menunjukan oksidase, katalase negatif dan tidak terjadi motilitas. Uji O/F hampir semua menunjukkan oksidase karena tidak terjadi fermentasi baik yang diberikan paraffin maupun yang tidak diberikan paraffin (Tabel 3).

Berdasarkan Tabel 5 bakteri yang diidentifikasi memiliki ciri-ciri yang berbeda. Pada uji katalase bakteri yang memiliki katalase (+) adalah isolat N-22, N-24, N-25, N-41, N-45, N-46, N-61, N-64, dan N-67 dikarenakan bakteri tersebut memiliki enzim katalase dan terjadi pelepasan oksigen yang ditandai dengan adanya reaksi berupa gelembung gas pada saat pentetesan hidrogen peroksida (H2O2) sedangkan yang bakteri katalase (-) yaitu isolat N-21, N-23, N-26, N-43, N-42, N-44, N-47, N-62, N-63, N-65, dan N-66 tidak terjadi gelembung gas dan tidak memiliki enzim katalase. Semua bakteri kandidat probitik tidak menunjukkan motalitas dikarenakan tidak adanya penyebaran pertumbuhan bakteri di media SIM hanya tumbuh pada bagian media yang sudah diberikan bakteri saja. Namun pada isolat N-43 terjadi perubahan warna hitam pada media uji motilititas bakteri. Pada uji media TSIA hanya ditemukan 1 bakteri yang menghasilkan H2S, yaitu isolat bakteri N-43. Sehingga dapat disimpulkan bahwa dari hasil uji pewarnaan dan uji biokimia ke 20 isolat bakteri kandidat probitik yang diidentifikasi mendekati ciri-ciri genus Bacillus dan Lactobacillus.

Isolat kandidat probiotik yang diperoleh  diidentifikasi berdasarkan morfologi pewarnaan gram, pewarnaan spora, uji motilitas. Hasil identifikasi menunjukkan semua isolat berbentuk bassil, gram positif, tidak membentuk spora dan tidak bergerak (non-motil) (Tabel 3). 







Tabel 3. Hasil Uji Biokimia

		No.

		Isolat Bakteri

		Katalase

		Motilitas

		O/F

		Acid Fast

		H2S

		Genus



		1

		N-21

		-

		-

		-/+

		+

		-

		Lactobacillus



		2

		N-22

		+

		-

		-/+

		+

		-

		Bacillus



		3

		N-23

		-

		-

		-/+

		+

		-

		Lactobacillus



		4

		N-24

		+

		-

		-/+

		+

		-

		Bacillus



		5

		N-25

		+

		-

		-/+

		+

		-

		Bacillus



		6

		N-26

		-

		-

		-/+

		+

		-

		Lactobacillus



		7

		N-41

		+

		-

		-/+

		+

		-

		Bacillus



		8

		N-42

		-

		-

		-/+

		+

		-

		Lactobacillus



		9

		N-43

		-

		-

		-/+

		+

		+

		Lactobacillus



		10

		N-44

		-

		-

		-/+

		+

		-

		Lactobacillus



		11

		N-45

		+

		-

		-/+

		+

		-

		Bacillus



		12

		N-46

		+

		-

		-/+

		+

		-

		Bacillus



		13

		N-47

		-

		-

		-/+

		+

		-

		Lactobacillus



		14

		N-61

		+

		-

		-/+

		+

		-

		Bacillus



		15

		N-62

		-

		-

		-/+

		+

		-

		Lactobacillus



		16

		N-63

		-

		-

		-/+

		+

		-

		Lactobacillus



		17

		N-64

		+

		-

		-/+

		+

		-

		Bacillus



		18

		N-65

		-

		-

		-/+

		+

		-

		Lactobacillus



		19

		N-66

		-

		-

		-/+

		+

		-

		Lactobacillus



		20

		N-67

		+

		-

		-/+

		+

		-

		Bacillus





Keterangan: N=Nila; +=Positif; -=Negatif; -/+=Oksidatif Negatif/Fermentasi Positif



Hasil pengamatan secara morfologi menunjukkan uji katalase, pewarnaan gram, dan bentuk sel bakteri sembilan isolat menunjukkan sifat katalase negatif, pewarnaan Gram-positif, dan bentuk sel bakteri berbentuk batang. Isolat  Lactobacillus dengan memenuhi kriteria mempunyai sifat katalase negatif, pewarnaan Gram-positif, nonmotil, dan bentuk sel batang. Lactobacillus mempunyai sifat katalase negatif dan Gram-positif dengan bentukan morfologi basil atau coccobasil. Sedangkan bentuk sel bakteri sebelas isolat menunjukkan sifat katalase positif, pewarnaan Gram-posisitf, dan bentuk sel batang dan coccus, nonmotil/motil menunjukkan ciri-ciri bakteri dari genus bacillus (Buchanan, 1974)

Buchanan et al., (1974), menyatakan bahwa bacillus bersifat sifat katalase positif, Gram positif, Coccobacilli/bacilli terjadi pembentukan spora positif, motilitas +/-, produksi indole negatif, pemanfaatan sitrat positif, methyl merah - /+, Oxidase +/-, katalase positif, kanji hydrolysis +/-, Kasein hydrolysis posistif,  produksi gas dari glukosa negatif. Bakteri kandidat probiotik bersifat oksidatif karena bakteri tersebut mengubah protein dengan bantuan oksigen menjadi asam piruvat sehingga bakteri tersebut memerlukan oksigen untuk melakukan metabolisme dan bakteri ini termasuk bakteri aerob.

Morfologi bakteri berdasarkan pewarnaan Gram, dibedakan menurut komposisi dinding selnya. Bakteri Gram positif (ungu) memiliki dinding sel yang tersusun atas lapisan peptidoglikan yang tebal yaitu 90% dari total komposisi dinding sel. Sedang bakteri Gram negatif (merah muda) tersusun atas lapisan tipis peptidoglikan yaitu 10% dari total komposisi dinding sel dan sebagian besar berupa lipid (Smith dan Hussey, 2005). 

Menurut Rahayu et al., (1992) untuk tumbuh dengan baik BAL memerlukan kondisi lingkungan yang optimum. Kondisi pertumbuhan optimum untuk bakteri asam laktat pada suhu 30-37ºC. Bakteri asam laktat merupakan kelompok bakteri yang mempunyai kemampuan untuk membentuk asam laktat dari metabolisme karbohidrat dan tumbuh pada pH lingkungan yang rendah. Secara ekologis kelompok bakteri ini sangat bervariasi dan anggota spesiesnya dapat mendominasi macam-macam makanan, minuman, atau habitat lain. Bakteri asam laktat pada dasarnya mempunyai kesamaan sifat sebagai berikut: (1) berbentuk batang atau kokus, (2) mempunyai karakteristik Gram positif, (3) tidak membentuk spora, (4) tidak motil, (5) tidak membentuk pigmen, (6) Katalase negatif karena tidak mampu menghasilkan enzim katalase, (7) mampu tumbuh pada larutan garam, gula, dan alkohol tinggi, (8) tumbuh pada kisaran pH 3,0 – 8,0, (9) tumbuh pada berbagai suhu antara 5ºC - 50ºC (Ribowo dan Ristanto, 1988; Sudarmadji et al., 1989).  



Uji Sensitivitas Kandidat Probiotik dengan Streptococcus agalactiae



Hasil uji sensitivitas pada medium MHA antara bakteri probiotik dengan S. agalactiae, menunjukkan adanya keragaman zona hambat terhadap masing-masing isolat. Zona hambat isolat kandidat probiotik menunjukkan adanya aktivitas antibakteri terhadap S. agalactiae. Untuk lebih jelasnya dapat dilihat pada Gambar 3 dan Tabel 4.





Tabel 4. Diameter Clear Zone Isolat Bakteri Kandidat Probiotik

		No.

		Isolat

		Diameter zona hambat (mm)

		No.

		Isolat

		Diameter zona hambat (mm)



		1.

		N-21

		-

		13.

		N-25

		1,4



		2.

		N-41

		-

		14.

		N-45

		2,4



		3.

		N-61

		-

		15.

		N-65

		2,8



		

		Antibiotik

		34,7

		

		Antibiotik

		3,9



		4.

		N-22

		6,6

		16.

		N-46

		1,9



		5.

		N-42

		22,7

		17.

		N-66

		3,2



		6.

		N-62

		7,2

		18.

		N-68

		3,2



		

		Antibiotik

		19,5

		

		Antibiotik

		2,9



		7.

		N-23

		-

		19.

		N-47

		1,1



		8.

		N-43

		-

		20.

		N-67

		2,3



		

		Antibiotik

		33,5

		

		Antibiotik

		3,9



		10.

		N-24

		-

		

		

		



		11.

		N-44

		-

		

		

		



		12.

		N-64

		-

		

		

		



		

		Antibiotik

		10,2

		

		

		







Berdasarkan Tabel 6 terlihati bahwa tidak semua jenis kandidat probiotik yang ditemukan dapat menghambat pertumbuhan S agalctiae. Walaupun zona hambat kandidat bakteri probiotik tidak luas, tetapi hal itu sudah memberikan indikasi bahwa kandidat bakteri probiotik tersebut mempunyai kemampuan menghambat pertumbuhan patogen yang nantinya dapat diteliti lebih mendalam tentang jenis zat yang menghambat dan konsentrasi tertinggi dari jenis zat hambat tersebut. Hal ini dapat di lihat pada Gambar 3
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Gambar 3. Zona Hambat Isolat N-22, N-42, N-63, terhadap S. agalactiae





Dari Gambar 3 terlihat bahwa dibandingkan dengan Chloramphenicol sebagai kontrol positif, kemampuan isolat N42, N-62, N-22 dan N-63 sebagai anti Steptococcus cukup tinggi. Ini menunjukkan bahwa keempat isolat bakteri tersebut dapat digunakan sebagai anti Streptocoocus menggantikan  Chloramphenicol yang sering digunakan dalam penanggulangan penyakit bakterial pada budidaya perairan. Chloramphenicol bersifat bakteriosidal atau bakteriostatik dengan mekanisme kerja menghambat sintesis protein pada struktur sel yaitu ribosom, pada dosis tinggi dapat berdampak pada hewan dan manusia yang ribosomnya sama dengan ribosom pada bakteri. Antibiotik ini termasuk yang telah dilarang penggunaannya dalam produk makanan oleh FDA karena dapat menginduksi anemia aplastik pada manusia (Serrano, 2005).









Gambar 4. Grafik Uji Sensitivitas Isolat Probiotik terhadap S. agalactiae





	Berdasarkan Gambar 4, diketahui bahwa 6 isolat kandidat bakteri probiotik tidak dapat menghambat bakteri S. agalactiae , dan 12 isolat kandidat bakteri dapat menghambat pertumbuhan bakteri S. agalactiae. Zona  hambat yang paling besar terlihat pada ke empat isolat bakteri yaitu isolat bakteri N-42 zona hambatnya 22,7 mm, N-62  (7,2 mm),  dan N-22 (6,6 mm), serta N-63 (5,5 mm).

	Efek penghambatan yang ditunjukkan oleh isolat bakteri asam laktat dapat disebabkan oleh asam atau substansi seperti bakteriosin (Aslim et al., 2005). Selain produksi bakteriosin sebagai cara kerja antagonistik dari probiotik, produksi asam-asam organik seperti asam laktat dan asam asetat juga penting, seperti aktivitas bakteri asam laktat terhadap patogen pada ikan Turbot  (Vazquez et al., 2005 dan asam- asam organik pada salmon asap (Tome et al., 2006).

	 Zona hambat beberapa kandidat bakteri probiotik tidak sebesar zona hambat antibiotik Chloramphenicol. Namun Isolat tersebut merupakan kandidat bakteri probiotik jenis Lactobacillus sp. dan Bacilus sp. Lactobacillus sp merupakan BAL yang paling sering ditemukan pada pencernaan ikan. Lactobacillus sp memiliki daya hambat yang cukup besar yaitu 6,6-6,9 mm terhadap pertumbuhan bakteri pathogen, dan berdasarkan uji invitro Lactobacillus sp. mampu melewati simulasi kondisi lambung dengan pH 2 dan 4. Lactobacillus sp. tidak mengubah asam kolat primer (kolat) menjadi asam kolat skunder (deoksikolat), serta dapat menghidrolisis garam empedu (Sujaya et al., 2004). 

	Berdasarkan Gambar 4, diketahui bahwa 6 isolat kandidat bakteri probiotik tidak dapat menghambat bakteri S. agalactiae , dan 12 isolat kandidat bakteri dapat menghambat pertumbuhan bakteri S. agalactiae. Zona  hambat yang paling besar terlihat pada ke empat isolat bakteri yaitu isolat bakteri N-42 zona hambatnya 22,7 mm, N-62  (7,2 mm),  dan N-22 (6,6 mm), serta N-63 (5,5 mm).

	Efek penghambatan yang ditunjukkan oleh isolat bakteri asam laktat dapat disebabkan oleh asam atau substansi seperti bakteriosin (Aslim et al., 2005). Selain produksi bakteriosin sebagai cara kerja antagonistik dari probiotik, produksi asam-asam organik seperti asam laktat dan asam asetat juga penting, seperti aktivitas bakteri asam laktat terhadap patogen pada ikan Turbot  (Vazquez et al., 2005 dan asam- asam organik pada salmon asap (Tome et al., 2006). 

Lactobacillus sp merupakan BAL yang paling sering ditemukan pada pencernaan ikan. Lactobacillus sp memiliki daya hambat yang cukup besar yaitu 6,6-6,9 mm terhadap pertumbuhan bakteri pathogen, dan berdasarkan uji invitro Lactobacillus sp. mampu melewati simulasi kondisi lambung dengan pH 2 dan 4. Lactobacillus sp. tidak mengubah asam kolat primer (kolat) menjadi asam kolat skunder (deoksikolat), serta dapat menghidrolisis garam empedu (Sujaya et al., 2004). 

	Bacillus sp. memiliki kemampuan memproduksi antibiotik dalam bentuk lipopeptida, salah satunya adalah iturin. Oleh sebab itu seperti pada tabel di atas jenis Bacillus sp mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. agalactiae sebesar 6,92-7,45 mm. Iturin membantu Bacillus sp berkompetisi dengan mikroorganisme lain sebagai antibiotik bagi mikroorganisme lain atau menurunkan tingkat pertumbuhannya. Iturin juga memiliki aktivitas antibiotik terhadap bakteri. Dalam sistem akuakultur jenis bakteri Bacillus kerap ditemukan pada sedimentasi atau pakan ikan, dimana bakteri ini dimanfaatkan untuk sebagai terapi antibiotik alami terhadap serangan bakteri gram negatif   (Buchanan, 1975; Moriarty, 1999). Probiotik melindungi atau memperbaiki kondisi kesehatan dari dalam saluran pencernaan antara lain dengan menghambat pertumbuhan bakteri patogen (Santoso et al., 2013). 



Identifikasi Kandidat Bakteri Probiotik dengan Uji Api 50 CHL Medium



	Hasil identifikasi API 50 CHL test kit untuk melihat kemampuan isolat bakteri memfermentasikan 49 jenis gula-gula. Pemilihan identifikasi kedua isolat N-42 dan N-62 dengan Uji API 50 CHL test kit adalah berdasarkan pertimbangan ditemukannya zona hambat yang cukup segnifikan 22,7 mm dan 7,2 mm dalam menghambat bakteri Streptococcus agalactiae sehingga perlu dilakukannya uji lanjut dengan menggunakan identifikasi API 50 CHL test kit.

Isolat N-42  memiliki kemampuan dalam memfermentasi 13 jenis gula, perubahan warna menjadi kuning pada (Gambar 10 a) dan merupakan Lactobacillus paracasei spp NCFB 206 dengan presentase kemiripan dengan ciri-ciri pada database API-LAB software sebesar 82% . Isolat N-62 dapat memfermentasi 16 jenis gula, warna menjadi kuning (Gambar 10 b) dan merupakan Lactobacillus paracasei spp NCFB 206 dengan presentase kemiripan ciri-ciri pada database API-LAB software sebesar 78%. Perbedaan kedua isolat terletak pada kemampuannya memfermentasi gula α-Methyl-D-Mannoside dan α-Methyl-D-Glucoside. Untuk lebih jelasnya dapat dilihat pada Gambar 5.
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Gambar 5.  Perubahan Warna Tabung Berisi Gula-gula dan Isolat Bakteri Waktu 

	24 jam dan 48 jam (a) isolat N-42 (Lactobacillus) dan (b) isolat N-62 

	(Lactobacillus)





Lactobacillus paracasei adalah spesies bakteri yang memiliki genus yang beragam dan relatif besar yang memiliki sekitar 90 jenis spesies yang berlisensi. L paracasei disebut juga bakteri fakultatif heterofermentatif, karena dapat memfermentasi hexoses secara baik terhadap BAL, tetapi dapat juga memfermentasi pentoses dan glukosa, dan kemudian memproduksi asam asetat laktat (Kandler et al., 1986).

L. paracasei berbeda dari banyak Lactobacillus spp dalam hal-hal berikut: 1) L. paracasei tumbuh dengan sangat baik dalam keju selama kematangan; 2) Relatif tahan panas; 3) Dapat bertahan pada aktivitas proteolytic tinggi. Spesies L. paracasei sering ditemukan pada saluran cerna mukosa manusia orang-orang yang sehat (Molin et al., 1993; Ahrné et al., 1998).

L. paracasei 8700:2 telah menunjukkan dalam uji in vitro yaitu memiliki sifat antagonistik yang kuat terhadap Salmonella enterica subsp. enterica, dan sebuah "peralihan" aktivitas antagonistik terhadap Helicobacter pylori, Shigella sonnei dan Escherichia coli (Hütt et al., 2006).

Berdasarkan hasil tes biokimia dan hasil pengujian maka dapat diketahui bahwa bakteri kandidat probiotik termasuk dalam genus obligat homofermentatif atau fakultatif heterofermentatif Lactobacillus. Genus Lactobacillus umumnya ditemukan pada substrat yang kaya akan karbohidrat seperti pada membran mukosa manusia, sayur-sayuran, buah-buahan, makanan hasil fermentasi serta makanan membusuk (Rahayu dan Margino, 1997).



KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

	Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan ditemukan sebanyak 20 isolat bakteri kandidat probiotik yang berasal dari usus ikan nila. Berdasarkan hasil identifikasi  uji fisika, biokimia dan morfologi isolat kandidat probiotik yang ditemukan ada 2 jenis yaitu dari genus  Bacillus sp dan Lactobacillus sp. Dari 20  isolat kandidat bakteri probiotik zona hambat tertinggi berasal dari isolat N-42 jenis Lactobacillus sp dengan 22,7 mm, dan isolat N-62 Jenis Lactobacillus sp dengan zona 7,2 mm.

	Hasil identifikasi dengan API 50 CHL test kit terhadap 2 isolat N-42 dan N-62, ditemukan bahwa jenis isolat N-42 merupakan bakteri Lactobacillus paracasei spp NCFB 206 dengan kemiripan sebesar 82% dan pada isolat N-62 yaitu jenis Lactobacillus paracasei spp NCFB 206 dengan kemiripan sebesar 78%.

Saran

	Saran untuk penelitian selanjutnya yaitu sebaiknya dilakukan untuk uji tantang terhadap ikan untuk melihat patogenitas dari bakteri probiotik Lactobacillus sp yang diperoleh agar kandidat probiotik ini bisa digunakan sebagai probiotik untuk meningkatkan imunitas dan produksi ikan di indonesia.
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