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ABSTRAK

Intensifikasi budidaya ikan telah menyebabkan berbagai dampak, seperti penyakit pada ikan. Salah
satunya adalah penyakit bakteriawi. Penggunaan bakteri probiotik sebagai agen antimikrob yang aman
dan efektif adalah salah satu strategi untuk menanggulangi penyakit tersebut. Bacillus subtilis merupakan
bakteri probiotik yang dapat memproduksi senyawa bakteriosin dan memiliki efek antagonis terhadap
bakteri Gram negatif dan positif. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengevaluasi aktivitas antagonis
dari B. subtilis terhadap Streptococcus iniae dan Pseudomonas fluorescens. Uji aktivitas antagonis dilakukan
dengan menggunakan difusi cakram kertas terhadap bakteri uji. Variasi perlakuan pada uji cakram
kertas adalah menggunakan perbedaan waktu inkubasi B. subtilis, yaitu waktu inkubasi 0, 6, 12, 18, 24
dan 30 jam. Berdasarkan hasil penelitian, B. subtilis (waktu generasi=30,62 menit) dapat memproduksi
senyawa antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri uji. Aktivitas antagonis terdeteksi
pada awal fase eksponensial yaitu inkubasi enam jam, dengan diameter zona hambat sebesar 7,28 + 0,18
mm (S. iniae) dan 6,75 + 0,11 mm (P. fluorescens) dan mencapai optimum pada awal fase stasioner yaitu
inkubasi 24 jam, dengan diameter zona hambat sebesar 8,84 + 0,28 mm (S. iniae) dan 9,14 + 0,91 mm (P.
fluorescens). Dapat disimpulkan bahwa B. subtilis dapat berperan dalam pengendalian penyebaran penyakit
bakteri pada budidaya ikan, khususnya yang disebabkan oleh S. iniae dan P. fluorescens.

Kata-kata kunci: Bacillus subtilis; Streptococcus iniae; Pseudomonas fluorescens; difusi cakram kertas

ABSTRACT

Intensification of fish farming has caused various impacts, for example diseases in fish. One of the
diseases in fish is a bacterial disease. The use of probiotic bacteria as an antimicrobial agent, which is
relatively safe and effective, is a strategy to treat the disease. Bacillus subtilis is probiotic bacteria which
can produce bacteriocin compounds and has antagonistic effects against both Gram negative and Gram
positive bacteria. The aim of this study was to evaluate the antagonist activity of B. subtilis against
Streptococcus iniae and Pseudomonas fluorescens. Antagonist activity test was done by using paper disc
diffusion against the bacteria. The variations on the test paper disc method used were based on the
difference of B. subtilis incubation time, such as: 0, 6, 12, 18, 24 and 30 hours. The results showed B. subtilis
(generation time = 30.62 min) produced antibacterial compounds which inhibited the growth of the bacteria.
Antagonist activity was detected in early exponential phase, six hours, with inhibition zone diameter of
7.28 +£ 0.18 mm (S. iniae) and 6.75 + 0.11 mm (P. fluorescens) and reached optimum at early stationary
phase, 24 hours, the inhibition zone diameter of 8.84 + 0.28 mm (S. iniae) and 9.14 + 0.91 mm (P. fluorescens).
It can be concluded that B. subtilis can contribute in controlling the spread of bacterial diseases in fish
farming, particularly caused by S. iniae and P. fluorescens.
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PENDAHULUAN

Intensifikasi budidaya ikan telah menye-
babkan berbagai macam penyakit yang
berdampak pada menurunnya produksi
(Shoemaker et al., 2006). Salah satu penyakit
yang sering menyerang ikan budidaya adalah
penyakit bakterial. Pada budidaya ikan secara
intensif, ikan sering mengalami kondisi stres,
mendorong penyakit bakteri terjadi, dan
mengakibatkan kerugian ekonomi yang serius.
Bakteri patogen yang sering menyerang ikan
air tawar adalah bakteri Streptococcus iniae dan
Pseudomonas fluorescens. Bakteri tersebut
dapat menyebabkan pembengkakan dan
kerusakan pada hati, ginjal dan limpa pada ikan
dan juga menyebabkan kematian massal pada
semua spesies ikan air tawar pada berbagai
tahapan pertumbuhan. Beberapa penelitian
telah melaporkan bahwa bakteri patogen dapat
menginfeksi ke dalam tubuh ikan melalui
insang dan kulit yang terluka dan dapat
menimbulkan gejala penyakit seperti
pembengkakan pada kulit, pembengkakan
perut, luka kemerahan, nekrosis, borok/luka,
dan septicemia (Post, 1987; Austin dan Austin,
2007). Selain itu, gejala klinis dari infeksi S.
iniae adalah ikan mengalamilemah lesu, luka
dibadan, exophthalmia, dan puncaknya terjadi
meningoensefalitis yang parah. Penyakit bakteri
tersebut ditemukan telah menyerang di tiga
wilayah yang berbeda di dunia, antara lain:
Amerika Utara, Timur Tengah, dan Asia-
Pasifik (Agnew dan Barnes, 2007).

Dampak dari penggunaan agen antibakteri
di seluruh dunia untuk tujuan profilaksis dan
terapi telah menyebabkan peningkatan
resistensi bakteri. Bakteri patogen sering
mengembangkan resistensi terhadap obat, jika
terpapar obat antibakteri jangka panjang dan
hal tersebut mengakibatkan infeksi yang lebih
sulit untuk diobati (Sugita et al., 2002, Sarter
et al., 2007). Sehingga, metode alternatif
dibutuhkan untuk mengontrol bakteri patogen
pada sistem budidaya ikan. Strategi yang dapat
dilakukan adalah memanfaatkan bakteri
probiotik sebagai agen kontrol biologi untuk
penyakit ikan. Salah satu bakteri probiotik yang
dapat mengendalikan penyakit bakteri adalah
Bacillus subtilis (Das et al., 2014).

Bakteri B. subtilis telah banyak digunakan
sebagai probiotik oral (Green et al., 1999) dan
merupakan bakteri Gram positif, non patogen,
membentuk spora, serta umumnya digunakan
sebagail organisme antidiare (Mazza, 1994).
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Menurut Das et al. (2014), B. subtilis memiliki
efek antagonistik terhadap bakteri Gram negatif
(Aeromonas hydrophila, P. aeruginosa,
Edwardsiella tarda, Vibrio parahaemolyticus
dan Flavobacterium columnare) dan bakteri
Gram positif (Staphylococcus aureus). Selain
itu, Nagarajan et al. (2014) juga melaporkan
bahwa B. subtilis dapat menghambat
pertumbuhan bakteri patogen pada ikan air laut
yakni V. alginolyticus, V. parahaemolyticus dan
V. harveyi. Genus Bacillus memiliki senyawa
bakteriosin yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri lain (Oscariz et al., 1999,
Ahern et al., 2003, dan Gillor et al., 2008).

Pada penelitian ini bakteri B. subtilis
dimanfaatkan sebagai mikroorganisme
antibakteri untuk dapat dikembangkan sebagai
agen alternatif untuk mengendalikan penyakit
pada budidaya ikan. Saat ini, sedikit informasi
tersedia tentang B. subtilis untuk pengobatan
ikan, khususnya terhadap penyakit bakteri oleh
S. iniae dan P. fluorescens. Oleh karena itu,
tujuan dari penelitian ini dirancang bertujuan
untuk mengevaluasi aktivitas antagonis bakteri
B. subtilis terhadap bakteri S. iniae dan P.
fluorescens.

METODE PENELITIAN

Kultur Bakteri dan Produksi Senyawa
Antibakteri

Peremajaan Bacillus subtilis dan
Bakteri Uji. Isolat bakteri B. subtilis dan
bakteri uji (S. iniae dan P. fluorescens) yang
digunakan pada penelitian ini merupakan isolat
simpanan dalam media cair Nutrient Broth/NB
(Merck, Germany) yang diperoleh dari
Laboratorium Parasit dan Penyakit Ikan,
Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan (FPIK),
Universitas Brawijaya, Malang. Isolat
diremajakan dengan cara menginokulasikan
masing-masing bakteri pada media Trypticase
Soy Agar/TSA (Merck, Germany) dalam cawan
petri yang berbeda, kemudian diinkubasi pada
suhu 32°C selama 24 jam.

Pembuatan Stok Kultur Bakteri. Isolat
bakteri B. subtilis diinokulasikan ke dalam 10
mL media NB kemudian diinkubasi pada suhu
32°C selama 24 jam. Pembuatan kultur juga
dilakukan pada bakteri uji ke dalam media yang
sama. Hasil stok masing-masing bakteri
disimpan dalam refrigerator (suhu 6-8°C).

Pembuatan Kurva Pertumbuhan
Bakteri B. subtilis. Sebanyak 10 uL Bakteri
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B. subtilis yang diambil dari stok, diinokulasi
pada 10 mL media NB dalam 17 tabung reaksi
dan diinkubasi pada suhu 32°C. Pertumbuhan
bakteri diamati setiap tiga jam (selama 48 jam).
Konsentrasi sel ditentukan dengan mengukur
kekeruhan cairan melalui pengukuran nilai
optical density (OD) menggunakan spektro-
fotometer UV-VIS dengan panjang gelombang
600 nm (Vine et al., 2004). Peningkatan
konsentrasi sel (dx) adalah sebanding dengan
jumlah (x) dan pada interval waktu (dt). Laju
pertumbuhan spesifik (i) dihitung dari
persamaan berikut: i = (In (x,)- In (x ) x (¢,-¢))"

Dalam persamaan terebut, i merupakan
laju pertumbuhan per jumlah unit dari
konsentrasi sel, x,dan x, = konsentrasi sel pada
masing-masing waktu ke-1 (¢,) dan waktu ke-2
(t,).

’ Doubling time (t,) merupakan waktu
generasi dari biomassa. Doubling time (Jam)
dari laju pertumbuhan dihitung berdasarkan
persamaan: td=In 2x11=0,693 x i'!

Produksi Senyawa Antibakteri.
Produksi Senyawa Antibakteri dari Bakteri B.
subtilis diukur menggunakan metode Ansari et
al. (2012) dengan sedikit modifikasi. Inokulum
bakteri sebanyak 10 pLh ditumbuhkan dalam 10
mL media NB pada suhu 32°C, selama 0, 6, 12,
18, 24, dan 30 jam. Setelah diinkubasi pada
periode tersebut, bakteri dipanen dengan cara
disentrifugasi dengan kecepatan 6.000 rpm
selama 15 menit. Supernatan bebas sel yang
diperoleh kemudian disaring menggunakan
mikrofilter 0,22 uym dan disimpan dalam
refrigerator (suhu 6-8°C) untuk selanjutnya
digunakan dalam uji aktivitas antibakteri.

Uji Aktivitas Antibakteri oleh B. subtilis
Uji Aktivitas Antibakteri oleh B. subtilis
menggunakan metode difusi cakram kertas
menurut Sansawat dan Thirabunyanon (2009)
dengan modifikasi. Setiap cakram kertas steril
berdiameter 6 mm (Oxoid, UK) direndam dalam
20 pL supernatan B. subtilis (sesuai dengan
periode pertumbuhan 0, 6, 12, 18, 24, dan 30
jam). Cakram kertas tersebut kemudian
diletakan pada media Muller-Hinton Agar/MHA
(Oxo1id, UK) yang sebelumnya diinokulasi
dengan bakteri uji (S. iniae dan P. fluorescens)
dengan kepadatan 107 cfu/mL. Media agar
diinkubasi pada suhu 32°C, selama 24 jam.
Selanjutnya, zona hambatan (mm) yang terlihat
di sekitar cakram kertas diukur menggunakan
digital caliper (Krisbow, KW06-351). Setiap
perlakuan dilakukan dengan tiga kali ulangan.
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Analisa Data

Analisis data dilakukan dengan
menggunakan Univariate Analysis of Variance
dengan menggunakan software Statistical
Package for Social Sciences/SPSS versi 20.0 for
Windows.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kurva Pertumbuhan Bakteri B. subtilis

Pada penelitian ini dilakukan pengukuran
nilai OD setiap tiga jam dengan panjang
gelombang 600 nm dari kultur bakteri B. subtilis
untuk mengetahui pertumbuhannya selama 48
jam. Pertumbuhan bakteri B. subtilis
mengalami peningkatan dengan meningkatnya
nilai OD, semakin keruh suspensi bakteri maka
semakin tinggi konsentrasi bakteri yang
tumbuh. Kurva pertumbuhan bakteri B. subtilis
disajikan pada Gambar 1.

Kurva pertumbuhan B. subtilis diawali
dengan fase lag (fase adaptasi), fase lag pada
bakteri B. subtilis terjadi pada jam ke-0 hingga
jam ke-6. Fase lag merupakan periode dari sel
mikrob yang mengalami penurunan metabolit
dan enzim sebagai akibat dari kondisi yang tidak
menguntungkan pada media kultur sebelumnya,
dan beradaptasi dengan lingkungan yang baru
(Brooks et al., 2007). Pada fase tersebut
peningkatan jumlah sel bakteri berlangsung
lambat. Setelah fase lag selesai, pertumbuhan
bakteri berlangsung sangat cepat (fase
eksponensial). Menurut Willey et al. (2011), fase
eksponensial (log) merupakan fase dalam kurva
pertumbuhan selama populasi mikrob tumbuh
pada tingkat yang konstan dan maksimum,
membagi dan menggandakan secara berkala.
Pada penelitian ini, fase eksponensial dimulai
pada jam ke-6 hingga jam ke-18. Bakteri
memperbanyak diri dengan cara membelah
menjadi dua. Masing-masing sel membelah lagi
menjadi dua sehingga pada setiap generasi
jumlahnya menjadi dua kali populasi
sebelumnya. Selanjutnya, pada suatu laju
pertumbuhan mencapai titik maksimal (fase
stasioner, 18-48 jam). Waktu yang dibutuhkan
untuk terjadinya proses pembelahan tersebut
disebut dengan waktu generasi (Fardiaz, 1992).
Waktu generasi adalah selang waktu yang
dibutuhkan bagi sel untuk membelah diri atau
untuk meningkatkan populasinya menjadi dua
kali lipat (Pelczar et al., 1998). Pada penelitian
ini, B. subtilis memiliki waktu generasi 0,51 jam
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Gambar 1. Kurva pertumbuhan bakteri Bacillus subtilis yang diukur selama 48 jam.

atau 30,62 menit. Hasil ini sesuai dengan hasil
penelitian dari Hageman et al. (1984) yang
menunjukkan waktu generasi dari B. subtilis
adalah sekitar 40 menit. Juga, Prihatiningsih
et al. (2014) menyatakan bahwa waktu generasi
bakteri B. subtilis adalah 32,62 hingga 33,84
menit. Waktu generasi digunakan untuk
mengetahui karakteristik pertumbuhan suatu
bakteri (Vine et al., 2004). Selain itu, Vine et al.
(2004) menambahkan asumsi bahwa bakteri
probiotik lebih kompetitif terhadap bakteri
patogen jika memiliki waktu generasi yang
cepat. Berdasarkan hal tersebut, diharapkan
bakteri B. subtilis dapat melawan bakteri S.
intae dan P. fluorescens.

Aktivitas Antibakteri B. subtilis

Bakteri B. subtilis memiliki senyawa yang
dapat menghambat pertumbuhan bakteri S.
iniae dan P. fluorescens. Adanya aktivitas
penghambatan ditunjukan dengan terbentuknya
zona hambat di sekitar kertas cakram yang
kemudian dihitung besarnya zona hambat. Hasil
uji dari aktivitas antimikrob menggunakan
metode cakram disajikan pada Tabel 1.

Plot nilai OD dan diameter zona hambat
(Gambar 2) terhadap waktu inkubasi
menunjukkan peningkatan produksi senyawa
antibakteri selama pertumbuhan B. subtilis (0,
6, 12, 18, 24 dan 30 jam). Pengujian aktivitas
antibakteri supernatan B. subtilis menun-
jukkan bahwa aktivitas antibakteri dimulai
pada inkubasi enam jam, yakni pada awal fase
eksponensial dengan nilai diameter zona hambat
sebesar 7,28 £ 0,18 mm dan 6,75 £ 0,11 mm
(masing-masing untuk S. iniae dan P. fluo-

rescens). Selanjutnya, diameter zona hambat
terus meningkat hingga jam ke-30 (fase sta-
sioner), dengan nilai diameter zona hambat
sebesar 8,76 £ 0,19 mm dan 9,29 £ 1,65 mm
(masing-masing untuk S. iniae dan P.
fluorescens).

Adanya aktivitas antibakteri pada B.
subtilis terhadap bakteri uji disebabkan oleh
genus Bacillus memiliki senyawa bakteriosin
dengan karakter yang spesifik. Menurut Oscariz
et al. (1999), B. cereus menghasilkan bakteriosin
dengan jenis cerein yang aktif melawan semua
bakteri Gram positif dan beberapa Gram negatif,
dan Ahern et al. (2003) melaporkan bahwa
bakteriosin berupa thuricin dihasilkan oleh B.
thuringiensis, sedangkan untuk B. subtilis,
bakteri in1 menghasilkan bakteriosin dengan
jenis bacillocin 22 (Gillor et al., 2008). Chavan
dan Riley (2007) menambahkan bahwa
bakteriosin merupakan protein atau polipeptida

Tabel 1. Aktivitas antibakteri Bacillus subtilis
terhadap bakteri Streptococcus iniae
dan Pseudomonas fluorescens

Diameter Zona Hambat (mm)

Waktu Inkubasi
S. iniae P. fluorescens

0 jam 0,00 0,00

6 jam 7,28+0,18 6,75+0,11
12 jam 7,567+0,19 7,09+0,10
18 jam 8,16+0,03 7,71+0,08
24jam 8,84+0,28 9,14+0,91
30jam 8,76+0,19 9,29+1,65
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Gambar 2. Aktivitas antagonis bakteri Bacillus subtilis terhadap bakteri (a) Streptococcus iniae
dan (b) Pseudomonas fluorescens (7 = Diameter Zona hambat yang terbentuk pada
S. iniae dan P. fluorescens (mm), —ge— = Pertumbuhan B. subtilis (OD 600 nm))

pendek yang mengandung gen toksin, gen
imunitas dan gen lisis sehingga mampu
mengikat dan kemudian membunuh sel-sel yang
permukaan reseptornya dikenali oleh bakte-
riosin. Menurut Riley dan Wertz (2002)
bakteriosin berbeda dengan antibiotik.
Bakteriosin hanya bersifat toksik pada bakteri
yang memiliki kekerabatan dekat dengan
bakteri penghasil bakteriosin.

Pada penelitian ini, peningkatan waktu
inkubasi menyebabkan aktivitas bakteriosin
mengalami peningkatan pula dan mencapai
optimum pada fase stasioner. Selain itu, hasil
uji statistika menunjukkan bahwa pada waktu

inkubasi 24 dan 30 jam berbeda tidak nyata,
sehingga dapat disimpulkan bahwa waktu
inkubasi optimum adalah 24 jam. Hasil ini
sesuail dengan hasil yang dilaporkan Ansari et
al. (2012), bahwa produksi bakteriosin dari B.
subtilis KIBGE IB-17 dimulai pada awal
inkubasi enam jam, dan produksi maksimum
dapat tercapai ketika bakteri berada pada fase
eksponensial menuju ke fase stasioner (fase
diam). Sementara itu, Ogunbanwo et al. (2003)
menyatakan bahwa meningkatnya jumlah sel
menyebabkan jumlah bakteriosin yang
dihasilkan meningkat kemudian turun setelah
mencapai fase stasioner. Xie et al. (2009) juga
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menyatakan bahwa aktivitas antibakteri dapat
dideteksi pada pertumbuhan pertengahan fase
log (eksponensial) dan cepat mencapail maksi-
mum pada fase awal stasioner. Waktu inkubasi
berperan penting dalam produksi bakteriosin
dan setelah 24 jam, tingkat produksi spesifik
maksimum akan tercapai (Ansari et al., 2012).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
P. fluorescens lebih sensitif daripada S. iniae
terhadap bakteriosin B. subtilis, hasil ini dapat
dilihat dari kemampuan hambat supernatan
bakteriosin pada inkubasi 24 dan 30 jam yang
menunjukkan zona hambat yang lebih besar dari
pada S. iniae. Hal tersebut disebabkan oleh
perbedaan sensitivitas antara bakteri Gram
negatif (P. fluorescens) dan bakteri Gram positif
(S. iniae). Setiap bakteri memiliki sensitivitas
yang berbeda terhadap senyawa antibakteri.
Menurut Bibiana dan Nithyanand (2014),
bakteriosin bakteri Bacillus sp. lebih aktif pada
bakteri Gram negatif daripada bakteri Gram
positif. Selain itu, Khoiriyah et al. (2014)
menyatakan bahwa Pseudomonas sp lebih
sensitif terhadap bakteriosin dari Lactobacillus
sp dari pada mikrob uji yang lain dengan
ditunjukkan dengan zona bening yang lebih
besar.

SIMPULAN

Pada penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa B. subtilis mampu menghambat
pertumbuhan bakteri S. iniae dan P.
fluorescens. Bakteri B. subtilis memiliki
aktivitas antagonis terhadap S. iniae dan P.
fluorescens. Aktivitas antibakteri dimulai pada
inkubasi enam jam, dan mencapai nilai
maksimum pada awal fase stasioner.

SARAN

Pada penelitian ini masih diperlukan
penelitian mengenal pengaruh senyawa
antibakteri dari B. subtilis terhadap infeksi S.
iniae dan P. fluorescens pada ikan air tawar
secara in vivo.
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