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Abstract

This study was conducted to examine the antagonistic activity of probiotic bacteria isolated from
the digestive tract of fish (Oxyeleotris marmorata). Fish having an average weight of 500 grams
were obtained from fish ponds in Tetey Village, North Minahasa Regency. Fish were dissected,
the intestine was separated from the other internal organs. The intestine was then weighed as
much as 1 gram, cut into small pieces and then crushed using a mortar until smooth. The results
of the scour were transferred to a test tube and 9 mL of NaCl solution was added, then
centrifuged at 1000 RPM for 10 minutes for 2 times. The supernatant was diluted to obtain a
concentration of 102 to 103, The dilution was spread onto MRS media and incubated for 24-48
hours at 28°C. Growing colonies were cultured on MRS agar, purified and propagated. The pure
isolate obtained were then subjected to Gram Stain, biochemical tests and antagonistic tests. The
results of the study found that the characteristics of the bacteria were round shape, milky white in
color, rod-shaped and Gram positive, and biochemically identified as Lactobacillus sp. These
bacteria had strong antagonistic activity against A. hydrophila which was indicated by the
presence of a clear zone with a diameter of 26.88 mm around the probiotic disc.
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PENDAHULUAN sistem intensif (Nasution dan Yanti, 2015).
Pengaplikasian akuakultur sistem intensif
yang memiliki kemajuan teknologi tidak
serta-merta membuat sistem ini terhindar
dari permasalahan. Masalah yang seringkali
terjadi di lapangan biasanya disebabkan oleh
kondisi lingkungan perairan menjadi buruk
sampai meningkatnya penyakit, hingga
akhirnya perekonomian di bidang industri

Usaha akuakultur merupakan usaha
yang penerapannya dilakukan dengan
campur tangan manusia untuk merekayasa
reproduksi, pertumbuhan dan mortalitas.
Perkembangan teknologi yang semakin maju
memberikan  pengaruh  bagi usaha
akuakultur, yang awalnya akuakultur sistem
tradisional berkembang menjadi akuakultur
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akuakultur merosot (Tan et al., 2019; Xie et
al., 2019). Beragam metode diterapkan
untuk  menekan bahkan  mengurangi
permasalahan ini dengan cara mencegah dan
mengontrol penyakit (Wang et al., 2008).
Metode yang umum digunakan untuk
menanggulangi penyakit adalah dengan
memakai antibiotik. Penerapan antibiotik
cukup  efektif untuk menekan dan
membunuh patogen, namun memiliki resiko
karena menyebabkan resistensi patogen jika
digunakan secara terus-menerus (Babu et
al., 2013). Bahan kimia yang terkandung
pada antibiotik tergolong tidak ramah
terhadap lingkungan perairan, karena dapat
meninggalkan residu pada tubuh ikan.
Residu yang terakumulasi dalam tubuh ikan
dapat membahayakan kesehatan manusia
yang mengonsumsi (Wu et al., 2013). Oleh
karena itu diberlakukan protokol yang ketat
untuk membatasi penggunaan antibiotik
dalam akuakultur intensif (Hoseinefar et al.,
2018).

Pembatasan penggunaan antibiotik
memunculkan  inovasi  terbaru  untuk
mendapatkan metode alternatif yang aman
untuk penggunaan jangka panjang dan tidak
membahayakan manusia yang
mengonsumsi. Probiotik merupakan salah
satu metode alternatif yang memberikan
keuntungan dalam akuakultur (Wang et al.,
2008). Verschuere et al. (2000) menjelaskan
alternatif  penggunaan probiotik  untuk
mengganti pengobatan dengan antibiotik
semakin banyak digunakan para petani.
Kemudahan dalam pengaplikasian probiotik
dan harga jual yang murah, membuat
probiotik  memiliki  keterkaitan  yang
signifikan di industri akuakultur (Hoseinifar
et al., 2018). Probiotik terdiri dari kata “pro”
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dan “bios” dalam bahasa Yunani yang
memiliki arti “untuk kehidupan”. Definisi
probiotik pertama kali didefinisikan oleh
Parker tahun 1974, yaitu organisme atau
substansi yang mempengaruhi pertumbuhan
dan kelangsungan hidup mikroba di usus
(Parker, 1974). Fuller (1989) menyatakan
probiotik sebagai mikroba yang dikultur dan
memiliki efek yang positif  karena
mempengaruhi inang dengan meningkatkan
keseimbangan mikroba di dalam tubuh
inang. Menurut Sornplang dan
Piyadeatsoontorn (2016), probiotik berasal
dari ragi dan bakteri yang pada saat
digunakan tidak memiliki efek samping.
Penerapan probiotik dalam usaha
akuakultur  digunakan sebagai sarana
meningkatkan sistem imun pada ikan,
pengendalian kualitas air dan penyakit,
pemberian nutrisi (Qi et al., 2009; Undi dkk.,
2020; Pangalila dkk., 2020). Keuntungan
lain dari probiotik yaitu memproduksi enzim
pencernaan seperti protease, amilase dan
selulase yang mampu  meningkatkan
pertumbuhan inang (Bella dkk., 2020;
Mudeng dkk., 2020; Kurniasih et al., 2013).
Hasil-hasil penelitian menunjukkan bahwa
probiotik  bisa diisolasi dari saluran
pencernaan organisme akuatik  seperti
moluska Anadara tuberculosa (Sanchez-
Ortiz et al., 2015), udang Litopenaeus
vannamei (Widanarni et al., 2015), Catla
catla, Labeo rohita, Cirrhinus mrigala,
Cyprinus  carpio  (Muthukumar  and
Kandeepan, 2015), Oreochromis niloticus
(Lara-Flores and Olvera-Novoa, 2013),
Channa striatus (Allameh et al., 2014).
Penelitian ini dilakukan untuk mendapatkan
mikroba dari saluran pencernaan ikan betutu
(Oxyeleotris marmorata) yang berpotensi



sebagai kandidat probiotik. Penyeleksiannya
dengan berdasarkan fungsi probiotik di
saluran pencernaan yang mampu melindungi
ikan dari patogen melalui mekanisme
senyawa antibakteri, dan bisa memproduksi
enzim pencernaan yang berkontribusi
terhadap proses pencernaan. Penelitian ini
bertujuan mengisolasi bakteri probiotik dari
usus ikan betutu dan menguji aktivitas
antagonistik bakteri tersebut terhadap
bakteri Aeromonas hydrophila.

METODE PENELITIAN

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan selama 5
bulan yakni Agustus - Desember 2021.
Proses pengerjaan penelitian dilaksanakan di
Laboratorium Kesehatan Ikan, Lingkungan
dan  Toksikologi, dan  Laboratorium
Teknologi Akuakultur, Fakultas Perikanan
dan Illmu Kelautan, Universitas Sam
Ratulangi.

Sumber probiotik

Bakteri probiotik diisolasi dari usus
ikan betutu (O. marmorata) dengan berat
rata-rata 500 gram. Ikan beturu tersebut
ditangkap dari kolam ikan yang terletak di

Desa Tetey, Kabupaten Minahasa Utara
kemudian  diangkut ke Laboratorium
Kesehatan Ikan, Lingkungan dan

Toksikologi, Fakultas Perikanan Dan IImu
Kelautan  Universitas Sam  Ratulangi,
Manado.

Isolasi dan Kultur Bakteri

Ikan yang diisolasi pertama-tama
ditimbang berat badannya lalu disterilkan
menggunakan tisu yang sudah dibasahi
terlebih dahulu alkohol 70%. Alat-alat yang
digunakan seperti pisau bedah, gunting,
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pinset, baki, dan papan bedah disterilkan
dengan alkohol 70%. Perut ikan dibedah
dengan menggunting bagian perut dari arah
anus memanjang sampai ke arah dada,
kemudian dari dada dibuat potongan arah
vertikal ke bagian punggung. Potongan
dibuka dan organ diambil menggunakan
pinset. Pemisahan usus dari organ dalam
dilakukan di atas papan bedah. Isolasi
bakteri dikerjakan menurut prosedur yang
dikemukakan oleh Mulyasari et al. (2016).
Usus ikan betutu ditimbang seberat 1 gram,
dipotong beberapa bagian lalu dimasukkan
ke dalam mortar untuk digerus sampai halus.

Hasil gerusan dipindahkan ke dalam
tabung reaksi dan ditambahkan larutan NaCl
sebanyak 9 mL. Larutan NaCl yang sudah
tercampur dengan hasil gerusan
disentrifugasi pada kecepatan 1000 RPM
selama 10 menit. Sentrifugasi dilakukan 2
kali untuk mendapatkan supernatan yang
sudah terpisah dari debris. Supernatan yang
selesai disentrifugasi memiliki konsentrasi
10, diencerkan sampai 102 - 10° lalu
disebar pada media MRS dan diinkubasi
selama 24-48 jam dengan suhu 28 °C.

Bakteri yang telah tumbuh diisolasi
kembai sampai pada media yang sama
sampai didapatkan koloni tunggal dan
murni. Jika sudah murni, bakteri
diperbanyak  untuk digunakan dalam
penelitian.

Identifikasi Bakteri Probiotik

Identifikasi bakteri dilakukan
melalui Metode pewarnaan gram, dan uji
biokimia. Pewarnaan gram dikerjakan di
Laboratorium Kesehatan Ikan, Lingkungan
Dan Toksikolosi Fakultas Perikanan Dan
lImu  Kelautan Unsrat sedangkan uji



biokimia dilakukan di Balai Karantina Kelas
1 Kota Manado.

Uji Antagonistik

Tujuan dari uji antagonistik adalah
untuk mengetahui kemampuan kandidat
bakteri  probiotik dalam  menghambat
patogen. Patogen yang digunakan sebagai
bahan uji  yaitu bakteri Aeromonas
hydrophila. Prosedur pengerjaan menurut
Madigan et al. (1997) yaitu bakteri A.
hydrophila diencerkan dengan kepadatan
10° CFU/mL, A. hydrophila disuspensikan
sebanyak 0.1 mL lalu ditebarkan pada
permukaan media agar TSA. Kertas cakram
dicelupkan ke dalam tabung mikro yang
sudah diisi dengan probiotik konsentrasi 10~
lalu diletakkan di permukaan media agar.
Media kemudian dinkubasi selama 24-48
jam dalam inkubator dengan suhu 28 °C.
Kertas cakram lainnya dicelupkan ke dalam
larutan fisiologis (NaCl) sebagai kontrol.
Kemampuan kandidat bakteri sebagai
probiotik dalam menghambat patogen
ditandai dengan terbentuk zona hambat di
sekitar kertas cakram.

Analisis Data

Data yang dikumpulkan dianalisis
secara kuantitatif dan deskriptif kualitatif
atau disebut dengan metode campuran
(mixed methods) (Sugiyono, 2014). Analisis
kuantitatif dilakukan dengan menggunakan
statistik sederhana yaitu nilai rata-rata dan
tabel. Analisis kualitatif dilakukan dengan
menggunakan teks naratif.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi dan Karakteristik Bakteri
Probiotik

Hasil isolasi bakteri yang berasal
dari usus ikan betutu (O. marmorata)
dikultur menggunakan media selektif MRS,
berhasil didapati bakteri dengan
karakteristik koloni berbentuk bulat, serta
berwarna putih susu dan berbentuk batang
(rod-shaped). Uji biokimia mengidentifikasi
bakteri tersebut sebagai Lactobacillus sp.

Hasil ini sejalan dengan laporan
Gobinath dan Ramanibai (2012) dimana
bakteri Lactobacillus sp. yang diisolasi dari
usus, ginjal, dan daging ikan mujair yang
dikultur dengan media MRS, memiliki ciri
karakteristik Gram positif, rod-shaped, non
motil, berwarna putih susu, dan koloni yang
tidak  beraturan.  Laporan  penelitian
selanjutnya oleh Novitarizky et al. (2018)
mendapatkan bakteri Lactobacillus sp. yang
diisolasi dari usus ikan lele yang memiliki
karakteristik berbentuk batang, non motil
dan warna koloni putih susu. Dushku et al.
(2019) juga mendapatkan  bakteri asam
laktat ~ yang  diisolasi  dari  siput
(Cornuaspersum maxima) memiliki
karakteristik bulat, putih keruh, rod-shaped.

Uji Antagonistik

Uji antagonistik dilakukan untuk
memastikan jika Lactobacillus sp. memiliki
kemampuan menghambat  pertumbuhan
mikroorganisme patogen. Pada uji ini
patogen yang digunakan adalah bakteri
Aeromonas hydrophila yang merupakan
penyebab penyakit MAS pada ikan-ikan air
tawar dengan konsentrasi 10° CFU/mL.
Hasil uji kandidat probiotik yang diisolasi
dari ikan betutu bersifat antagonistik yang



ditunjukkan dengan terbentuknya zona
hambat di sekeliling kertas cakram yang

memiliki  kandungan Lactobacillus sp.
dengan diameter rata-rata 26,88 mm

(Gambar 1) 7
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Gambar 1. Zona bening pada uji
antagonistik (panah biru cakram probiotik,
panah merah cakram kontrol)

Tabel 1. Aktivitas antagonistik
Lactobacillus sp. terhadap A. hydrophila

Petri Diameter Zona Bening
(mm)
1 25,7
2 24
3 29,4
4 28,4
Rata-rata 26,88

Hasil penelitian ini sejalan dengan
laporan penelitian Hagi and Hoshino (2009)
yang mendapatkan bahwa Lactobacillus
lactic dan L. fuchuensis yang diisolasi dari
usus ikan mas dapat menghambat
pertumbuhan Aeromonas hydrophila dengan
zona hambat berdiameter 4 mm. Hal ini
disebabkan  dari  produksi  molekul
antimikroba oleh probiotik seperti antibiotik,
bakteriosin dan enzim litik untuk melawan
kompetitornya. Manoppo et al. (2020)
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melaporkan bahwa probiotik yang diisolasi

dari usus ikan mas memiliki aktivitas
antagonistic ~ terhadap A. hydrophila.
Mourifio et al. (2016) mengisolasi

Lactobacillus sp. dari American catfish

(Pseudoplatystoma reticulatum X
Pseudoplatystoma corruscans)
memperlihatkan  aktivitas  antagonistik

terhadap A. hydrophilla dengan diameter
zona hambat 8,33-11,33 mm.

Beberapa hasil penelitian lain juga
memperlihatkan  kemampuan  probiotik
dalam menghambat mikroorganisme
patogen. Pannu et al. (2014) mendapatkan
bahwa penggunaan probiotik Lactobacillus
sporogenes dapat menghambat bakteri Gram
positif Streptococcus aereus dengan zona
hambat sebesar 0.66 cm terhadap K.
neumoneae. Penelitian Jang et al. (2019)
menggunakan probiotik L. plantarum pada
ikan olive flounder dalam menghambat
Streptococcus iniae  sehingga mampu
meningkatkan kelangsungan hidup
dibandingkan dengan ikan kontrol. Nguyen
et al. (2017) mendapatkan Lactobacillus
lactic yang telah diisolasi dari wild marine
fish memiliki aktivitas yang kuat dalam
menghambat bakteri Gram positif S. iniae.
Kongnum and Hongpattarakere (2012)
dimana probiotik L. plantarum yang
diisolasi dari saluran pencernaan udang liar
memberikan efek antagonistik terhadap
bakteri Vibrio harveyi. Hasil penelitian
Marlida et al. (2014) menunjukkan bahwa
bakteri probiotik yang diisolasi dari usus
ikan  humpback grouper (Cromileptes
altivelis) memiliki aktivitas antagonistik
yang kuat terhadap patogen Vibrio
alginolyticus.  Karthik et al. (2014)
mendapatkan  Lactobacillus sp. yang



diisolasi dari Curd menggunakan media
MRS lalu diberikan pada udang vaname dan
udang Penaeus monodon selama 30 hari
mampu menghambat bakteri Vibrio sp.
penyebab penyakit vibriosis. Lin et al.
(2019) mendapatkan penggunaan
Lactobacillus spp. dapat menghambat
penyakit  enteritis, sehingga  mampu
meningkatkan kelangsungan hidup benih
lined seahorse (Hippocampus erectus)
dengan dosis terbaik yang diberikan yaitu
10-20 CFU/L selama 45 hari. Wang et al.
(2019) mendapatkan L. pentosus dan L.
fermentum secara nyata meningkatkan
performa pertumbuhan dan  resistensi
penyakit sea bass (Lates calcarifer) dengan
kepadatan probiotik 10° CFU/kg pakan.
Feckaninova et al. (2017) berbagai properti
mikroorganisme sebagai kandidat probiotik
memiliki sifat non patogenik, tidak memiliki
plasmid-encoded antibiotic resistance genes
dan tahan terhadap asam lambung dengan
pH yang rendah. Properti penting lainnya
bersifat antagonistik terhadap patogen,
mampu memproduksi enzim ekstraseluler
yang memperbaiki pemanfaatan pakan.

KESIMPULAN

Bakteri yang diisolasi dari usus ikan betutu
teridentifikasi sebagai Lactobacillus sp. dan
memiliki sifat antagonistik yang kuat
terhadap patogen A. hydrophila yang
diindikasikan dengan terbentuknya zona
bening di are sekitar cakram probiotik
dengan diameter rata-rata mencapai 26,88
mm.
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