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PENAPISAN BAKTERI YANG DIISOLASI DARI TAMBAK UDANG
SEBAGAI KANDIDAT PROBIOTIK PADA BUDI DAYA UDANG WINDU,
Penaeus monodon

Muliani, Nurbaya, dan Muharijadi Atmomarsono
ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan mendapatkan bakteri probiotik untuk budi daya udang windu
P. monodon. Penelitian meliputi beberapa tahapan yaitu (1) isolasi bakteri dari tambak
udang; (2) uji daya hambat terhadap Vibrio harveyi: (3) karakterisasi secara fisiologi
dan biokimia; (4) pertumbuhan bakteri pada beberapa konsentrasi NaCl; (5)
pertumbuhan bakteri pada beberapa tingkat salinitas: (6) uji patogenisitas bakteri
terhadap pascalarva udang windu; (7) uji tantang dengan V. harveyi dalam wadah
pemeliharaan pascalarva udang windu; dan (8) analisis gen 16S-rRNA bakteri yang
diisolasi dari tambak. Sedikitnya 14 isolat dari 2.228 isolat bakteri yang diisolasi dari
tambak, potensial dijadikan probiotik pada budi daya udang windu. Sintasan udang
windu tertinggi pada perlakuan yang menggunakan isolat BN2067. Isolat BT950 dan
BT95 paling potensial menghambat pertumbuhan V. harveyi baik secara In vitro maupun
In vivo. Hasil analisis gen 16Sr-RNA menunjukkan bahwa BT950 dan BT951 termasuk
dalam kelompok Brevibacillus sp., sedangkan BN2067 termasuk dalam kelompok Vibrio
vulnificus CMCP6 chr.

ABSTRACT: Screening of isolated bacteria from shrimp ponds as probiotic
candidate on tiger shrimp (Penaeus monodon) culture. By:
Muliani, Nurbaya, and Muharijadi Atmomarsono

This experiment was aimed for finding-out probiotic bacteria on tiger shrimp P.
monodon culture. The research included several steps i.e. 1) isolation of bacteria
from tiger shrimp pond; 2) inhibition test of bacteria against V. harveyi; 3)
biochemical and physiological characterization; 4) growth of bacteria at different
concentration of NaCl; (5) growth of bacteria at different salinities; (6) pathogenicity
test of bacteria to tiger shrimp post larvae, (7) challenge test of bacteria against V.
harveyi in tiger shrimp culture media; (8) 165-rRNA gene analysis of bacteria isolated
from shrimp pond. Fourteen isolates of 2,228 isolates of bacteria isolated from tiger
shrimp pond were potential for probiotic bacteria on tiger shrimp culture. The highest
survival rate of tiger shrimp was obtained from those treated with BN2067 isolate.
The potential isolates to inhibit V. harveyi both In vivo and In vitro assay were BT950
and BT951. Based on 16S-rRNA gene analysis, BT950 and BT951 isolates are
considered to be Brevibacillus laterosporus, while BN2067 is considered to be Vibrio
vulnificus CMCP6 chr.
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PENDAHULUAN Ruangpan et al., 1998; Sukhumsirichart et al.,

Kasus kematian udang di tambak akibat ~1998), Taiwan (Peng et al., 2001), Filipina
serangan penyakit terutama oleh virus sampai  (Albaladejo et al., 1998; Loh et al., 1998), india
saat ini masih terus terjadi. Hal ini tidak hanya  (Karunasagar, 2003; Vaseeharan et al., 2003),
terjadi di Indonesia, tapi juga di negara-negara  Australia (Spann et al., 1995), Jepang (Kono et
lain seperti Thailand (Pasharawipas etal., 1998;  al., 2004), dan Amerika (Dhar etal., 2001).
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Penggunaan bakteri probiotik merupakan
usaha penanggulangan penyakit baik pada
ikan maupun udang yang paling banyak
menarik perhatian berbagai kalangan pembudi
daya (Haryanti et al., 2001; Irianto, 2003,
Muliani et al., 2003; Muliani et al., 2004;
Panigrahi et al., 2005). Berbagai merek produk
bakteri probiotik telah beredar di pasaran dan
telah digunakan oleh pembudi daya, namun
demikian penyakit udang windu terutama yang
disebabkan oleh WSSV masih tetap terjadi.
Penggunaan bakteri probiotik di tambak untuk
menanggulangi penyakit harus dilakukan
secara hati-hati, karena tidak ada jaminan
bahwa semua bakteri probiotik yang ada di
pasaran dapat diaplikasikan di setiap lokasi.
Hal ini karena setiap jenis bakteri probiotik
memiliki persyaratan hidup dan tumbuh yang
berbeda. Menurut Poernomo (2004), bahwa
probiotik yang diaplikasikan ke dalam tambak
harus mampu hidup di dalam tambak, mampu
tumbuh, mampu berkembang biak, mampu
berfungsi/bekerja aktif pada bidang masing-
masing sesuai yang diharapkan.

Bakteri BY-9 yang diisolasi dari air laut
kurang efektif jika diaplikasikan di tambak,
karena memerlukan kondisi media khusus
untuk menunjang pertumbuhan dan memper-
tahankan daya hambatnya terhadap bakteri
Vibrio (Haryanti, 2003; komunikasi pribadi).
Bakteri karang dan sedimen laut yang telah
diisolasi pada tahun 2003 (Muliani et a/., 2003)
mengalami penurunan aktivitas bakterisida
setelah disimpan pada suhu -70°C selama
kurang lebih satu tahun. Berdasarkan hal
tersebut, maka penelitian tentang penapisan
bakteri yang diisolasi dari tambak yang
mempunyai kemampuan menghambat V.
harveyidan sekaligus sebagai pengurai bahan
organik sangat diperlukan. Selain itu, bakteri
tersebut diharapkan dapat hidup dan ber-
kembang di lingkungan tambak secara alami
sehingga mudah diaplikasikan sebagai bakteri
probiotik untuk budi daya udang windu di
tambak.

METODOLOGI
Isolasi Bakteri Tambak

Lokasi pengambilan sampel. Pengambil-
an sampel tanah dan air untuk penapisan
bakteri probiotik di tambak intensif, semi
intesif, tradisonal, dan tanah sulfat masam telah
dilakukan di beberapa lokasi pertambakan di
Sulawesi Selatan, yaitu: Barru, Bantaeng, Bone,
Bulukumba, Jeneponto, Mamuju, Palopo,
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Pinrang, Polmas, Sinjai, dan Wajo. Sampel yang
telah dikumpulkan dibawa ke Laboratorium
Patologi Balai Riset Perikanan Budidaya Air
Payau, selanjutnya diisolasi bakterinya,
kemudian dilakukan uji daya hambat terhadap
V. harveyi.

Media Isolasi. Sampel air diencerkan
secara seri (sampai 10?), sedangkan sampel
udang dan sedimen terlebih dahulu digerus
sebelum diencerkan secara seri (sampai 10).
Dari setiap pengenceran diambil 100 mL dan
disebar pada media Triptic Soy Agar (TSA)
dalam cawan petri, kemudian diinkubasi pada
suhu ruang selama 1—2 hari. Koloni bakteri
vyang tumbuh selanjutnya diidentifikasi
berdasarkan bentuk, warna, elevasi, dan
ukuran koloni bakteri yang terbentuk (Atlas,
1997; Prescott et al.,, 2002). Bakteri yang
tumbuh dimurnikan dan dikultur pada media
TSA yang dimiringkan, diinkubasi selama 48
jam, dan selanjutnya diuji daya hambatnya
terhadap bakteri V. harveyi.

Uji Daya Hambat Bakteri Kandidat
Probiotik terhadap V. harveyi

Semua bakteri yang telah diisolasi dari
tambak diuji daya hambatnya terhadap V.
harveyi yang diisolasi dari udang windu. V.
harveyi ditumbuhkan pada TCBSA selama 24
jam. Koloni tunggal yang tumbuh diambil
dengan jarum ose dan disuspensikan dalam
larutan garam fisiologis. Kemudian disebar
pada media Muller Hinton Agar (MHA) dalam
cawan petri (Ruangpan & Tendencia, 2004)
dan didiamkan selama beberapa menit hingga
kering, selanjutnya di atas permukaan agar
tersebut diinokulasi dengan bakteri tambak
secara goresan. Biakan bakteri tersebut
diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam.
Isolat yang menghambat pertumbuhan V.
harveyiditandai dengan adanya zona bening
di sekitarnya, disimpan untuk selanjutnya diuji
lanjut untuk mengetahui karakteristiknya
secara fisiologi dan biokimia.

Karakterisasi Bakteri Kandidat
Probiotik

Sifat fisiologi dan biokimia. Semua
bakteri tambak yang menghambat V. harveyi
dikarakterisasi secara fisiologi dan biokimia
yang meliputi pewarnaan gram, oksidase,
katalase, indol, motilitas, aktivitas amilolitik dan
proteolitik, serta pertumbuhan pada suhu 40°C
(Austin, 1993; Austin & Austin, 1993; Alsina &
Blanch, 1994; Muir, 1996).
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Sensitifitas terhadap antibiotik. Media
yang dipakai untuk mempelajari resistensi
antibiotik adalah MHA yang dimodifikasi
dengan penambahan antibiotik gentamisin,
kioramfenikol, eritromisin, furazolidon, dan
rifampisin dengan konsentrasi masing-masing
25 mg/mL. Isolat-isolat bakteri tambak yang
potensial menghambat V. harveyi digoreskan
pada masing-masing media tersebut, lalu
diinkubasi pada suhu ruang selama 20—24 jam.
Respon resistensi dari isolat dapat diketahui
dengan mengamati pertumbuhan koloni di atas
media tersebut.

Pertumbuhan pada beberapa konsen-
trasi NaCl. Pada tahapan ini dilakukan secara
In vitro pada media MHA dalam cawan petri. Ke
dalam media tersebut ditambahkan NaCl dengan
konsentrasi 0%; 0,01%; 0,1%; 1%; dan 10%. Koloni
bakteri tambak ditumbuhkan secara goresan
media MHA. Selanjutnya diinkubasi pada suhu
ruang selama 24—48 jam.

Pertumbuhan pada salinitas yang
berbeda. Wadah yang digunakan untuk uji
pertumbuhan pada salinitas yang berbeda
adalah akuarium kaca berkapasitas 3 L yang
telah disterilkan dengan kaporit 150 mg/L dan
dinetralisir dengan natrium thiosulfat 75 mg/L.
Kadar garam air laut yang dicobakan adalah 0
ppt, 10 ppt, 20 ppt, 30 ppt, 40 ppt, dan 50 ppt.
Setiap perlakuan diulang 3 kali ke dalam media
tersebut kemudian diinokulasikan biakan
bakteri probiotik dalam nutrien broth yang
berumur 24 jam sebanyak 2 mL (x10° cfu/mL).
Pengamatan populasi bakteri dilakukan setelah
24 jam.

Uji Patogenisitas Bakteri Kandidat
Probiotik terhadap Larva Udang Windu

Persiapan peralatan. Semua peralatan dan
air laut yang digunakan untuk uji patogenisitas
disinfeksi dengan merendam dalam larutan
kaporit 150 mg/L kurang lebih 3 hari, kemudian
dinetralisir dengan penambahan natrium
thiosulfat dengan konsentrasi 75 mg/L.
Selanjutnya dicuci dengan air yang juga telah
disterilkan dengan kaporit dan dinetralisir
dengan natrium thiosulfat dengan konsentrasi
tersebut.

Hewan uji. Pasca larva udang windu (PL13)
yang diambil dari panti perbenihan di daerah
Barru digunakan sebagai hewan uji. Sebelum
digunakan pasca larva udang terlebih dahulu
diadaptasikan selama 3—4 hari untuk menye-
suaikan kadar garam media pemeliharaan
dengan salinitas asal.

Persiapan isolat bakteri dan uji
patogenisitas. Bakteri tambak yang meng-
hambat V. harveyi dan potensial sebagai
bakteri pengurai, selanjutnya diuji pato-
genisitasnya terhadap pascalarva udang
windu. Satu lup dari masing-masing isolat
ditumbuhkan dalam media nutrien broth secara
terpisah. Kultur ditempatkan pada inkubator
bergoyang selama 24 jam pada suhu 28°C.
Selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan
3.000 rpm pada suhu ruang. Pelet yang
terbentuk kemudian diresuspensikan kembali
dalam larutan garam fisiologis, selanjutnya diuiji
patogenisitasnya terhadap larva udang windu
pada konsentrasi 108 cful/mL (Hala, 1999)
secara perendaman (Hameed, 1995). Wadah
yang digunakan untuk uji patogenisitas adalah
akuarium kaca berkapasitas 3 L. Setiap wadah
diisi air laut steril yang bersalinitas 28 ppt
sebanyak 2 L dan ditebari dengan pascalarva
udang windu (PL13) sebanyak 30 ekor/wadah.
Untuk menjaga ketersediaan oksigen, wadah
pemeliharaan pascalarva udang windu, di-
lengkapi dengan aerasi, sedangkan untuk
mempertahankan suhu, wadah ditempatkan
pada ruang yang terkontrol dan ditutup dengan
plastik hitam. Pemberian pakan dilakukan
sebanyak dua kali per hari sebanyak 40%
bobot tubuh. Patogenisitas bakteri kandidat
probiotik diamati melalui kematian larva udang
setelah 24 jam perendaman (Rengpipat et al.,
1998) dan dibandingkan dengan kontrol (tanpa
infeksi bakteri kandidat probiotik). Penelitian
dilakukan menggunakan rancangan acak
lengkap dengan tiga kali ulangan (Steel & Torrie,
1981).

Uji Tantang Bakteri V. harveyi dengan
Bakteri Tambak

Uji tantang secara in vitro. Uji tantang
secara in vitro dilakukan dengan menggunakan
media nutrien broth dalam labu erlenmeyer.
Kepadatan bakteri V. harveyidibuat menjadi 10°
cfu/mL (Rengpipat et al., 1998; Muliani et al.,
2003) dan kepadatan bakteri tambak 0, 102, 10,
dan 108 cfu/mL (Hala, 1999; Muliani et al.,
2003). Populasi V. harveyidalam wadah diamati
setelah 96 jam.

Uji tantang secara in vivo. Uji tantang V.
harveyi dengan bakteri tambak secara in vivo
dilakukan di Laboratorium Basah BRPBAP, Maros.
Penelitian dilakukan menggunakan rancangan
acak lengkap (RAL) dengan tiga kali ulangan.
Kepadatan bakteri V. harveyidibuat menjadi 10°
cfu/mL, sedang kepadatan bakteri kandidat
probiotik 0, 102, 104 dan 108, cfu/mL (Hala,
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1999; Muliani et al., 2003). Wadah yang
digunakan untuk uji tantang secara in vivo
adalah akuarium kaca berkapasitas 3 L yang
diisi air laut steril salinitas 30 ppt sebanyak 2 L.
Suspensi bakteri tambak (kandidat probiotik)
dimasukkan ke akuarium 2 jam sebelum 30 ekor
pascalarva udang windu dimasukkan. Setelah
6 jam, V. harveyi sebagai patogen (bakteri
penantang) selanjutnya dimasukkan (Hala,
1999). Pengamatan pascalarva udang windu
yang mati dilakukan setelah 96 jam. Data
sintasan pasca larva udang windu dianalisis
sidik ragam dan dilanjutkan dengan uji beda
nyata terkecil (Steel & Torrie, 1981).

Identifikasi Bakteri

Analisis 16S-rRNA. Untuk menentukan
identitas isolat bakteri tambak yang mengham-
bat pertumbuhan V. harveyi dan mampu
mengurai bahan organik dilakukan berdasarkan
sekuen 16S-rRNA. Analisis mengikuti metode
Marchesi et al. (1998) yang telah dimodifikasi
oleh Suwanto et al. (2000) yaitu meliputi
ekstraksi DNA, amplifikasi gen 16S-rRNA dengan
PCR, gene clean dengan metode glass milk,
Cycle sequensing dengan metode BigDye,
presipitasi DNA, dan sekuensing dengan mesin
Sequenser.

HASIL DAN BAHASAN

Isolat bakteri tambak. Sedikitnya 2.228
isolat telah diskrining dan 14 isolat di antaranya
potensial sebagai probiotik dan menghambat
V. harveyi secara in vitro dalam cawan petri.
Isolat yang paling baik menghambat per-
tumbuhan V. harveyi adalah isolat BT950 dan

isolat BT951 (Gambar 1). Kedua isolat ini diisolasi
dari tambak udang di Kab. Bantaeng, Sulawesi
Selatan.

Uji fisiologi dan biokimia. Di antara
beberapa isolat yang menghambat dan bersifat
fermentative, 14 isolat dipilih untuk dilakukan
uji lanjut. Karakteristik secara fisiologi dan
biokimia ke-14 isolat yang terpilih disajikan
pada Lampiran 1.

Hasil uji resistensi ke-14 isolat bakteri
kandidat probiotik terhadap beberapa antibiotik
menunjukkan bahwa semua isolat resisten
terhadap gentamisin, amoksilin, dan eritromisin
pada dosis 25 mg/L dan 50 mg/L, namun
sebagian isolat sensitif terhadap kloramfenikol,
furazolidon, oksitetrasiklin, dan rifampisin baik
pada dosis 25 mg/L, maupum pada dosis 50
mg/L. Beberapa isolat sensitif pada beberapa
antibiotik pada dosis 50 mg/L, tapi resisten pada
dosis 25 mg/L (Tabel 1). Tjahjadi et al. (1994)
melaporkan bahwa di antara 45 isolat bakteri
yang diisolasi dari laut dan air pemeliharaan
larva udang windu semuanya bersifat resisten
terhadap tetrasiklin tetapi hanya beberapa di
antaranya yang resisten terhadap rifampisin.
Beberapa isolat Vibrio yang diisolasi dari panti
perbenihan udang bersifat sensitif terhadap
gentamisin dan rifampisin (Hala, 1999). Hasil uji
sensitivitas sedikitnya 15 isolat bakteri
kandidat probiotik yang diisolasi dari air laut,
karang, dan sedimen semuanya bersifat sensitif
terhadap gentamisin, kloramfenikol, dan
eritromisin pada dosis 25 mg/L, dan beberapa
diantaranya resisten terhadap furazolidon pada
dosis yang sama tapi sensitif pada dosis 50
mg/L (Muliani et al., 2003). Sedangkan hasil uji

Gambar 1.
Figure 1.
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Hasil uji daya hambat isolat BT950 dan BT951 terhadap V. harveyi
Result inhibition of BT950 and BT951 isolates against V. harveyi
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Tabel 1. Pertumbuhan bakteri kandidat probiotik pada media SWC yang dibubuhi antibiotik
25mg/mL dan 50 mg/mL
Table 1. The growth of probiotic candidate bacteria on SWC media supplemented with 25 mg/

mlL and 50 mg/mL of antiobiotic

Jenis antibiotik (Kinds of antibiotic)

Kode Isolat Am Er Rf Ox Gm Fz Ch
Isolate code

25/50 25/50 25/50 25/50 25/50 25/50 25/50

(mg/mb) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
MRS5S +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ -/-
PK9S +/+ -/- +/+ +/- +/+ +/+ +/+
BR227 +/+ +/+ -/- +/+ +/+ +/+ -/-
LW374 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
JP532 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
BK662 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/-
BT950 +/+ +/+ . -/ +/+ +/+ +/+ -/-
BT951 +/+ -/- -/- +/+ +/+ +/+ -/-
KT1021 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
PR1080 +/+ +/+ +/+ -/- +/+ +/+ +/+
MJ1243 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
TK1438 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ -/-
SJ1838 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
BN2067 /¥ -/- -/- -/- +/+ +/+ -/-

Keterangan: Ams=ampisilin, Er= eritromisin, Rf=rifampisin, Ox= oxitetrasiklin Gm= gentamisin,
Fz= furazolidon, Ch= chlorampenicol, (+)= tumbuh, (-)= tidak Tumbuh

Note:

Am=amphisilin, Er= eritromisin, Rf= rifampisin, Ox= oxytetracyclin, Gm= gentamisin,

Fz= furazolidon, Ch= chlorampenicol, (+)= resistant, (-)= sensitive

resistensi terhadap 8 isolat bakteri filosferyang
diisolasi dari daun mangrove dilaporkan bahwa
semua isolat resisten rifampisin dan genta-
misin, 7 isolat sensitif terhadap rifampisin, 6
isolat resisten terhadap furazolidon dan
kloramfenicol (Muliani et al., 2004). Hal ini
menunjukkan bahwa secara alami bakteri dapat
bersifat resisten terhadap suatu antibiotik. Sifat
resistensi tersebut diperlukan oleh suatu
mikroorganisme untuk mempertahankan kehi-
dupannya di alam. Menurut Chythanya et al.
(1999), secara alami beberapa jenis mikro-
organisme memiliki gen penyandi antibiotik
yang dapat melindungi dirinya dari serangan
antibiotik dari luar.

Pertumbuhan ke-14 isolat kandidat probiotik
pada beberapa konsentrasi NaCl disajikan pada
Tabel 2. Dari tabel tersebut terlihat bahwa
semua isolat dapat tumbuh dengan baik pada
konsentrasi NaCl 0%—10%, kecuali isolat
BT950, BT951, dan BN2067 yang tidak terlalu
bagus pertumbuhannya pada konsentrasi NaCl
10%. Dalam hasil penelitian sebelumnya

dilaporkan bahwa bakteri yang diisolasi dari
daun mangrove yang potensial sebagai
probiotik tumbuh bagus pada konsentrasi NaCl
0%—10% (Muliani et al., 2004).

Pertumbuhan ke-14 isolat bakteri kandidat
probiotik pada beberapa tingkatan salinitas
menunjukkan bahwa beberapa isolat per-
tumbuhannya kurang baik pada salinitas 0 ppt
(Tabel 3). Populasi isolat MR55 mencapai 10*
cfu/mL, sedang isolat PK95 pertumbuhan
tertinggi dicapai pada salinitas 0 ppt, dan
cenderung semakin menurun seiring pening-
katan salinitas. Beberapa isolat bakteri tumbuh
optimum pada salinitas <20 ppt seperti PK95
dan BK662 dan beberapa di antaranya tumbuh
optimum pada salinitas di atas 30 ppt. Namun
demikian semua isolat dapat tumbuh pada
semua tingkatan salinitas yang dicobakan,
dengan demikian potensi isolat-isolat tersebut
untuk dijadikan probiotik cukup tinggi, baik
pada daerah yang bersalinitas rendah maupun
bersalinitas tinggi atau baik pada musim hujan
maupun musim kering.
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Tabel 2.
Table 2.

Petumbuhan bakteri kandidat probiotik pada beberapa konsentrasi NaCl
The growth of probiotic candidate bacteria at several concentration of NaCl

Kode isolat
Isolate code

Konsentrasi NaCl

Concentration of Na Cl

0%

0.01%

0.00% 1% 1

Q
S

MRS5S
PK95
BR227
w374
Jp532
BK662
BT950
BT951
KT1021
PR1080
MJ1243
TK1438
SJ1838
BN2067

+

I Ik T I S T T S R S
. T I T N

+

+ + +++
T
H o+ + + + + H W+ + + + +

(+) : tumbubh (resistant)
(-) : tidak tumbuh (sensitive)

Patogenesitas bakteri tambak ter-
hadap pascalarva udang windu. Sebelum
dilakukan uji tantang dengan V. harveyidalam
wadah pemeliharaan larva udang windu, ke-
14 isolat diuji tingkat patogenisitasnya
terhadap pascalarva udang windu pada
beberapa konsentrasi (Tabel 4). Pada tabel
tersebut terlihat bahwa sampai 6 x 106 cfu/
mL semuanya tidak bersifat patogen terhadap
pascalarva udang windu. Hal ini ditunjukkan
oleh sintasan pascalarva udang windu pada
- semua perlakuan yang tidak berbeda nyata
secara statistik (P>0,05) terhadap kontrol
(tanpa pemberian bakteri). Sintasan pascalarva
udang tertinggi pada perlakuan yang meng-
gunakan isolat BN2067, kemudian berturut-
turut isolat BT950, BT951, BR227, dan S)1838,
sedangkan sintasan terendah pada pemberian
isolat KT1021 dan secara statistik berbeda
nyata dengan BN2067. Hal ini menunjukkan
bahwa semua isolat potensial dijadikan
sebagai bakteri probiotik mengingat dua di
antaraisolat tersebut (8T950) dan BT951) juga
memiliki daya hambat terhadap V. harveyi.

Beberapa peneliti terdahulu melaporkan
bahwa pada umumnya bakteri yang diisolasi
dari air laut dan tambak yang potensial sebagai
biokontrol tidak bersifat patogen pada larva
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udang windu. Rosa et al. (1997) menge-
mukakan bahwa pada kepadatan 105, 108, 107,
dan 108 cfu/mL selama 24 jam perendaman
semua bakteri kandidat biokontrol yang diuji
patogenisitasnya tidak bersifat patogen pada
larva udang windu. Demikian pula yang
dihasilkan oleh Haryanti et al. (2000), isolat
BY-9 sebagai biokontrol tidak bersifat patogen
pada larva udang windu setelah inkubasi 12
jam pada konsentrasi 10°% cfu/mL. Beberapa
isolat bakteri kandidat probiotik yang disolasi
dari sedimen karang (Muliani et al., 2003) dan
daun mangrove (Muliani et al., 2004) juga
dilaporkan tidak patogen pada larva udang
windu.

Uji tantang bakteri tambak dengan V.
harveyi. Dari 14 isolat bakteri kandidat
probiotik yang telah diuji tingkat pato-
genisitasnya terhadap pascalarva udang
windu, 8 isolat di antaranya dilakukan uji
tantang secara in vitrodengan V. harveyidalam
wadah erlenmeyer dan hasilnya menunjukkan
bahwa dari 8 isolat yang terpilih sedikitnya ada
4 isolat yang paling baik menekan pertumbuhan
V. harveyiyaitu dari tambak udang di daerah
Bantaeng isolat (BT950 dan BT951), isolat asal
Barru (BR227), dan isolat asal Bone (BN2067).
Data hasil uji tantang secara in vitro disajikan



Jurnal Riset Akuakultur Volume 1 Nomor 1 Tahun 2006

Tabel 3. Pertumbuhan bakteri kandidat probiotik pada salinitas yang berbeda

Table 3. The growth of probiotic candidate bacteria at different salinities
Pertumbuhan bakteri kandidat probiotik
Kode isolat Growth of probiotic candidate bacteria {(cfu/mL)

Isolate code

Salinitas (Salinity)

0 ppt 10 ppt 20 ppt 30 ppt 40 ppt 50 ppt
MRS5 1.0x10% 52x10% 52x10* 10x10* 1.0x10* 4.0x10*
PK95 57x107 70x10%5 80x10* 13x105 22x10° 1.3x10*
BR227 82x10% 26x107 40x10° 45x10* 1.1x107 1.0x108
Lw374 48x10% 3.1x107 2.0x10%8 62x10%8 1.3x10% 58x10
JP532 10x104 20x10* 1.0x103 19x103 4.0x10° 48x10}
BK662 12x107 13x107 1.0x108 1.0x10% 1.8x10%8 1.2x10°
BT950 1.0x10% 24x10% 1.5x10* 10x10° 3.0x10% 1.9x10*
BT951 1.0x10* 25x10% 1.0x10* 1.0x10* 1.0x10® 3.1x10°
KT1021 40x10° 13x107 40x10* 81x10* 1.1x107 32x10°
PR1080 80x103 20x102 1.0x102 20x102 21x108 52x10°
MI1243 81x10% 28x10% 3.1x10* 20x102 25x10% 3.0x102
TK1438 13x103 16x102 20x10' 20x102 2.0x102 22x10°
$J1838 1.4x105 2.1x10° 80x10% 1.2x10° 3.8x10° 4.8x107
BN2067 3.1x103 1.7x105 74x103 1.0x10% 32x10° 8.6x10}

pada Gambar 2. Dari gambar tersebut terlihat
bahwa isolat yang paling baik menekan
pertumbuhan V. harveyi adalah isolat BT950
dan BT9S. Jika dibanding dengan kontrol (tanpa
penggunaan probiotik), populasi V. harveyipada
perlakuan yang menggunakan isolat tersebut
jauh lebih rendah, bahkan kedua isolat ini
mampu menekan perkembangan populasi V.
harveyi hingga 33% untuk isolat BT950 pada
kepadatan 10¢ cfu/mL dan 19% untuk isolat
BT951 pada kepadatan yang sama setelah 96
jam uji tantang.

Hasil pengamatan terhadap sintasan benur
windu PL17 pada uji tantang secara in vivo
antara bakteri kandidat probiotik yang diisolasi
dari tambak dengan V. harveyidapatdilihat pada
Tabel 5. Dari tabel tersebut terlihat bahwa
sintasan pascalarva udang windu pada
penggunaan beberapa bakteri kandidat
probiotik tertinggi pada perlakuan yang
menggunakan isolat SJ1838 pada konsentrasi
104 cfu/mL yaitu 97,89%; dan terendah pada
perlakuan yang menggunakan BN2067 pada
konsentrasi 108 cfu/mL yaitu 71,11%. Bahkan

sintasan pascalarva udang windu pada
perlakuan tersebut lebih rendah dibanding
dengan kontrol, namun demikian secara statistik
tidak terdapat perbedaan yang nyata (P>0,05)
di antara semua perlakuan. Sintasan pascalarva
udang windu pada penelitian ini lebih tinggi
dibanding hasil penelitian sebelumnya yang
menggunakan Alteromonas sp. PL7 sebagai
probiotik yaitu 41% (Abraham, 2004).

Analisis gen 16S-rRNA. Dari hasil analisis
gen 16S-rRNA dapat diketahui bahwa isolat
MRSS, termasuk dalam kelompok Bacillus firmus
strain NRL dengan indeks kedekatan sebesar
67,7%; isolat BR227 termasuk bakteri Vibrio
vulnificus Y)016 DNA dengan indeks kedekatan
90,5%; isolate LW374 tidak dapat dilanjutkan
ke analisis sekuen 16 SrRNa, karena pada saat
ekstraksi genom tidak terekstrak. Isolat BT950
termasuk kelompok Brevibacillus laterosporus
dengan indeks kedekatan sebesar 95,7%; isolat
BT951 juga termasuk kelompok Brevibacillus
laterosporus dengan indeks kedekatan
sebesar 97,7%. Isolat PR1080 termasuk
kelompok Psychrobacter sp. dengan indeks
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Tabel 4. Rataan sintasan pascalarva udang windu (%) pada uji patogenisitas beberapa jenis
bakteri kandidat probiotik yang diisolasi dari tambak udang

Table 4. Survival rate of tiger shrimp postlarvae (%) in pathogenicity test of several probiotic
candidate bacteria isolated from shrimp pond

Perlakuan Sintasan pascalarva udang windu
Treatments Survival rate of tiger shrimp postlarvae (%)

MR55 9467 ®

PK95 90.67 ®

BR227 96.00 *

LW374 94.67 ®

JP532 9467 ®

BK662 92.00%

BT950 9733

BT951 96.00 ®
KT1021 89.33"%
PR1080 9467 *

MJ1243 92.00®
TK1438 92.00 ®

$J1838 96.00 ®
BN2067 98.672

Kontrol 92.00 ®

Tabel 5. Sintasan benurwindu (%) dalam uji tantang secara in vivo antara bakteri kandidat probiotik
dengan V. harveyi

Table 5. Survival rate of tiger shrimp postilarvae (%) in vivo challeged test among probiotic
candidate bacteria with V. harveyi

Sintasan larva udang windu

Perlakuan Survival rate of tiger shrimp postlarvae (%)
Treatments
10% cfu/mL 10* cfu/mL 10° cfu/mL
MR55 94442 79.892 82.222
BR227 93.332 91.00° 72.222
Lw374 86.67 2 74442 93.332
BT950 85.562 97.792 90.00 2
BT951 95.672 87.78 2 86.67 2
PR1080 93.332 87673 85.56 2
S)1838 96.78 2 97.89° 83.332
BN2067 94.44°2 96.78 2 71112
Kontrol (Control) 94,442
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Keterangan: A= isolat MRS5S, B=isolat BR227, C=isolatLW374, D=isolat BT950, E=isolat BT951,
F=isolat PR1080, G=isolat 5$J1838, H=isolat BN2067, dan |= kontrol (tanpa

menggunakan bakteri probiotik)

A= isolate MRS5, B=isolateBR227, C= isolateLW374, D=isolate BT950, E= isolate BT951,

F=isolate PR1080, G= isolate SJ1838, H= isolate BN2067, and I= control (without

Note:
probiotic candidate bacteria)
Gambar 2.
probiotik
Figure 2.

bacteria

kedekatan 94,7%; isolate S)1838 termasuk
kelompok Enterobacter sp. dengan indeks
kedekatan 95,5%; dan isolate BN2067 termasuk
kelopompok Vibrio vulnificus CMCP6 chr dengan
indeks kedekatan 95,5%. Kedekatan bakteri
kandidat probiotik yang diisolasi dari tambak
udang dengan bakteri lain dapat dilihat pada
gambar pohon filogenetik (Gambar 3). Dari
gambar pohon filogenetik dapat dilihat bahwa
beberapa isolate bakteri yang diisolasi dari
tambak termasuk dalam kelompok bakteri Ba-
cillus. Dengan demikian peluang bakteri-bakteri
tersebut dijadikan sebagai bakteri probiotik
sangat besar. Sebagaimana yang dilaporkan
oleh Poernomo (2004) bahwa Bacillus sp.
merupakan salah satu jenis bakteri yang telah
diproduksi secara komersil dan diaplikasikan
dilapangan sebagai probiotik.

KESIMPULAN

Kesimpulan yang dapat diambil dari pene-
litian ini adalah sebagai berikut:

Pertumbuhan V. harveyi setelah 96 jam diuji tantang secara in vitro dengan bakteri kandidat

The growth of V. harveyi after 96 hours in vitro challenged test with probiotic candidate

1. Koleksi beberapa isolat bakteri yang
diisolasi dari tambak udang potensial
sebagai probiotik.

2. Semua isolat yang potensial sebagai
probiotik tidak patogen terhadap udang
windu dan isolat yang paling baik meng-
hambat pertumbuhan V. harveyibaik secara
in vitro maupun in vivo adalah BT950 dan
BT951, namun demikian sintasan benur
windu tertinggi pada penggunaan isolat
BN2067.

3. Beberapa isolat bakteri yang diisolasi dari
tambak termasuk dalam kelompok Brevi-ba-
cillus sp.
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0.1

Bacterium KA 62
Listonella anguillarum
Vibrio Cholerae

85 7

Paenibacilus polymixa

Bacillus thuringiensis

wvi

Keterangan: 1 = isolat MRS5S, 2 = isolat BR227, 4 = isolat BT950, 5 = isolat BT951, 6 = isolat PR1080,

7 = isolat §J1838, 8 = isolat BN2067
1 = isolat MR55, 2 = isolat BR227, 4 = isolat BT950, 5 = isolat BT951, 6 = isolat PR1080,
7 = isolat SJ1838, 8 = isolat BN2067

Note:

Gambar 3. Pohon filogenetik bakteri kandidat probiotik yang diisolasi dari tambak udang

Figure 3.

kungan”, sub kegiatan “Pencegahan penyakit
udang windu melalui penggunaan bakteri
probiotik”.
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Lampiran 1.
Appendix 1.

Uji fisiologi dan biokimia bakteri kandidat probiotik yang diisolasi dari tambak udang
Physiological and biochemical test of candidate probiotic bacteria isolated from shrimp ponds

Uji fisiologi dan biokimia
Physiological and biochemical tests

Kode isolat (Code of isolate)

BR Lw
227 374

JP

532 662 950 951

BK

BT

BT

KT
1021

PR
1080

MJ
1243

TK1
1438

SJ

1838 2067

BN

Pewamaan gram (Gram staining)
Oksidase (Oxidase)

Katalase (Catalase)

Motilitas (Motility)

Indol (Indole)

Uji VP (WP-test)

Pert. pada 40°C (Growt at 40°C)
Produksi gas (Gas from glucose)
Uji O-F (O-F Test)

Penyebaran (Swarming)

Pendaran (Luminescence)
Produksi amilase (Amylase product)
Arginin dehidr/Arginine dehydr
Lisin dekarb (Lysine decarb)
Omitin dekarb (Ornithine decarb)
Pert. pada etanol 95% (Growth at 95% ethanol)
Serin (Serine)

Putrisin (Putriscine)

Sukrosa (Sucrose)

Heptanoat (Heptanoate)

Xantin (Xanthine)

Amonobutirat (Aminobutirate)
Arabinosa (Arabinose)

Sellubiosa (Cellubiose)
Glukuronata (Glucuronate)
Ketoglutarat (Ketoglutarate)
L-alanin (L-alanine)

L-leusin (L-feucine)

Propionat (Propionate)
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