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ABSTRAK

Suatu penelitian pemanfaatan bakteri sebagai kontrol biologi dalam mengendalikan populasi
Vibrio harveyi pada batas aman telah dilakukan di Laboratorium Penyakit Loka Penelitian
Perikanan Pantai Gondol, Bali. Penelitian telah menghasilkan dua isolat bakteri penghambat
GSB-95030 dan GSB-95033 yang mempunyai daya hambat dan mampu menekan perkembangan
populasi V. harveyi pada media pemeliharaan larva udang windu (Penaeus monodon) hingga
batas aman (di bawah 8,35 x 10* cfu/mL), dan memberikan laju sintasan yang lebih tinggi
dibanding kontrol. Kedua isolat bakteri memberikan perbedaan yang sangat nyata (P<0,01)
terhadap kepadatan V. harveyi dan sintasan larva dibandingkan dengan kontrol. Berdasarkan
uji biologi dan biokimia, isolat bakteri penghambat GSB-95030 diidentifikasi sebagai V.
alginolyticus, sedangkan bakteri penghambat GSB-95033 sebagai Flavobacterium meningo-
septicum. Keberadaan kedua bakteri tersebut pada media pemeliharaan larva udang dapat
dijadikan alternatif untuk mengendalikan V. harveyi secara biologis.

ABSTRACT:  Biocontrol of Vibrio harveyi in the rearing of Penaeus monodon larvae:
application of inhibiting bacteria. By: Des Roza and Zafran.

An experiment to control Vibrio harveyi in Penaeus monodon larvae by biocontrol method, was
conducted in Gondol Research Station for Coastal Fisheries, Bali. In the larvae rearing experiment,
two tsolates of bacterium namely GSB-95030 and GSB-95033 were found to be effective to decrease
the population of V. harveyi at a safe level of less than 8.35 x 10° cfu/mL. The survival rate of P.
monodon larvae treated with these isolated bacteria was found to be significantly higher than
control (P<0.01). Based on biological and biochemical assays, isolate GSB-95030 was identified

as Vibrio alginolyticus and isolate GSB-95032 as Flavobacterium meningosepticum.
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PENDAHULUAN

Pengendalian organisme penyebab penyakit
secara biologis dalam sistem budidaya sudah
banyak dilakukan (Maeda, 1989; Maeda et al.,
1992; Maeda, 1994; Gomes, 1992) terutama untuk
menanggulangi infeksi bakteri pada krustasea
yaitu pada pemeliharaan larva Penaeus vannamei
(Garriques & Arevalo, 1995), udang windu (P.
monodon) serta rajungan (Portunus tritubercu-
latus). Di Loka Penelitian Perikanan Pantai
Gondol, Bali juga telah dilakukan beberapa per-
cobaan tentang efektivitas penggunaan bakteri
penghambat untuk mengontrol perkembangan V.
harveyi pada pemeliharaan larva udang windu

(Roza, 1995; Roza, 1996; Roza et al., 1998;
Hariyanti et al., 1997), bahkan Taufik et al. ( 1996)
berhasil mengontrol perkembangan V, harveyi
menggunakan fitoplankton. Sedangkan pada
pemeliharaan larva krustasea lainnya seperti
kepiting bakau juga telah banyak dilakukan uji

. coba pemanfaatan bakteri untuk mengendalikan

infeksi V. harveyi (Taufik & Zafran, 1997),
bahkan Roza et al. (1996) berhasil mengisolasi
satu isolat bakteri yang dapat menekan per-
kembangan jamur Lagenidium spp. pada larva
kepiting bakau (Secylla serrata).

Di Loka Penelitian Perikanan Pantai Gondol
telah dilakukan penelitian tentang pengendalian
V. harveyi secara biologis pada larva udang windu

*)
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(P. monodon) dan telah diperoleh dua isolat
bakteri penghambat yaitu GSB-95030 dan GSB-
95033. Kedua isolat bakteri penghambat ini
diketahui mempunyai kemampuan untuk meng-
hambat perkembangan V. harveyi pada media pe-
meliharaan larva udang windu sehingga tingkat
patogennya menurun yaitu pada batas aman.
Dengan demikian keberadaan kedua isolat
bakteri penghambat pada pemeliharaan larva
udang windu memberikan sintasan larva yang
tinggi dibandingkan tanpa isolat bakteri peng-
hambat.

Berdasarkan hasil tersebut maka penelitian
dilanjutkan dengan pemanfaatan isolat bakteri
GSB-95030 dan GSB-95033 terhadap perkem-
bangan populasi V. harveyi pada pemeliharaan
larva udang windu (P. monodon) secara massal.
Diharapkan dua isolat bakteri tersebut mampu
menekan perkembangan V. harveyi dan dapat
meningkatkan sintasan larva udang windu (P.
monodon).

BAHAN DAN METODE
Isolat Bakteri
- Vibrio harveyi

Isolat Vibrio harveyi yang digunakan dalam
penelitian ini sama dengan yang digunakan pada
penelitian Roza et al. (1998).

Bakteri Penghambat

Isolat bakteri penghambat yaitu GSB-95030
dan GSB-95033 yang digunakan dalam penelitian
ini sama dengan yang digunakan pada penelitian
Roza et al. (1998) untuk mengetahui efektivi-
tasnya dalam menghambat V. harveyi pada skala
yang lebih besar. Kemudian kedua isolat bakteri
penghambat diuji secara biologis dan biokimia
dalam rangkaian proses identifikasi dengan ber-
pedoman kepada Cowan (1974); Acuigrup (1980);
Baumann et al. (1984); Holt et al. (1994).

Sensitivitas Bakteri Penghambat
terhadap Pertumbuhan Vibrio harveyi

Isolat bakteri penghambat GSB-95030 dan
GSB-95033 yang diketahui efektif menghambat
perkembangan V. harveyi dan tidak patogen ter-

hadap larva udang windu dilakukan uji sensiti-
vitasnya terhadap V. harveyi menggunakan
media Sensitivity Disk Agar (SDA). Ke dalam
enam botol kaca berisi 15 mL pepton broth yang
mengandung 1% NaCl dikultur isolat bakteri
penghambat GSB-95030 dan GSB-95033 masing-
masing tiga botol. Selanjutnya diinkubasikan
pada suhu 25°C masing-masing selama 24 jam
(botol 1), 72 jam (botol 2), dan 144 jam (botol 3).
Setelah masa inkubasi selesai bakteri disaring
dengan menggunakan saringan Millipore 0,45
mm. Kemudian supernatan bakteri penghambat
diambil sebanyak 5 mL dan diencerkan ke dalam
5 mL pepton broth dan seterusnya diencerkan
kembali dengan tingkat pengenceran yang sama
hingga lima rangkaian pengenceran. Selanjutnya
ke dalam cawan petri yang berisi 20 mL SDA di-
kultur V. harveyi secara merata kemudian di-
tengah pelat agar tersebut diletakkan kertas
sensitivity disk yang sebelumnya sudah direndam
selama satu menit dalam masing-masing super-
natan bakteri penghambat yang sudah diencer-
kan. Setelah itu diinkubasikan pada suhu 25°C
selama 24 jam. Sedang pada kontrol, kertas
sensitivity disk tidak direndam terlebih dahulu ke
dalam supernatan isolat bakteri penghambat.
Bakteri dikatakan mampu menghambat per-
tumbuhan V. harveyi apabila ada zona di
sekeliling kertas sensitivity disk yang bebas dari
pertumbuhan V. harveyi. Sedangkan pemilihan
isolat uji berdasarkan zona (cm) terbesar yang
bebas V. harveyi.

Aplikasi Pemanfaatan Bakteri
Penghambat dalam Pemeliharaan
Larva Udang Windu

Percobaan 1

Tujuan penelitian ini adalah untuk menge-
tahui kemampuan isolat bakteri penghambat
GSB-95030 dan GSB-95033 dalam menekan per-
kembangan V. harveyi dengan skala pemeliha-
raan yang lebih besar. Rancangan yang diguna-
kan adalah acak lengkap dengan dua perlakuan
isolat bakteri penghambat GSB-95030 dan GSB-
95033, masing-masing perlakuan diulang tiga
kali. Ke dalam sembilan bak polikarbonat yang
berisi 100 L air laut yang telah disaring dengan
mikrofilter 0,45 pm dan disinari dengan UV,
dimasukkan 500 ekor larva udang windu stadia
nauplius-6 yang diperoleh dari panti benih
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komersial di Banyuwangi, Jawa Timur. Masing-
masing bak diinokulasikan suspensi V. harveyi
dengan kepadatan 10° cfu/mL. Ke dalam tiga bak
yang dipilih secara acak diinokulasikan suspensi
bakteri penghambat GSB-95030 dengan kepadat-
an 10° cfu/mL, tiga bak berikutnya diinokulasi
dengan suspensi bakteri penghambat GSB-95033
juga dengan kepadatan 10° cfu/mL, sedangkan
tiga bak lainnya digunakan sebagai kontrol
(tanpa inokulasi suspensi bakteri penghambat).
Setelah tiga hari dilakukan lagi inokulasi ulang
suspensi bakteri penghambat dengan kepadatan
yang sama. Pengamatan dilakukan terhadap
kepadatan bakteri V. harveyi pada air peme-
liharaan dan sintasan larva udang windu sampai
stadia pasca larva-2.

- Percobaan 2

Penelitian ini1 dilakukan untuk mengetahui
efektivitas dua isolat bakteri penghambat GSB-
95030 dan GSB-95033 terhadap perkembangan
populasi V. harveyi pada media pemeliharaan
larva udang windu dengan volume wadah pe-
meliharaan yang lebih mendekati skala lapangan.
Rancangan yang digunakan adalah acak lengkap
dengan dua perlakuan isolat bakteri penghambat
GSB-95030 dan GSB-95033, setiap perlakuan
menggunakan tiga kali ulangan.

Ke dalam sembilan bak polikarbonat yang ber-
1si 200 L air laut yang telah difilter dengan
mikrofilter 0,45 pm serta disinari UV, dimasuk-
kan larva udang windu stadia nauplius-6 se-
banyak 1000 ekor yang diperoleh dari panti benih
Loka Penelitian Perikanan Pantai Gondol, Bali.
Selanjutnya ke dalam semua bak tersebut diino-
kulasikan suspensi V. harveyi dengan kepadatan
10° cfu/mL. Dan ke dalam tiga bak yang dipilih
secara acak, diinokulasikan suspensi bakteri
penghambat GSB-95030 dengan kepadatan 10*
cfu/mL, sedangkan tiga bak lagi diinokulasi
dengan suspensi bakteri penghambat GSB-95033
pada kepadatan yang sama yaitu 10° cfu/mL. Tiga
bak yang lain tidak diinokulasi bakteri peng-
hambat (sebagai kontrol). Tiga hari setelah
penelitian berlangsung dilakukan inokulasi ulang
masing-masing suspensi bakteri penghambat
pada kepadatan yang sama dengan inokulasi
awal. Pengamatan dilakukan terhadap kepadatan
bakteri V. harveyi pada air pemeliharaan dan
sintasan larva sampai stadia pasca larva-2.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan karakter secara biologi dan
biokimia disimpulkan bahwa isolat bakteri GSB-
95030 diidentifikasi sebagai Vibrio alginolyticus
dengan karakter di antaranya adalah gram
negatif, tumbuh pada temperatur 20-42°C, koloni-
nya melayang pada media padat, dapat men-
sintesis sukrose sehingga koloninya berwarna
kuning pada media TCBSA tetapi tidak mem-
produksi cahaya. V. alginolyticus bukanlah pe-
nyebab penyakit tetapi hanya bersifat sekunder,
misalnya pada ikan belanak dapat mengakibat-
kan "red spot" (Burke & Rodgers, 1981). Tetapi
menurut Garriques & Arevalo (1995) dalam
penelitiannya menyatakan bahwa secara pro-
biotik V. alginolyticus dapat meningkatkan per-
tumbuhan dan sintasan larva Penaeus vannamei.
Sedang isolat bakteri penghambat GSB-95033
setelah dilakukan karakterisasi dengan uji biologi
dan biokimia ternyata lebih mendekati Flavo-
bacterium meningosepticum. Karakter Flavo-
bacterium meningosepticum antara lain dapat
hidup di perairan tawar dan laut (Austin &
Austin, 1987), gram negatif, koloninya mengan-
dung pigmen kuning pada media MA/TSA dengan
diameter 0,5-1 mm, tidak bercahaya, arginin
positif, tidak motil, aerob, tumbuh pada suhu 10-
35"C, dapat mensintesis glukose dan arabinose,
sel biasanya terbentuk dalam rantai yang terdiri
atas dua atau tiga sel. Pada prinsipnya Flavobac-
terium meningosepticum tidak bersifat patogen,
tetapi hanya berperan dalam proses infeksi
(Austin & Austin, 1987). Data lengkap disajikan
pada Tabel 1.

Sensitivitas Bakteri Penghambat
terhadap Pertumbuhan Vibrio harveyi

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
kedua bakteri penghambat GSB-95030 dan GSB-
95033 mampu menekan perkembangan V. harveyi
sampai tingkat pengenceran ke lima. Hal ini
terlihat dengan adanya zona di sekeliling kertas
sensitivity disk yang bebas dari V. harveyi.

‘Berarti pada pengenceran ke lima pun V. harveyi

tidak dapat tumbuh dengan baik. Sedangkan
pada kontrol terlihat V. harveyi memenuhi
seluruh permukaan SDA tanpa ada zona yang
bebas dari V. harveyi. Berdasarkan data ini jelas
terlihat bahwa kedua isolat bakteri penghambat
mempunyal kemampuan untuk menekan V.
harveyi (Tabel 2).
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Tabel 1. Karakteristik dua isolat bakteri penghambat dibandingkan dengan Flavobacterium
meningosepticum menurut Cowan (1974) dan Acuigrup (1980) serta Vibrio alginolyticus
menurut Baumann et al. (1984) dan Holt et al. (1994)

Table 1. Characleristics of two bacteria in comparison with Flavobacterium meningosepticum by Cowan
(1974) and Acuigrup (1980), and Vibrio alginolyticus by Baumann et al. (1984) and Holt et al.

(1994)
Karakteristik Isolat V. alg. V. alg. Isolat F. mening. F. mening.
Characteristics Isolate Baumann Holt et al. Isolate Cowan Acuigrup
GSB-95030 et al. (1994) GSB- (1974) (1980)
(1984) 95033
Pewarnaan gram
Gram stain
Gerakan pada MA + + + - - Nt
Swarming on MA + + + +
Katalase (Catalase) + + + + + +
Oksidase (Oxidase) + + F 0 Nt o
Uji O-F (O-F test) F F + . +
Motilitas (Motility) + + 8
H.S - +
Indol (Indole) + +
Gas dari glukose
Gas from glucose - - - . .
L-Arginin + + + + + +
L-Ornithin -
Lysin - - - -
Gelatin + + + - +
Asam dari (Acid from):
Arabinose - - - + Nt +
Glucose + + + + + +
Lactose - - - -
Sucrose + + + . - Nt
Xylose - - Nt - Nt
Bercahaya (Luminescent) - - - - -
Tumbuh pada (Growth on):
SS agar Nt Nt Nt - - ’ Nt
MC agar Nt Nt Nt + R Nt
TCBS agar Y Y Y - -
Tumbuh pada (Growth at)
(°C):
30 + + + + + +
35 + + + + + +
42 + + +
Pigmentasi (Pigmentation) - . - Y Y Y
Keterangan (Remarhks):
V. Alg. = V alginolyticus F. Menin = Flavobacterium meninggosepticim
+ = positif (positive); - = negatif (negative), Nt = tidak diuji (not tested);
Y = kuning (vellow); F = fermentatif (fermentative), O = oksidatif (oxidative)
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Tabel 2. Sensitivitas Vibrio harveyi terhadap isolat GSB-95030 dan GSB-95033 dengan 24, -

72 dan 144 jam masa pra-inkubasi.

Table 2. Sensitvity tests of Vibrio harveyi on GSB-95030 and GSB-95033 isolate with 24,

72, and 144 hours pre-incubation time.

Zona (cm) yang bebas Vibrio harveyi

Isolat Zone (cm) free from Vibrio harveyi
Isolate 24 jam (hours) 72 jam (hours) 144 jam (hours)
GSB-95030 0.63 0.71 0.80
GSB-95033 0.90 0.98 1.02
Kontrol (Control) 0.00 0.00 0.00

Aplikasi Bakteri Penghambat dalam
Pemeliharaan Larva Udang Windu
(Penaeus monodon)

- Percobaan 1

Dari hasil penelitian diperoleh data bahwa
pada perlakuan pemberian suspensi isolat bakteri
penghambat, baik GSB-95030 maupun GSB-
95033 memperlihatkan kepadatan bakteri V.
harveyi dan sintasan larva udang yang berbeda
sangat nyata (P<0,01) dengan kontrol (tanpa
pemberian suspensi bakteri penghambat).
Sedangkan antar kedua perlakuan bakteri peng-
hambat GSB-95030 dan GSB-95033 tidak mem-
berikan perbedaan yang sangat nyata (P>0,05).

Tabel 3 menunjukkan bahwa isolat bakteri
penghambat GSB-95030 dan GSB-95033 dapat
menekan pertumbuhan V. harveyi dalam air
pemeliharaan larva udang windu sampai ke-
padatan yang jauh lebih rendah yakni 5,3 x 10?
cfu/mL dengan sintasan 67,8% (GSB-95033) dan
9,9 x 10? cfu/mL dengan sintasan 63,5% (GSB-
95030), dibandingkan kontrol yakni 8,7 x 10" cfu/
mL dengan sintasan lebih rendah (18,1%).

- Percobaan 2

Setelah larva uji mencapai stadia pasca larva-
2, diketahui bahwa perlakuan pemberian
suspensi bakteri GSB-95033 menunjukkan ke-
padatan bakteri Vibrio harveyi terendah yakni
1,0 x 10’ cfu/mL dengan laju sintasan yang
tertinggi yaitu 68,3%, diikuti pada perlakuan
pemberian suspensi bakteri GSB-95030 dengan
kepadatan V. harveyi 1,4 x 10° cfu/mL dan laju
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sintasan 59,2%. Hasil terburuk diberikan oleh
kontrol (tanpa pemberian suspensi bakteri peng-
hambat) yakni 7,3 x 10* cfu/mL untuk kepadatan
V. harveyi dan 21,6% untuk laju sintasan. Secara
statistik perlakuan bakteri GSB-95033 dan GSB-
95030 berbeda sangat nyata (P<0,01) dibanding-
kan dengan kontrol, sedang antar perlakuan
kedua bakteri tersebut tidak berbeda nyata
(P>0,05). Data lengkap disajikan pada Tabel 3.

Dari hasil penelitian ini terlihat manfaat dari
keberadaan bakteri penghambat pada air peme-
liharaan larva udang windu. Dengan demikian
dua isolat bakteri penghambat yang diisolasi dari
lingkungan hidup udang windu dapat dijadikan
alternatif dalam menekan populasi V. harveyi
sampai batas aman secara biologis. Pada prinsip-
nya V. harveyi hanya bersifat oportunistik
patogen, dan akan patogen kalau pada media
pemeliharaan terjadi goncangan seperti peru-
bahan suhu, pH, salinitas, dan faktor lainnya
secara drastis (Brackett, 1992).

Garriques & Arevalo (1995) menyatakan
bahwa peranan bakteri secara probiotik pada
akuakultur adalah berkompetisi dengan patogen,
menambah nutrisi dengan menyediakan nutrea
essensial, membantu pencernaan dengan mem-
produksi enzim essensial, menyerap bahan
organik terlarut dan memproduksi substansi
yang menghambat perkembangan patogen. Hal
ini berhubungan dengan hasil penelitian dimana
terlihat adanya korelasi negatif antara bakteri
penghambat dengan V. harveyi. Terlihat bahwa
semakin bertambah populasi bakteri penghambat
maka patogenisitas bakteri patogen akan me-
nurun karena terjadinya kompetisi di antaranya.
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Tabel 3. Kepadatan Vibrio harveyi (log cfu/mL) dan laju sintasan (%) larva udang windu dari stadia
nauplius-6 sampai pasca larva-2 (Percobaan 1 dan Percobaan 2)

Table 3. Density of Vibrio harveyi (log cfu/mL) and survival rate (%) of Penaeus monodon larvae from
nauplius-6 until post larvae-2 stage (Experiment 1 and 2)

Percobaan 1 (Experiment 1)

Percobaan 2 (Experiment 2)

Isolat V. harveyi Sintasan V. harveyi Sintasan
Isolate larva larva
Awal Akhir SR Awal Akhir SR
Start Finish of larvae Start Finish of larvae
GSB-95030 6.7 29° 63.5" 6.6 31" 59.2°*
GSB-95033 6.7 2.7 678" 6.6 3.0" 68.3"
Kontrol (Control) 6.7 50" 18.1" 6.6 49" 21.6"°

Keterangan (Remarks):

* Nilai dalam kolom diikuti dengan huruf superskrip yang sama tidak berbeda nyata (P>0,05)

* Averages in a column with the same superscript were not significantly different (P>0.05)

KESIMPULAN DAN SARAN

Dari aplikasi dua isolat bakteri penghambat
ternyata GSB-95030 dan GSB-95033 mampu
menekan perkembangan populasi V. harveyi
hingga batas aman yakni lebih rendah dari 8,35
x 10* cfu/mL sehingga dapat meningkatkan laju
sintasan larva udang windu. Setelah diuji secara
biokimia dan biologi isolat bakteri penghambat,
GSB-95030 diidentifikasi sebagai Vibrio alginoly-
ticus sedangkan GSB-95033 sebagai Flavobacte-
rium meningosepticum.

Perlu dilakukan uji lanjutan untuk menge-
tahui proses penghambatan oleh kedua isolat
bakteri terhadap V. harveyi.
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