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RINGKASAN

SILFIA FAJAR AGUSTINA. Identikasi dan Kepadatan Bakteri Pada Ulser Sidat
(Anguilla bicolor), di bawah bimbingan Dr. Ir M Fadjar M.Sc. dan Dr. Ating
Yuniarti, S.Pi., M.Aqua

Sidat merupakan salah satu komoditas perikanan budidaya yang sangat
potensial untuk mendukung sektor perikanan menjadi berkembang. Permintaan
ekspor sidat ini terus meningkat. Indonesia mampu melakukan ekspor sidat ke
berbagai negara. Hal ini mendorong pemerintah khususnya Dirjen Kelautan dan
Perikanan untuk mengembangkan dalam bidang pembenihan dan pembesaran
sidat. Dalam kegiatan budidaya sidat salah satu kendala yang sering dijumpai
adalah adanya penyakit. Bakteri merupakan salah satu penyakit yang dapat
menimbulkan kematian massal dan berpengaruh pada turunnya produksi
budidaya. Dalam kasus yang cukup parah, bakteri yang menginfeksi mampu
menyebabkan ulser dan menurunkan daya imun sidat. Identifikasi bakteri
merupakan cara yang tepat untuk mengetahui penyebab ulser tersebut sehingga
dapat dilakukannya penanganan secara cepat dan tepat. Pemberian antibiotik
merupakan salah satu cara untuk menanggulangi penyakit tersebut..

Tujuan dari penelitian ini yaitu mengetahui jenis dan kepadatan bakteri
pada ulser sidat (Anguilla bicolor) dan resistensi bakteri pada 7 antibiotik yang
diberikan. Penelitian ini dilaksanakan pada tanggal 06 Juni — 27 Juli 2016 di
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Penyakit dan Kesehatan Ikan,
Fakultas Perikanan dan limu Kelautan Universitas Brawijaya, Malang. Identifikasi
bakteri dilaksanakan di Balai Besar Perikanan Budidaya Air Payau Bangil.
Metode dalam penelitian ini adalah deskriptif dengan mengidentifikasi dan
kepadatan bakteri pada ulser sidat dan uji resistensi antibiotik terhadap bakteri
yang ditemukan.

Hasil penelitian dari hasil perhitungan koloni bakteri menunjukkan bahwa
banyak terdapat isolat E dan yang kedua adalah bakteri isolat B. ldentifikasi
bakteri dengan uji kit BBL Crystal yaitu didapatkan kode yang berbeda sehingga
didapatkan jenis bakteri yang berbeda. Isolat A didapatkan hasil bakteri
micrococcus lylae, isolat B didapatkan bakteri Shewanella putrefaciens, isolat D
didapatkan bakteri Burkholderia cepacia dan isolat E didapat bakteri Aeromonas
hydrophila. Dari hasil kepadatan dan jenis bakteri yang didapat, menunjukkan
ulser pada sidat disebabkan oleh bakteri A. hydrophila. Uji resistensi dari 7 jenis
antibiotik yang diberikan menunjukan hasil bahwa jenis antibiotik gentamycin dan
neomycin yang dapat menghambat pertumbuhan 4 jenis bakteri tersebut.
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1. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Sidat merupakan salah satu komoditas perikanan budidaya yang sangat
potensial untuk mendukung sektor perikanan menjadi berkembang. Permintaan
ekspor sidat ini terus meningkat. Menurut Sasongko et al. (2008), total ekspor
sidat di Indonesia mencapai 637.195 kg setiap tahun atau senilai 960.971 dollar
US. Jumlah tersebut merupakan 7% dari nilai ekspor hasil perikanan Indonesia.
Persentase ekspor sidat dari Indonesia terbagi menjdai beberapa negara tujuan,
yaitu 58% ke Asia (Jepang, Hongkong dan Singapura), 41% ke Amerika, 1,07%
ke Eropa, dan 0,16% ke Australia. Hal tersebut mendorong pemerintah melalui
Departemen Kelautan dan Perikanan untuk mengupayakan teknologi
pendederan dan pembesaran sidat dengan tujuan nilai ekspor dari Indonesia
lebih inggi. Selain itu, membuka peluang usaha baru bagi para pembudi daya
komoditas perikanan di Indonesia.

Dalam kegiatan budidaya sidat salah satu kendala yang sering dijumpai
adalah adanya penyakit. Penyakit dapat menyebabkan kematian massal pada
sistem budidaya, terutama yang disebabkan oleh bakteri. Menurut Noga (2015),
bakteri yang sering menyerang sidat adalah Aeromonas hydrophila, Flexibacter
columnaris, Pseudomonas flurescens atau Vibrio anguillarum. Bakteri tersebut
mempunyai daerah penyebaran relatif luas sehingga hampir dapat dijumpai
dimana saja. Dalam kondisi yang parah penyakit bakterial ini dapat
mengakibatkan ulser (borok) pada permukaan kulit inang yang menyababkan
kematian.

Menurut Afrianto dan Liviawaty (2015), ulser terjadi karena adanya
nekrosis di bagian kulit, biasanya sebagai akibat terjadinya infeksi sistematik

kronis yang diakibatkan oleh bakteri. Luka terbuka yang terjadi dapat



menyebabkan ikan menjadi lemah. Pada kasus yang sangat parah, yaitu
kerusakan kulit yang luas, dapat menyebabkan terjadinya gangguan pada sistem
pengaturan osmotik ikan, dan dapat menyebabkan ikan menjadi sangat rentan
terhadap infeksi sekunder.

Menurut Taufik (2005), identifikasi bakteri dari jenis sidat yaitu Anguilla
japonicas, A. Anguilla dan A. bicolor sudah banyak dilakukan pada organ dalam
dan sistem pencernaan tetapi belum ada identifikasi yang dilakukan pada bagian
luar tubuh sidat. Berdasarkan hal tersebut, perlu dilakukan identifikasi ulser sidat
jenis A. bicolor pada permukaan kulit. Dari hasil identifikasi dapat digunakan
sebagai indikasi bakteri yang mampu membentuk ulser pada sidat jenis A.
bicolor.

Identifikasi serangan bakteri pada ulser sidat merupakan cara yang tepat
untuk mengetahui bakteri penyebab ulser tersebut. Jenis bakteri perlu dipastikan
secepat mungkin, sehingga mampu dilakukannya pengobatan. Pengobatan
tersebut dapat dilakukan dengan pergantian air ataupun memberikan antibiotik
yang masih diperbolehkan. Menurut Taufik (2001) dapat digunakan bahan kimia
dan antibiotik seperti asam oksalinik, oksi-tetrasiklin, Kloramfenikol dan

enrofloksasin, sedangkan pencegahanya dapat menggunakan vaksin.

1.2. Rumusan Masalah

Sidat merupakan komoditas perikanan yang banyak dibudidayakan saat
ini. Salah satu kendala yang sering dihadapi adalah penyakit, terutama yang
disebabkan oleh bakteri. Penyakit bakterial ini dapat menyebabkan ikan sidat
mengalami kematian dan mengakibatkan turunnya jumlah produksi.

Salah satu penyakit yang cukup mengganggu adalah munculnya ulser
pada ikan budidaya. Pada kondisi yang cukup parah, ulser tersebut menimbulkan

lubang yang cukup besar pada permukaan kulit. Belum diketahui secara pasti



bakteri apa yang menimbulkan ulser tersebut dan bagaimana resistensi bakteri
tersebut pada antibiotik yang diberikan.
1.3.  Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini antara lain :
o Mengetahui jenis dan kepadatan bakteri yang terdapat pada ulser sidat
(Anguilla bicolor).
o Mengetahui resistensi bakteri yang ditemukan pada ulser sidat (Anguilla

bicolor) terhadap 7 antibiotik.

1.4. Manfaat Penelitian

Manfaat dilaksanakannya penelitian ini adalah agar didapatkan informasi
terkait bakteri apa saja yang dapat menyerang ikan sidat (Anguilla bicolor)
sehingga dapat menimbulkan ulser pada permukaan kulit sidat, dan mengetahui
jenis antibiotik yang mampu menhambat pertumbuhan bakteri dapa ulser sidat.
1.5. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Reproduksi lkan dan Laboratorium
Penyakit dan Kesehatan Ikan, Fakultas Perikanan dan limu Kelautan, Universitas
Brawijaya, Malang serta di Balai Perikanan Air Payau, Bangil mulai bulan 06 Juni

sampai 27 Juli 2016.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Biologi Sidat (Anguilla bicolor)
2.1.1. Klasifikasi dan Morfologi

Menurut Sasongko et al. (2007), klasifikasi dari ikan sidat adalah sebagai

berikut :

Filum : Chordata
Subfilum : Euchordata
Class : Osteichtyes
Subclass : Actinopterygii
Infra class : Teleostei

Ordo : Anguilliformes
Famili : Anguillidae
Genus : Anguilla
Spesies : Anguilla bicolor

Gambar 1. Ikan Sidat (BPAP Bangil, 2016)

Ikan sidat termasuk dalam family anguillidae yang juga merupakan famili
belut. Apabila dilihat sepintas bentuk sidat memang menyerupai belut sehingga
seringkali dikira belut. Tubuh sidat cenderung memanjang dilapisi sisik kecil dan
sirip di kedua sisinya. Orang awam sering mengiranya bagian kecil di dekat
kepala sidat tersebut adalah telinga. Namun, sebenarnya itu adalah sirip sidat.

Sisik sidat sangat unik karena membentuk pola mozaik menyerupai anyaman



dari bilik bambu. Sirip di bagian anus menyatu dan membentuk jari-jari yang

terlihat lemah. Jumlah sirip pada dada mencapi 14-18 jari-jari sirip (Roy, 2013).

2.1.2. Habitat dan Penyebaran

Penyebaran sidat sekarang ini begitu luas. Banyak petambak yang mulai
melakukan budidaya sidat. Tetapi terhambat oleh benih sidat yang didapat
tergantung pada alam. Sidat termasuk ikan dengan sifat katadromous yaitu
memijah yang dilakukan di laut, dan tumbuh kembang di perairan tawar. Menurut
Rusmaedi et al. (2010), Di perairan Indonesia, terdapat tujuh spesies sidat dari
18 spesies di dunia yang telah diketahui dan tersebar di perairan barat Sumatera,
selatan pulau Jawa, Bali, NTT, NTB, Sulawesi, pantai timur Kalimantan, Maluku
dan Papua. Daerah tersebut berpotensi besar dalam melakukan budidaya sidat.

Sidat merupakan salah satu ikan yang secara alami mampu hidup pada
dua jenis perairan. Menurut pendapat Affandi et al. (2005), Ikan sidat hidup di
perairan estuaria (laguna) dan perairan tawar (sungai, rawa dan danau serta
persawahan) dari dataran rendah hingga dataran tinggi. Namun secara

keseluruhan, siklus hidup sidat lebih banyak di perairan tawar.

2.1.3. Siklus Hidup

Ikan sidat memijah di laut, menghasilkan larva (leptocephalus), dan
terbawa oleh turbulensi arus ke arah tepi laut. Leptocephalus berkembang
menjadi glass eels yang mulai memiliki perubahan pigmen tubuh, kemudian
berkembang menjadi elvers dan mulai memasuki daerah sungai atau estuari.
Elvers berkembang menjadi yellow eels. Selama pematangan, ikan sidat
berkembang menjadi silver eels dan kembali ke laut untuk memijah dan mati

(Tesch et al.,2003). Kehidupan sidat kebanyakan berapa pada perairan tawar,



dan memijah akan kembali ke laut. Oleh karena itu, benih sidat tergantung oleh
alam.

Menurut Aoyama (2009), larva ikan sidat mengalami siklus hidup atau
metamorfosis dalam hidupnya. Metamorfosis ikan sidat berpengaruh terhadap
lingkungan hidup dimana ikan sidat betina lebih menyukai perairan estuaria,
danau dan sungai-sungai besar yang produktif, sedangkan ikan sidat jantan
menghuni perairan berarus dengan produktivitas perairan yang lebih rendah.
Berikut ini adalah bentuk ikan sidat (A. bicolor) dari fase leptocephalus sampai

pada fase glass eel dapat dilihat pada Gambar 2.

Gambar 2.  Empat tahap larva A. bicolor (a) leptocephalus muda (17 mm TL),
(b) leptocephalus sepenuhnya (49 mm), (c) leptochepalus yang
sedang bermetamorfosis (46 mm) dan (d) tahap Oceanic glass eel
(47 mm) (Aoyama, 2009).

2.1.4. Pakan dan Kebiasaan Makan

Menurut Matsuri (1970), Ikan sidat merupakan ikan karnivora murni yang
membutuhkan pakan berupa hewan lain. Apabila ikan tersebut diberi pakan
buatan maka kadar protein pakannya harus tinggi (£ 45%) sehingga harga
pakannya menjadi mahal, hal ini akan menyebabkan biaya produksi budidaya
sidat menjadi tinggi sehingga harga sidat bila dijual akan tinggi pula.

Pemilihan kombinasi pakan buatan dan pakan alami berupa cacing sutera

(Tubifex tubifex) bisa dikatakan efektif, sebab antara keduanya mempunyai nilai

nutrisi yang hampir seimbang. Dengan demikian, untuk mendapatkan jenis pakan



yang paling tepat maka perlu diuji cobakan pakan yang merupakan kombinasi
dari bahan pakan alami yaitu cacing sutera dan pakan buatan. Subekti et al.,

2011.

2.1.5. Kualitas Air Budidaya Sidat
Menurut Roy (2013), kualitas air yang baik pada budidaya ikan sidat
dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Parameter kualitas air budidaya sidat.

Parameter Kisaran

Temperatur 22-30°C (fingerling)
25-32°C (konsumsi)

Kekeruhan Media 20-45 cm oleh plankton

Oksigen Minimum 4 mg/I

Karbondioksida Maksimum 23 mg/I

pH 5-7,5

Kadar Amoniak Maksimum 0,1 mg/liter

Alkalinitas 50-3—mg/l

Sidat dapat hidup pada dua jenis perairan. Fase larva hingga menjelang
dewasa hidup di sungai. Setelah dewasa menuju laut dalam untuk bereproduksi.
Selanjutnya, larva hasi pemijahan terbawa arus ke pantai dan menuju perairan
tawar melalui muara sungai. Menurut Suitha dan Suhaeri (2008) menyatakan
bahwa, sidat dapat beradaptasi pada suhu 12-31°C. Nafsu makannya menurun
pada suhu lebih rendah dari kisaran. Salinitas yang dapat ditoleransi yaitu pada

kisaran 0-35 ppm.

2.2. Ulser (Borok)

Menurut Afrianto et al. (2015), ulser merupakan suatu pertanda terjadinya
berbagai infeksi bakteri sistematik® pada ikan. Kejadian ini biasanya ditandai
degan munculnya borok/luka terbuka yang terdapat pada permukaan tubuh ikan.
Borok tersebut sering ditandai dengan memerahnya daerah pinggiran borok

tersebut. Stres yang dialami oleh ikan akibat perubahan lingkungan merupakan



salah satu faktor penyebab ulser. Stres yang berlebih dapat menurunkan daya
tahan tubuh pada ikan sehingga berakibat ikan mudah terserang suatu penyakit.

Penyakit ulser terdapat adanya nikrosis yang terjadi pada permukaan kulit
ikan. Menurut Noga (2015), jika sidat terdapat banyak luka, maka akan terjadi
pembengkakan jaringan dan bersifat kronis karena disebabkan sidat memiliki
deposisi kolagen yang luas. Luka yang terbuka mengakibatkan ikan menjadi
sangat lemah dan menyebabkan gangguan pada sistem osmotik. Salah satu
penyebab ulser yang terjadi pada ikan, kebanyakan disebabkan oleh bakteri

gram negatif.

2.3.  Ciri-ciri Bakteri

Bakteri yang biasanya menyerang memiliki berbagai ciri dan bentuk.
Bentuk-bentuk bakteri yang bersifat patogenik bagi ikan adalah bakteri berbentuk
bulat (coccus), bentuk bulat bergabung dua sel (diplococcus), bakteri bentuk
bulat bergabung seperti rantai (streptococcus), bakteri bulat berkelompok
beberapa sel (staphylococcus), bakteri berbentuk batang (bacillus), bakteri
berbentuk koma (vibrio) (Rahmaningsih, 2016).

Bakteri memiliki bentuk dasar bulat, batang dan lengkung. Bentuk bakteri
juga dapat dipengaruhi oleh umur dan syarat pertumbuhan tertentu. Bakteri
dapat mengalami involusi, yaitu perubahan bentuk yang disebabkan faktor
makanan, suhu dan lingkungan yang kurang menguntungkan bagi bakteri. Selain
itu dapat mengalami pleomorfi, yaitu bentuk yang bermacam-macam dan teratur

walaupun ditumbuhkan pada syarat pertumbuhan yang sesuai (Sumarsih, 2003).

2.4. ldentifikasi Bakteri
2.4.1. lIsolasi Kultur Murni
Berdasarkan komposisi dinding sel serta sifat pewarnaanya bakteri

dibedakan menjadi dua kelompok yaitu bakteri gram positif dan bakteri gram



negatif. Tujuan dari pewarnaan sendiri adalah untuk mengetahui jenis bakteri
berdasarkan pada komposisi dinding selnya. Menurut Pelczar dan Chan (1988),
pewarnaan gram masih merupakan salah satu prosedur yang paling banyak
digunakan untuk mencirikan banyak bakteri. Larutan yang biasa digunakan
dalam pewarnaan (Tabel 2) diantaranya adalah ungu kristal (UK), larutan yodium
(Y), alkohol dan safranin.

Tabel 2. Larutan yang digunakan dalam pewarnaan (Pelczar dan Chan, 1986).

Larutan dan urutan Reaksi dan Tampang Bakteri

penggunaannya
Gram Positif Gram Negatif

1 Ungu Kristal (UK) Sel berwarna ungu Sel berwarna ungu

2 Larutan yodium (Y) Kompleks UK-Y terbentuk  Komplek UK-Y terbentuk
di dalam sel, sel tetap di dalam sel, sel
berwarna ungu berwarna ungu

3  Alkohol Dinding sel mangalami Lipid terekstraksi dari
dehidrasi, pori-pori dinding sel, pori-pori
menciut, daya rembes mengembang, kompleks

dinding sel dan membran UK-Y keluar dari sel, sel
menurun, UK-Y tak dapat  menjadi tak berwarna
ke luar dari sel, sel tetap

ungu
4 Safranin Sel tak terpengaruh, tetap ~ Sel menyerap zat
ungu pewarna ini, menjadi

merah

2.4.2. Teknik Pewarnaan

Menurut Pelczar dan Chan (1986), Mikroorganisme dibiakkan di
laboratorium pada bahan nutrien yang disebut medium. Banyak sekali medium
yang tersedia, macamnya yang dipakai bergantung kepada banyak faktor, salah
satu diantaranya ialah macam mikroorganisme yang akan ditumbuhkan. Bahan
yang diinokulasikan pada medium itu disebut inokulum. Dengan menginokulasi
medium agar nutrien dengan metode cawan gores atau metode cawan tuang,
sel-sel itu akan terpisah sendiri-sendiri. Setelah inkubasi, sel-sel mikroba individu
itu memperbanyak diri sedemikian cepatnya sehingga di dalam waktu 18 sampai

24 jam terbentuklah massa sel yang dapat dilihat dan dinamakan koloni. Jika dua



10

sel mikroba pada inokulum asalat terlalu berdekatan letaknya pada medium agar,
maka koloni yang terbentuk dari masing-masing sel dapat bercampur dengan
sesamanya, atau paling tidak bersentuhan, jadi massa sel yang dapat diamati itu

bukanlah suatu biakan murni.

2.5.  Macam-macam Bakterial pada Sidat

Bakteri yang sering muncul dan menyababkan kematian pada sistem
budidaya terutama sidat adalah bakteri yang bersifat patogen. Menurut Jon et al.
(2013) mengemukakan bahwa jenis bakteri yang sering menyerang pada
budidaya sidat adalah Edwardsiella tarda, Listonella anguillarum, Vibrio
vulnificus, Aeromonas hydrophila dan Pseudomonas anguilliseptica. Jenis
spesies tersebut mampu menjadi salah satu penghambat dalam proses budidaya
sidat.

Menurut Austin (2007), beberapa jenis bakteri merupakan penyabab utama
penyakit infeksi bakterial pada organisme perairan tawar. Genus bakteri tersebut
antara lain: Mycobacterium, Aeromonas, Flavobacterium, Pseudomonas dan
Vibrio. Bakteri tersebut menyebabkan berbagai penyakit yang dapat menginfeksi
dan menyebabkan kematian masal bagi organisme perairan tawar termasuk

sidat.

2.6. Resistensi Antibiotik pada Bakteri

Antibiotik tidak saja digunakan untuk keperluan medis, namun juga dapat
digunakan pada bidang peternakan dan perikanan. Beberapa bakteri tidak dapat
dihambat pertumubuhannya atau resisten terhadap antibiotik. Menurut Tripathi
(2003), resistensi didefinisikan sebagai tidak terhambatnya pertumbuhan bakteri
dengan pemberian antibiotik secara sistemik dengan dosis normal yang
seharusnya atau kadar hambat minimalnya. Sifat resistensi terhadap antibiotik

melibatkan perubahan genetik yang bersifat stabil.
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Menurut Utami (2011), resistensi antibiotik dapat diklasifikasikan menjadi dua
kelompok yaitu resistensi alami dan resistensi yang didapat. Penjelasannya
adalah sebagai berikut:

- Resistensi alami merupakan sifat dari antibiotik tersebut yang memang
kurang atau tidak aktif terhadap suatu bakteri dan bersifat diturunkan. Masalah
resisten ini dapat diprediksi, sehingga dalam pemberia antibiotik dapat dipilih
antibiotik dengan cara kerja yang berbeda.

- Resistensi yang didapat apabila bakteri tersebut sebelumnya sensitif
terhadap suatu antibiotik kemudian berubah menjadi resisten. Penyebab dari hal
tersebut adalah karena adanya mutasi atau terdapat materi genetik baru yang

lebih spesifik dapat menghambat kerja antibiotik.



3.1. Materi Penelitian

3.1.1. Alat Penelitian

3. METODE PENELITIAN

Adapun peralatan yang digunakan dalam penelitian ini disajikan pada

Tabel 3 serta gambar alat dapat dilihat pada Lampiran 1.

Tabel 3. Alat yang digunakan

Alat Fungsi

Nampan Sebagai tempat alat dan bahan penelitian

Botol sprayer Sebagai tempat alkohol

DO meter Sebagai alat pengukur oksigen terlarut dalam air

pH meter Sebagai alat pengukur kadar asam dan basa perairan
Termometer Sebagai alat pengukur suhu

Timbangan digital

Laminar Air Flow (LAF)

Oven

Hot plate
Washing bottle
Cawan petri
Jarum ose

Jarum tusuk
Erlenmeyer
Gelas ukur
Spatula

Gunting

Pipet volume
Vortex

Bunsen

Autoklaf

Korek gas
Tabung reaksi
Coloni counter
Micropipet bluetip
Objek glass
Beaker glass
Rak tabung reaksi

Sebagai alat untuk menimbang NaCl dan TSA dengan
ketelitian 102

Sebagai tempat pengkulturan bakteri dalam keadaan
steril

Sebagai alat untuk mengeringkan alat setelah
disterilisasi

Sebagai alat pemanas media TSA

Sebagai tempat menyimpan akuades

Sebagai wadah pengkulturan bakteri

Sebagai alat untuk menggoreskan bakteri pada media
TSA

Sebagai alat tusuk pada uji indol

Sebagai wadah dari media TSA

Sebagai alat untuk mengukur volume larutan
Sebagai alat untuk menghomogenkan larutan
Sebagai alat untuk memotong bahan

Sebagai alat untuk mengambil larutan

Sebagai alat untuk menghomogenkan larutan
Sebagai alat sterilisasi

Sebagai alat sterilisasi basah

Sebagai alat untuk menyalakan Bunsen

Sebagai tempat media TSA

Sebagai alat untuk menghitung kelimpahan bakteri
Sebagai alat mengambil sampel dalam skala kecil
Sebagai alat untuk pewarnaan gram

Sebagai tempat sterilisasi tabung reaksi

Sebagai tempat tabung reaksi
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Alat Fungsi

Mikroskop Sebagai alat pengamatan pewarnaan gram

Bluetip Sebagai tempat pengambilan sampel dalam skala kecil

Pipet Tetes Sebagai alat untu mengambl bahan pada proses
pewarnaan bakteri.

Bola hisap Sebagai alat untuk mengambil larutan dengan pipet
volume

Destruksi Sebagai alat pemusnah bakteri dan agar yang tidak

Sumuran Crystal™

entrentic/NF
Sumuran Crystal™ GB ID

Jangka sorong

digunakan

Sebagai alat KIT untuk pemabacaan pewarnaan jika
gram positif

Sebagai alat KIT untuk pemabacaan pewarnaan jika
gram negatif

Sebagai pengukur zona bening pada uji cakram

3.1.2. Bahan Penelitian

Adapun bahan yang digunakan dalam penelitian ini disajikan pada Tabel

4 serta gambar bahan dapat dilihat pada Lampiran 2.

Tabel 4. Bahan yang Digunakan.

Bahan

Fungsi

Ikan Sidat (A. bicolor)
Alkohol 70%
Air

Sebagai biota penelitian
Sebagai bahan pengkondisian aseptis

Sebagai media pemeliharaan ikan sidat (Anguilla

bicolor)

Trypticase Soya Agar (TSA) Sebagai bahan tumbuh bakteri dalam bentuk agar

Akuades

NacCl

Spirtus
Alumunium foil
Tali kasur

Tisu

Kapas
Kertas label
Plastik warp

Kertas bekas
Akuades steril
Crystal violet

Lugol
Alkohol 95%

Sebagai bahan membuat media dan Na-fis
Sebagai bahan untuk membuat media Na-Fis
Sebagai bahan bakar dari Bunsen

Sebagai bahan untuk menutup ujung tabung reaksi

Sebagai bahan untuk mengikat pembungkus media

pada proses sterilisasi
Sebagai pembersih alat yang telah digunakan

Sebagai penutup media saat sterilisasi
Sebagai penanda sampel yang diuji

Sebagai pembungkus media yang sudah ditanam

bakteri
Sebagai pembungkus alat yang akan disterilisasi

Sebagai bahan pembuatan preparat pewarnaan

Sebagai pewarna primer (utama) yang akan memberi

warna mikroorganisme target
Sebagai penguat pewarna primer

Sebagai bahan untuk mencuci lemak pada dinding sel

bakteri
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Bahan Fungsi

Safranin Sebagai zat warna sekunder untuk mewarnai sel-sel
yang kehilangan pewarna primer

Media SIM Sebagai bahan dalam uji indol

Kovac’s indole reagent Sebagai bahan untuk uji indol dalam pembentukan
cincin merah.

Kertas oksidase Sebagai bahan untuk menentukan bakteri oxidase +/-

Reagent Entrentic/NF Sebagai reagent uji kit bakteri negatif

Reagent GB ID Sebagai reagent uji kit bakteri positif

Media MHA Sebagai media dalam uji cakram resistensi

7 Jenis Antibiotik Sebagai bahan uji resistensi bakteri terhadap

(Gentamicin, Streptomycin, antibiotik

Neomycin,

Sulphamethoxazole,
Penicillin, Chloramphenicol,
Erythromycin)

3.2. Metode Penelitian

Metode penelitian yang digunakan adalah metode deskriptif. Menurut
Sujana dan Ibrahim (1989), penelitian deskriptif adalah penelitian yang berusaha
mendeskripsikan suatu gejala, peristiwa, kejadian. Metode dekriptif ini diperoleh
data dari hasil suatu peristiwva atau kejadian yang sudah ada untuk dijelaskan
kembali. Dalam penenlitian metode ini lebih berfungsi untuk pemacahan praktis
dari pada pengembangan ilmu pengetahuan. Peneliti tidak dituntut untuk
melakukan adanya perlakuan tetapi mendeskripsikan dari data yang didapat.

Pada penelitian ini sampel ikan sidat diperoleh dari hasil budidaya yang
dilakukan di Laboratorium Reproduksi dan Pemuliaan Ikan, Fakultas Perikanan
dan limu Kelautan, Universitas Brawijaya. Sebelumnya, benih sidat didapatkan
dari Ds. Klakah, Kec. Klakah, Kab. Lumajang. Pemilihan sampel dilihat dari fisik
dan secara kasat mata. Sidat yang memiliki ulser yang cukup parah, diambil dan

dijadikan objek identifikasi. Sidat tersebut memiliki panjang 83 cm dan berat 94
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gram. Identifikasi dilakukan dengan melihat bakteri apa saja yang terdapat pada
ulser sidat tersebut.
3.3.  Prosedur Penelitian
3.3.1. Persiapan Penelitian

Sampel bakteri diambil dari ulser pada sidat. Pemilihan sampel dengan
cara memilih ikan sidat yang sakit. Sakit pada sidat dapat dilihat secara kasat
mata yaitu adanya ulser pada permukaan kulit dan gerakan yang pasif. Bagian
yang diambil untuk dijadikan objek yaitu pada ulser yang terletak dekat ekor.
Pengambilan ini dilakukan dengan cara diambil daging yang mengalami ulser

sebanyak 1 gram dan dihaluskan dengan menggunakan mortal.

3.3.2. Sterilisasi Alat dan Bahan

Sterilisasi dilakukan dengan tujuan untuk memusnahkan semua
mikroorganisme termasuk spora yang resisten. Alat dan bahan disterilisasi
dengan suhu bertekanan 121°C. Menurut pendapat Kismiyati (2009), metode
yang biasanya digunakan untuk proses sterilisasi adalah autoklaf, dengan cara
menaikkan suhu media pada kisaran yang dapat mematikan mikroorganisme
dengan menggunakan uap yang bertekanan. Sterilisasi ini biasanya dilakukan

selama 15-25 menit.

3.3.3. Pembuatan Larutan Na fisiologis

Hal pertama yang dilakukan dalam pembuatan Na fisiologi adalah
menimbang NaCl sebanyak 0,9 gram yang dilarutkan dengan menggunakan
akuades 100 ml. Kemudian dimasukkan erlenmeyer dan dihomogenkan dengan
spatula, didapatkan Na fisiologi dengan kosentrasi 0,9%. Jumlah total NaCl dan
akuades yang dihitung disesuaikan dengan jumlah pengenceran yang
dibutuhkan. Selanjutnya tabung reaksi diisi 9 ml Na fisiologis. Kemudian ditutup

dengan kapas dan dibungkus alumunium foil dan siap disterilisasi.
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3.3.4. Pembuatan Media Tumbuh Bakteri

Media yang dibutuhkan dalam penelitian ini adalah Trypticase Soya Agar
(TSA). Hal pertama yang dilakukan adalah menimbang bahan sebanyak 4 gram
TSA dan dicampurkan dengan 100 ml akuades. Penghomogenan bahan
dilakukan dengan cara memanaskan media diatas hotplate dan diaduk dengan
menggunakan spatula. Bahan disterilisasi dengan autoklaf selama 15-20 menit,
hal ini sesuai dengan pendapat Kusuma (2014), sterilisasi dilakukan untuk
mencegah adanya kontaminasi mikroorganisme lain. Bahan yang sudah
disterilisasi dituang pada cawan petri dekat Bunsen dengan berisi media 20 ml

setiap cawan.

3.3.5. Pengenceran

Pengenceran suspensi bakteri dilakukan dengan tujuan mendapatkan
kuantitas bakteri yang mudah dihitung dan dapat membedakan perbedaan koloni
dengan koloni yang lain. Telah kita ketahui jumlah bakteri pada lingkungan
sangat melimpah. Selain medapatkan data secara kuantitas, pengenceren ini
membantu dalam pengamatan koloni bakteri untuk membuat isolat murni bakteri.
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah dengan menggunakan
metode tuang (Plate Count Agar).

Hal pertama yang dilakukan pada tahap ini adalah tabung pertama yang
berisi 9 ml Na fisiologis steril dicampur dengan 1 gram daging yang mengalami
ulser yang telah dihaluskan. Pencampuran dilakukan dekat Bunsen, kemudian
divortex sampai tercampur rata dan didapatkan pengenceran 10*. Hasil
pengenceran 10™ diambil 1 ml dengan menggunakan mikropipet dan dicampur
pada tabung kedua yang berisi na fisilogis steril, kemudian divortex dan
didapatkan pengenceran 10, Demikian selanjutnya sampai didapatkan tingkat

pengenceran yang diinginkan.
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3.3.6. Penanaman

Penanaman yang dilakukan pada tahap ini adalah dengan metode tuang.
Hasil pengenceran bakteri ditanam dengan menggunakan pengenceran 5 tingkat
terakhir yang sebelumnya divortex terlebih dahulu. Masing-masing sampel
diambil 1 ml dengan mikropipet berukuran 100 - 1000 pl kemudian dimasukkan
kedalam cawan yang telah disiapkan. Media TSA steril yang telah disiapkan
dimasukkan kedalam cawan yang berisi sampel sebanyak + 20 ml dekat bunsen.
Cawan petri yang telah berisi sampel dan media diberi label sesuai tingkat
pengenceran. Kemudian dimasukkan kedalam inkubator dan diinkubasi pada
suhu 32°C selama 24 jam. Isolat bakteri menunjukkan bentuk dan warna koloni
bakteri yang berbeda. Penanaman sampel bakteri selama proses pengenceran

dapat dilihat pada Gambar 3.

Gambar 3. Penanaman sampel bakteri (Lay, 1994).

3.3.7. Perhitungan Total Plate Count (TPC)

Perhitungan total bakteri dengan menerapkan metode Total Plate Count
(TPC). Bakteri yang tumbuh pada cawan petri dihitung secara manual dengan
alat colony counter dengan pencahayaan khusus sehingga mudah menghitung
koloni bakteri. Koloni bakteri dihitung, dicatat dan dikalikan dengan besaran
pengenceran yang telah dilakukan. Jumlah bakteri dinyatakan dalam satuan

colony-forming unit (CFU/ml).
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3.3.8. Isolasi

Bakteri dari ulser yang ditanam pada plate dilakukan isolasi. Isolasi
bakteri bertujuan untuk mendapatkan bakteri yang diduga menginfeksi pada
sidat. isolasi bakteri ini menggunakan metode gores. Menurut Setyati dan
Subagio (2012), metode pemisahan atau pemurnian isolat bakteri dilakukan
dengan metode gores (streak method). Masing-masing cawan petri dari hasil
pengenceran diambil koloni bakterinya. Pengambilan koloni bakteri berdasarkan
bentuk dan warna yang berbeda. Kemudian koloni yang sudah dipilih, diambil
dan digoreskan pada permukaan media agar TSA steril yang sudah disiapkan
pada cawan. Hasil goresan tersebut diinkubasi pada suhu 32°C selama 24 jam.
Apabila hasil biakan murni sudah didapat, kemudian ditumbuhkan pada maedia

miring TSA steril dan selanjutnya dilakukan identifikasi.

3.3.9. Uji Gram (Pewarnaan)

Pewarnaan gram bertujuan untuk mengetahui bakteri tersebut termasuk
bakteri gram positif (+) atau gram negatif (-) dan mengetahui bentuk
morfologinya. Hal ini sesuai dengan pendapat Samsundari (2006), pewarnaan
gram merupakan salah satu metode untuk mengetahui morfologi bakteri serta
mengetahui biakan bakteri masuk dalam golongan gram positif atau gram
negatif. Bakteri gram negatif memiliki warna merah dan bakteri gram positif
ditunjukan warna ungu. Perbedaan warna tersebut disebabkan karena bakteri
gram negatif tidak dapat menahan zat warna yang telah diberikan.

Langkah pertama yang dilakukan adalah disiapkan objek glass, kemudian
diambil bakteri murni dengan ose dan digoreskan membentuk persegi setipis
mungkin. Hasil goresan yang tipis difiksasi diatas bunsen, kemudian hasil fiksasi
tersebut ditetesi dengan Kristal ungu dan dibiarkan selama 1,5 menit setelah itu

dibilas dengan air mengalir. Hasil tersebut ditetesi lagi dengan cairan lugol,
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dibiarkan selama 3 menit dan dibilas dengan air. Tahap selanjutnya ditetesi
safranin, dibiarkan selama 1 menit dan dibilas dengan air mengalir. Preparat
tersebut siap diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 1000x yang
sebelumnya ditambahkan immersion oil yang bertujuan untuk memperjelas

pengamatan.

3.3.10. Identifikasi bakteri

Identifikasi bakteri pada penelitian ini dengan menggunakan tes KIT BBL
CRYSTAL™. Dari hasil pewarnaan diketahui bakteri tersebut termasuk bakteri
gram positif atau gram negatif maka reagent yang digunakan berbeda. Reagent
BBL™ CRYSTAL™ Entrentic/NF digunakan pada bakteri gram negatif,
sedangkan reagent BBL™ CRYSTAL™ GB ID digunakan pada bakteri gram
positif. Bakteri gram negatif tedapat tambahan perlakuan yaitu uji indol dan uji
oksidase. Kemudian dilakukan inkubasi selama 24 jam dan dilakukan
pembacaan. Pembacaan dilakukan dengan mencocokan warna dengan standart
warna dari BBL CRYSTAL™. Hasil pembacaan biokimia tersebut akan
didapatkan kode untuk mendapatkan jenis bakteri tersebut. Kode dimasukkan

kedalam aplikasi BBL CRYSTAL™ di komputer dan didapatkan hasil.

3.4. Uji Resitensi Antibiotik

Uji resistensi bakteri terhadap antibiotik ini menggunakan 7 jenis antibiotik
yang masih boleh dipergunakan. Antibiotik tersebut adalah Gentamicin,
Streptomycin, Neomycin, Sulphamethoxazole, Penicillin, Chloramphenicol,
Erythromycin. Langkah awal yang dilakukan adalah menyiapkan media dalam uji
cakram. Media yang digunakan adalah Mueller Hinton Agar (MHA) merupakan
media khusus yang biasanya digunakan pada uji cakram. Resisten atau tidaknya
bakteri dapat dilihat pada zona di area antibiotik. Apabila terdapat zona bening

maka bakteri yang diuji sensitif terhadap antibiotik yang diberikan. Pada
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penelitian ini, merupakan penanganan secara kuratif karena adanya bakteri pada

ulser yang sudah menginfeksi permukaan kulit sidat.

3.5. Parameter Utama

Parameter utama yang diamati dalam penelitian ini adalah kepadatan
bakteri dan jenis-jenis bakteri yang terdapat ulser pada sidat (A. bicolor) yang
telah dibudidayakan serta kepadatan bakteri. Jenis bakteri ini dapat digunakan
untuk salah satu indikator bahwa sidat dapat terserang bakteri yang
menyebabkan terbentuknya ulser pada permukaan kulit dan resistensi bakteri

terhadap 7 jenis antibiotik yang masih diperbolehkan.



4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Identifikasi Bakteri
4.1.1. Perhitungan Koloni Bakteri

Hasil pengamatan dari proses penanaman sampel bakteri ulser sidat
pada media Trypticase Soya Agar (TSA). Sampel tersebut dihitung secara Total
Plate Count (TPC) atau perhitungan jumlah jenis koloni pada setiap cawan. Hasil
penanaman dapat dilihat pada Lampiran 3 dan hasil perhitungan koloni dapat
diihat pada Tabel 5.

Tabel 5. Data Hasil Perhitungan TPC (Total Plate Count)

Total Plate Count

Isolat Cawan (CFU/mI)

31.10%®
39.10%
17.10%
19.10*
16.10%°
42.10'8
49.10%
24.10%
19.10*
16.10%°
6.10"8
39.10%°
23.10%
14.10*
25.10%°
21.10%8
40.10%
23.10%
10.10*
12.10%
29.10%
11.10%
29.10%
33.10%
13.10%

@)
MOOT®> MOO®> MOOT> MOOT>MOO T >

Tabel 5 di atas menunjukan kelimpahan jenis isolat bakteri pada masing-
masing cawan petri. Dari perhitungan tersebut, paling banyak ditemukan isolat E

dan yang kedua adalah isolat B. hal tersebut, mampu menunjukkan ulser pada
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sidat disebabkan oleh penginfeksian bakteri E. Kepadatan pada setiap cawan,
masih dalam rentang yang memenuhi syarat dalam proses perhitungan total
kepadatan bakteri. Persyaratan yang digunakan untuk dilakukannya proses
perhitungan adalah dalah satu cawan koloni mempunyai rentan 30-300 koloni.
Hal tersebut sesuai dengan pendapat Anugrahini (2012), yang menyatakan
bahwa jumlah koloni dibawah 30 koloni kurang memenuhi persyaratan untuk
proses perhitungan, sedangkan apabila melebihi 300 koloni jumlah tersebut
terlalu padat sehingga menyebabkan terganggunya dari mikroba tersebut.
Jumlah bakteri pada setiap organ sidat berbeda. Menurut Fardiaz (1992),
menyatakan beberapa penelitian menunjukkan bahwa jumlah bakteri pada sidat
yaitu berkisar antara 10° — 10° cfu/gram pada insang dan lebih dari 10" cfu/gram
pada saluran usus. Keberadaan komunitas bakteri dipengaruhi oleh sistem
perairannya. Bakteri yang berkolononisasi pada insang dan saluran pencernaan
dipengaruhi oleh pakan, spesies, dan lingkungan budidaya (Pangastuti, 2016).
Hal ini baerkaitan hubungannya dengan infeksi pada kulit sidat, karena menurut
Ugut et al. (2002), mengemukakan bahwa bakteri pada kulit disebabkan oleh
kondisi perairan budidaya dan kondisi spesies sendiri. Maka dapat dikatakan
bakteri pada sistem pencernaan dan bakteri pada kulit sama — sama dipengaruhi

oleh lingkungan budidaya.

4.1.2. Pengamatan Koloni Bakteri

Isolasi bakteri dilakukan untuk memperoleh biakan murni dengan cara
menumbuhkan bakeri selama 24 jam pada suhu 32°C dari bakteri sampel.
Sebelum dilakukan isolasi terlebih dahulu dilakukan pengamatan bakteri secara
makroskopis. Pengamatan tersebut dilakukan untuk mengetahui perbedaan
karakteristik dari setiap koloni baik dari warna maupun bentuk. Menurut

Lisdayanti (2013), setelah sampel bakteri diinkubasi selama 24 jam, dilakukan
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pengamatan morfologi koloni sel yaitu bentuk, warna, elevasi dan tepi. Koloni
yang memiliki morfologi yang berbeda dipisah dengan cara mengambil dengan
ose kemudian dilakukan pemurnian pada media agar dan diinkubasi selama 24

jam. Hasil isolasi dapat dilihat pada Tabel 6.

Tabel 6. Hasil pengamatan isolat bakteri secara makroskopis

Morfologi Koloni

No Cawan Isolat

Bentuk Tepi Elevasi Warna
1 CawanA A Bulat Rata Cembung Putih bening
2 CawanB B Bulat Rata Cembung Kuning
3 CawanC C Bulat Rata Datar Kuning
4 Cawan D D Bulat Rata Datar Kuning tua
5 CawanE E Bulat Rata Cembung Kuning

Dari hasil pengamatan koloni tersebut, didapatkan hasil yang cukup
bervariasi. Variasi ini dimungkinkan karena setiap bakteri memiliki ciri morfologi
yang berbeda. Menurut Hidayat et al. (2006), bentuk koloni dari suatu bakteri
dipengaruhi oleh umur dan syarat pertumbuhan tertentu. Variasi bentuk bakteri
yang terjadi juga dipengaruhi oleh lingkungan, makanan, dan suhu. Dari hasil
pengamatan tersebut, harus dilakukan pengamatan lainnya untuk mengetahui
jenis bakterinya. Dari tahap ini, selanjutnya akan dilakukan pengamatan secara

mikroskopis dan uji biokimia.

4.1.3. Pewarnaan Gram

Pewarnaan gram merupakan salah satu pengamatan secara mikroskopis
yang merupakan salah satu tahapan dalam identifikasi. Pengamatan secara
mikroskopis dilakukan untuk mengetahui jenis gram dan bentuk isolat. Jenis
gram suatu bakteri dapat dilihat dari hasil warna isolat bakteri setelah dilakukan
pewarnaan, dimana jika berwarna merah maka bakteri tersebut tergolong bakteri

gram negatif dan jika berwarna ungu/biru maka bakteri tersebut tergolong bakteri
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gram positif. Hasil pengamatan uji gram dan morfologi tersebut dapat dilihat pada

Tabel 7.

Tabel 7. Hasil Pengamatan Uji dan Morfologi Bakteri Isolat
Isolat Hasil Pewarnaan Hasil Gram Bentuk Gambar
A Biru Keunguan Positif Kokus Gambar 4
B Merah Negatif Batang Gambar 5
D Merah Negatif Batang Gambar 6
E Merah Negatif Batang Gambar 7

Setalah dilakukan pengamatan secara mikroskopis, didapatkan hasil
bahwa sebagian besar dari isolat bakteri menunjukan berbentuk batang dan
bakteri gram negatif. Isolat bakteri A termasuk bakteri gram positif dengan
ditandai hasil pewarnaan menunjukkan warna biru keunguan dan memiliki bentuk
kokus. Menurut Pelczar dan Chan (1988), adanya perbedaan hasil terjadi karena
perbedaan reaksi dari masing-masing isolat terhadap reagen yang diberikan saat
pewarnaan. Perbedaan reaksi tersebut diduga karena tiap-tiap bakteri memiliki
susunan dinding sel yang berbeda-beda sehingga kemampuan untuk menyerap

zat warna juga berbeda.

4.1.4. Uji Biokimia

Hasil uji biokimia akan menghasilkan kode yang akan digunakan untuk
menentukan spesies dari bakteri tersebut. Hasil pengamatan uji biokimia dari
masing-masing bakteri yang diisolat dari ulser sidat. Hasil uji biokimia bakteri
gram positif dapat dilihat pada Tabel 8 dan hasil uji biokimia bakteri gram negatif

dapa dilihat Tabel 9, sedangkan formulir uji biokimia dapat dilihat pada Lampiran

4.
Tabel 8. Hasil Uji Biokimia Bakteri Gram Positif (Isolat A)
No. e A9 I . Hasil
Kolom [P BkIig fe% Pemeriksaan
4A Fluorescent Negatif Control FCT -
2A Glucoside B FGC -
1A Valine FVA

4B Phenylalanine FPH
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Egiom TRGyaus RekS Egﬂgriksaan
2B Glucoside a FGS -
1B pyroglutamic acid FPY +
4C tryptophan FTR -
2C arginine FAR +
1C Acetyl glucosaminide FGA -
4D phosphate FHO +
2D glucuronide FGN -
1D isoleucine FIS +
4E Trehalose TRE -
2E Lactose LAC -
1E Methyl & glucoside MAB -
4F Sucrose SuUC -
2F Mannitol MNT -
1F Maltotriose MTT -
4G Arabinose ARA -
2G Glycerol GLR -
1G Fructose FRU -
4H Nitrophenyl glucoside BGL -
2H Nitrophenyl cellobioside PCE -
1H Proline & Leucine nitroanilide PLN +
4] Nitrophenyl phosphate PHO -
2l Nitrophenyl maltoside PAM -
11 Nitrophenyl galactoside PGO =
4] Urea URE -
2J Esculin ESC -
1J Arginine ARG I
KODE  1-5-2-5-0-0-0-1-0-1

Dari tabel diatas dapat dilihat hasil uji gram bakteri positif. Struktur

biokimia yang digunakan dalam uji berbeda. Pada uji gram positif terdapat

Fluorescent Negatif Control, Glucoside B, Valine, Phenylalanine, Glucoside a,

Trehalose, phosphate, glucuronide, isoleucine, pyroglutamic acid yang tidak ada

pada uji biokimia gram negatif. Menurut Dastager et al. (2010), biokimia yang

menjadi ciri dari uji biokimia arabinose dan mannitol dari micrococcus adalah

negatif.



Tabel 9. Hasil Uji Biokimia Bakteri Gram Negatif
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No. Uji Biokimia Kode Hasil Pemeriksaan Isolat
Kolom B D E
4A Arabinose ARA - + +
4B Mannose MNS - + +
4C Sucrose SUcC - + +
4D Melibiose MEL - - -
4E Rhamnose RHA - - -
4F Sorbitol SOR - - -
4G Mannitol MNT - - +
4H Adonitol ADO - - -
41 Galactose GAL - - +
4J Inositol INO - - -
2A nitrophenyl phosphate = PHO + + -
2B Nitrophenyl glucoside BGL + + P
2C Nitrophenyl galactoside NPG - + "
2D Proline nitroanilide PRO + A +
oE nitrophenyl bis- BPH  + " 4
phosphate
2F nitrophenyl xyloside BXY - - -
2G Nitrophenyl arabinoside AAR - - I
oH Nitrophenyl _ PHC + - i
phosphorylcholine
21 nitrophenly glucuronide GLR - - -
23 Nitrophen_yl_acetyl NAG + K :
glucosaminide
1A Glutamyl nitroanilide GGL + - +
1B Esculin ESC - - +
1C Nitro phenylalanine PHE - - -
1D Urea URE + + +
1E Glycine GLY + + -
1F Citrate CIT - - -
1G Malonate MLO - - -
1H Tetrazolium TTC - il -
11 Arginine ARG + + -
1] Lysine LYS + + -
Uji Indole - - -
Uji Oxidase + + 4
3-2-0-3-3- 6-6-6-2-3- 5-7-6-2-2-
e 0-02-1-3  0-0-1-1-3 _ 0-6-0-4-0

Pada Tabel 8 dan Tabel 9 terdapat perbedaan antara reagent biokimia

yang digunakan. ldentifikasi bakteri gram negatif terdapat tambahan tahap uji

yaitu uji indole dan uji oksidase. Dari hasil pengamatan tersebut akan

mendapatkan point yang dijumlahkan dan mendapatkan kode seperti tabel
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diatas. Kode yang didapatkan dari hasil uji biokimia dimasukkan pada aplikasi
KIT BBL Crystal dan akan didapatkan jenis bakteri.

Perbedaan hasil uji biokimia isolat B adalah mannose negatif, sukrosa
negatif, nitrophenyl galaktosa negatif, nitrophenyl phosphorylcholine positif. Hal
ini sesuai dengan pendapat Tachibana et al. (2016) uji biokimia yang dimiliki oleh
Shewanella mempunyai ciri Nitrophenyl galaktosa negatif dan mannose negatif.

Uji biokimia pada isolat D memiliki ciri yang berbeda dengan isolat lain
yaitu Glutamyl nitroanilide negatif, dan tetrazolium positif. Menurut Omar et al.
(2015), uji biokimia dari burkholderia cepacia adalah nitrophenyl phosphate
positif, urea negatif, nitrophenyl acetyl glucosaminide positif, dan proline
nitroanilide positif.

Uji biokimia isolat E memiliki ciri yang cukup berbeda pada hasil uiji
biokimia isolat lain. Ciri — ciri tersebut adalah mannitol positif, galaktosa positif,
nitrophenyl phosphate negatif, nitrophenyl arabinose positif, esculin positif dan
glycine negatif. Hal ini sesuai dengan pendapat Darwin (2013), menyatakan
bahwa biokimia yang dimiliki oleh Aeromonas hydrophila selain hasil uji gram
negatif, bakteri tersebut memiliki arabinose, mannitol dan galaktosa positif dan

hasil uji oksidasi negatif.

4.1.5. Identifikasi Bakteri

Hasil penelitian pada ulser sidat (A. bicolor) didapatkan 4 macam jenis
bakteri dari 5 sampel. Hal ini dikarenakan sampel C dan E setelah didapat hasil
uji biokimia merupakan isolat dengan hasil yang sama. Identifikasi ini melalui
pengamatan secara mikroskopis dan uji biokimia terlebih dahulu. Beberapa jenis

tersebut adalah:
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a. Bakteri A

Hasil pengamatan bakteri A melalui pengamatan secara morfologi,
pewarnaan gram dan uji biokimia, didapatkan hasil yaitu bakteri dengan spesies
Micrococcus lylae. Hasil pengamatan secara mikroskopis tersebut dapat dilihat
pada Gambar 4.

Menurut Wesley (1974), bakteri tersebut memiliki klasifikasi adalah sebagai

berikut:
Division : Bacteria
Class : Actinobacteria
Subclass : Actinobacteridae
Ordo : Actinomycetes
Familia : Micrococeaceae
Genus : Micrococcus
Spesies : M. lylae
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Gambar 4. M. lylae
(Perbesaran 1000X )

Pada pengamatan secara mikroskopis tersebut dapat diketahui bahwa M.
lylae merupakan bakteri gram positif dan memiliki bentuk kokus. Hal ini didukung
oleh pendapat Wleser at al. (2002), M. lylae merupakan bakteri Gram-positif,

berbentuk bulat, merupakan bakteri saprotrophic yang dimiliki oleh keluarga
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micrococcaceae. Pada spesies ini, bakteri tersebut mampu membentuk koloni
kuning cerah pada media tumbuh. Menurut Austin (1999), M. lylae mampu
menyebabkan perdangan pada inang dalam jumlah yang cukup banyak,
sehingga menyebabkan terganggunya kehidupan pada biota perairan.

Bakteri berkatalase positif ini mampu hidup pada kualitas air yang sama
pada biota inangnya. Menurut Dastager et al. (2010), micrococcus mampu
tumbuh dengan baik pada suhu 28 — 32° C. Bakteri tersebut dapat ditemukan
secara luas yaitu pada tanah maupun perairan. Menurut Aydin et al. (2005),
kolam budidaya yang terdapat substrat tanah dapat dijumpai bakteri jenis
tersebut. Bakteri ini dapat juga dapat ditemukan pada tanaman — tanaman

perairan.

b. Bakteri B

Hasil pengamatan bakteri B melalui pengamatan secara morfologi,
pewarnaan gram dan uji biokimia, didapatkan hasil yaitu bakteri dengan spesies
Shewanella putrefaciens. Hasil pengamatan secara mikroskopis dapat dilihat
pada Gambar 5.

Menurut Ziemke et al. (1998), bakteri tersebut memiliki klasifikasi sebagai
berikut:

Kingdom : Bacteria

Order : Alteromonadales
Family : Shewanellaceae
Genus : Shewanella
Spesies . S. putrefaciens

Gambar 5. S. putrefaciens
(Perbesaran 1000X )
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Pada pengamatan secara mikroskopis tersebut dapat diketahui bahwa S.
putrefaciens merupakan bakteri gram negatif dan memiliki bentuk batang.
Menurut Charles (1992), bakteri dari genus shewanella awalnya dimasukkan ke
dalam famili Vibrionaceae tetapi kemudian dipindahkan ke famili
Alteromonadaceae yang secara dekat lebih terkait ke filogenetis. Bentuk spesies
shewanella adalah batang panjang, pendek, atau berserabut gram negatif yang
umumnya oksidasi positif, indol negatif. spesies S. putrefaciens merupakan
bakteri gram negatif. Bakteri ini tersebar luas didalam periran laut maupun
perairan air tawar.

Menurut Kang et al. (2013), shewanella Sp. dapat ditemukan pada
perairan laut maupun periran tawar. Jenis bakteri ini mampu tumbuh pada suhu
28 — 36° C, merupakan bakteri patogen pada biota perairan laut maupun tawar.
Pada beberapa penelitian dijelaskan bahwa jenis bakteri tersebut resisten pada
beberapa jenis antibiotik.

S. putrefaciens dapat ditemukan secara luas dalam perairan dan terkait
dengan dengan hewan perairan. ditemukan pada insang, abdomen dan
hepatopankreas. Menurut Vogel (1997), bakteri S. putrefaciens merupakan
bakteri yang berperan dalam pembusukan pada ikan yang terluka dan
menyebabkan turunnya imun ikan. Strain ini diidentifikasi sebagai S. putrefaciens
yang sebelumnya lebih dikenal sebagai Pseudomonas putrefaciens dan dapat
diisolasi dari borok kulit. Pada penelitian ini didapatkan bakteri dengan strain

tersebut pada ulser yang dialami oleh sidat.

C. Bakteri D
Hasil pengamatan bakteri D melalui pengamatan secara morfologi,
pewarnaan gram dan uji biokimia, didapatkan hasil yaitu bakteri dengan spesies.

Burkholderia cepacia. Hasil pengamatan dapat dilihat pada Gambar 6.
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Menurut Vandamme (2011), bakteri ini memiliki klasifikasi sebagai

berikut:

Kingdom : Bacteria

Order : Burkholderiales
Family : Burkholderiaceae
Genus : Burkholderia
Spesies : B. cepacia

L Y3

Gambar 6. B. cepacia
(Perbesaran 1000X )

Pada pengamatan secara mikroskopis tersebut dapat diketahui bahwa B.
cepacia merupakan bakteri gram negatif (berwarna merah) dan memiliki bentuk
batang. Menurut Nursyirwani (2007), B. cepacia masih genomovar (satu genetik
spesies yang sangat erat kekerabatannya) dengan Pseudomonas, yaitu P. kingii,
P. cepacia, P. multivorans. B. cepacia berbentuk batang pendek bersifat Gram
negatif dan berwarna kuning kehijauan serta mempunyai kemampuan
menghasilkan pigmen fluoresens bervariasi, yang menyebabkan pigmen
berwarna kuning atau coklat.

B. cepacia mampu tumbuh optimal pada suhu 30 — 35° C dan mampu
ditemukan pada perairan maupun tanah. Spesies ini merupakan bakteri patogen
pada biota perairan, tetapi bakteri tersebut mampu ditemukan pada manusia

yang biasanya dikenal dengan Burkholderia Cepacia Syndrome (BCS) (Supriadi,



32

2006). B. cepacia merupakan patogen yang menginfeksi organ dalam pada
inangnya. Menurut Matins et al. (2008), bakteri strain tersebut mampu
menyebabkan kematian secara mendadak pada ikan. Penyebabnya karena

bakteri tersebut menyerang organ dalam pada inang.

d. Bakteri E

Hasil pengamatan bakteri E melalui pengamatan secara morfologi,
pewarnaan gram dan uji biokimia, didapatkan hasil yaitu bakteri dengan spesies
Aeromonas hydrophilla. Hasil pengamatan secara mikroskopis dapat dilihat pada
Gambar 7.

Klasifikasi A. hydrophila menurut Garity et al. (2004), adalah sebagai

berikut:

Kingdom : Bacteria

Filum : Betaproteobacteria
Kelas : Gammaproteobacteria
Ordo : Aeromonadales

Famili : Aeromonadaceae
Genus : Aeromonas

Spesies : A. hydrophila

PSS < B, e ey
Gambar 7. A. hydrophilla
(Perbesaran 1000X)
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Pada pengamatan secara mikroskopis tersebut dapat diketahui bahwa A.
hydrophilla merupakan bakteri gram negatif (berwarna merah) dan memiliki
bentuk batang. Pada hasil uji indole menunjukan hasil negatif dan sedangkan uiji
oksidase menunjukan hasil positif dengan ditandai adanya warna biru. Hal ini
didukung oleh pendapat Kimura (1969), Bakteri A. hydrophilla adalah bakteri
gram negatif, non-motile, menghasilkan reaksi positif pada uji oksidase,
mengasamkan glukosa, dan beberapa isolat menghasilkan pigmen coklat.

Dari hasil total kepadatan yang didapat, bakteri A. hydrophila merupakan
bakteri yang paling tinggi kepadatannya yaitu 11.10*'. Hasil tersebut
menunjukkan ulser pada sidat disebabkan oleh bakteri A. hydrophila yang
menginfeksi. Menurut Tanjung et al. (2013), Sidat yang terserang secara
eksternal oleh A. hydrophila akan mengalami pendarahan yang selanjutnya
menjadi borok (haemorhage). Borok tersebut dapat ditemukan pada sirip perut,
permukaan kulit atau bagian anus. Berbeda halnya apabila sidat tersebut
terserang secara internal, sidat akan mengalami hyperemia yang menyebabkan
terkikisnya dinding usus dan lambung. Pendarahan pada hati, ginjal, dan limpa
akan tampak bila dilakukan tindakan nekropsi (pembedahan). Munculnya bakteri
tersebut diakibatkan oleh perubahan kondisi lingkungan, stres, perubahan

temperatur, air yang terkontaminasi.

4.1.6. Resistensi Bakteri

Resistensi bakteri terhadap antibiotik merupakan salah satu cara
mengetahui keganasan dari bakteri tersebut. Kepadatan bakteri untuk
menginfeksi inang sangat berbeda. Menurut Susanto et al. (2011), kepadatan
bakteri Micrococcus Sp. sebagai patogen yaitu 10° cfu/ml, pada B. cepacia
kepadatan bakteri adalah 10° cfu/ml (Supriadi, 2006). Kepadatan yang dimiliki

oleh Shewanella Sp. sebagai patogen adalah 10’ cfu/ml (Nasi et al., 2009),
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sedangkan kemampuan bakteri A. hydrophila untuk meginfeksi inangya dengan
kepadatan 10’ cfu/ml tetapi pada kepadatan yang berbeda dapat menimbulkan
ulser yaitu 108 cfu/ml (Mangunwardoyo et al., 2010).

Uji resistesi bakteri ditandai dengan terbentuknya zona hambat. Zona
hambat yang terbentuk kemudian dihitung dan dibandingkan dengan standar
yang ditetapkan Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) untuk
mengetahui resistensi bakteri terhadap antibiotik yang diuji. Standart diameter
zona hambat dapat dilihat pada Tabel 10.

Tabel 10. Diameter Zona Bening (CLSI, 2014)

B 7 Resisten Intermediet Sensitif
No Antibiotik (mm) (mm) (mm)
1 Chloramphenicol <12 13-17 =18
2  Erythromycin <13 14 - 17 =18
3  Gentamycin <12 13-15 =16
4  Neomycin <14 15-17 =18
5 Penicillin <13 14 -16 =17
6  Sulphamethoxazole <10 10-15 =16
7  Streptomycin <11 12-14 =15

Dari tabel tersebut, digunakan sebagai acuan untuk menentukan bakteri
tersebur resistensi, intermediet atau sensitif terhadap antibiotik. Hasil yang
didapatkan pada uji resistesi bakteri pada 7 jenis antibiotik yang berbeda dapat
dilihat pada Tabel 11 dan hasil uji cakram dan perhitungan rata — rata diameter
dapat dilihat pada Lampiran 7.

Tabel 11. Hasil Uji Resistensi

Antibiotik Bakteri Rata-Rata Zona Keterangan
Hambat (mm)
Chloramphenicol M. lylae - Resisten
B. cepacia - Resisten
S. putrefaciens - Resisten
A. hydrophila - Resisten
Erythromycin M. lylae - Resisten
B. cepacia - Resisten
S. putrefaciens - Resisten
A. hydrophila - Resisten
Gentamycin M. lylae 19,60 Sensitif
B. cepacia 26,50 Sensitif

S. putrefaciens 24,35 Sensitif
A. hydrophila 25,96 Sensitif



35

Antibiotik Bakteri Rata-Rata Zona Keterangan
Hambat (mm)
Neomycin M. lylae 16,08 Intermediet
B. cepacia 16,78 Intermediet
S. putrefaciens 16.96 Intermediet
A. hydrophila 17,57 Intermediet
Penicillin M. lylae - Resisten
B. cepacia - Resisten
S. putrefaciens - Resisten
A. hydrophila - Resisten
Streptomycin M. lylae - Resisten
B. cepacia - Resisten
S. putrefaciens - Resisten
A. hydrophila - Resisten
Sulphamethoxazole M. lylae - Resisten
B. cepacia - Resisten
S. putrefaciens - Resisten
A. hydrophila - Resisten

Dari tabel di atas didapatkan hasil bahwa semua bakteri resisten terhadap

antibiotik yang diberikan, kecuali gentamycin dan neomycin. Antibiotik tersebut

mampu menghambat pertumbuhan bakteri yang diujikan. Menurut Nurmala et al.

(2015), antibiotik golongan gentamycin dan neomycin termasuk antibiotik

golongan aminoglikosida. Kedua antibiotik ini mempunyai mekanisme kerja yang

sama. Tahap awal adalah perlekatan aminoglikosida pada reseptor protein yang

spesifik. Antibiotik ini merupakan senyawa dengan struktur yang terdiri atas tri

atau tetrasakarida, yang mengandung streptamin atau turunannya sebagai

rumus umum, terutama 2-desoksistreptamin. Semua senyawa ini memiliki

spektrum kerja yang luas dan kerjanya adalah bakterisidal.



KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan
Berdasrkan hasil penelitian “Identifikasi dan Kepadatan Jenis Bakteri pada

Ulser Sidat (Anguilla sp.)” dapat disimpulkan sebagai berikut:

1. Total kepadatan dan hasil identifikasi yang diperoleh dari masing — masing
isolat didapatkan hasil tertinggi pada isolat E yaitu A. hydrophila dengan
kepadatan 11.10** CFU/ml, kepadatan kedua didapatkan dari isolat bakteri B
yaitu S. putrefaciens dengan kepadatan 49.10° CFU/ml, selanjutnya isolat
bakteri D yaitu B. cepacia dengan kepadatan 40.10%° CFU/ml, isolat bakteri A
yaitu M. lylae dengan kepadatan 39.10%° CFU/ml dan isolat Bakteri C yaitu A.
hydrophila dengan kepadatan 39.10%° CFU/ml. Dari hasil tersebut dapat diketahui

bahwa ulser pada sidat disebabkan bakteri A. hydrophila.

2. Hasil resistensi bakteri menunjukan bahwa gentamycin mampu menghambat
pertumbuhan bakteri (sensitif) dan neomycin sedikit menghambat pertumbuhan
bakteri (intermediet), sedangkan untuk chloramphenicol, erythromycin, penicillin,
streptomycin, sulphamethoxazole tidak dapat menghambat pertumbuhan bakteri

(resistan) untuk jenis bakteri yang ditemukan pada ulser sidat (A. bicolor).

5.2. Saran

Berdasarkan hasil penelitian “Identifikasi dan Kepadatan Jenis Bakteri
pada Ulser Sidat (Anguilla bicolor)” gentamicyn merupakan antibiotik yang terbaik
untuk menghambat pertumbuhan bakteri, sehingga dapat disarankan dalam
penanganan preventif ataupun kuratif terhadap bakteri dapat menggunakan jenis
antibiotik gentamicyn. Pada penelitian selanjutnya, dapat disarankan yaitu
diperlukan penelitian lebih lanjut tentang pengobatan secara alami pada sidat

dan kandungan antibiotik sehingga dapat menghambat pertumbuhan bakteri.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Gambar Alat-Alat Penelitian

Timbangan Digital

Autoklaf Lemari Pendingin Inkubator
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Lanjutan Lampiran 1

Laminary Air Flow

Washing Botle Cawan Petri Erlenmeyer

Bunsen Vortex Jarum Ose
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Lanjutan Lampiran 1

Rak Tabung Sendok Bahan Coloni Counter

Tabung Reaksi Bola Hisap

Blue Tip Korek Api Pipet Volume
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Lanjutan Lampiran 1

=

Cetakan GP ID Cetakan E/F
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Lampiran 2. Gambar Bahan-Bahan Penelitian

Sidat (Anguilla bicolor) Alkohol 70% TSA

Spirtus

Alumunium Foll

=

Nacl Plastik Warp

Benang Kasur
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Lanjutan Lampiran 2

Masker

11886/1
————

Crystal violet Alkohol 95%
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Lanjutan Lampiran 2

Safaranin Media SIM

Kertas Oxidase Reagent Entrentic/NF Reagent GB ID



Lampiran 3. Hasil Penanaman Bakteri
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No. | Gambar Kode

i Cawan A
2 Cawan B
3 Cawan C
4 Cawan D
5 Cawan E
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Lampiran 4. Hasil Isolasi Bakteri

No. | Gambar Kode

1 Isolat A
2 Isolat B
3 Isolat C
4 Isolat D
5 Isolat E
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Lampiran 5. Angket Kode Uji Biokimia

No. | Gambar Keterangan

1 Kode Uji Biokimia Isolat A

2 Kode Uji Biokimia Isolat B
3 Kode Uji Biokimia Isolat D
4 Kode Uji Biokimia Isolat E




Lampiran 6. Hasil Uji Resistensi Bakteri Terhadap Antibiotik
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No.

Keterangan

1

Bakteri Micrococcus lylae
resisten terhadap antibiotik
chloramphenicol

Bakteri Shewanella
putrefaciens resisten
terhadap antibiotik
chloramphenicol

Bakteri Burkholderia
cepacia resisten terhadap
antibiotik chloramphenicol

Bakteri Aeromonas
hydrophila resisten
terhadap antibiotik
chloramphenicol

Bakteri Micrococcus lylae
resisten terhadap antibiotik
erythromycin



10

Bakteri Shewanella
putrefaciens resisten
terhadap antibiotik
erythromycin

Bakteri Burkholderia
cepacia resisten terhadap
antibiotik erythromycin

Bakteri Aeromonas
hydrophila resisten
terhadap antibiotik
erythromycin

Bakteri Micrococcus lylae
sensitif terhadap antibiotik
gentamycin

Bakteri Shewanella
putrefaciens sensitif
terhadap antibiotik
gentamycin

53



11

12

13

14

15

54

Bakteri Burkholderia
cepacia sensitif terhadap
antibiotik gentamycin

Bakteri Aeromonas
hydrophila sensitif terhadap
antibiotik gentamycin

Bakteri Micrococcus lylae
sensitif terhadap antibiotik
neomycin

Bakteri Shewanella
putrefaciens sensitif
terhadap antibiotik
neomycin

Bakteri Burkholderia
cepacia sensitif terhadap
antibiotik neomycin



16

17

18

19

20

55

Bakteri Aeromonas
hydrophila sensitif terhadap
antibiotik neomycin

Bakteri Micrococcus lylae
resisten terhadap antibiotik
penicillin

Bakteri Shewanella
putrefaciens resisten
terhadap antibiotik penicillin

Bakteri Burkholderia
cepacia resisten terhadap
antibiotik penicillin

Bakteri Aeromonas
hydrophila resisten
terhadap antibiotik penicillin



21

22

23

24

25

Bakteri Micrococcus lylae
resisten terhadap antibiotik
streptomycin

Bakteri Shewanella
putrefaciens resisten
terhadap antibiotik
streptomycin

Bakteri Burkholderia
cepacia resisten terhadap
antibiotik streptomycin

Bakteri Aeromonas
hydrophila resisten
terhadap antibiotik
streptomycin

Bakteri Micrococcus lylae
resisten terhadap antibiotik
sulphamethoxazole
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26

27

28

57

Bakteri Shewanella
putrefaciens resisten
terhadap antibiotik
sulphamethoxazole

Bakteri Burkholderia
cepacia resisten terhadap
antibiotik
sulphamethoxazole

Bakteri Aeromonas
hydrophila resisten
terhadap antibiotik

sulphamethoxazole
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Lampiran 7. Perhitungan Rata — Rata Zona Hambat

Rata-Rata
3 Zona Hambat

Antibiotik Bakteri Zona Hambat

Chloramphenicol

<
<
QD
(¢]
1
1

Erythromycin

Gentamycin

Neomycin

penicilin

Streptomycin

Sulphamethoxazole

>mm§>mm§>mwz>mwz>mw§>mw§>mw_

. cepacia

. putrefaciens
. hydrophila

. lylae

. cepacia

. putrefaciens
. hydrophila

. lylae

. cepacia

. putrefaciens
. hydrophila

. lylae

. cepacia

. putrefaciens
. hydrophila

. lylae

. cepacia

. putrefaciens
. hydrophila

. lylae

. cepacia

. putrefaciens
. hydrophila

. lylae

. cepacia

. putrefaciens
. hydrophila
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Lampiran 8. Dokumentasi Penelitian

No. Gambar Keterangan

Pengambilan Sampel Sidat

Pemilihan Area Ulser

Pengisolasian Bakteri

Preparasi bakteri untuk
Pewarnaan Gram
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Pemberian Warna pada Bakteri

Mencetak Reagent pada Cetakan
KIT BBL Crystal

Pemasangan Tutup Cetakan KIT
BBL Crystal

Pembacaan Hasil Cetakan
Reagent

Hasil Pembacaan Didapatkan
Kode



61

Pengujian Indole pada Bakteri
Gram Negatif

Penguijian Oksidase pada Bakteri
Gram Negatif

Pemasukan Kode pada Aplikasi
BBL Crystal

Hasil Pemasukkan Kode,
Didapatkan Hasil Spesies Bakteri

Pengukuran Uji Resistensi
Antibiotik Terhadap Bakteri Uji




