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ABSTRAK

Bakteri asam laktat memiliki karakteristik yaitu mampu memfermentasikan
gula atau karbohidrat dan menghasilkan asam laktat sebagai produk akhir dari hasil
fermentasi. Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh isolat bakteri asam laktat dari
saluran pencernaan ikan nila dan mengetahui daya hambat yang dihasilkan oleh
bakteri asam laktat dalam menghambat partumbuhan Staphylococcus aureus dan
Shigella sp. Isolasi bakteri asam laktat dilakukan dengan menggunakan medium
MRSA dan untuk melihat kemampuan dari isolat bakteri asam laktat dalam
menghambat partumbuhan Staphylococcus aureus dan Shigella sp digunakan metode
difusi cakram. Isolat yang didapat kemudian dikarakteristik secara morfologi dan
biokimia. Dari hasil penelitian diperoleh dua bakteri asam laktat yaitu sp; dan sp;.
Bakteri asam laktat sp; dan sp, mampu menghambat Staphylococcus aureus dan
Shigella sp dengan daya hambat terbesar terhadap Staphylococcus aureus oleh sp;
sebesar 8.75 mm dan daya hambat terbesar terhadap Shigella sp ditunjukkan oleh sp,
yaitu sebesar 7.16 mm. Dari hasil penelitian disimpulkan bahwa bakteri asam laktat
yang diperoleh dari saluran pencernaan ikan nila yaitu sp; dan sp,. Bakteri asam
laktat sp; dan sp, mampu menghambat Staphylococcus aureus dengan daya hambat
sebesar 8.75 mm dan Shigella sp dengan daya hambat sebesar 7.16 mm.

Kata kunci: Bakteri asam laktat; Staphylococcus aureus; Shigella sp; usus ikan nila



ABSTRACT

Lactic acid bakteria have characteristics that are able to ferment sugars or
carbohydrates and produce lactic acid as the final product of fermentation. The
purpose of this research was to isolates the lactic acid bacteria from the digestive tract
of tilapia fish and to investigate the inhibitory power produced by lactic acid bacteria
in inhibiting the growth of Staphylococcus aureus and Shigella sp. Isolation of lactic
acid bacteria was done by using MRSA medium and to see the ability of lactic acid
bacteria isolates in inhibiting the growth of Staphylococcus aureus and Shigella sp
then used disc diffusion method. The isolates obtained were then characterized by
morphology and biochemistry. From the research obtained two lactic acid bacteria
that is sp; and sp,. Lactic acid bacteria sp; and sp, are able to inhibit Staphylococcus
aureus and Shigella sp with the biggest inhibition to Staphylococcus aureus by sp, of
8.75 mm and the biggest inhibition of Shigella sp is shown by sp, that is equal to 7.16
mm. Based on the results of isolation and characterization done in this research can
be concluded that lactic acid bacteria of the digestive tract of fish tilapia sp; and sp;
capable in inhibiting Staphylococcus aureus with a the number of 8.75 mm and
Shigella sp with a of 7.16 mm.

Keywords: Lactic acid bakteria; Staphylococcus aureus; Shigella sp; intestinal of
tilapia.
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BAB |
PEDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Ikan nila (Oreochromis niloticus) merupakan salah satu jenis ikan air tawar yang mudah
ditemukan dan banyak dikonsumsi oleh masyarakat karena memiliki harga yang relatif
ekonomis. Menurut direktorat jenderal perikanan budidaya republik Indoneisa pada tahun 2013
Sumatera Utara masuk kedalam sepuluh provinsi yang menjadi penghasil utama ikan nila.
Sumatera Utara menduduki peringkat ketiga dengan hasil produksi mencapai 96.198 ton,
sedangkan peringkat pertama diduduki oleh provinsi Jawa Barat dengan hasil produksi 205.951
ton.

Di Indonesia ikan nila merupakan salah satu jenis ikan air tawar yang populer untuk
dibudidayakan karena ikan nila mudah untuk dibudidayakan, laju pertumbuhan dan perkembang
biakannya yang cepat serta tahan terhadap gangguan hama dan penyakit. Umumnya masyarakat
Indonesia membudidayakan ikan nila di kolam, namun ikan nila juga dapat dibudidaykan di
media lain seperti kolam air deras, keramba, sawah dan tambak (Ningrum, 2012).

Ikan adalah salah satu sumber protein hewani yang tinggi sehingga bakteri dapat dengan
mudah untuk berkembangbiak (Topotubun et al, 2016). Pada tubuh ikan bakteri dapat dijumpai
di bagian tubuh eksternal dan saluran pencernaan (Yulvizar, 2013). Pada saluran pencernaan
manusia ataupun hewan diperkirakan mengandung 10%* bakteri per-gram isi saluran pencernaan
dan setidaknya terdiri atas 500 spesies yang sebagian besar merupakan bakteri asam laktat
(Suardana et al, 2007). Bakteri Asam Laktat (BAL) merupakan kelompok dari bakteri gram
positif yang tidak menghasilkan spora, berbentuk coccus atau basil dan memproduksi asam laktat
sebagai produk akhir selama proses memfermentasikan karbohidrat atau gula (Hasanah, 2014

dan Romadhon & Margino, 2012).



Bakteri asam laktat termasuk dalam kelompok bakteri baik yang umumnya memenuhi
status GRAS (Generally Recognized as Safe) yang artinya aman bila dikonsumsi oleh manusia,
sehingga dapat diaplikasikan sebagai agen probiotik. Fungsi utama asam laktat bagi sistem
pencernaan manusia yaitu dapat menghambat pertumbuhan bakteri penyebab penyakit atau biasa
disebut dengan bakteri patogen. Adanya efek menyehatkan dari mengonsumsi probiotik
membuat para ahli berlomba-lomba untuk menemukan strain BAL dari berbagai sumber alami,
seperti saluran pencernaan manusia dan hewan, susu fermentasi, sayuran dan buah fermentasi
serta makanan tradisional yang terfermentasi secara alami (Susilawati, 2016).

Bagi manusia bakteri tidak hanya dapat berperan positif seperti halnya bakteri asam
laktat, namun beberapa jenis bakteri juga dapat menimbulkan dampak negatif bagi manusia
seperti penyebab penyakit. Beberapa jenis bakteri penyebab penyakit adalah Staphylococcus
aureus dan Shigella sp. Staphylococcus aureus merupakan salah satu flora normal pada tubuh
manusia, namun bakteri tersebut juga dapat menyebabkan infeksi pada kulit yang dalam kondisi
tertentu dapat menyebabkan bisul, borok, jerawat serta infeksi pada luka (Kusuma, 2009).
Sedangkan Shigella sp adalah bakteri yang dapat menyebabkan terjadinya disentri basiler atau
yang disebut juga shigellosis. Shigellosis adalah infeksi yang terjadi dibagian kolon yang
disebabkan oleh bakteri genus shigella. Laporan epidemiologi menunjukkan bahwa 600.000
pasien dari 140 juta pasien shigellosis meninggal setiap tahunnya diseluruh dunia. Data di
Indonesia menunjukkan bahwa 29% kematian diare di Indonesia terjadi pada balita (bayi
dibawah lima tahun) dengan rentan usia 1 sampai 4 tahun (Bangkele, 2015).

Berdasarkan latar belakang di atas dan adanya penelitian sebelumnya yang dilakukan
oleh Rinto et al (2012) tentang aktivitas penghambatan isolat bakteri asam laktat ikan nila dan

tongkol terhadap bakteri merugikan produk perikanan menunjukkan bahwa bakteri asam laktat



yang diisolasi dari usus ikan nila dapat menghambat pertumbuhan Bacillus subtillis, Morganella
morganii dan Escherichia coli, juga penelitian lainnya yang dilakukan oleh Sarbaini et al (2015)
tentang isolasi bakteri kandidat probiotik dari usus ikan nila untuk pengendalian Streptococcus
agalactiae menunjukakan bahwa bakteri asam laktat yang diisolasi dari usus ikan nila dapat
menghambat pertumbuhan Streptococcus agalactiae. Maka peneliti tertarik untuk meneliti
tentang isolasi bakteri asam laktat dari saluran pencernaan ikan nila (Oreochromis niloticus) dan
uji antagonis terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Shigella sp.
1.2 Perumusan Masalah

Apakah isolat bakteri asam laktat yang diperoleh dari saluran pencernaan ikan nila dapat
menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus dan Shigella sp.
1.3 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah :

a. Untuk memperoleh isolat bakteri asam laktat dari saluran pencernaan ikan nila.

b. Untuk mengetahui daya hambat yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat dalam

menghambat partumbuhan Staphylococcus aureus dan Shigella sp.

1.4 Manfaat Penelitian

Adapun manfaat penelitian ini adalah sebagai sumber informasi mengenai kemampuan
bakteri asam laktatasal saluran pencernaan ikan nila (Oreochromis niloticus) dalam menghambat

pertumbuhan bakteri patogen Staphylococcus aureus dan Shigella sp.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Deskripsi Ikan Nila (Oreochromis niloticus)

Ikan nila (Oreochromis niloticus) merupakan salah satu komoditas penting
budidaya perikanan air tawar di Indonesia. Ikan nila sebenarnya bukanlah spesies
asli di perairan tawar Indonesia, melainkan ikan introduksi yang didatangkan
secara bertahap ke Indonesia. Nila pertama kali didatangkan secara resmi oleh
Balai Penelitian Perikanan Air Tawar (BPPAT) dari Tiwan ke Bogor pada tahun
1969 dan mulai disebarkan ke daerah-daerah yang ada di Indonesia pada tahun
1970. Menurut data dari Direktorat Jendral Perikanan Budidaya (DJPB) produksi
ikan nila di Indonesia mencapai 900.000 ton pada tahun 2013 dan untuk wilayah
Sumatra Utara produksi ikan nila mencapai 96.000 ton. Angka ini menunjukkan
bahwa ikan nila merupakan salah satu ikan yang banyak diminati di pasaran

(Amri, 2007 dan DJPB, 2013).

Gambar 1: Ikan nila (Oreochromis niloticus)
(Sumber: Froese dan Pauly, 2015)

Banyaknya masyarakat Indonesia yang menyukai ikan nila dikarenakan
bagi para peternak ikan, ikan nila memiliki kelebihan yaitu teknik budidayanya

yang tidak terlalu sulit, memiliki daya adaptasi luas dimana ikan nila dapat



berkembang biak di daratan rendah dan daratan tinggi sekitar 500 m dpl (Ardita et
al, 2015). Kelebihan lain dari ikan nila adalah memiliki laju pertumbuhan yang
cepat, lebih resisten terhadap penyakit dan memiliki daya toleransi yang tinggi
bagi berbagai kondisi lingkungan (Djunaedi et al, 2016). Sedangkan bagi
masyarakat ikan nila digemari karena cita rasa dagingnya yang khas, tidak
memiliki duri yang banyak, serta harga jual yang terjangkau oleh masyarakat,
sehingga menjadikan ikan nila sebagai sumber protein yang mudah untuk
didapatkan. Kandungan protein yang terdapat pada ikan nila cukup tinggi, yaitu
mencapai 17,5% dan kandungan lain dari daging ikan nila ialah lemak 4,7%, dan
air 74,8% (Ardita et al, 2015).

Habitat ikan nila adalah di air tawar seperti sungai, danau, waduk dan
rawa-rawa, namun ikan nila juga dapat hidup di sawah, air payau, di perairan yang
dalam dan di kolam yang dangkal (Monalis & Minggawti, 2010). Ikan nila
digolongkan kedalam ikan yang memakan segalanya sebab ikan nila memakan
perifiton, plankton, dan bahkan cacing (Nurisa, 1994). Secara taksonomi

klasifikasi ikan nila yaitu :

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas . Aktinopterygii

Ordo : Perciformes

Famili : Cichlidae

Genus : Oreochromis

Spesies : Oreochromis niloticus

(Froese dan Pauly, 2015)



2.2  Deskripsi Bakteri Asam Laktat (BAL)

Bakteri asam laktat memiliki karakteristik yaitu: bakteri gram positif yang
tidak menghasilkan spora dan biasanya berbentuk basil atau coccus (Hasanah,
2014). Karakteristik lain dari bakteri asam laktat ialah mampu memfermentasikan
gula atau karbohidrat dan menghasilkan asam laktat sebagai produk akhir dari
hasil fermentasi (Rinto & Fitria, 2012 dan Romadhon & Margino, 2012). Bakteri
asam laktat juga bersifat tidak motil, hidup secara anaerob, dan mampu tumbuh
pada kadar gula, alkohol dan garam yang tinggi (Widodo, 2017).

Bakteri asam laktat termasuk dalam kelompok bakteri baik yang umumnya
memenuhi status GRAS (Generally Recognized as Safe) yang artinya aman bila
dikonsumsi oleh manusia. Hal ini disebabkan karena bakteri asam laktat bekerja
tidak untuk membusukkan protein melainkan memfermentasi berbegai macam
jenis  karbohidrat menjadi asam-asam  organik.  Berdasarkan cara
memfermentasinya, bakteri asam laktat terbagi menjadi dua kelompok, yaitu:
bakteri asam laktat homofermentatif dan bakteri asam laktat heterofermentatif.
Bakteri asam laktat kelompok homofermentatif hanya menghasilkan asam laktat
sebagai produk utama dalam memfermentasikan gula, sedangkan untuk bakteri
asam laktat kelompok heterofermentatif produk yang dihasilkan tidak hanya asam
laktat, melinkan senyawa-senyawa lain seperti: karbondioksida (CO;) dan etanol
atau asetat (Widodo, 2017 dan Sopandi & Wardah, 2014).

Proses fermentasi pada bahan pangan berguna untuk menumbuhkan
mikroba penghasil asam dan alkohol serta menghambat pertumbuhan mikroba
preteolitik dan lipolitik yang dapat membuat bahan pangan menjadi busuk dan bau

(Yanti & Abdurrahim, 2013). Pembusukan ini dapat terjadi karena adanya



peromabakan, pemecahan dan pembentukan komponen yang baru yang dilakukan
oleh bakteri pembusuk (bakteri patogen). Terbentuknya komponen yang baru
pada bahan pangan yang mengalami pembusukan, maka akan menyebabkan

perubahan pada tekstur, bau dan warna bahan pangan (Kamal et al, 2016).

e LI

Gambar 2: Isolat bakteri asam laktat
(Sumber : Mardalena, 2016)

Bakteri asam laktat (BAL) terbagi menjadi 12 genus, yaitu: Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus,  Streptococcus, Lactobacillus, Enterococcus,
Aerococcus, Vagococcus, Tetragenococcus, Carnobacterium, Weissella dan
Oenococcus. Dari kedua belas genus tersebut bakteri asam laktat yang termasuk
ke dalam homofermentatif ialah Pediococcus, Streptococcus dan beberapa strain
dari genus Lactococcus dan Lactobacillus, sedangkan yang termasuk ke dalam
heterofermentatif ialah Weissella, Leuconostoc dan beberapa strain dari genus
Lactobacillus (Widodo, 2017).

Mikroorganisme memiliki suhu minimum dan suhu maksimum yang
berbeda-beda untuk pertumbuhannya. Umumnya bakteri asam laktat termasuk ke
dalam bakteri mesofilik dan beberapa strainnya mampu hidup pada keadaan

termofilik (Widodo, 2017). Bakteri mesofilik ialah bakteri yang hidup subur pada



suhu 25%-30° C dan kebanykan bakteri mesofilik ialah bakteri perusak pada bahan
pangan (Aminudin & Habib, 2009). Bakteri termofilik ialah bakteri yang hidup
subur pada suhu 45°-88° C. Bakteri yang termasuk ke dalam termofilik memiliki
protein yang tahan terhadap panas sehingga dapat beradaptasi dengan kondisi
yang ekstrim (Firliani et al,2014).

2.3  Petensi BAL Sebagai Probiotik

Bakteri asam laktat diketahui juga berpotens sebagai probiotik.
Sebagaimana penelitian yang dilakukan oleh Oh, Kim dan Wirobo (2000) dalam
Hasanah (2014), menemukan bahwa spesies bakteri asam laktat yaitu
Lactobacillus acidophilus 305C dapat memproduksi bahan yang berpotensi
sebagai probiotik (Hasanah, 2014). Probiotik adalah kumpulan dari miroba hidup
yang apabila dikonsumsi dalam jumlah yang tepat akan menguntungkan bagi
inang atau manusia yang mengkonsusinya dalam menjaga flora normal saluran
pencernaan(Lestari & Helmyati, 2015).

Bakteri asam laktat yang berpotensi sebagai probiotik mempunyai banyak
efek positif diantaranya ialah sebagai antimikroba (Tambunan, 2016). Hal ini
dapat dilihat dari penelitian-penelitian terdahulu seperti penelitian yang dilakukan
oleh Rinto et al (2012) tentang aktivitas penghambatan isolat bakteri asam laktat
ikan nila dan tongkol terhadap bakteri merugikan produk perikanan
menunjukakan bahwa bakteri asam laktat yang diisolasi dari usus ikan nila dapat
menghambat pertumbuhan Bacillus subtillis, Morganella morganii dan
Escherichia coli, juga penelitian lainnya yang dilakukan oleh Sarbaini et al (2015)

tentang isolasi bakteri kandidat probiotik dari usus ikan nila untuk pengendalian



Streptococcus agalactiae menunjukakan bahwa bakteri asam laktat yang diisolasi
dari usus ikan nila dapat menghambat pertumbuhan Streptococcus agalactiae.

Peran lain dari bakteri asam laktat yang berpotensi sebagai probiotik ialah
meningkatkan penyerapan laktosa dalam tubuh, mencegah terjadinya diare dan
aktivitas antimutagenik yang dapat mencegah terjadinya kanker saluran pencernan
(Tambunan, 2016). Manfaat lain dari probiotik adalah dapat menurunkan kadar
kolestrol dalam tubuh, mencegah terjadinya infeksi saluran urine, mencegah
terjadinya penyakit jantung koroner, merangsang terbentuknya sistem imun,
membantu penderita lactose intolerance dalam mengkonsumsi susu, dan dapat
memperlancar buang air besar (Hasanah, 2014).

Sebenarnya tidak semua bakteri asam laktat termasuk ke dalam probiotik.
Beberapa syarat yang harus dipenuhi agar bakteri tersebut termasuk ke dalam
kelompok probiotik ialah: bakteri tersebut berasal dari genus yang aman
dikonsumsi, tahan terhadap kondisi yang asam karena probiotik yang dikonsumsi
harus melewati lambung yang mana pH lambung dapat mencapai 2, tahan
terhadap garam empedu, tahan terhadap kondisi anaerob yang merupakan kondisi
saluran pencernaan manusia dan dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen
(Lestari & Helmyati, 2015).

2.4 Bakteri Patogen

Sebagian besar penyakit pada manusia disebabkan oleh bakteri patogen.
Bakteri penyebab penyakit berasal dari makanan yang telah terkontaminasi,
diamana bakteri patogen tersebut masuk ke dalam saluran pencernaan melalui
makanan yang terkontaminasi dan dalam kondisi tertentu bakteri patogen tersebut

akan berkembang biak di saluran pencernaan sehingga menimbulkan penyakit
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(Gustiani, 2009). Ciri-ciri dari bakteri patogen adalah memiliki kemampuan untuk
menularkan, dapat melekat pada sel inang, menginvasi sel inang dan jaringannya,
memiliki kemampuan untuk meracuni dan dapat menghindar dari sistem
kekebalan sel inang (Jawetz et al, 2005). Beberapa jenis dari bakteri yang bersifat
patogen dan dapat menimbulkan penyakit bagi manusia adalah :

2.4.1 Staphylococcus aureus

Karakteristik dari Staphylococcus aureus ialah merupakan bakteri Gram

positif, berbentuk bulat, memiliki diameter 1 um, tersusun secara berkelompok

yang tidak teratur seperti buah anggur, non motil dan tidak membentuk spora.
Bakteri Staphylococcus aureus dapat tumbuh dalam keadaan aerob sampai
anaerob fakultatif, yang mana suhu optimum dalam pertumbuhannya ialah 37° C,
namun membentuk pigmen paling baik pada suhu 20-35° C atau pada keadaan
suhu kamar. Staphylococcus aureus dapat tumbuh pada berbagai macam media
dan dengan aktif melakukan metabolisme. Koloni pada media padat berbentuk
bulat, lembut dan mengkilat. Staphylococcus aureus biasanya membentuk koloni

abu-abu hingga keemasan (Jawetz et al, 2005).

Gambar 3 : Bentuk mikroskopis Staphylococcus aureus
(Sumber : Kusuma, 2009)
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Berdasarkan urutan tingkat taksonnya, maka Kklasifikasi dari

Staphylococcus aureus adalah sebagai berikut :

Kingdom : Bacteria

Filum : Protophyta

Kelas : Schizomycetes

Ordo : Eubacteriales

Family : Micrococcaceae

Genus : Staphylococcus

Spesies . Staphylococcus aureus (Garrity et al, 2004).

Pada genus staphylococcus mempunyai kapsul tipis yang disebut kapsul
polisakarida. Kapsul ini berperan dalam virulensi bakteri tersebut. Sebagian dari
bakteri Staphylococcus merupakan flora normal pada kulit, saluran pernafasan
dan saluran pencernaan pada manusia. Staphylococcus juga dapat ditemukan pada
lingkungan sekitar dan udara. Staphylococcus aureus dapat menyebabkan
penyakit infeksi seperti bisul, jerawat, impetigo dan infeksi luka (Jawetz et al,
1986). Namun infeksi yang lebih berat dapat juga disebabkan oleh Staphylococcus
aureus, diantaranya ialah pneumonia, mastitis, plebitis, meningitis, infeksi saluran
kemih, osteomielitis, dan endokarditis. Staphylococcus aureus juga merupakan
penyebab utama infeksi nosokomial, keracunan makanan, dan sindroma syok
toksik (Jawetz et al, 2005).

Kebanyakan genus staphylococcus terutama S. aureus dapat menyebabkan
penyakit dikarenakan kemampuan melakukan pembelahan yang cepat sehingga
dapat dengan mudah menyebar secara luas ke jaringan dan juga memproduksi

beberapa bahan ekstraseluler yaitu enzim dan toksin. Enzim dan toksin yang
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dihasilakn oleh Staphylococcus aureus adalah katalase, koagulase, hemolisin,
leukosidin, toksin eksfoliatif, toksin sindrom syok toksik (TSST) dan Enterotoksin
(Jawetz et al, 2005).

2.4.2 Shigella sp

Karakteristik dari Shigella sp ialah merupakan bakteri Gram negarif,
berbentuk batang ramping, non motil, tidak memiliki flagel, dan tidak
menghasilkan spora (kapsul). Dapat berbentuk kokobasil pada saat biakan muda.
Shigella hidup secara anaerob fakultatif, namun pertumbuhan paling baik pada
kondisi aerob. Shigella memiliki koloni yang konveks, bulat, transparan dengan
pinggir-pinggir yang utuh, diameter koloni dapat mencapai 2 mm dalam 24 jam.
Bakteri Shigella sering ditemukan pada pembenihan diferensial hal ini karena
Shigella tidak memiliki kemampuan untuk meragikan laktosa (Jawetz et al, 1986).

Berdasarkan urutan tingkat taksonnya, maka Kklasifikasi dari Shigella

adalah sebagai berikut :

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobakteria

Kelas : Gamma Proteobakteria

Ordo : Enterobakteriales

Family : Enterobakteriaceae

Genus : Shigella

Spesies : Shigella sp (Holt et al, 1994).

Habitat alami dari Shigella sp adalah usus besar manusia, dimana bakteri
ini dapat menimbulkan penyakit disentri basiller atau shigellosis. Gejala klinis

disentri basiller atau shigellosis ditandai dengan diare cair akut, yang mana tinja
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bercampur dengan darah, lendir dan juga nanah, biasanya disertai juga dengan
demam, nyeri perut dan tenesmus (masalah pada buang air besar). Infeksi Shigella
sendiri terbatas hanya pada saluran pencernaan saja, namun merupakan penyakit
yang menular (Jawetz et al, 1986 dan Bangkele, 2015). Infeksi yang disebabkan
oleh Shigella dapat disebarkan oleh tangan (jari), makanan, tinja dan vector
seperti lalat yang dapat disebarkan dari orang ke orang. Gejala yang timbul akibat
dari infeksi Shigella ialah peradangan usus, terutama di daerah usus besar yang
dapat menyebabkan diare berat dengan tinja yang berlendir atau berdarah
(Rahayu, 2016).

Penyebaran penyakit yang disebabkan oleh Shigella dapat melalui orang
yang tingkat kebersihannya buruk, misalnya ialah orang-orang yang tidak
memasak makanan dengan benar. Selain itu bakteri Shigella juga dapat dijumpai
pada produk-produk pangan yang berasal dari hewan, misalnya daging dan susu
serta salad dan contoh pangan lainnya yang memerlukan banyak tahapan
penanganan (Rahayu dan Nurwitri, 2012).

Penyebaran shigella juga dapat melalui kontak langsung dengan penderita
yang telah terinfeksi. Cara penularannya ialah ketika orang yang telah terinfeksi
mengeluarkan shigella pada tinjanya dengan konsentrasi lebih dari 10° shigella
per-gram tinja, sedangkan untuk dosis infeksi shigella adalah sekitar 10
organisme. Meskipun penularan melalui kontak langsung dari orang ke orang
adalah cara penularanan utama dari bakteri shigella, namun penularan melalui
makanan dan air juga perlu untuk diperhatikan. Sebagai contoh ialah penyakit

shigellosis yang terjadi di Florida yang menginfeksi sekitar 1200 orang
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dikarenakan penggunaan air tanah untuk kebutuhan sehari-hari (Said & Marsidi,
2005)

Massa inkubasi dari bakteri Shigella ialah 1-7 hari dangan gejala yang
ditimbulkan seperti sakit perut, demam, muntah dan diare yang kadang disertai
dengan darah, nanah dan lender. Kasus yang serius dapat dialami oleh bayi, orang
tua, orang sakit dan orang yang memiliki masalah pada imunitas. Tindakan
pencegahan yang dapat dilakukan untuk penyakit yang ditimbulkan oleh Shigella
adalah dengan menjaga kebersihan secara personal, upayakan untuk selalu
menyimpan makanan kedalam lemari es, tidak menyimpan makanan pada suhu
ruang (28-30°C) lebih dari 2 jam, dan tidak membenarkan pekerja yang sedang

mengalami diare menangani pangan (Rahayu dan Nurwitri, 2012).
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1  Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Februari sampai April 2018 di Balai
Laboratorium Kesehatan Provinsi Sumatera Utara.
3.2  Bahan dan Alat Penelitian

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah Erlenmeyer, pipit tetes, tabung
reaksi, cawan petri, jarum ose, mikroskop, objek glass, jangka sorong, penjepit
tabung, rak tabung, aluminium foil, ingkubator, autoklaf, gelas ukur, lemari
pendingin, tangkai pengaduk, lampu bunsen, cakram disk, neraca analitik, oven, dan
lumpang mortal

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah ikan nila yang masih segar,
akuades, alkohol 70%, NaCl fisiologis, MRSA (De Mann Ragosa Sharpe Agar),
Kristal violet, larutan iodine, safranin, HCI 0,1 N, NaCl (Natrium Clorida), NB
(Nutrien Brouth), medium TSIA (Triple Sugar Iron Agar), medium NA (Nutrien
Agar), reagen H,O,, medium SIM (Sulfur Indol Motiliti), tisu, kertas label, kultur
murni bakteri Staphylococcus aureus dan Shigella sp
3.3  Tempat Pengambilan Sampel

Sampel ikan nila diambil di kolam pancing Hoky yang beralamat di Jalan
Sidomulyo, Gang Lestari, Kecamatan Percut Sai Tuan, Kabupaten Deli Serdang

Sumatera Utara.
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3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Isolasi Bakteri Asam Laktat

Bagian saluran pencernaan ikan nila diambil, lalu digerus dengan
menggunakan lumpang mortal. Hasil gerusan diambil sebanyak 1 gr dan dimasukkan
ke dalam tabung steril yang berisi NaCl fisiologis dan dihomogenkan. Dilakukan
proses pengenceran berseri hingga 10°. Proses pengenceran dilakukan dengan
mengambil 1 ml suspensi dan dimasukkan kedalam tabung reaksi yang berisi 9 mi
akuades, dan hal yang sama dilakukan hingga seri pengenceran sampai 10°. Sebanyak
1 ml sampel dari tiga seri pengenceran terakhir yaitu 10°, 10* dan 10° diinokulasikan
pada medium MRSA dalam cawan petri. Kemudian diinkubasi selama 2x24 jam.
3.4.2 Pengamatan Makroskopis

Morfologi setiap koloni yang terbentuk setelah pemurnian kemudian diamati.
Karakteristik BAL secara visual meliputi bentuk koloni, bentuk tepi, warna dan
permukaan koloni (elevasi).
3.4.3 Pengamatan Mikroskopis

Pewarnaan gram dilakukan untuk mengamati karakteristik mikroskopis.
Pengecatan gram dilakukan pada kultur bakteri umur 24 jam. Pertama-tama bakteri
biakan diambil dan diratakan pada objek glass yang terlebih dahulu telah dibersihkan.
Kemudian difiksasi diatas api bunsen sampai mengering. Kemudian diteteskan zat
warna Kristal violet, ditunggu selama satu menit agar zat warna meresap ke bakteri.
Preparat kemudian dibilas dengan akuades mengalir dan ditetes kembali dengan
larutan iodine. Ditunggu selama satu menit dan dibilas kembali dengan akuades

mengalir dan dibilas kembali dengan alkohol dengan cara dialiri.Kemudian ditetes
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kembali dengan zat warna safranin. Ditunggu selama 30 detik dan bilas kembali
dengan akuades yang mengalir. Setelah preparat kering dapat diamati dengan
menggunakan mikroskop. Bakteri gram positif ditandai dengan warna ungu yang
menandakan bahwa bakteri tersebut mampu mengikat zat warna utama yaitu kristal
violet (Yulvizar et al, 2014).
3.4.4 Uji Biokimia
a. Uji Motilitas

Isolat diambil sebanyak 1 ose, kemudian diinokulasikan pada medium
SIM tegak. Diingkubasi selama 2x24 jam pada suhu 37° C. hasil positif ditandai jika
pertumbuhan bakteri yang menyebar (Yulvizar, 2013).
b. Uji Katalase

Isolatdiambil sebanyak 1 ose dan diletak di atas objek glass, kemudian
ditambah dengan 2-3 tetes H,O, di atas preparat hingga menutupi permukaan
preparat. Amati perubahan yang terjadi, hasil positif jika terbentuk gelembung gas
dan hasil negatif jika tidak terbentuk gelembung gas (Yulvizar, 2013).
c. Uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar)

Isolat diambil sebanyak 1 ose, diinokulasikan kedalam media TSIA dengan cara
ditusukkan kedalam medium tersebut hingga mencapai bagian tegak (butt) dan cara
zig-zag pada bagian slant (miring). Selanjutnya diambil 1 ose biakan dan digores
pada permukaan media. Diinkubasi selama 2x24 jam pada suhu 37° C dan diamati
perubahan warna yang terjadi pada bagian kemiringan dan kedalaman. Apabila
bagian slant berwarna merah dan butt berwarna kuning, maka bakteri mampu

memfermentasikan glukosa, sedangkan apabila bagian slant dan buttkeduanya
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berwarna kuning maka bakteri mampu memfermentasi sukrosa dan laktosa (Yulvizar,
2013). Berikut adalah tabel hasil fermentasi bakteri pada media TSIA:

Tabel 1. Identifikasi Hasil Fermentasi Bakteri pada Media TSIA (Anastiawan, 2014)

Agar Miring Agar Tegak
(Slant) (Butt) Keterangan
Merah (basa) Kuning (asam) Hanya glukosa yang difermentasi
Kuning (asam)  Kuning (asam) Glukosa, laktosa dan/atau sukrosa
difermentasi
Kuning (asam)  Merah (basa) Lakrosa dan sukrosa difermentasi
Merah (basa) Merah (basa) Ketiga gula tidak difermentasi

d. Uji Simmons Citrate

Diambil satu koloni terpisah dengan menggunakan jarum ose dan diinokulasikan
pada media Simmons Citrate lalu diinkubasi pada temperatur 37° C selama 24 jam
dan diamati peruabahan warna pada medium biakan. Uji positif ditandai dengan
berubahnya warna medium menjadi biru (Yulvizar, 2013).
e. Uji Hidrolisis Gelatin

Menginokulasikan bakteri kedalammedia Nutrien gelatin, kemudian diinkubasi
selama 3 hari, setelah 3 hari tabung dimasukka ke dalam lemari es selama 30 menit.
Mengamati perubahanpada media kultur, jika terjadi pencairan pada media gelatin
menandakan bakteri mampu menghasilkan eksoenzim gelatinas (Lubis et al, 2015)
3.4.5 Uji Antagonis

Untuk mendapatkan isolat bakteri yang berpotensi menghasilkan senyawa

antibakteri, maka perlu dilakukan pengujian antagonis atau daya hambat terhadap
bakteri patogen. Bakteri patogen yang digunakan yaitu bakteri Staphylococcus aureus

dan Shigella sp.
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Langkah awal yang dilakukan yaitu biakan bakteri asam laktat disubkultur
dalam media MRSA dan diinkubasi pada suhu 37° C selama + 2x24 jam. Perlakuan
yang sama juga dilakukan untuk bakteri patogen yaitu bakteri Staphylococcus aureus
dan Shigella sp. Hasil subkultur biakan dari masing-masing bakteri diambil dengan
jarum ose steril dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 10 ml akuades
steril, setelah itu dihomogenkan dengan cara divorteks dan disamakan kekeruhannya
dengan standrat mac farland sehingga diperoleh suspense bakteri dengan kerapatan
sel sekitar 10° CFU/m.

Dalam pengujian digunakan kertas cakram kosong dengan diameter 6 mm.
Sebanyak 10 ml media MHA untuk menumbuhkan bakteri BAL dituang ke dalam
cawan petri kosong steril dan dibiarkan memadat. Dengan menggunakan cotton bud
steril dimasukkan pada suspensi biakan, kemudian diusapkan perlahan-lahan pada
permukaan media secara merata dan diabiarkan mengering pada suhu kamar selama
beberapa menit. Dengan menggunakan pinset steril, cakram yang telah di rendam
dengan bakteri patogen diletakkan secara teratur pada permukaan media uji.
Kemudian kultur diinkubasi selama 2x24 jam pada suhu ruang. Besarnya aktifitas
antimikroba ditentukan dengan mengukur diameter zona bening di sekitar kertas
cakram dengan menggunakan jangka sorong.

3.4.6 Uji Ketahanan Isolat Terhadap Variasi pH

Uji ketahanan isolat terhadap asam dilakukan dengan menggunakan media
NB yang ditambahkan dengan HCI dengan variasi pH (pH 2.5, 3.0, dan 3.5).
Selanjutnya 1 ose isolat BAL diinokulasikan pada media tersebut. Lalu diinkubasi

selama 24 jam. Setelah diinkubasi selama 24 jam, selanjutnya ambil isolat BAL
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sebanyak 0,1 ml yang kemudian diinokulasikan pada media MRSA dan selanjutnya
diinkubasi selama 24 jam. Dihitung jumlah total bakteri yang muncul pada media
MRSA (Nurnaafi, 2012).
3.4.7 Uji Ketahanan Isolat Terhadap Kadar Garam

Uji ketahanan isolat terhadap kadar garam dilakukan dengan menggunakan
media NB yang ditambahkan dengan garam dengan variasi pH (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, dan
2.5). selanjutnya 1 ose isolat BAL diinokulasikan pada media tersebut. Lalu
diinkubasi selama 24 jam. Setelah diinkubasi selama 24 jam, selanjutnya ambil isolat
BAL sebanyak 0,1 ml yang kemudian diinokulasikan pada media MRSA dan
selanjutnya diinkubasi selama 24 jam. Dihitung jumlah total bakteri yang muncul
pada media MRSA (Nurnaafi, 2012).
3.5 Analisis Data

Data-data yang diperoleh pada semua tahapan penelitian dianalisis secara
deskriptif, yaitu dengan memberikan penjelasan atau penggambaran dari berbagai
isolat BAL yang mempunyai daya hambat terhadap bakteri Staphylococcus aureus

dan Shigella sp.
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RAN

Lampiran 1 Diameter Zona Hambat Bakteri Asam Laktat

Diameter Zona Hambat
Isolat Staphylococcus Shigella sp
aureus
| I 11 | 1 i
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Sp2 925 850 850 7,25 7,25 7,00
Lampiran 2 Grafik Nila Statistik
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Lampiran 3 Produksi Perikanan Budidaya 2013
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Lampiran 4 Dokumentasi Penelitian

Keterangan Gambar: (A) Sampel penelitian (usus ikan nila).
(B) Pengenceran berseri dari sampel.
(C) Media MRSA steril.
(D) Penyimpanan media MRSA kedalam inkubator.
(E) Biakan campuran dari BAL.
(F) Preparat ulas Spi.
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Keterangan Gambar: (G) Preparat ulas Spy.
(H) Hasil uji katalase BAL.
() Hasil uji motilitas BAL
(J) Hasil uji simmon citrate BAL
(K) Hasil uji hidrolisis gelatin BAL
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KeteranganGambar: (L) BiakanbakteriStaphylococcus aureus
(M) BiakanbakteriShigellasp
(N) Suspensibakteri pathogen dan BAL
(O) Proses pengambilan disk
(P) Proses pengapusanbakteri pathogen
(Q) Penyimpanankulturkedalaminkubator
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KeteranganGambar: (G) PreparatulasSp;.
(H) Hasilujimotilitas BAL
(1) Hasilujisimmon citrate BAL
(J) Hasilujihidrolisisgelatin BAL
(K) Hasilujikatalase BAL.




KeteranganGambar: (L) BiakanbakteriStaphylococcus aureus
(M) BiakanbakteriShigellasp
(N) Suspensibakteri pathogen dan BAL
(O) Proses pengambilan disk
(P) Proses pengapusanbakteri pathogen
(Q) Penyimpanankulturkedalaminkubator




KeteranganGambar: (R) ViabilitasSp;terhdapvariasi pH
(S) ViabilitasSp,terhdapvariasi pH
(T) ViabilitasSp;terhdapvariasikadargaram
(V) ViabilitasSp, terhdapvariasikadargaram
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