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ABSTRAK

KARAKTERISASI BAKTERI PATOGEN Vibrio parahaemolyticus PADA
BAWAL BINTANG (Trachinotus blochii): MORFOLOGI SEL, UJI

BIOKIMIA, DAN RESISTENSI TERHADAP SENYAWA ANTIMIKROBA

Oleh

RAKHMAT HADI SAPUTRA

Industri perikanan budi daya laut menghadapi tantangan besar dalam pengendalian
penyakit yang disebabkan oleh bakteri patogen. Salah satu patogen yang sering
menyerang ikan budi daya adalah Vibrio parahaemolyticus, yang dapat
menyebabkan vibriosis pada ikan laut. Penelitian ini bertujuan untuk
mengkarakterisasi bakteri patogen Vibrio parahaemolyticus (VP1, VP2, VP3,
VP4, dan VP5) yang diisolasi dari ikan bawal bintang (Trachinotus blochii) dan
menganalisis efektivitas senyawa antibakteri dalam menghambat pertumbuhan
bakteri. Karakterisasi bakteri V. parahaemolyticus meliputi uji media selektif
CHROMagar Vibrio (CV), konfirmasi gen toxR dengan metode PCR, aktivitas
hemolitik pada medium blood agar plate (BAP) uji biokimia dengan metode API
20E, uji patogenisitas secara in vivo pada bawal bintang, dan uji sensitivitas
terhadap antibiotik dan bahan antimikroba. Hasil penelitian menunjukkan bakteri
V. parahaemolyticus tumbuh pada media CV dengan warna biru kemerahan,
teramplifikasi gen toxR, hemolitik positif, morfologi koloni berwarna krem
dengan tepi bergelombang, mampu memfermentasi beberapa karbohidrat,
termasuk glukosa, mannitol, dan sukrosa. Uji patogenisitas in vivo pada ikan
bawal bintang menunjukkan gejala klinis berupa lesu, peradangan pada sirip, dan
perdarahan, yang menandakan bahwa V. parahaemolyticus merupakan patogen
penyebab vibriosis pada ikan. Uji antibakteri menunjukkan bahwa enrofloxacin
adalah antibiotik yang paling efektif, diikuti oleh tetrasiklin dan oksitetrasiklin.
Ekstrak jintan hitam menunjukkan hasil yang lebih bervariasi, meskipun tetap
menunjukkan potensi antibakteri alami. Penelitian ini diharapkan dapat
memberikan dasar yang lebih kuat untuk pengendalian vibriosis di perikanan budi
daya serta mendorong pengembangan alternatif antibakteri alami.
Kata Kunci: Ikan Bawal Bintang, Karakterisasi Biokimia, Uji Antibakteri, Vibrio
parahaemolyticus
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF THE PATHOGENIC BACTERIUM Vibrio
parahaemolyticus IN SILVER POMPANO (Trachinotus blochii): CELL
MORPHOLOGY, BIOCHEMICAL TESTS, AND RESISTANCE TO

ANTIMICROBIAL COMPOUNDS

By

RAKHMAT HADI SAPUTRA

The marine aquaculture industry faces significant challenges in controlling
diseases caused by pathogenic bacteria. One of the common pathogens affecting
farmed fish is Vibrio parahaemolyticus, which can cause vibriosis in marine fish.
This study aims to characterize the pathogenic bacterium Vibrio parahaemolyticus
(VP1, VP2, VP3, VP4, and VP5) isolated from star pomfret (Trachinotus blochii)
and to analyze the effectiveness of antibacterial compounds in inhibiting bacterial
growth. The characterization of V. parahaemolyticus included selective culturing
on CHROMagar Vibrio (CV), toxR gene confirmation using PCR, hemolytic
activity testing on blood agar plate (BAP), biochemical identification via the API
20E method, in vivo pathogenicity testing on silver pompano, and sensitivity
testing against antibiotics and antimicrobial substances. The results showed that V.
parahaemolyticus produced reddish-purple colonies on CV, exhibited toxR gene
amplification, and was hemolysis-positive. Colony morphology appeared cream-
colored with undulate edges, and the bacterium was able to ferment several
carbohydrates, including glucose, mannitol, and sucrose. In vivo pathogenicity
tests revealed clinical symptoms such as lethargy, fin inflammation, and
hemorrhaging, confirming V. parahaemolyticus as the causative pathogen of
vibriosis in fish. Antibacterial testing indicated that enrofloxacin was the most
effective antibiotic, followed by tetracycline and oxytetracycline. Black cumin
(Nigella sativa) extract exhibited more variable results but still demonstrated
potential as a natural antibacterial agent. This study is expected to provide a
stronger foundation for the control of vibriosis in aquaculture and support the
development of alternative natural antibacterial treatments.
Keywords: Antibacterial Testing, Biochemical Characterization, Silver pompano,
Vibrio parahaemolyticus
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar belakang

Ikan bawal bintang (Trachinotus blochii) merupakan salah satu komoditas

unggulan dalam budi daya perikanan laut. Harga jual ikan bawal bintang

ukuran konsumsi relatif tinggi dan stabil, sehingga memberikan keuntungan

yang menjanjikan bagi pembudidaya. Studi oleh Silvia et al. (2024)

menunjukkan bahwa teknik pembenihan ikan ini di BBPBL Lampung

berhasil dengan tingkat keberhasilan yang tinggi, mendukung kelayakan

usaha budi daya. Selain itu, penelitian oleh Suresh-Babu et al. (2023)

mengungkapkan bahwa ikan bawal bintang dapat mencapai pertumbuhan

optimal dan memberikan keuntungan ekonomi yang signifikan setelah fase

pemulihan.

Budi daya ikan bawal bintang memiliki tujuan yaitu untuk mendapatkan

hasil panen berupa ikan dalam ukuran besar dan dalam waktu yang

secepatnya. Hasil panen merupakan hasil kombinasi berbagai hal yang

menentukan dalam proses budi daya, yaitu luas petak, jumlah tebar, kualitas

benih, pemberian pakan dan faktor lingkungan. Bawal bintang di Indonesia

menjanjikan, karena kebutuhan pasar lokal sangat besar dan ekspornya bisa

lebih ke banyak negara. Sebagaimana dikatakan oleh Silvia et al. (2024),

produksi benih ikan bawal bintang dari tahun ke tahun semakin meningkat.

Dengan permintaan yang besar ini dan berkurangnya ikan bawal bintang

hasil penangkapan di laut, maka perlu adanya usaha untuk meningkatkan

produksi hasil budi daya. Peningkatan produksi mempunyai kendala, salah

satunya yaitu beberapa penyakit ikan.
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Perkembangan budi daya ikan bawal bintang ini masih dihadapkan pada

beberapa masalah, diantaranya adalah penyakit infeksi. Penyakit infeksi

pada ikan dapat disebabkan karena patogen, yang terdiri dari parasit, bakteri,

jamur dan virus. Penelitian terkini mengenai ektoparasit pada ikan bawal

bintang (T. blochii) melaporkan bahwa jenis ektoparasit yang ditemukan di

Teluk Lampung dan Kota Tanjungpinang meliputi Pyragraphorus hollisae,

Neobenedenia girellae, Benedenia sp., dan Zeylanicobdella arugamensis. Di

Teluk Lampung, Pyragraphorus hollisae mendominasi dengan prevalensi

tinggi, sedangkan di Kota Tanjungpinang, Zeylanicobdella arugamensis

ditemukan dengan prevalensi 30% dan intensitas sedang (Istikomah et al.,

2023; Azuar et al., 2019). Menurut Lindholm-Lehto dan Pylkkö (2024), dua

penyakit yang disebabkan oleh jamur yang sering terjadi dalam budi daya

ikan laut adalah Saprolegniasis yang disebabkan oleh jamur genus

Saprolegnia dan Ichthyosporidosis yang disebabkan oleh parasit

Ichthyophonus hoferi. Kedua penyakit ini dapat menginfeksi kulit, insang,

dan otot ikan, serta mengakibatkan kerusakan yang signifikan pada

kesehatan ikan (Özcan dan Arserim, 2022). Infeksi Megalocytivirus menjadi

masalah besar dalam budi daya ikan laut seperti kerapu, barramundi, dan

bawal bintang. Penyakit ini dapat menimbulkan kerugian ekonomi yang

signifikan, dengan gejala klinis yang meliputi penurunan nafsu makan,

pergerakan ikan yang lesu, serta perubahan warna tubuh yang lebih gelap.

Selain itu, bakteri patogen seperti Vibrio juga dapat menginfeksi bawal

bintang (Rifai et al., 2019; Manchanayake et al., 2023).

Pemilihan ikan bawal bintang (T. blochii) sebagai objek penelitian

didasarkan pada perannya sebagai salah satu komoditas utama dalam budi

daya laut di Indonesia, khususnya di Perairan Teluk Lampung. Tingginya

nilai ekonomi dan peningkatan permintaan pasar menjadikan ikan ini

sebagai target pengembangan budi daya secara berkelanjutan. Namun,

kerentanannya terhadap infeksi berbagai jenis patogen, termasuk bakteri

Vibrio, menjadikan ikan ini sangat relevan untuk dikaji lebih lanjut.

Penelitian yang fokus pada aspek kesehatan ikan ini penting untuk



3

mendukung produktivitas budi daya dan mengurangi risiko kerugian

ekonomi. Selain itu, terbatasnya kajian yang secara khusus mengkaji infeksi

bakteri Vibrio parahaemolyticus pada bawal bintang semakin memperkuat

urgensi pemilihan spesies ini sebagai model penelitian.

Salah satu jenis bakteri Vibrio yang menyerang ikan air laut yaitu V.

parahaemolyticus, bakteri ini merupakan gram negatif berbentuk batang

lengkung yang bersifat halofilik, motil, dan dapat tumbuh optimal pada

konsentrasi garam sekitar 3%. Bakteri ini umum ditemukan di lingkungan

laut dan estuari, serta dapat menyebabkan infeksi pada manusia melalui

konsumsi makanan laut yang terkontaminasi (Guo et al., 2025). Beberapa

karakteristik biokimia V. parahaemolyticus membedakannya dari spesies

Vibrio lainnya, seperti V. cholerae dan V. alginolyticus. Salah satu

perbedaan utama adalah kemampuan dalam fermentasi sukrosa. Pada media

selektif TCBS agar, V. parahaemolyticus tidak memfermentasi sukrosa dan

menghasilkan koloni berwarna biru-hijau, sementara V. cholerae dan V.

alginolyticus dapat memfermentasi sukrosa dan menghasilkan koloni

berwarna kuning (Wessel et al., 2025). Ikan yang terinfeksi V.

parahaemolyticus menunjukkan gejala klinis awal berupa penurunan nafsu

makan, lesu, berenang di dekat permukaan air, serta perubahan warna kulit.

Ikan yang lebih parah kondisinya memperlihatkan ginjal yang pucat, borok

pada tubuh dan mulut yang merah, serta perdarahan pada sirip dan organ

internal. Luka pada tubuh ikan mulai terlihat sekitar 6 hari setelah infeksi

dan semakin berkembang menjadi borok yang berdiameter hingga 2 cm

seiring berjalannya waktu. Gejala klinis ini sesuai dengan temuan dalam

penelitian yang menunjukkan tanda-tanda vibriosis pada ikan budi daya

yang terinfeksi V. parahaemolyticus dan V. harveyi (Aly et al., 2023).

Keanekaragaman bakteri Vibrio dapat dipelajari melalui karakterisasi

biokimiawi. Proses karakterisasi biokimiawi ini mengungkap

keanekaragaman bakteri dengan melihat karakter fenotipnya. Oleh sebab itu,

untuk mengetahui keanekaragaman bakteri Vibrio, diperlukan karakterisasi
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biokimia dan molekuler ini (Orozco-Ochoa et al., 2023). Bakteri V.

parahaemolyticus diverifikasi secara konvensional dengan pewarnaan Gram,

uji katalase dan uji oksidase, dilanjutkan dengan uji biokimia menggunakan

API KIT 20E.

Penggunaan antibakteri dalam pengendalian V. parahaemolyticus telah

menjadi pendekatan utama dalam akuakultur. Namun, resistensi antibakteri

semakin menjadi perhatian utama. Berdasarkan penelitian oleh

Thaotumpitak et al. (2024), beberapa isolat V. parahaemolyticus telah

menunjukkan resistensi terhadap antibakteri tertentu yang umum digunakan

di sektor perikanan. Resistensi antibakteri pada V. parahaemolyticus

disebabkan oleh penggunaan antibakteri yang tidak terkontrol, yang dapat

menyebabkan seleksi bakteri resisten dalam ekosistem budi daya. Lebih

lanjut, dalam penelitian oleh Hirshfeld et al. (2023), ditemukan bahwa

resistansi antibakteri pada isolat Vibrio yang diisolasi dari udang komersial

bergantung pada jenis antibakteri yang digunakan dan dosis yang diterapkan.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa antibakteri dengan mekanisme yang

menghambat sintesis dinding sel lebih efektif dibandingkan dengan

antibakteri yang bekerja pada sintesis protein. Namun, penggunaan

antibakteri yang tidak tepat dapat menyebabkan penurunan efektivitas akibat

munculnya mekanisme pertahanan bakteri, seperti produksi enzim β-

laktamase atau perubahan pada target molekuler antibakteri.

Beberapa tahun terakhir ini, telah banyak penelitian yang mengidentifikasi

Vibrio dari ikan-ikan air laut. Namun, kajian mengenai karakterisasi

biokimia V. parahaemolyticus pada ikan bawal bintang (T. blochii) masih

terbatas. Penelitian sebelumnya umumnya hanya berfokus pada isolasi dan

identifikasi bakteri Vibrio pada ikan laut tanpa analisis lebih lanjut mengenai

karakteristik biokimianya. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk

melakukan karakterisasi biokimia V. parahaemolyticus yang ditemukan pada

ikan bawal bintang serta menguji kepekaannya terhadap antibakteri.

Penggunaan antibakteri dalam pengendalian penyakit akibat V.
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parahaemolyticus menjadi metode yang umum diterapkan dalam industri

perikanan. Namun, efektivitasnya dapat bervariasi tergantung pada resistensi

bakteri yang berkembang di lingkungan perairan. Dengan demikian,

penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi yang lebih mendalam

mengenai karakterisasi biokimia V. parahaemolyticus serta kepekaannya

terhadap antibakteri. Urgensi penelitian ini terletak pada perlunya data ilmiah

yang spesifik terhadap bakteri lokal sebagai dasar dalam pemilihan agen

antibakteri yang efektif, serta sebagai upaya preventif dalam pengendalian

penyakit bakterial yang dapat menyebabkan kerugian ekonomi pada budi

daya ikan laut.

1.2. Rumusan Masalah

Permasalahan dalam penelitian ini dapat dirumuskan sebagai berikut :

1. Bagaimana karakterisasi biokimia Vibrio parahaemolyticus pada ikan

bawal bintang (Trachinotus blochii)?

2. Bagaimana efektivitas antibakteri dalam menghambat pertumbuhan

Vibrio parahaemolyticus pada ikan bawal bintang?

1.3. Tujuan

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Untuk mengkarakterisasi dan mengidentifikasi bakteri patogen Vibrio

parahaemolyticus pada ikan bawal bintang (Trachinotus blochii) secara

biokimia.

2. Untuk menganalisis efektivitas antibakteri dalam menghambat

pertumbuhan Vibrio parahaemolyticus yang telah teridentifikasi sebagai

patogen pada ikan bawal bintang.



6

1.4. Manfaat

Manfaat penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Melalui penelitian ini diharapkan dapat memberi informasi status

penyakit bakteri pada pembudidaya ikan sehingga dapat dilakukan

tindakan pencegahan terhadap penyakit bakteri yang merugikan usaha

budi daya ikan

2. Informasi mengenai uji antibakteri terhadap Vibrio parahaemolyticus

dapat menjadi referensi dalam pengembangan strategi pengendalian

penyakit bakteri yang efektif, serta membantu dalam memilih agen

antibakteri yang sesuai untuk kesehatan ikan dalam sistem budi daya.
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1.5. Kerangka Pikir

Kerangka konsep penelitian seperti terlihat pada Gambar 1,

Gambar 1. Kerangka Pikir Penelitian

Kultur Bakteri Uji

Isolasi Vibrio parahaemolyticus dengan CHROMagar Vibrio

Penapisan Vibrio parahaemolyticus

Karakterisasi Biokimia

Karakterisasi Bakteri
Vibrio parahaemolyticus

Secara In Vitro

Karakterisasi Bakteri
Vibrio parahaemolyticus

Secara In Vivo
Uji Antibakteri

Karakterisasi Morfologi
Vibrio parahaemolyticus

Penyiapan Suspensi
Bakteri

Karakterisasi Biokimia
Vibrio parahaemolyticus

Enrofloxacin, Tetrasiklin,
Oksitetrasiklin, Jintan Hitam
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II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Bawal Bintang (Trachinotus blochii)

Ikan bawal bintang (T. blochii) memiliki tubuh pipih, hidung mancung, sirip

punggung dan sirip dada yang panjang, sedangkan sirip dubur berwarna

jingga dengan warna kecokelatan pada batas anteriornya, dapat tumbuh

dengan panjang mencapai 65 cm. Bawal bintang (T. blochii) memiliki posisi

mulut subterminal dengan dilengkapi gigi beludru halus (villiform teeth).

Sirip punggung (dorsal fin) diawali jari-jari keras yang sedikit terbenam ke

dalam tubuh sebanyak 7-9 dan di puncak punggung bermula jari-jari lemah

yang memanjang hampir menyentuh ekor sebanyak 19-21. Sirip dubur (anal

fin) dimulai dengan 2-3 jari-jari keras, tepat dibelakang urogenitalia dan

disambung dengan 16-18 jari-jari lemah yang memanjang hingga pangkal

ekor. Sirip perut (ventral fin) ada sepasang dan tepat dibawah sirip dada

(pectoral fin) yang menyerupai bendera dan tumbuh tepat dibelakang

keping tutup insang utama (operculum). Ikan bawal bintang memiliki tubuh

yang tertutup oleh sisik-sisik kecil bertipe sikloid (halus) yang sebagian

tertanam. Gurat sisi sedikit melengkung hingga di bawah tengah sirip

punggung kedua dan kemudian lurus setelahnya (FAO, 2016).

Ikan bawal bintang (T. blochii) memiliki habitat alami yang meliputi zona

intertidal hingga laut lepas, dan dapat hidup di muara sungai yang

bersalinitas payau. Ikan ini lebih menyukai habitat di laut berkarang. Ikan

bawal bintang muda biasanya hidup di muara sungai dengan dasar berpasir

atau berlumpur, sementara ikan dewasa migrasi ke daerah terumbu karang.

Proses pemijahan dimulai dengan ikan jantan dan betina berhenti makan 24

jam sebelum pemijahan. Proses pemijahan ini ditandai dengan keluarnya
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telur dan sperma pertama kali, dan berlangsung selama 30 hingga 36 jam

(Cahyanurani et al., 2022)

Ikan bawal bintang (T. blochii) memiliki habitat alami di air laut dengan

salinitas normal, namun juga dapat hidup di air payau. Ikan juvenil hidup

bergerombol di daerah muara sungai dan berkarang, sedangkan ikan dewasa

hidup soliter di daerah terumbu karang dan laut lepas. Ciri fisik ikan bawal

bintang meliputi tubuh berbentuk gepeng, dengan warna putih keperakan

pada bagian lateral dan ventral, serta abu-abu kehijauan pada bagian dorsal.

Ikan ini memiliki gigi beludru halus (villiform teeth), dengan ukuran

dewasa lebih dari 1 kg dan panjang lebih dari 25 cm (Kementerian Kelautan

dan Perikanan, 2017).

Ikan bawal bintang (T. blochii) adalah spesies pelagis yang ditemukan di

perairan tropis, dengan habitat utama di daerah terumbu karang, dekat

pantai, dan bebatuan. Ikan ini tersebar di wilayah Indo-Pasifik, mulai dari

Laut Merah dan Afrika Timur hingga Kepulauan Marshall, Samoa, dan

selatan Jepang serta Australia. Pada fase juvenil, ikan ini hidup

bergerombol di muara sungai dengan dasar berpasir atau berlumpur,

sementara ikan dewasa hidup soliter di perairan yang lebih dalam seperti

terumbu karang dan laut lepas (Seychelles Mariculture Master Plan, 2019).

Budi daya ikan bawal bintang mengalami berbagai macam kendala. Salah

satu masalah yang timbul dalam budi daya bawal bintang adalah terserang

penyakit salah satunya infeksi bakteri. Jenis bakteri yang sering menyerang

bawal bintang adalah Vibrio sp. (Novriadi et al., 2014). V. alginolyticus

merupakan bakteri patogen yang sering menginfeksi ikan laut,

menyebabkan gejala penyakit, dan dapat menyebabkan kematian massal

pada ikan budi daya. Penelitian menunjukkan bahwa infeksi yang

disebabkan oleh bakteri ini menjadi salah satu penyebab utama kerugian

besar dalam industri akuakultur (Sun et al., 2024). Penanganan penyakit

jenis bakteri dapat diatasi dengan antibakteri, namun penggunaan antibakteri
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dapat menyebabkan resistensi pada bakteri dan residunya berbahaya untuk

manusia.

Dalam proses infeksi pada ikan, bakteri dapat menghasilkan zat racun yang

disebut sebagai toksin yang merupakan produk ekstraseluler, sehingga

dapat membunuh organisme inang atau memudahkan bakteri masuk ke

dalam tubuh inang. Toksin yang dihasilkan oleh bakteri patogen ini akan

merusak sel dan jaringan inang secara keseluruhan. Kerusakan sel

merupakan interaksi toksin dengan inang. Simidu (1987) dalam Martono et

al., (2007) mengungkapkan bahwa beberapa jenis bakteri patogen

memproduksi toksin tetrodotoksin. Bakteri-bakteri penghasil toksin tersebut

antara lain adalah V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, dan bakteri V.

anguillarum.

Ikan bawal bintang (T. blochii) yang terinfeksi bakteri Vibrio menunjukkan

gejala klinis seperti penurunan nafsu makan (anoreksia), perubahan warna

tubuh menjadi gelap, pendarahan pada sirip (hemoragi), dan mata yang

buram atau keruh. Vibriosis umumnya dipicu oleh tingginya padat

penebaran, salinitas yang tidak stabil, dan akumulasi bahan organik dalam

air. Ikan yang mengalami stres lebih rentan terhadap infeksi Vibrio sp.

Pencegahan dapat dilakukan dengan menjaga kualitas perairan yang baik,

penanganan yang sesuai prosedur, pengaturan padat penebaran yang

rendah, dan vaksinasi secara berkala sesuai dengan jenis atau kondisi ikan

(Kementerian Kelautan dan Perikanan, 2017).

2.2. Vibrio parahaemolyticus

Penyakit vibriosis pada ikan sering menyebabkan kerugian besar akibat

kematian yang ditimbulkan, dan salah satu penyebab utama adalah infeksi

oleh bakteri V. parahaemolyticus. Bakteri ini merupakan bakteri gram

negatif, halofilik, motil, dan berbentuk bengkok atau koma. V.

parahaemolyticus juga menghasilkan energi untuk pertumbuhannya dengan



11

oksidasi dan bersifat fakultatif anaerob. Bakteri ini memiliki flagelum kutub

tunggal dan tidak dapat membentuk spora. (Siddique et al., 2021).

Berdasarkan studi yang dilakukan oleh Zaher et al. (2021), prevalensi V.

parahaemolyticus yang ditemukan dalam ikan tilapia mencapai 24,8% dari

250 sampel yang diuji. Penelitian ini juga mengungkapkan bahwa

penggunaan antibakteri secara berlebihan pada budi daya ikan menyebabkan

terjadinya resistensi antibakteri pada isolat V. parahaemolyticus, dengan

nilai MAR (Multiple Antibiotic Resistance) mencapai 0,587, yang

menunjukkan adanya penyebaran resistensi bakteri yang signifikan dalam

lingkungan perikanan (Zaher et al., 2021).

Selain itu, penelitian oleh Guin et al. (2019) mengidentifikasi V.

parahaemolyticus pada ikan air laut, dan lingkungan perairan. Hasil mereka

menunjukkan bahwa strain V. parahaemolyticus lebih sering ditemukan

pada ikan dan air perairan. Hal ini mengindikasikan bahwa ikan dan

lingkungan perairan dapat bertindak sebagai reservoir penting bagi V.

parahaemolyticus yang patogenik, yang juga dapat berpotensi

menyebabkan infeksi pada manusia jika terkontaminasi.

Pertumbuhan V. parahaemolyticus, seperti halnya bakteri lain, mengikuti

pola kurva pertumbuhan yang terdiri dari empat fase utama, yaitu fase lag

(adaptasi), fase eksponensial (logaritmik), fase stasioner, dan fase kematian.

Pada fase lag, sel belum membelah, tetapi mulai beradaptasi dengan

lingkungan barunya. Fase eksponensial merupakan periode pertumbuhan

paling aktif, di mana pembelahan sel terjadi secara cepat dan populasi

meningkat secara logaritmik. Fase ini penting dalam uji antimikroba karena

bakteri berada dalam kondisi fisiologis terbaik untuk merespons perlakuan

(Bailey, 2024).

Kurva ini juga digunakan sebagai dasar dalam penelitian mikrobiologi

untuk menentukan waktu inokulasi yang tepat. Dalam studi oleh Risna et
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al. (2022). Hasil serupa juga ditemukan oleh Ughy et al. (2023) yang

meneliti pola pertumbuhan dan dinamika ekspresi gen pada bakteri gram-

negatif, menunjukkan pentingnya fase eksponensial sebagai titik optimal

untuk analisis metabolisme dan respons terhadap stres lingkungan. Kurva

ini dapat dilihat pada Gambar 2.

Gambar 2. Kurva pertumbuhan bakteri secara umum (Bailey, 2024).

Keterangan:

Lag phase = fase adaptasi awal bakteri terhadap lingkungan.

Exponential phase = fase pertumbuhan cepat dan pembelahan aktif.

Stationary phase = fase pertumbuhan seimbang dengan kematian sel.

Death phase = fase jumlah sel mati melebihi sel yang baru terbentuk

Sumbu X = waktu inkubasi (jam atau hari)

Sumbu Y = jumlah bakteri dalam skala logaritmik (log CFU/mL)

2.3. Karakterisasi biokimia

Identifikasi bakteri dapat dilakukan dengan menggunakan metode

konvensional dan molekuler. Metode konvensional dapat dilakukan dengan
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berdasarkan pada karakteristik fenotip yaitu pewarnaan Gram, morfologi

dan reaksi biokimia. Pewarnaan Gram merupakan salah satu metode

konvensional yang digunakan dalam identifikasi bakteri berdasarkan

karakteristik dinding sel bakteri. Proses pewarnaan ini membagi bakteri

menjadi dua kelompok utama, yaitu Gram positif dan Gram negatif,

berdasarkan ketebalan lapisan peptidoglikan pada dinding selnya. Bakteri

Gram positif memiliki lapisan peptidoglikan yang tebal, sehingga dapat

mempertahankan warna ungu dari kristal violet, sementara bakteri Gram

negatif memiliki lapisan peptidoglikan yang lebih tipis dan tidak dapat

mempertahankan warna ungu, yang kemudian digantikan dengan warna

merah dari safranin (Apriani et al., 2023).

Identifikasi bakteri melalui pengamatan aktivitas biokimia saat ini bisa

lebih mudah dengan menggunakan Kit API (Analytical Profile Index).

Menurut Artati dan Oman (2020), identifikasi bakteri melalui pengamatan

aktivitas biokimia saat ini bisa lebih mudah dengan menggunakan kit API

(Analytical Profile Index). Ada beberapa jenis kit API yang dapat

digunakan dan tergantung dari jenis pengujian yang dibutuhkan. Dalam

penelitian ini, digunakan API 20E, yang menurut Ezeamagu et al. (2024),

terbukti efektif dalam mengidentifikasi spesies Vibrio, termasuk V.

parahaemolyticus, dari sampel lingkungan. Kit ini dapat menjadi alternatif

metode molekuler dalam diagnosis wabah yang disebabkan oleh bakteri

Vibrio, karena efisiensi biaya dan kemudahan penggunaannya.

Sistem API 20E adalah sistem identifikasi mikroba yang digunakan untuk

mengidentifikasi bakteri gram negatif, termasuk anggota keluarga

Enterobacteriaceae dan Vibrionaceae. Sistem ini menggunakan strip

plastik yang mengandung 20 kavitas berisi substrat biokimia untuk menguji

karakteristik metabolik mikroba. Setelah inkubasi, perubahan warna atau

produksi gas/asam digunakan untuk menentukan profil biokimia mikroba.

Profil ini kemudian dicocokkan dengan database referensi untuk

mengidentifikasi spesies bakteri yang diuji. Menurut Rakotovao-Ravahatra
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et al. (2021), API 20E menunjukkan tingkat konsistensi yang tinggi dalam

mengidentifikasi bakteri gram negatif, dengan tingkat kesesuaian mencapai

90,6% antara hasil identifikasi menggunakan API 20E dan sistem Bis NEG-

D, yang menunjukkan keandalannya sebagai metode identifikasi bakteri di

laboratorium medis.

Menurut Kaysner, et al. (2004) dalam Bacteriological Analytical Manual

(BAM) Chapter 9, API 20E adalah suatu kit diagnostik cepat yang dapat

digunakan sebagai alternatif untuk mengidentifikasi isolat mikroorganisme.

Kit ini mengandung strip plastik dengan berbagai kompartemen berisi

reagen biokimia. Dengan menggunakan kit ini, reaksi biokimia dari

mikroorganisme diuji secara sistematis, dan hasilnya dapat digunakan untuk

mengidentifikasi jenis mikroorganisme dengan lebih cepat daripada

menggunakan berbagai media biokimia tradisional.

Isi tabung mikro API 20E terdiri dari bahan kimia untuk uji biokimia, yang

dapat dilihat dalam Tabel 1. Untuk mengimplementasikan metode ini,

dibutuhkan berbagai reagen dan material tambahan yang tidak termasuk

dalam paket, termasuk medium API NaCl 0.85%, kit reagen API 20 E,

JAMES, VP 1 + VP 2, NIT 1 + NIT 2, kertas oksidase, minyak mineral,

serta perangkat lunak identifikasi API Web (bioMérieux, 2002). API 20 E

tidak dapat langsung digunakan untuk menguji sampel spesimen. Isolasi

bakteri yang akan diidentifikasi harus terlebih dahulu dilakukan pada media

kultur.

Kit API 20E telah dilengkapi dengan kotak inkubasi, yang terdiri dari

wadah dan penutup transparan berbahan plastik, digunakan untuk

menginkubasi strip selama pengujian. Sebelum penggunaan, wadah telah

diberi kode sampel terlebih dahulu, dan setiap sumur di dalamnya diisi

dengan akuades. Strip yang akan digunakan kemudian diletakkan dengan

hati-hati di dalam kotak inkubasi. Strip tersebut memiliki sumur-sumur
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yang berisi reagen dalam bentuk kering dan dilengkapi dengan kode jenis

pengujian (Artati dan Oman, 2020).

Untuk mengevaluasi sejauh mana suatu isolat bakteri mampu menyebabkan

penyakit pada ikan, diperlukan pengujian patogenisitas secara in vivo.

Salah satu pendekatan kuantitatif yang umum digunakan dalam uji

patogenisitas adalah penentuan nilai LD₅₀ (Lethal Dose 50). LD₅₀

merupakan dosis atau konsentrasi bakteri yang menyebabkan kematian

pada 50% populasi hewan uji dan digunakan untuk menilai tingkat virulensi

suatu patogen. Nilai LD₅₀ yang rendah menunjukkan bahwa isolat sangat

patogen karena mampu menimbulkan kematian pada konsentrasi yang lebih

kecil, sedangkan nilai LD₅₀ yang tinggi menunjukkan virulensi yang

lebih rendah. Menurut Olga (2013), metode penentuan LD₅₀ yang umum

digunakan dalam penelitian perikanan adalah metode Reed and Muench.

Selain itu, penelitian oleh Mangunwardoyo et al. (2010) melaporkan bahwa

Aeromonas hydrophila menunjukkan virulensi tinggi terhadap ikan nila

(Oreochromis niloticus) berdasarkan uji patogenisitas melalui pendekatan

Postulat Koch dan penilaian LD₅₀. Dengan demikian, penentuan LD₅₀

dapat digunakan sebagai dasar untuk menilai tingkat bahaya suatu patogen

dan mendukung langkah-langkah pengendalian penyakit pada ikan budi

daya.
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Tabel 1. Tes Biokimia dan Reaksi Substrat pada API 20E (bioMérieux,

2010)

Test Komposisi Reaksi
Hasil

Negatif Positif
ONPG 2 Nitrophenyl ßD

Galactopyranoside
Ortho Nitrophenyl ßD
Galactopyranosidase

Tidak
berwarna

Kuning

ADH L-Arginine Arginine Dihydrolase Kuning Merah-orange
LDC L-Lysin Lysine Decarboxilase Kuning Merah-Orange

ODC L-Ornithin Ornithine decarboxilase Kuning Merah-Orange
[CIT] Trinatriumcitrat Citrate utilization Hijau-kuning pucat Hijau

kebiruan- biru
H2S Natriumthiosulfat Produksi H2S Tidak

berwarna- kehijauan
Deposit hitam

URE Urea Urease Kuning Merah-orange
TDA L-Tryptophane Trypthophane

deaminase
Kuning Cokelat

kemerahan
IND L-Tryptophane Produksi indol Tidak

berwarna-hijau pucat-
kuning pucat

Merah muda

[VP] Natriumpyruvat Produksi acetoin Tidak
berwarna- merah muda

pucat

Merah muda-
merah

[Gel] Gelatin Gelatinase Tidak ada
difusi

Pigmen hitam

Glu D-glukosa Fermentasi-oksidasi Biru-biru
kehijauan

Kuning –
kuning kehijauan

Man D-manitol Fermentasi-oksidasi Biru-biru
kehijauan

Kuning

INO Inositol Fermentasi-oksidasi Biru-biru
kehijauan

Kuning

SOR D-sorbitol Fermentasi-oksidasi Biru-biru
kehijauan

Kuning

RHA L-Rhamnosa Fermentasi-oksidasi Biru-biru
kehijauan

Kuning

SAC D-sakarosa Fermentasi-oksidasi Biru-biru
kehijauan

Kuning

MEL D-melibiosa Fermentasi-oksidasi Biru-biru
kehijauan

Kuning

AMY Amygdalin Fermentasi-oksidasi Biru-biru
kehijauan

Kuning

ARA L-arabinosa Fermentasi-oksidasi Biru-biru
kehijauan

Kuning

OX Tes oksidase Cytochrome-oksidase Tidak ada perubahan
warna

Ungu

2.4. Uji Antibakteri

Uji antibakteri bertujuan untuk menilai efektivitas suatu zat dalam

menghambat atau membunuh pertumbuhan bakteri patogen. Dalam sektor
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akuakultur, pengendalian penyakit bakteri seperti yang disebabkan oleh V.

parahaemolyticus menjadi tantangan utama. Beberapa jenis antibakteri yang

sering digunakan untuk tujuan ini meliputi antibakteri sintetik seperti

enrofloxacin, tetrasiklin, dan oksitetrasiklin, serta agen antibakteri alami

seperti minyak atsiri dari tanaman obat, termasuk jintan hitam (Nigella

sativa) dan bunga kenanga (Cananga odorata) (Ariyanti et al., 2022;

Herlina et al., 2020).

Enrofloxacin terbukti efektif dalam mengatasi infeksi bakteri seperti

Pseudomonas aeruginosa dan Enterococcus faecalis pada ikan nila

(Oreochromis niloticus). Penelitian oleh Aboyadak dan Ali (2024)

menunjukkan bahwa enrofloxacin memiliki aktivitas antibakteri yang kuat

terhadap kedua bakteri tersebut, dengan nilai MIC yang rendah, yaitu 1 µg/mL

untuk P. aeruginosa dan 0.0625 µg/mL untuk E. faecalis. Selain itu, model

farmakokinetik berbasis suhu yang dikembangkan oleh Yang et al. (2021)

menunjukkan bahwa enrofloxacin tetap efektif pada berbagai suhu air, yang

sangat relevan untuk aplikasi dalam budi daya ikan di perairan laut maupun air

tawar.

Kekhawatiran terhadap resistensi antibakteri, eksplorasi agen antibakteri

alami menjadi semakin penting. Ryant dan Maimunah (2019) meneliti

aktivitas antibakteri minyak dan air destilat bunga kenanga terhadap

Staphylococcus epidermidis menggunakan tetrasiklin HCl sebagai kontrol

positif. Hasil penelitian menunjukkan bahwa minyak atsiri bunga kenanga

memiliki zona hambat yang signifikan terhadap bakteri uji, yang mendekati

efektivitas tetrasiklin HCl.

Penelitian ini mengindikasikan bahwa senyawa aktif dalam minyak atsiri

bunga kenanga berpotensi digunakan sebagai alternatif alami dalam

pengendalian infeksi bakteri. Mekanisme antibakterinya kemungkinan

terkait dengan kandungan senyawa fenolik dan terpenoid yang telah

diketahui memiliki sifat antibakteri terhadap bakteri Gram-positif dan

Gram-negatif.
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Selain minyak atsiri bunga kenanga, ekstrak jintan hitam (N. sativa) juga

menunjukkan efektivitas terhadap bakteri patogen di perairan. Manju et al.

(2016) menemukan bahwa ekstrak jintan hitam dapat melindungi artemia

dari efek patogenik V. parahaemolyticus, mengurangi mortalitas, dan

meningkatkan ketahanan organisme terhadap infeksi. Dengan adanya

kombinasi antara antibakteri sintetik dan agen antibakteri alami, penelitian

ini bertujuan untuk mengevaluasi efektivitas enrofloxacin, tetrasiklin,

oksitetrasiklin, ekstrak jintan hitam dalam menghambat pertumbuhan V.

parahaemolyticus yang menginfeksi ikan bawal bintang (T. blochii).

Antibakteri bekerja dengan berbagai mekanisme untuk menghambat

pertumbuhan atau membunuh bakteri patogen. Dua mekanisme utama yang

paling umum adalah penghambatan sintesis dinding sel dan sintesis protein.

Penghambatan sintesis dinding sel sangat efektif karena dinding sel

berfungsi sebagai pelindung utama yang menjaga integritas dan kekuatan

mekanik bakteri. Antibakteri golongan β-laktam, seperti enrofloxacin dan

penisilin, menghambat enzim transpeptidase yang berperan dalam

pembentukan peptidoglikan, komponen utama dinding sel. Penghambatan

ini menyebabkan dinding sel menjadi rapuh sehingga bakteri mengalami

lisis dan mati (Bush dan Bradford, 2016). Di sisi lain, antibakteri seperti

tetrasiklin dan oksitetrasiklin menghambat sintesis protein dengan cara

mengikat subunit ribosom bakteri dan mengganggu proses translasi protein

yang esensial untuk pertumbuhan dan reproduksi bakteri. Mekanisme ini

biasanya bersifat bakteriostatik, yaitu menghentikan pertumbuhan bakteri

sehingga sistem imun inang dapat mengeliminasi infeksi (Chopra dan

Roberts, 2001).

Ekstrak jintan hitam (N. sativa) mengandung senyawa bioaktif utama seperti

thymoquinone yang memiliki efek antibakteri multifaset. Senyawa ini

mampu merusak membran sel bakteri dengan meningkatkan permeabilitas

membran, sehingga menyebabkan kebocoran komponen esensial dan

gangguan homeostasis yang berujung pada kematian sel. Selain itu,



19

thymoquinone juga diduga menghambat enzim penting dalam metabolisme

energi dan sintesis protein pada bakteri, sehingga mengganggu proses

metabolik dan pertumbuhan bakteri (Ahmad et al., 2013). Selain efek

langsung terhadap bakteri, ekstrak ini juga memiliki sifat antioksidan dan

imunomodulator yang meningkatkan daya tahan inang dalam melawan

infeksi. Oleh karena itu, ekstrak jintan hitam berpotensi sebagai agen

antibakteri alami yang efektif, khususnya terhadap bakteri Gram negatif

seperti V. parahaemolyticus, serta alternatif yang menjanjikan untuk

mengatasi resistensi antibakteri sintetik.
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III. METODOLOGI

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada September-Desember 2024 dan April-

Mei 2025, bertempat di Balai Besar Perikanan Budi Daya Laut Lampung,

Jl. Yos Sudarso, Hanura, Kecamatan Teluk Pandan, Kabupaten Pesawaran.

3.2. Alat dan Bahan

1.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Alat-Alat Penelitian

No. Alat Kegunaan
1 Inkubator Menginkubasi isolat bakteri pada suhu tertentu
2 Timbangan analitik Menimbang bahan atau media dengan ketelitian tinggi
3 Centrifuge Memisahkan komponen dalam cairan berdasarkan densitas
4 Vortex-mixer Mencampur larutan dalam tabung secara merata
5 Autoclave Mensterilkan alat dan media dengan uap bertekanan
6 Laminar air flow Menyediakan ruang kerja aseptis untuk inokulasi isolat
7 Hot plate stirrer Memanaskan dan mengaduk larutan secara bersamaan
8 Waterbath shaker Menginkubasi larutan pada suhu tetap dengan pengocokan
9 Cawan petri Wadah untuk menumbuhkan kultur bakteri
10 Beaker glass Wadah untuk mencampur dan menampung larutan
11 Erlenmeyer Wadah untuk mencampur dan menyimpan
12 Tabung reaksi Tempat reaksi kimia dalam volume kecil
13 Gelas ukur Mengukur volume cairan secara kasar
14 Mikropipet Memindahkan larutan dalam volume kecil secara presisi
15 Akuarium

pemeliharaan ikan
Menampung dan memelihara ikan uji selama perlakuan
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1.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Bahan-Bahan Penelitian

No. Bahan Kegunaan
1 Isolat Vibrio

parahaemolyticus
Bakteri uji utama yang akan dikarakterisasi dan diuji

2 Media darah Untuk mengamati aktivitas hemolitik bakteri
3 CHROMagar Vibrio Media selektif untuk isolasi presumtif Vibrio

parahaemolyticus
4 TSA (Tryptic Soy Agar) Media untuk pemurnian dan pertumbuhan bakteri secara

umum
5 TSB (Tryptic Soy Broth) Media cair untuk memperbanyak kultur bakteri
6 API 20E strip Alat uji biokimia untuk identifikasi bakteri Gram negatif
7 Media suspensi API Media cair khusus untuk aktivasi uji API 20E
8 Mineral oil Digunakan dalam reaksi anaerobik pada API 20E
9 Reagen VP 1 + VP 2 Reagen untuk uji Voges-Proskauer (produksi asetoin)
10 Reagen NIT 1 + NIT 2 Reagen untuk uji reduksi nitrat pada API
11 Reagen PDA Reagen untuk uji deaminasi asam amino (Phenylalanine

Deaminase)
12 Reagen James Reagen untuk uji indol dalam sistem API
13 Standar McFarland Standar kekeruhan untuk menyamakan konsentrasi

suspensi bakteri
14 Enrofloxacin Antibiotik untuk uji sensitivitas terhadap bakteri
15 Tetrasiklin Antibiotik untuk uji sensitivitas terhadap bakteri
16 Oksitetrasiklin Antibiotik untuk uji sensitivitas terhadap bakteri
17 Ekstrak N. sativa Bahan alami untuk uji potensi antibakteri alternatif

3.3. Prosedur Penelitian

3.3.1. Isolasi Vibrio parahaemolyticus dengan CHROMagar Vibrio

Sampel bakteri diawali dengan enrichment (pengkayaan), isolasi bakteri

menggunakan media selektif CHROMagar Vibrio untuk konfirmasi V.

parahaemolyticus yang bersifat patogen. Koloni yang tumbuh pada

media selektif CHROMagar Vibrio dan berwarna ungu kemerahan

merupakan presumtif V. parahaemolyticus. Koloni tipikal V.

parahaemolyticus kemudian diinokulasikan pada media agar miring

Tryptic Soy Agar (TSA) ditambah 2% NaCl (Lee et al., 2020).
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3.3.2. Penapisan Vibrio parahaemolyticus

Bakteri V. parahaemolyticus yang digunakan sebagai bakteri uji

diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Balai Besar Perikanan Budi

Daya Laut Lampung. Peremajaan atau enrichment isolat dilakukan

dengan menumbuhkan isolat bakteri pada media cair dan kemudian

digoreskan di media padat. Kegiatan penapisan V. parahaemolyticus

bertujuan untuk mencari bakteri yang patogen dengan menggunakan agar

darah atau Blood Agar Plate (BAP). Agar darah adalah media kultur yang

mengandung darah hewan dan nutrien, yang digunakan untuk

mendukung pertumbuhan bakteri. BAP digunakan sebagai media

pertumbuhan untuk bakteri Vibrio dan dapat membedakan bakteri

patogen berdasarkan efek eksotoksin hemolitik bakteri pada sel darah

merah. Isolat Vibrio diinokulasi dengan teknik streak plate pada media

BAP dan kemudian diinkubasi dalam kondisi steril selama 4 jam pada

suhu 37°C. Aktivitas hemolisis ditunjukkan oleh zona hemolisis pada

media BAP yang terlihat ketika cahaya menyinari dari belakang

(Hikmawati, et al., 2019)

3.3.3. Karakterisasi bakteri Vibrio parahaemolyticus secara In Vitro

3.3.3.1 Karakterisasi morfologi Vibrio parahaemolyticus

Pengamatan morfologi bakteri secara makroskopis sangat penting untuk

melakukan identifikasi awal terhadap koloni bakteri yang tumbuh pada

media pertumbuhan. Pengamatan morfologi koloni bakteri mencakup

beberapa ciri utama, seperti bentuk koloni, tepi koloni, dan elevasi

koloni. Koloni bakteri dapat memiliki berbagai bentuk, seperti bulat,

tidak teratur, filamentous, rhizoid, atau melingkar. Tepi koloni dapat

berbentuk halus (entire), serat (filamentous), bergelombang (undulate),

atau lobus (lobate). Selain itu, elevasi koloni dapat berupa koloni yang

terangkat (raised), rata (flat), melengkung ke atas (convex), tonjolan

(umbonate), atau tumbuh ke dalam media (growth into medium).

Karakteristik ini dapat diamati dengan jelas menggunakan kaca pembesar

atau mikroskop sederhana (Van Gray, n.d.). Ilustrasi yang
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menggambarkan morfologi koloni bakteri, termasuk bentuk, margin, dan

elevasi koloni, dapat ditemukan secara lebih jelas pada Lampiran 1.

Gambar tersebut memberikan visualisasi yang mendetail mengenai

karakteristik koloni yang diamati, yang dapat digunakan sebagai referensi

untuk mendalami variasi morfologi yang ada.

Van Gray (n.d.) menjelaskan bahwa koloni bakteri dapat menunjukkan

berbagai warna, seperti merah atau fluoresen pada koloni kecil, opak

pada koloni besar, kuning, oranye dengan margin halus, dan coklat

dengan margin tidak teratur. Warna-warna ini membantu dalam

identifikasi dan klasifikasi spesies bakteri. Ilustrasi morfologi koloni

bakteri yang menunjukkan variasi warna, seperti merah, kuning, oranye,

dan coklat, dapat dilihat pada Lampiran 2. Gambar ini menggambarkan

koloni dengan berbagai ukuran dan bentuk, serta karakteristik warna

yang berbeda, yang membantu dalam identifikasi spesies bakteri

berdasarkan penampilannya

3.3.3.2 Karakterisasi biokimia Vibrio parahaemolyticus

Karakterisasi biokimia patogen dilakukan dengan metode konvensional,

melalui tes identifikasi Analytical Profile Index (API). Identifikasi

mikroorganisme dengan metode API adalah identifikasi berdasarkan

prinsip kolorimetri. Dilakukan pengecatan Gram dan uji biokimia berupa

uji katalase dan uji oksidase pada isolat bakteri untuk menentukan strip

reagen yang digunakan (Kusumaningsih et al., 2021). Langkah pertama

dilakukan tes biokimia sederhana dan pengecatan Gram terhadap isolat

bakteri untuk memastikan bakteri yang akan diidentifikasi merupakan

bakteri gram negatif. Suspensi bakteri dibuat dengan memasukkan isolat

bakteri ke medium API. Suspensi bakteri yang dipakai dengan tingkat

kekeruhan yang sesuai (0,5 Mc Farland). Suspensi bakteri yang

digunakan untuk pengujian ini adalah suspensi bakteri yang berumur 18-

24 jam yang ditumbuhkan pada media TSA. Suspensi bakteri yang telah

dibuat kemudian didistribusikan ke masing-masing sumur pada strip
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secara hati-hati agar tidak terbentuk gelembung udara yang akan

memepengaruhi pengujian. Volume suspensi bakteri pada sumur terbagi

menjadi dua, yaitu untuk uji dengan kode CIT, VP, dan GEL maka sumur

diisi penuh sedangkan untuk uji lainnya hanya diisi sebagian yaitu hanya

sampai pada batas penutup sumur. Penambahan mineral oil dilakukan

pada uji ADH, LDC, ODC, H2S, dan URE untuk membuat kondisi

menjadi anaerob. Setelah distribusi sampel selesai kemudian kotak

inkubasi ditutup dan sampel diinkubasi pada suhu 36oC ± 2oC selama 18-

24 jam (Artati dan Oman, 2020).

Kotak inkubasi disiapkan (nampan dan tutupnya), nampan diisi dengan

air suling atau demineralized water untuk melembabkan, identitas sampel

ditulis di nampan supaya tidak tertukar. Strip API ditempatkan di

nampan. Strip terdiri atas sumur-sumur yang telah berisi reagen dalam

bentuk kering dengan dilengkapi kode-kode jenis pengujian. Warna hasil

uji biokimia dibaca setelah diinkubasi dengan merujuk pada nilai rujukan

positif atau negatif API. API 20E memerlukan reagen tambahan (PDA

untuk tes TDA, James untuk tes IND, VP1 dan VP2 untuk tes VP). Hasil

bacaan dimasukkan ke API web atau disesuaikan dengan API reading

table untuk menentukan strain (bioMérieux, 2002).

3.3.4. Patogenisis Vibrio parahaemolyticus secara In Vivo

Penelitian ini menggunakan ikan bawal bintang (T. blochii) sebagai

organisme uji biologis, dengan berat rata-rata sekitar ±13 gram. Ikan

tersebut diperoleh dari Balai Besar Perikanan Budi Daya Laut (BBPBL)

Lampung, yang telah dikenal sebagai salah satu pusat unggulan dalam

pengembangan teknologi budi daya ikan laut di Indonesia, khususnya

dalam hal produksi benih unggul dan pemeliharaan induk. Pemilihan ikan

dari sumber ini dilakukan untuk menjamin mutu dan kesehatan awal

hewan uji, sehingga hasil penelitian yang diperoleh dapat

merepresentasikan kondisi lapang secara lebih akurat.
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Pemeliharaan ikan dilakukan di dalam akuarium kaca berkapasitas 300

liter. Masing-masing akuarium diisi sebanyak 10 ekor ikan, sehingga

menghasilkan kepadatan sekitar 33 ekor/m³. Kepadatan ini ditetapkan

berdasarkan pertimbangan keseimbangan antara kebutuhan ruang hidup

ikan dan kemudahan pengamatan terhadap gejala klinis yang muncul

selama uji patogenisitas berlangsung. Menurut Handayani et al. (2021),

dalam kegiatan pembesaran benih bawal bintang di BBPBL Lampung,

ikan dengan ukuran relatif kecil umumnya dipelihara dalam sistem

tertutup atau tangki indoor dengan kepadatan yang disesuaikan untuk

meminimalkan stres dan menjaga performa fisiologis ikan secara

optimal. Desain unit pemeliharaan dan penataan akuarium selama uji

patogenisitas secara lengkap dapat dilihat pada Lampiran 3.

Sementara itu, studi oleh Kalidas et al. (2020) yang mengevaluasi

kepadatan optimal untuk pembesaran ikan T. blochii dalam keramba

jaring apung menyebutkan bahwa kepadatan yang lebih rendah

berkontribusi terhadap pertumbuhan yang lebih baik serta menurunkan

risiko infeksi akibat penurunan kualitas air. Walaupun dilakukan dalam

sistem terbuka, prinsip manajemen kepadatan tersebut tetap relevan

diterapkan dalam skala laboratorium, terutama untuk memastikan kondisi

lingkungan tetap stabil dan tidak memicu stres yang dapat menjadi

variabel pengganggu dalam penelitian patogenisitas bakteri.

Sebelum dilakukan inokulasi, isolat V. parahaemolyticus terlebih dahulu

diremajakan dalam media Tryptone Soya Broth (TSB) yang ditambahkan

3% NaCl dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 18–24 jam. Inkubasi

pada kondisi ini bertujuan untuk mendorong pertumbuhan bakteri hingga

fase logaritmik, yaitu fase aktif di mana ekspresi gen virulensi, seperti

hemolisin dan sistem sekresi tipe III, berada dalam tingkat tertinggi

sehingga meningkatkan potensi infeksi pada inang (Zhang et al., 2024).
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Setelah inkubasi, kultur bakteri dipindahkan ke media padat Tryptic Soy

Agar (TSA) miring dengan kandungan garam serupa untuk memperoleh

koloni yang lebih terkonsentrasi. Koloni yang tumbuh kemudian dikerok

dan disuspensikan dalam larutan NaCl fisiologis 0,85%. Konsentrasi

suspensi bakteri selanjutnya disesuaikan menggunakan standar

McFarland, yang mengandalkan tingkat kekeruhan larutan sebagai

indikator jumlah sel. Menurut Mahesh et al. (2025), standar McFarland

dapat dikorelasikan secara linier dengan pengukuran absorbansi pada

panjang gelombang 600 nm (OD600), sehingga memungkinkan estimasi

konsentrasi bakteri secara cepat dan praktis menggunakan

spektrofotometer. Meskipun bukan metode absolut, pendekatan ini

dianggap konsisten dan efisien untuk penyiapan inokulum dalam studi

patogenisitas in vivo (Mahesh et al., 2025).

Larutan McFarland digunakan untuk menyetarakan konsentrasi bakteri

dalam suspensi berdasarkan tingkat kekeruhan yang dihasilkan oleh

campuran barium klorida 1% dan asam sulfat 1%. Campuran ini

menghasilkan endapan barium sulfat yang menyebabkan kekeruhan

sebanding dengan jumlah bakteri dalam suspensi. Setiap standar

McFarland mewakili jumlah bakteri yang berbeda, dan digunakan

sebagai acuan visual maupun melalui pengukuran absorbansi optik (OD)

untuk menyesuaikan konsentrasi inokulum bakteri yang akan digunakan

(Dalynn-Biologicals, 2014; Mahesh et al., 2025).

Tabel 4 menunjukkan standar McFarland dari nomor 0,5 hingga 10,

masing-masing dengan komposisi larutan dan perkiraan jumlah bakteri

yang terkandung per mililiter. Misalnya, standar McFarland nomor 0,5

setara dengan konsentrasi bakteri sekitar 1,5 × 10⁸ sel/mL, sedangkan

standar nomor 1 mengandung sekitar 3,0 × 10⁸ sel/mL. Semakin besar

nomor standar, semakin tinggi pula konsentrasi bakteri yang

direpresentasikan. Sebagai contoh, McFarland nomor 5 mengandung

sekitar 1,5 × 10⁹ sel /mL, sementara nomor 9 mengandung sekitar 2,7 ×
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10⁹ sel /mL. Penyesuaian ini memungkinkan peneliti untuk

menggunakan suspensi bakteri dengan konsentrasi yang terkontrol secara

konsisten, baik dalam uji infeksi maupun uji antibakteri. Dalam

penelitian ini, digunakan larutan McFarland nomor 1, 3, 5, 7, dan 9,

masing-masing dengan konsentrasi bakteri yang berbeda. Larutan

McFarland No. 1 memiliki konsentrasi sekitar 3 × 10⁷ sel /mL, No. 3

setara dengan 1 × 10⁸ sel /mL, No. 5 dengan 1,5 × 10⁸ sel /mL, No. 7

dengan 2,1 × 10⁸ sel /mL, dan No. 9 sekitar 2,5 × 10⁸ sel /mL.

Penggunaan berbagai standar ini memungkinkan peneliti untuk mengatur

dosis infeksi bakteri secara konsisten dalam uji patogenisitas maupun uji

in vitro lainnya, sekaligus meminimalkan variasi jumlah bakteri antar

replikasi uji (Mahesh et al., 2025).

Tabel 4. Komposisi Larutan McFarland dan Perkiraan Konsentrasi
Bakteri (sel/mL) (Dalynn-Biologicals, 2014)

McFarland
Standard

1% H2SO4
(mL)

1% BaCl2
(mL)

Approximate Bacterial
(sel /mL)

0.5 0.05 9.95 1.5 x 108

1.0 0.10 9.90 3.0 x 108

2.0 0.20 9.80 6.0 x 108

3.0 0.3 9.7 9.0 x 108

4.0 0.4 9.6 1.2 x 109

5.0 0.5 9.5 1.5 x 109

6.0 0.6 9.4 1.8 x 109

7.0 0.7 9.3 2.1 x 109

8.0 0.8 9.2 2.4 x 109

9.0 0.9 9.1 2.7 x 109

10.0 1.0 9.0 3.0 x 109

Setelah pembuatan larutan McFarland, larutan bakteri yang telah tumbuh

diinokulasi dalam tabung reaksi dan kemudian diukur menggunakan

spektrofotometer pada panjang gelombang 600 nm. Setiap larutan

McFarland yang diuji menghasilkan kurva absorbansi yang berbeda,

yang kemudian digunakan untuk menghitung konsentrasi bakteri pada

larutan yang akan disuntikkan ke ikan, yaitu 3 x 107 CFU/mL, 3 x 105

CFU/mL, 3 x 103 CFU/mL dan 3 x 101 CFU/mL.
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Grafik hubungan antara absorbansi dan konsentrasi bakteri disusun

berdasarkan pengukuran absorbansi larutan bakteri yang dilakukan

menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 600 nm (Mira

et al., 2022). Pengukuran absorbansi ini bertujuan untuk memastikan

kesesuaian antara nilai absorbansi dengan konsentrasi bakteri dalam

larutan yang diuji. Berdasarkan data yang diperoleh, persamaan regresi

linier dapat dihitung, yang memungkinkan perhitungan konsentrasi

bakteri berdasarkan nilai absorbansi yang terukur. Persamaan regresi ini

dapat dirumuskan sebagai y = mx + b, di mana y adalah absorbansi, x

adalah logaritma konsentrasi bakteri, dan m serta b adalah konstanta

regresi yang dihitung dari data grafik tersebut (Wacogne et al., 2024).

Dengan persamaan regresi ini, konsentrasi bakteri yang akan diinokulasi

ke ikan dapat dihitung secara akurat berdasarkan pembacaan absorbansi

yang terukur, yang memberikan cara yang efisien dan dapat diandalkan

untuk penghitungan konsentrasi dalam eksperimen mikrobiologi.

Pendekatan ini sesuai dengan metode yang dijelaskan dalam literatur

sebelumnya, yang menyatakan bahwa menggunakan absorbansi sebagai

indikator untuk konsentrasi bakteri merupakan teknik yang terbukti

konsisten dan dapat diandalkan dalam penelitian mikrobiologi (Mira et

al., 2022).

Setelah konsentrasi bakteri dihitung, bakteri tersebut diencerkan dengan

larutan fisiologis untuk memperoleh konsentrasi yang sesuai dengan yang

diperlukan untuk inokulasi ikan. Konsentrasi bakteri yang diinokulasi

pada ikan berkisar antara 3 × 10¹ hingga 3 × 10⁷ CFU/mL, sesuai

dengan perlakuan yang ditentukan dalam penelitian ini. Gejala klinis

yang diamati pada ikan meliputi perubahan perilaku, kecerahan warna

tubuh, muncul atau tidaknya luka pada tubuh, dan aktivitas pergerakan

ikan. Pengamatan dilakukan secara rutin untuk mendeteksi tanda-tanda

infeksi dan tingkat keparahan penyakit. Rerata Waktu Kematian (RWK)

dihitung sebagai indikator tingkat virulensi isolat menggunakan rumus

yang dikutip dari Olga (2013):



29

Keterangan:

a = waktu kematian (hari); b = jumlah ikan yang mati (ekor)

Uji patogenisitas secara in vivo dilakukan untuk mengetahui kemampuan

isolat V. parahaemolyticus dalam menyebabkan penyakit pada ikan

bawal bintang (T. blochii). Tahapan-tahapan pada penelitian ini mengacu

pada prinsip Postulat Koch yang terdiri atas empat kriteria, yaitu

mikroorganisme harus ditemukan pada individu yang sakit, dapat

diisolasi dalam media murni, mampu menimbulkan penyakit yang sama

pada individu sehat, dan dapat diisolasi kembali dari individu yang

terinfeksi. Prinsip ini telah digunakan secara luas dalam penelitian

penyakit ikan, seperti pada ikan kerapu (Hastari et al., 2014) dan lele

(Resty et al., 2013), serta pada media kultur yang terkontaminasi Vibrio

(Rahmanto et al., 2014). Dalam penelitian ini, isolat diuji secara in vivo

dengan cara diinokulasikan secara intramuskular ke ikan sehat

menggunakan suspensi bakteri dalam konsentrasi tertentu. Ikan uji

diamati selama 7 hari untuk melihat timbulnya gejala klinis dan

mortalitas

Dalam penelitian ini, keempat kriteria postulat Koch telah berhasil

dipenuhi. Tahap pertama, yaitu keberadaan bakteri pada individu yang

sakit, dibuktikan dengan pengambilan sampel dari ikan bawal bintang

yang menunjukkan gejala klinis seperti perubahan warna, luka, dan

kematian mendadak. Dari ikan-ikan tersebut, dilakukan tahap kedua

berupa isolasi dan kultur bakteri pada media TCBS agar dan TSA,

menghasilkan koloni dengan karakteristik morfologi khas V.

parahaemolyticus. Tahap ketiga dipenuhi melalui uji patogenisitas secara

in vivo, yaitu dengan menyuntikkan suspensi bakteri hasil kultur murni

ke dalam tubuh ikan sehat, kemudian dilakukan pengamatan gejala klinis

dan tingkat kematian selama 7 hari pasca inokulasi. Beberapa ikan
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menunjukkan tanda-tanda infeksi serupa dengan gejala awal.

Selanjutnya, tahap keempat dilakukan dengan cara mengekropsi ikan

yang terinfeksi dan mengambil organ dalam seperti ginjal dan hati untuk

dilakukan re-isolasi. Bakteri hasil isolasi ulang yang tumbuh pada media

menunjukkan morfologi koloni yang serupa dengan isolat awal. Dengan

demikian, seluruh rangkaian pembuktian berdasarkan postulat Koch telah

dilaksanakan secara lengkap dan mendukung bahwa isolat yang diuji

merupakan agen penyebab penyakit pada ikan bawal bintang.

3.3.5. Uji Antibakteri

Uji antibakteri dilakukan menggunakan metode difusi cakram (disk

diffusion method) untuk mengetahui efektivitas agen antibakteri terhadap

isolat V. parahaemolyticus. Metode ini dilakukan dengan menanamkan

isolat bakteri pada media Mueller-Hinton Agar (MHA) yang telah

diinokulasikan secara merata menggunakan metode sebar (spread plate).

Tiga isolat V. parahaemolyticus hasil isolasi dari ikan bawal bintang (T.

blochii) digunakan sebagai bakteri uji. Sebelum dilakukan pengujian,

isolat diremajakan dalam media Nutrient Broth dan diinkubasi selama 24

jam pada suhu 28 °C.

Uji antibakteri dilakukan menggunakan metode difusi cakram pada

media Mueller-Hinton Agar (MHA). Tiga jenis isolat bakteri diujikan

terhadap empat jenis antibakteri, yaitu enrofloxacin, tetrasiklin,

oksitetrasiklin, dan ekstrak jintan hitam. Untuk enrofloxacin, tetrasiklin,

dan oksitetrasiklin digunakan cakram antibakteri siap pakai (commercial

antibiotic discs) dengan konsentrasi sesuai standar Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI). Sementara itu, untuk ekstrak

jintan hitam digunakan cakram kertas steril berdiameter 6 mm yang

direndam dalam larutan ekstrak jintan hitam dengan konsentrasi 7500

ppm selama 15–30 menit. Cakram kemudian ditiriskan dan diletakkan

secara aseptik di atas permukaan media yang telah diinokulasi dengan

suspensi bakteri uji (standar kekeruhan 0,5 McFarland).
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Berdasarkan penelitian sebelumnya oleh Linianti et al. (2017),

konsentrasi 7500 ppm (0,75%) terbukti paling efektif menghambat

pertumbuhan V. harveyi, yang masih satu genus dengan V.

parahaemolyticus. Penelitian serupa oleh Wadud (2014) dan Dontriska et

al. (2014) juga menunjukkan bahwa konsentrasi tinggi (≥5000 ppm) dari

ekstrak jintan hitam memiliki daya hambat signifikan terhadap bakteri

Gram negatif seperti Shigella dysenteriae dan Aeromonas hydrophila

Seluruh cakram diletakkan secara merata pada permukaan media

menggunakan pinset steril. Setiap perlakuan dilakukan dalam tiga

ulangan. Cawan diinkubasi pada suhu 35–37°C selama 18–24 jam.

Aktivitas antibakteri ditentukan berdasarkan ukuran diameter zona

hambat (dalam mm) yang terbentuk di sekitar cakram, diukur

menggunakan jangka sorong dalam satuan milimeter (mm). Disk

diffusion merupakan metode yang banyak digunakan untuk mengukur

sensitivitas antibakteri mikroorganisme. Untuk meningkatkan kecepatan

uji ini, pengujian dengan waktu inkubasi yang lebih singkat telah diuji

pada beberapa penelitian. Webber et al. (2022) menunjukkan bahwa

pengujian disk diffusion dengan inkubasi dapat menghasilkan hasil yang

akurat.

Penentuan nilai LD₅₀ (Lethal Dose 50) dilakukan untuk mengetahui

konsentrasi bakteri V. parahaemolyticus yang menyebabkan kematian

50% dari populasi ikan uji. Ikan uji diinokulasi secara intraperitoneal

dengan suspensi bakteri pada lima tingkatan konsentrasi, yaitu 3 × 10¹, 3

× 10², 3 × 10³, 3 × 10⁴, dan 3 × 10⁵ CFU/mL. Masing-masing

konsentrasi diberikan pada tiga ekor ikan dan diamati selama 7 hari.

Jumlah ikan yang mati pada setiap kelompok dicatat untuk perhitungan

LD₅₀. Nilai LD₅₀ dihitung menggunakan metode Reed and Muench

dengan persamaan sebagai berikut:

log = log + 50 −− (log − log )
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Keterangan:

D1 = dosis yang menyebabkan persentase kematian di bawah 50%

D2 = dosis yang menyebabkan persentase kematian di atas 50%

P1 = persentase kematian pada dosis D1

P2 = persentase kematian pada dosis D2

Nilai LD₅₀ dihitung menggunakan metode Reed and Muench. Analisis

dilakukan dengan mencatat jumlah kematian ikan uji pada masing-

masing perlakuan dosis bakteri selama periode pengamatan, lalu

menghitung persentase kematian untuk setiap dosis. Setelah itu,

ditentukan dua konsentrasi yang mengapit angka 50% kematian, yaitu

satu dosis yang menghasilkan kematian di bawah 50% dan satu dosis

yang menghasilkan kematian di atas 50%. Selanjutnya, digunakan rumus

perhitungan logaritmik untuk menentukan nilai log LD₅₀ berdasarkan

selisih persentase kematian dan dosis. Nilai log LD₅₀ yang diperoleh

kemudian dikonversi kembali menjadi nilai LD₅₀ aktual dalam satuan

CFU/mL dengan menghitung antilog.
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V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

5.1.1 Karakterisasi Vibrio parahaemolyticus

Penelitian ini berhasil mengkarakterisasi V. parahaemolyticus melalui

isolasi menggunakan CHROMagar Vibrio, konfirmasi PCR dengan

amplifikasi gen toxR (368 bp), dan penapisan hemolitik menggunakan

Blood Agar Plate (BAP). Karakterisasi morfologi menunjukkan koloni

berwarna krem atau putih susu dengan bentuk bulat. Uji biokimia (API

20E) menunjukkan kemampuan fermentasi glukosa, mannitol, dan

sukrosa. Patogenisitas in vivo pada ikan bawal bintang menunjukkan

gejala lesu, peradangan sirip, dan perdarahan, yang mengonfirmasi

bahwa V. parahaemolyticus menyebabkan vibriosis.

5.1.2 Efektivitas Antibakteri

Enrofloxacin paling efektif menghambat V. parahaemolyticus, diikuti

tetrasiklin dan oksitetrasiklin. Ekstrak jintan hitam kurang efektif sebagai

antibakteri alami dan lebih rendah dibanding antibakteri komersial.

5.2. Saran

Penelitian lanjutan sebaiknya fokus pada pengembangan ekstrak jintan hitam

sebagai antibakteri alami, mengeksplorasi mekanisme resistensi V.

parahaemolyticus, dan menggunakan PCR untuk deteksi cepat. Selain itu,

pengembangan pengobatan alternatif seperti probiotik atau bahan alami lainnya

penting untuk mengurangi ketergantungan pada antibakteri kimia.
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