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Tujuan penelitian ini adalah untuk menyeleksi isolat bakteri asam laktat (BAL) yang telah diisolasi dari ikan 
Kerapu Macan (Epinephelus fuscoguttatus) berdasarkan toleransi terhadap pH dan bile salts, patogenisitas dan 
kemampuannya menekan pertumbuhan Vibrio alginolyticus pada uji ko-kultur. Hasil penelitian menunjukkan 
bahwa dua puluh isolat BAL yang telah diuji antagonismenya terhadap V. alginolyticus pada penelitian terdahulu, 
dapat hidup pada pH rendah 3 dan tumbuh pada konsentrasi bile salts 0,5% kecuali isolat KSBU 13D.  Semua 
isolat tidak patogen terhadap ikan Kerapu Macan setelah diinfeksi BAL pada konsentrasi 107 cfu/ml secara 
intraperitoneal (IP). Pada uji ko-kultur, dari 6 isolat BAL yang dipilih, tiga isolat (KSBU 12C, KSBU 5Da, KSBU 9) 
berturut-turut mampu menekan pertumbuhan V. alginolyticus, dan penambahan konsentrasi BAL terbaik adalah 
107 cfu/ml. 

Kata kunci:  bakteri asam laktat, vibriosis,  patogenisitas, ko-kultur, kerapu macan 
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Pendahuluan 

Ikan Kerapu, Epinephelus spp., adalah salah 
satu spesies ikan budidaya laut yang paling penting di 
negara-negara China dan Asia Tenggara karena 
karakteristik biologinya yang sangat baik, seperti 
pertumbuhannya cepat, rasanya terkenal enak dan 
nilai ekonomi yang tinggi (Pierre et al., 2008). Namun, 
salah satu kendala yang sering dihadapi dalam 
budidaya ikan Kerapu adalah serangan penyakit. 
Penyakit yang disebabkan oleh bakteri Vibrio 
(vibriosis) telah banyak dilaporkan. Vibrio alginolyticus 
merupakan pathogen utama yang menginfeksi ikan 
Kerapu, Epinephelus coioides (Huang, 2005), Kerapu 
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The research objective was to select lactic acid bacteria which previously isolated from Tiger Grouper 
(Epinephelus fuscoguttatus) based on pH and bile salts tolerances, pathogenicity test and ability to decrease the 
growth of Vibrio alginolyticus in co-culture test. The result shows that twenty isolates which had also been 
examined their antagonisms against V. alginolyticus previously, were able to survive relatively low pH  values 3 
and able to survive at high bile salts concentrations 0.5% except KSBU 13D isolate.  All isolates were non-
pathogenic to Tiger Grouper after being intraperitoneally infected with the lactic acid bacteria at concentration 
107 cfu/ml. In co-culture test, V. alginolyticus was reduced significantly by three isolates (KSBU 12C, KSBU 5Da, 
KSBU 9) from 6 isolates selected, and the best additional bacterial concentration was  107 cfu/ml. 

Abstract 

Tikus, Cromileptes altivelis (Nitimulyo et al., 2005) dan 
Kerapu Macan, Epinephelus fuscoguttatus (Desrina et 
al., 2006). Karena tingginya mortalitas dan kejadian 
penyakit bakteri dalam budidaya ikan, antibiotik sering 
digunakan dalam jumlah besar untuk pencegahan dan 
kontrol penyakit. Tetapi, penggunakan antibiotik dapat 
mengganggu mikrobiota usus dan memicu populasi 
bakteri yang resisten, dengan efek jangka panjang 
pada kesehatan masyarakat. Karena itu, penggunaan 
probiotik telah disarankan sebagai metode alternatif 
untuk mencegah dan mengontrol berbagai penyakit 
dalam akuakultur (Wang et al., 2008; Nayak, 2010). 
 

Probiotik telah digunakan dalam akuakultur 



untuk mengontrol penyakit, sebagai suplementasi 
atau bahkan dalam mengganti penggunaan senyawa-
senyawa antimikrobial. Probiotik yang telah 
diterapkan pada ikan dan shellfish adalah mikroalga 
(Tetraselmis), yeasts (Debaryomyces, Phaffia, and 
Saccharomyces), dan bakteri Gram-positif (Bacillus, 
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, 
Lactococcus, Micrococcus, Streptococcus, and 
Weissella)  dan  bakteri  Gram-negatif (Aeromonas, 
Alteromonas, Photorbodobacterium, Pseudomonas, 
and Vibrio) (Chiu et al., 2007). Pemberian pakan 
probiotik Bacillus pumilus dapat memperbaiki 
efisiensi pakan, sementara pemberian B. clausii dapat 
memperbaiki efisiensi pakan dan laju pertumbuhan, 
dan kedua strain dapat menginduksi regulasi respon 
imun sellular dan humoral pada ikan Kerapu, E. 
coioides (Sun et al., 2010). 
 

Bakteri asam laktat (BAL) telah digunakan 
secara luas dan diteliti sebagai probiotik untuk 
manusia, hewan ternak daratan dan akuatik. Hal ini 
berdasarkan pada kenyataan bahwa BAL adalah 
penghuni alami saluran pencernaan manusia dengan 
kemampuan toleransi terhadap lingkungan asam dan 
empedu (bile) dari saluran pencernaan. Bakteri asam 
laktat juga berfungsi untuk mengubah laktosa 
menjadi asam asetat, sehingga menurunkan pH 
saluran pencernaan dan secara alami mencegah 
kolonisasi banyak bakteri (Watson et al., 2008). 
 

Bakteri asam laktat telah digunakan sebagai 
probiotik dan immunostimulan, selain untuk usaha 
perbaikan kualitas air dan nutrisi, juga untuk 
meningkatkan kelulushidupan larva dan produk 
akuakultur (Panigrahi et al., 2005). Ekstrak bebas sel 
dari empat strain bakteri asam laktat (L. acidophilus, 
Streptococcus cremoris, L. bulgaricus-56 dan L. 
bulgaricus-57) menekan pertumbuhan V. alginolyticus
secara in vitro dan secara in vivo pada udang 
Penaeus indicus (Ajitha et al., 2004). Bakteri asam 
laktat dari strain B6 aman digunakan sebagai 
probiotik pada udang Litopenaeus vannamei dan 
untuk mencegah infeksi Vibrio ssp. (Vieira et al., 
2007). Pemberian pakan probiotik Lactobacillus 
plantarum, meningkatkan pertumbuhan, respon imun 
alami, dan resistensi terhadap Streptococcus sp. dan 
iridovirus pada ikan Kerapu, Epinephelus coioides
(Son et al., 2009)  

 
Seleksi probiotik sangat penting karena 

mikroorganisme yang tidak tepat dapat menimbulkan 
efek yang tidak diinginkan pada inang (Sun et al., 
2010). Untuk menyeleksi probiotik secara umum 
adalah melakukan uji antagonisme secara in vitro. 
Selain itu, probiotik harus mampu hidup pada saluran 
pencernaan inang (resisten terhadap bile salts, pH 
rendah dan protease) dan mampu berkolonisasi pada 

rendah dan protease) dan mampu berkolonisasi pada 
sel epitel intestin untuk mengurangi dan mencegah 
kolonisasi patogen.  Probiotik yang digunakan 
sebaiknya adalah strain yang berasal dari inangnya, 
bersifat nonpatogen dan memberikan efek yang 
menguntungkan bagi inang (memperbaiki nutrisi dan 
meningkatkan respon imun), dan probiotik mesti hidup 
dan tahan pada kondisi penyimpanan dan dapat 
diproses pada skala industri seperti dengan cara 
liopilizasi (Vine et al., 2004; Balcazar et al., 2006). 
 

Meskipun sudah banyak penelitian tentang 
keberadaan BAL pada saluran pencernaan ikan dan 
lingkungan perairan, serta kemampuannya sebagai 
probiotik, namun pada ikan Kerapu Macan masih 
belum banyak yang diteliti. Bakteri asam laktat telah 
berhasil diisolasi dari saluran pencernaan ikan Kerapu 
Macan dari perairan laut Situbondo, Jawa Timur. Dari 
uji antagonisme terhadap bakteri patogen V. 
alginolyticus secara in vitro, didapatkan 20 isolat yang 
potensial. Penelitian ini bertujuan untuk melakukan uji 
lanjutan terhadap toleransi isolat-isolat tersebut pada 
pH dan bile salts (garam empedu), patogenisitas pada 
ikan Kerapu Macan dan kemampuannya menekan 
pertumbuhan bakteri V. alginolyticus. 

 
 
Materi dan Metode 
 
Materi penelitian 
  
 Isolat BAL yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah bakteri yang diisolasi dari saluran pencernaan 
ikan Kerapu Macan dari perairan laut Situbondo, Jawa 
Timur. Sebanyak 20 isolat yang didapat telah diuji 
antagonisme terhadap V. alginolyticus isolat dari Balai 
Besar Pengembangan Budidaya Air Payau (BBPAP) 
Jepara, Jawa Tengah. Isolat BAL dan potensi 
antivibrionya (Nursyirwani et al., 2011). Penelitian ini 
dilakukan dari bulan Januari sampai dengan bulan Juni 
2011. Uji toleransi terhadap pH, bile salt dan ko-kultur 
dilakukan di Laboratorium Hama dan Penyakit Ikan 
Jurusan Perikanan Fakultas Pertanian Universitas 
Gadjah Mada, Yogyakarta. Sedangkan an di uji 
patogenisitas dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi 
Balai Budidaya Air Payau (BBAP) Situbondo, Jawa 
Timur. 
 
Toleransi terhadap pH 
  
 Uji ini dilakukan untuk mengetahui 
kemampuan isolat BAL untuk tumbuh pada pH 3, 4, 5 
dan 6. Prosedur pengamatan dilakukan menurut 
Hardiningsih et al. (2006). Isolat BAL diinokulasi pada 
medium cair de Mann, Rogosa, Sharpe (MRS broth, 
Merck, Darmstadt, Germany) yang telah diatur pH nya 
sesuai dengan pH uji dengan penambahan HCl 1% 
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sesuai dengan pH uji dengan penambahan HCl 1% 
atau NaOH 1%. Setelah diinkubasi selama 48 jam 
dilakukan pengukuran OD (Optical Density) dengan 
Spektrofotometer (APEL AP-101 Photoelectronic 
Colorimeter, Japan) pada panjang gelombang 600 
nm. Sebagai kontrol dan blanko digunakan MRS broth 
tanpa inokulasi bakteri. Setiap perlakuan diulang 
sebanyak dua kali. 
 
Toleransi terhadap bile salt 

 
Uji ini dilakukan untuk mengamati 

kemampuan isolat BAL untuk tumbuh pada berbagai 
konsentrasi garam empedu (bile salt). Pengamatan 
dilakukan menurut prosedur yang dilakukan Buntin et 
al. (2008). Isolat BAL digoreskan pada medium agar 
MRS, masing-masing ditambahkan dengan bile salt
(Oxoid) pada konsentrasi 0,2, 0,3, 0,4 dan 0,5%. 
 
Uji patogenisitas 
 

Uji ini bertujuan untuk mengetahui apakah 
isolat bakteri asam laktat (BAL) yang telah diisolasi 
dari usus ikan Kerapu Macan bersifat patogen atau 
tidak. Ikan Kerapu Macan yang digunakan berukuran 
10–12 cm sebanyak 250 ekor, terlebih dahulu 
diadaptasikan dalam bak penampungan selama 3 
hari dan diberi pakan pelet sebanyak 3% dari berat 
ikan dengan frekuensi pemberian pakan 3-4 kali per 
hari. Ikan dipindahkan ke dalam 21 buah akuarium 
yang berukuran 60x40x40 cm3 sebanyak 10 ekor 
ikan per akuarium (untuk 20 isolat BAL dan 1 kontrol). 

 
Penelitian ini dilakukan menurut prosedur Aly 

et al. (2008a). Isolat BAL ditumbuhkan pada media 
MRS broth pada suhu 30oC, setelah 48 jam sel 
bakteri dipanen dengan disentrifugasi pada 
kecepatan 3500 rpm selama 10 menit pada suhu 
4oC. Pelet dicuci dua kali dengan larutan PBS (pH 
7,4), disentrifugasi seperti sebelumnya. Bakteri 
disuspensikan dalam larutan PBS dengan 
menggunakan standar McFarlan ekuivalen dengan 
kepadatan bakteri 107 sel/ml. Kemudian ikan dari 
tiap kelompok diinjeksi dengan suspensi tiap-tiap 
isolat BAL 107 cfu/ml secara injeksi peritoneal (IP). 
Sebagai kontrol, ikan disuntikkan dengan PBS 
sebanyak 0,1 ml/ikan.  Selama masa pengujian, air 
akuarium diganti sebanyak 50% dan diaerasi, dan 
ikan diberi makan pelet sebanyak 3% dari berat ikan 
dengan frekuensi pemberian pakan 3-4 kali per hari. 
Ikan dipelihara dan diamati selama 7 hari. 
Pengamatan dilakukan terhadap gejala klinis, kualitas 
air dan mortalitas. Pengamatan gejala klinis meliputi 
gerakan ikan, reaksi terhadap rangsangan, nafsu 
makan, pernafasan, posisi ikan dalam akuarium, 
perubahan warna, jumlah lendir, adanya gripsis dan 
lesi eksternal lainnya. 

Uji Ko-kultur 
 
Uji ini dilakukan untuk mengamati 

kemampuan enam isolat BAL (KSBU 5Aa, KSBU 5Da, 
KSBU 9, KSBU 11B, KSBU 12B dan KSBU 12C) dalam 
menghambat pertumbuhan V. alginolyticus. Isolat-
isolat tersebut dipilih berdasarkan zona hambat terluas 
pada uji antibakteri, toleransi terhadap pH dan bile 
salts. Uji ini dilakukan menurut prosedur Vaseeheran & 
Ramasamy (2003). Isolat BAL dan V. alginolyticus
sebelumnya dikultur secara terpisah di dalam media 
Tripticase soya broth (TSB, Oxoid). V. alginolyticus
diinokulasi ke dalam TSB dengan konsentrasi 103

cfu/ml per tabung reaksi, kemudian tiap tabung 
ditambahkan dengan isolat BAL dengan konsentrasi 0
(kontrol), 103, 105 dan 107 cfu/ml. Perlakuan ini 
dilakukan dengan dua kali ulangan. Semua tabung ko-
kultur tersebut diinkubasi pada suhu 30oC dan 
pertumbuhan koloni V. alginolyticus diamati setiap hari 
selama 5 hari. Jumlah V. alginolyticus dihitung dengan 
menyiapkan serial pengenceran 101-107, dan 
sebanyak 0,1 ml dari tiap pengenceran diinokulasi 
pada agar Thiosuphate citrate bile salts sucrose (TCBS, 
Merck)), kemudian diinkubasi pada suhu 30oC selama 
24-48 jam.  
 
 
Hasil dan Pembahasan 
 
Toleransi isolat BAL terhadap pH dan bile salts 
  
 Bakteri asam laktat yang diisolasi dari ikan 
Kerapu Macan bersifat resisten dan dapat hidup pada 
kondisi pH rendah. Dari hasil pengukuran kerapatan 
optik (OD) dari kultur cair isolat BAL dengan pH 3, 4, 5 
dan 6 (Tabel 1), nilai OD tertinggi berturut-turut 
didapatkan dari  isolat KSBU 14B, KSBU 13C, KSBU 
14B dan KSBU 12B. Hasil penelitian ini menunjukkan 
hasil yang sama dengan hasil yang didapatkan oleh 
Balcazar et al. (2008) dimana BAL strain Lactococcus 
lactis, Lactobacillus plantarum dan L. fermentum
dapat hidup pada kisaran pH 2,5 sampai 6,5. 
 
 Toleransi terhadap empedu ikan (fish bile) 
adalah penting bagi strain probiotik untuk tumbuh dan 
hidup pada usus ikan. Dari hasil penelitian ini 
didapatkan 19 isolat BAL (95%) dapat tumbuh pada 
medium agar  MRS dengan konsentrasi bile salts 0,2% 
sampai 0,5% (Gambar 1). Hasil ini lebih baik dari hasil 
yang didapat oleh Buntin et al. (2008) dari 160 isolat 
yang diuji, berturut-turut hanya 43,12%, 20,00% dan 
11,85% isolat yang dapat tumbuh pada bile salts
2000, 3000 dan 4000 ppm. Sedangkan hasil 
penelitian Balcazar et al., 2008) menunjukkan hasil 
tidak ada perbedaan jumlah yang signifikan antara 
strain BAL yang diuji pada PBS yang mengandung 
konsentrasi fish bile 2,5 sampai 10%. 
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Tabel 1. Nilai OD (λ = 600 nm) rata-rata dari kultur cair isolat BAL pada kisaran pH   berbeda 
No. 

 Isolat 
pH 

3 4 5 6 
1. KSBU4B 0.074±0.000 0.008±0.002 0.160±0.007 0.322±0.001 
2. KSBU5Aa 0.037±0.001 0.035±0.003 0.047±0.001 0.324±0.003 
3. KSBU5Ab 0.038±0.004 0.017±0.010 0.039±0.004 0.314±0.001 
4. KSBU5Ba 0.125±0.002 0.037±0.003 0.134±0.002 0.049±0.005 
5. KSBU5Ca 0.025±0.001 0.022±0.005 0.070±0.008 0.333±0.001 
6. KSBU5Cb 0.139±0.003 0.032±0.002 0.127±0.003 0.027±0.003 
7. KSBU5Da 0.127±0.001 0.042±0.001 0.106±0.003 0.015±0.001 
8. KSBU5Db 0.076±0.008 0.008±0.000 0.126±0.004 0.326±0.003 
9. KSBU 9 0.107±0.005 0.010±0.004 0.157±0.005 0.330±0.001 

10. KSBU11A 0.081±0.000 0.006±0.002 0.206±0.004 0.348±0.025 
11. KSBU11B 0.085±0.002 0.012±0.002 0.125±0.007 0.018±0.004 
12. KSBU11C 0.127±0.004 0.026±0.002 0.158±0.003 0.013±0.004 
13. KSBU12A 0.122±0.016 0.009±0.001 0.171±0.001 0.324±0.003 
14. KSBU12B 0.035±0.004 0.008±0.001 0.138±0.009 0.366±0.031 
15. KSBU12C 0.082±0.003 0.049±0.001 0.137±0.009 0.013±0.003 
16. KSBU13B 0.037±0.000 0.012±0.001 0.141±0.001 0.005±0.006 
17. KSBU13C 0.076±0.010 0.050±0.004 0.074±0.001 0.013±0.001 
18. KSBU13D 0.130±0.006 0.020±0.003 0.170±0.010 0.014±0.002 
19. KSBU14A 0.143±0.004 0.012±0.001 0.168±0.006 0.019±0.001 
20. KSBU14B 0.157±0.000 0.039±0.003 0.223±0.009 0.023±0.007 
21. Kontrol 0.000±0.000 0.000±0.000 0.000±0.000 0.000±0.000 

 
 

  
 

 
Gambar 1. Pertumbuhan isolat BAL pada konsentrasi bile salts berbeda. Isolat KSBU 13D tidak tumbuh pada semua 

konsentrasi bile salts yang diuji. 
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a. Isolat  KSBU 5Da              b. isolat KSBU 12C 
 

  
 

c. isolat KSBU 11B           d. isolat KSBU 5Aa 
 

  
 

e. isolat KSBU 12B            f. isolat KSBU 9 
 
Gambar 2.  Perkembangan logaritma jumlah V. alginolyticus (inokulasi awal 103 cfu/ml) pada uji ko-kultur dengan konsentrasi 

awal BAL 103, 105 dan 107 cfu/ml selama 120 jam. 
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pengurangan terjadi sebanyak 1-2 unit logaritma, 
kemudian empat hari berikutnya terjadi pengurangan 
102-103 cfu/ml. Demikian pula, Hai et al. (2007) 
mendapatkan densitas sel Vibrio spp. tidak pernah 
melebihi level inokulasinya (103 cfu/ml) dengan 
penambahan probiotik B (Pseudomonas synxantha) 
dan probiotik C (P. aeruginosa) pada inokulasi awal 
103, 105 dan 107 cfu/ml, densitas sel kedua probiotik 
tersebut meningkat signifikan pada masa inkubasi 24, 
48 dan 72 jam. Dari hasil penelitian tersebut dapat 
disimpulkan bahwa jumlah patogen dapat dikontrol 
secara in vitro apabila konsentrasi probiotik meningkat. 

 
 

Kesimpulan 
 
Berdasarkan uji toleransi terhadap pH semua 

(20) isolat bakteri asam laktat resisten dan dapat 
tumbuh pada pH 3 sedangkan pada uji toleransi 
terhadap bile salts 0,5% hanya satu isolat (KSBU 13D) 
yang tidak tumbuh. Pada uji patogenisitas semua isolat 
BAL tidak bersifat patogen pada ikan Kerapu Macan.
Dari uji ko-kultur, tiga isolat (KSBU 12C, KSBU 5Da dan 
KSBU 9) mampu menekan pertumbuhan V. 
alginolyticus. Oleh karena itu, perlu dilakukan uji adhesi 
in vitro untuk mengetahui kemampuan kolonisasi isolat 
BAL pada usus ikan, dan uji tantang isolat BAL terhadap 
V. alginolyticus pada ikan Kerapu Macan.   
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Patogenitas isolat BAL terhadap ikan 

Salah satu kriteria penting untuk pemilihan 
calon probiotik adalah bahwa organisme tersebut 
harus bersifat nonpatogenik terhadap inang. Hasil 
penelitian ini menunjukkan bahwa semua isolat BAL 
dengan konsentrasi masing-masing 107 sel/ml yang 
diinfeksikan tidak menimbulkan infeksi dan penyakit 
pada ikan Kerapu Macan dengan tingkat sintasan 
(survival rate) 100%. Selama tujuh hari pengamatan,
ikan menunjukkan pergerakan aktif, nafsu makan 
tinggi dan cenderung bergerombol di dasar bak 
pemeliharaan. Hasil yang sama juga didapatkan dari 
hasil penelitian Aly et al. (2008b), yaitu Bacillus 
subtilis dan Lactobacillus acidophilus yang diinjeksi 
intraperitoneal (IP) tidak berbahaya dan tidak 
menimbulkan kematian pada ikan Tilapia nilotica 
(Oreochromis niloticus) selama 15 hari pengamatan. 
Sementara itu, Vieira et al. (2007) mendapatkan 
strain B6 dari 14 strain bakteri asam laktat yang 
diisolasi dari saluran pencernaan udang, dan 
ditambahkan ke dalam air media pemeliharaan larva 
udang Litopenaeus vannamei. Tingkat sintasan yang 
diperoleh adalah 79,8% setelah ditantang dengan 
Vibrio harveyi dan 73,3% tanpa V. harveyi.  
 
Kemampuan isolat BAL menghambat pertumbuhan 
V. alginolyticus 

 
Setiap isolat BAL yang diuji menunjukkan 

kemampuan yang berbeda dalam menghambat
pertumbuhan V. alginolyticus pada inokulasi awal 103

cfu/ml (Gambar 2). Penghambatan pertumbuhan 
yang terbaik ditunjukkan oleh isolat KSBU 12C, diikuti 
oleh isolat KSBU 5Da. Meskipun jumlah V. 
alginolyticus terus meningkat sampai waktu 
pengamatan 120 jam, jika dibandingkan dengan 
kontrol, penambahan BAL pada konsentrasi awal 103, 
105 dan 107 cfu/ml dapat menekan pertumbuhan 
bakteri patogen tersebut. Demikian pula dengan 
penambahan isolat KSBU 9 pada konsentrasi berbeda 
juga menunjukkan penurunan jumlah V. alginolyticus, 
namun tidak terlihat perbedaan antara perlakuan 
ketiga konsentrasi bakteri pada akhir pengamatan. 
Sementara pada isolat KSBU 11B, meskipun jumlah 
V. alginolyticus pada kontrol tetap tertinggi, namun 
tidak terlihat perbedaan antara ketiga perlakuan 
konsentrasi bakteri. Sedangkan pada perlakuan 
dengan isolat KSBU 5Aa dan KSBU 12B hampir tidak 
ada perbedaan antara kontrol dan perlakuan 
konsentrasi berbeda. 
 

Hjelm et al. (2004) mendapatkan
pengurangan jumlah V. anguillarum 90-11-287   dan   
V. splendidus    (konsentrasi   awal 102–103 cfu/ml)   
setelah   penambahan Roseobacter 27-4 (konsentrasi 
awal 106–107 cfu/ml), pada hari pertama 
pengurangan terjadi sebanyak 1-2 unit logaritma, 
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