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ABSTRACT

This study aims to isolate Bacillus that can fight the growth of Vibrio harveyi. Based on the results of the inter-
Bacillus competition test show that Bacillus isolates was able to compete and grow with each other on the media of
Sea Water Completed Agar (SWCA). The challenge test Bacillus bacterial to against Vibrio harveyi bacteria, that
Bacillus did not yet produce anti-bacteria on the second day. In the joint culture test method between Bacillus and
Vibrio harveyi that Bacillus were able to inhibit the growth of Vibrio harveyi bacteria on the 4th day.
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PENDAHULUAN

Serangan penyakit dan penurunan kualitas
lingkungan budidaya merupakan salah satu
masalah yang timbul pada usaha budidaya
pembenihan udang. Salah satu penyakit udang
yang membahayakan adalah penyakit udang
berpendar yang disebabkan oleh bakteri Vibrio
harveyi (Apriliani et al., 2016). Bakteri V. harveyi
dapat menyerang udang pada berbagai stadia
yaitu mulai dari nauplius, zoea, mysis, dan post
larva di pembenihan hingga udang dewasa di
tambak perbesaran (Saulnier et al., 2000). Bakteri
tersebut menyerang organ hepatopancreas pada
udang (Sarjito et al., 2015).

Usaha untuk mengatasi masalah penyakit
vibriosis salah satunya dengan menambahkan
antibiotik (Karunasagar, 1994). Namun pengguna-
an antibiotik memiliki dampak negatif karena
dapat mengakibatkan V. harveyi menjadi resisten
terhadap antibiotik. Upaya yang lain yakni
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dengan mengatur kadar garam di per-tumbuhan
udang. Kadar garam yang terbaik untuk menekan
pertumbuha V. harveyi adalah 30 ppt (Utami et al.,
2016). Upaya lain yang terbaik pengendalian
penyakit V. harveyi adalah pemberian probiotik.
Pada budidaya udang, penggunaan probiotik
dalam pemeliharaan kultur larva telah berhasil
menurunkan insiden serangan infeksi bakteri
(Muliani et al., 2011). Pemberian probiotik ternyata
dapat menaikkan retensi protein pada udang
vaname sedangkan pada lemak tidak terjadi
(Kurniawan et al., 2016). Pemberian probiotik juga
dapat meningkatkan produksi udang vaname
(Susilowati et al., 2017). Pemberian probiotik dari
isolat mangrove ternyata dapat melawan bakteri
Vibrio  parahaemolyticus patogen pada udang
Litopenaeus vannamei (Fajriani et al., 2018).

Pada penelitian Ghazali (2014) menunjukkan
bahwa pemberian probiotik pada udang vaname
menghasilkan tingkat kelangsungan hidup, laju
pertumbuhan harian, rasio konversi pakan, dan
biomassa yang lebih baik dibanding kontrol.
Menurut Novitasari et al. (2017) pemberian
probiotik Bacillus sp. D2.2 yang diberi molase
mampu meningkatkan laju pertumbuhan dan
rasio konversi pakan dibandingkan dengan
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perlakuan kontrol. Penambahan probiotik Bacillus
ternyata juga dapat meningkatkan jumlah leukosit
(Sumardi et al., 2016).

Dosis terbaik probiotik Bacillus adalah 1012
sel/ml yang diaplikasikan di tambak budidaya
udang vaname pola intensif dengan padat tebar 50
ekor/m? adalah 5 mg/L/minggu. Dosis tersebut
mampu menghasilkan sintasan (86,5% + 4,2%)
dan produksi udang vaname yang tinggi (5934 +
62,90 kg/ha/musim tanam), serta menghasilkan
nilai konversi pakan yang lebih efisien (1,37).
Dosis 3 mg/L menghasilkan pertumbuhan,
sintasan, produksi terendah, dan nilai konversi
pakan yang paling tidak efisien (Gunarto et al.,
2009). Berdasarkan karakterisasinya maka perlu
penggalian potensi isolat tersebut sebagai
kandidat  probiotik =~ dalam  menghambat
pertumbuhan bakteri Vibrio harveyi.

METODE PENELITIAN

Waktu dan Lokasi Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam Universitas Lampung. Waktu
pelaksanaannya adalah pada bulan Januari-April
2018.

Bakteri Bacillus sp.

Kandidat probiotik yang akan digunakan
pada penelitian ini adalah lima isolat bakteri
Bacillus yang merupakan koleksi laboratorium
Mikrobiologi FMIPA  Universitas Lampung.
Kelima isolat bakteri tersebut adalah Bacillus sp.
UJ131, Bacillus sp. UJ132, Bacillus sp. IP121, Bacillus
sp. SB141, Bacillus sp. KPP212. Lima isolat bakteri
Bacillus tersebut mampu menghasilkan enzim
protease, selulase, dan xylanase. Isolat bakteri
Bacillus yang digunakan diisolasi dari hutan
mangrove Desa Margasari Lampung Timur.

Uji Kompetisi Sesama Bakteri Bacillus sp.

Uji ini diperlukan untuk mengetahui apabila
kelima jenis bakteri Bacillus sp. ditumbuhkan
dalam tempat yang sama, ada yang terhambat
atau tidak. Kalau ternyata ada koloni bakteri yang

terhambat maka tidak dapat digunakan sebagai
probiotik. Media yang digunakan dalam uji
kompetisi ini adalah media sea water completed agar
(SWCA). Media SWCA mengandung: 5 ¢
baktopepton, 1 g ekstrak khamir, 3 ml gliserol, 750
ml air laut, 250 ml aquades, dan 15 g agar. Isolat
bakteri Bacillus sp. UJ131 diambil menggunakan
tusuk gigi steril dan dititikkan ke media SWCA
Kemudian isolat bakteri Bacillus sp. UJ132 diambil
menggunakan tusuk gigi steril lalu dititikkan
disebelah isolat Bacillus sp. UJ131 dan diberi jarak
1 cm. Kemudian perlakuan yang sama juga
dilakukan untuk isolat Bacillus sp. UJ131 dan
IP121, UJ131 dan KPP212, UJ131 dan SB141, UJ132
dan IP121, UJ132 dan KPP212, UJ132 dan SB141,
IP121 dan KPP141, IP121 dan SB141, KPP212 dan
SB141. Biakan tersebut kemudian diinkubasi pada
suhu ruang selama 24 jam dan amati
pertumbuhan koloni bakteri Bacillus sp. yang
tumbuh (Gambar 1).
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Gambear 1. Perlakuan uji kompetisi Bacillus.

Uji Kompetisi Bakteri Bacillus terhadap Bakteri
Vibrio harveyi.

Bakteri Bacillus sp. UJ13, Bacillus sp. UJ132,
dan Bacillus sp. IP121 diinokulasi ke dalam
masing-masing tabung berisi media SWC cair,
kemudian diinkubasi selama 24 jam di suhu
ruang. Bakteri Bacillus yang sudah berumur 24
jam diusap di media SWCA menggunakan stik
yang diberi kapas kemudian diinkubasi selama 48
jam pada suhu ruang. Selanjutnya bakteri Vibrio
diusapkan pada media SWCA menggunakan
tusuk gigi steril yang diberi kapas. Bakteri Bacillus
yang sudah berumur 48 jam diambil agar dan
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Tabel 1. Perlakuan percobaan kultur bersama.

Perlakuan Bacillus sp. V. harveyi
(sel/ml) (sel/ml)
A (Bacillus sp. UJI131 VS Vibrio harveyi) 10° 104
B (Bacillu sp. UJI132 VS Vibrio harveyi) 10° 10
C ( Bacillus sp. IP121 VS Vibrio harveyi) 10° 10*
D (Vibrio harveyi) - 104
E (Bacillus sp. UJI131) 105 -
F (Bacillus sp. UJI 132) 10° -
G (Bacillus sp. IP121) 10° -

Tabel 2. Hasil uji kompetisi Bacillus.

Diameter koloni bakteri (mm)

Perlakuan I I
Bacillus sp. UJ131 VS Bacillus sp. UJ132 18 11
Bacillus sp. UJ131 VS Bacillus sp. IP121 20 12
Bacillus sp. UJ131 VS Bacillus sp. KPP212 29 9
Bacillus sp. UJ131 VS Bacillus sp. SB141 17 10
Bacillus sp. UJ132 VS Bacillus sp. IP121 12 16
Bacillus sp. UJ132 VS Bacillus sp. KPP212 11 8
Bacillus sp. UJ132 VS Bacillus sp. SB141 14 7
Bacillus sp. UJ132 VS Bacillus sp. KPP212 20 7
Bacillus sp. IP212 VS Bacillus sp. KPP212 20 9
Bacillus sp. KPP212 VS Bacillus sp. SB141 10 10

biakannya menggunakan mikrotipe steril kemudi-
an diletakkan di media SWCA yang sudah diusap
bakteri Vibrio berumur 24 jam. Selanjutnya
diinkubasi selama 24 jam di suhu ruang dan
diamati zona jernih yang terbentuk.

Percobaan Kultur Bersama

Bakteri Bacillus UJ131, Bacillus sp. UJ132,
Bacillus sp. IP121, dan bakteri Vibrio diinokulasi ke
dalam masing-masing tabung berisi media SWC
cair kemudian diinkubasi selama 24 jam pada
suhu ruang. Bakteri Bacillus UJ131 dengan
kerapatan sel 10> sel/ml dan bakteri Vibrio dengan
kerapatan sel 10¢ sel/ml diinokulasi ke dalam
media SWC cair sebagai perlakuan Bakteri Bacillus
dengan kerapatan sel 105 sel/ml diinokulasikan ke
dalam media SWC cair sebagai kontrol Bacillus
lalu digoyang menggunakan orbital shaker selama
24 jam. Perlakuan yang sama juga dilakukan pada
Bacillus sp. UJ132 dan Bacillus sp. IP121, demikian

juga dilakukan pada kontrol Vibrio (Tabel 1).
Setelah biakan berumur 24 jam masing-masing
jenis bakteri dituang dengan metode taburan.
Bakteri Bacillus Vs Vibrio dituang ke dalam media
Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar (TCBSA)
untuk mengetahui jumlah koloni bakteri Vibrio
yang tumbuh, dan bakteri Bacillus dituang di
media SWCA untuk menghitung jumlah bakteri
Bacillus yang tumbubh.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji Kompetisi antar Bacillus spp.

Pada wuji kompetisi Bacillus bakteri ber-
kompetisi dan saling tumbuh. Pada uji kompetisi
koloni bakteri Bacillus sp UJ131 tumbuh lebih
besar daripada koloni bakteri Bacillus sp. UJ132,
Bacillus sp. 1P121, Bacillus sp. KPP212, dan Bacillus
sp. SB141. Bacillus sp. IP121 tumbuh lebih besar
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Gambear 2. Hasil uji kompetisi bakteri Bacillus.

Biakan isolat Bacillus

Gambear 3. Kandidat probiotik yang tidak membentuk
zona jernih.

dibandingkan dengan koloni Bacillus sp. UJ132,
koloni bakteri Bacillus sp. UJ132 lebih besar
dibandingkan dengan isolat Bacillus sp. KPP212
dan Bacillus sp. SB141, isolat bakteri Bacillus sp.
IP121 lebih besar dibandingkan dengan isolat
Bacillus sp. KPP212 dan Bacillus sp. SB141, dan
isolat Bacillus sp. KPP212 dan Bacillus sp. SB141
ukuran koloni yang tumbuh sama yaitu sebesar 10
mm (Tabel 2).

Uji kompetisi sesama Bacillus dilakukan untuk
mengetahui apakah antar Bacillus dapat saling
membentuk zona penghambatan antibakteri.
Berdasarkan hasil penelitian diketahui bahwa
sesama Bacillus tidak saling membentuk zona
penghambatan dan dapat saling tumbuh. Hasil
tersebut menunjukkan bahwa bakteri Bacillus
dapat tumbuh berdampingan dan dapat hidup
secara bersama sama. Bacillus tidak melakukan
kompetisi perebutan nutrisi dan ruang antara
sesama bakteri (Gambar 2). Hal ini terjadi pada
penelitian Arwiyanto et al. (2007), yakni ada

probiotik Bacillus sp. yang tumbuh bersama tidak
saling menghambeat.

Kemampuan Bacillus yang tidak saling
menghambat tersebut juga dapat terjadi karena
adanya kerjasama isolat yang saling melengkapi
dalam mendegrasi substrat untuk pertumbuhan-
nya. Kemungkinan ini sejalan dengan penelitian
Sahlan et al. (2014), yang melakukan uji
konsorsium bakteri tanah untuk mendegradasi
pestisida propoxur untuk pertumbuhannya.
Kerjasama antar bakteri juga dibuktikan oleh
penelitian Sumardi (2005). Hal tersebut terjadi
ketika bakteri Geobacillus stearothermophilus 1L-07
ditumbuhkan dalam media bungkil sawit secara
tunggal ternyata tidak tumbuh. Akan tetapi ketika
bakteri  Geobacillus  stearothermophilus  L-07
ditumbuhkan bersama dengan Bacillus thermoleo-
vorans IT-08 ternyata keduanya hidup bersama.

Uji Kompetisi Bakteri Bacillus terhadap Bakteri
Vibrio harveyi

Uji kompetisi bakteri Bacillus sp. dengan
bakteri Vibrio harveyi menunjukkan bahwa kelima
isolat Bacillus tidak ada yang membentuk zona
jernih, yang berarti tidak menghasilkan antibakteri
(Gambar 3). Ketidakmampuan menghasilkan
antibakteri kemungkinan disebabkan oleh media
yang tidak cocok. Bacillus sp sebagai produksi
antibakteri ditumbuhkan pada media SWCA.

Pada penelitian lain, seperti yang dilakukan
oleh Vaseeharan & Ramasamy (2003), Bacillus
subtilis BT23 dapat menghasilkan antibakteri
dengan menggunakan media Luria Bertani cair.
Antibakteri tersebut dapat menghambat bakteri
Vibrio spp. Pada penelitian Triandini & Suryadi
(2018), menyatakan bahwa antibakteri Bacillus
lentus diproduksi pada nutrient broth. Antibakteri
tersebut menghambat bakteri Gram negatif
(Proteus mirabilis). Penelitian Gao et al. (2017)
menyatakan bahwa Bacillus pumilus H2 dapat
menghasilkan antibakteri dengan menggunakan
media cair Luria Bertani. Antibakteri yang
dihasilkan dapat menghambat bakteri Vibrio sp.
Sedangkan penelitian Awais et al. (2010),
menyatakan bahwa  Bacillus  subtilis  dapat
menghasilkan antimikroba pada media sintetik
dengan sumber nitrogen asam glutamat.
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Antibiotik yang dihasilkan dapat menghambat
bakteri Micrococcus luteus (ATCC#10240).

Kemenangan kompetisi dapat juga di-
akibatkan oleh sumber karbon probiotik Bacillus.
Seperti yang dilakukan oleh Husaeni dan
Sudarmayasa (2018) menyatakan bahwa sumber
karbon dari tapioka memberikan pertumbuhan
lebih baik dibandingkan sumber karbon yang lain
(jagung dan dedak).

Koloni bakteri Bacillus juga tidak membentuk
zona penghambatan terhadap baktei V. harveyi
pada pengamatan hari kedua pada metode uji
kompetisi (Gambar 3). Hal ini menunjukkan
bahwa bakteri Bacillus pada hari kedua tidak
dapat menghambat pertumbuhan bakteri V.
harveyi.

Percobaan Kultur Bersama

Pada wuji eksperimen kultur bersama
menunjukkan bahwa bakteri Bacillus dengan
jumlah  konsentrasi  yang  lebih  tinggi

dibandingkan dengan jumlah konsentrasi bakteri
V. harveyi dapat menghambat pertumbuhan
bakteri V. harveyi pada hari keempat.

Pada metode uji kultur bersama (Bacillus + V.
harveyi) bakteri V. harveyi tumbuh dari hari ke-0

sampai hari kesatu. Pada kondisi tersebut
makanan masih tersedia cukup banyak dan belum
terdapat senyawa metabolit sekunder atau racun
lainnya. Pada inkubasi hari kedua dan ketiga
bakteri V. harveyi relatif konstan pertumbuhannya,
hal ini disebabkan makanan sudah berkurang
sehingga jumlah bakteri V. harveyi yang tumbuh
dan yang mati seimbang. Pada perlakuan kultur
bersama dihari keempat bakteri V. harveyi tidak
lagi tumbuh. Hal ini disebabkan makanan sudah
tidak tersedia dan sudah ada senyawa metabolit
sekunder atau racun yang bisa menyebabkan
bakteri V. harveyi mati. Pada perlakuan kontrol,
bakteri Bacillus dan V. harveyi yang ditumbuhkan
secara terpisah keduanya masih menunjukkan
pertumbuhan pada hari keempat. Dengan
demikian maka bakteri Bacillus menghambat
pertumbuhan bakteri V. harveyi dimedia cair pada
hari keempat. Hal ini didukung oleh penelitian
Vaseeharan dan Ramasamy (2003) bahwa
pertumbuhan bakteri V. harveyi terkontrol oleh
bakteri Bacillus BT23 baik secara in-vitro ataupun
in-vivo, pada uji kultur bersama hasil penelitian
yang di dapatkan yaitu bakteri Bacillus meng-
hambat pertumbuhan bakteri Vibrio pada hari
keempat, aktivitas penghambatan B. Subtilis BT23
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Gambar 4. Pertumbuhan bakteri Vibrio harveyi dengan dan tanpa bakteri Bacillus dan pertumbuhan bakteri

Bacillus sebagai kontrol.
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meningkat  seiring dengan  meningkatnya
pertumbuhan bakteri B. Subtilis BT23 tersebut.
Setelah diinokulasi pada hari ke-0 sampai hari
keempat pada kontrol uji kultur bersama bakteri
Bacillus dan V. harveyi tumbuh relatif stabil, hal ini
karena tidak terdapat kompetisi nutrisi dan ruang
antar bakteri. Penelitian yang dilakukan oleh
Purivirojkul et al. (2006) menunjukkan bahwa
Bacillus  subtilis melakukan persaingan dalam
pembentukan koloni terhadap bakteri V. harveyi.
Pada penelitian lain terbukti bahwa probiotik

Bacillus  sp dan  Staphyloccocus sp  dapat
meningkatkan bobot benih ikan lele dumbo dan
mengurangi  bakteri  Aeromonas  hydrophila
(Sya’bani et al., 2015).

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan
dapat disimpulkan bahwa pada uji kompetisi
bakteri Bacillus tidak dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Vibrio harveyi pada hari
kedua dan pada percobaan kultur bersama bakteri
Bacillus menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio
harveyi pada hari keempat.
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