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Buku ini menjelaskan tentang penyakit yang
timbul bila seseorang mengkonsumsi makanan atau
minuman dapat disebabkan oleh bakteri penghasil
racun maupun oleh bakteri penyebab infeksi. Infeksi
adalah tertelannya atau masuknya bakteri ke dalam
tubuh, kemudian dapat menembus sistem pertahanan
tubuh dan hidup serta berkembang biak di dalam tubuh
lalu menimbulkan penyakit. Bakteri yang
mengkontaminasi bahan pangan dan dapat
menimbulkan infeksi pada manusia salah satunya
disebabkan oleh Yersinia. Yersinia yang sudah dikenali
ada 11 spesies. Tiga galur diantaranya, yaity Y.
enterocolitica menyebabkan infeksi pada usus manusia
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iv | Kata Pengantar & Daftar Isi

BAGIAN I
PENDAHULUAN

kan mas (Cyprinus carpio, L) memiliki potensi yang

baik untuk dikembangkan, pemeliharaannya cukup
mudah, daya tumbuh kembangnya relatif cepat,
dagingnya memiliki kandungan gizi yang tinggi dan
bernilai ekonomis penting. Dipelihara di kolam biasa, di
sawah, waduk, sungai air deras, bahkan dalam
karamba di perairan umum. Anonimous {20053)
menyatakan bahwa di Indonesia ikan mas mulai
dipelihara tahun 1920 yang diimpor dari Cina, Jepang,
Talwan dan Eropa. Sebagai contoh produksi ikan mas
di perairan Sulawesi Utara berdasarkan data statistik
porikanan dapat mencapai + 2000 ton/tahun
(Anonimous, 2005b). Data tersebut dapat dilihat pada
Tabel 1.

Yersinia sp. pada lkan Mas (Cyprinus Carpio, L} | 1




Tabel 1. Produksi ikan mas di Sulawesi Utara lkan dapat mengalami kerusakan mikrobiologis

Tahun (ton) yang disebabkan adanya aktivitas bakteri. Sewaktu ikan
Wenes | foee | 2000 | 2001 | 200z | 2003 | 2008 masih hidup, bakteri terdapat pada insang, dalam organ
;o;mw 1854 | 19438 | 20212 | 9792 | 952 | 1300.9 yyhyh permukaan tubuh, ataupun dalam perairan.
Buddeya | o7 | 13085 | 14148 | sses | 8211 | aee Umumnya keragaman dan populasi bakteri yang berada
O S pada ikan sangat bervariasi tergantung dari jenis flora
m 9434 | 9766 | 10316 | 18252 | 1874 | 23893 normal yang dominan dalam tubuh ikan dan faktor

Sumber : Anonimous (2005b) lingkungan, yaitu pencemaran seperti fimbah domestik
dan industri yang dibuang ke perairan (Hadiwiyoto,
1993, Djide, 2004).

Penyakit yang timbul bila seseorang
mengkonsumsi makanan atau minuman dapat
disebabkan oleh bakteri penghasil racun maupun oleh
bakteri penyebab infeksi. Infeksi adalah tertelannya
atau masuknya bakteri ke dalam tubuh, kemudian dapat
menembus sistem pertahanan tubuh dan hidup serta
berkembang biak di dalam tubuh lalu menimbulkan
penyakit. Bakteri yang mengkontaminasi bahan pangan
dan dapat menimbulkan infeksi pada manusia salah
satunya disebabkan oleh Yersinia.

Yersinia yang sudah dikenali ada 11 spesies.
iga galur diantaranya, vyaitu Y. enterocolitica
enyebabkan infeksi pada usus manusia dan hewan

Budidaya ikan mas sudah banyak dilakukan ole
petani-petani ikan di Indonesia, tetapi pemeliharaann
masih banyak yang dilakukan dalam skala kecil
Mengingat permintaan terhadap sumberdaya ika
semakin banyak dan berkembang, maka para peta
dituntut untuk lebih memanfaatkan lahan yang ad
dengan lebih efisien.

Seiring dengan kelebihan-kelebihan yang dimili
ikan mas, sudah sepantasnya mendapat penangan
yang cukup serius. Terlebih lagi dalam usa
peningkatan dan pengembangannya terdapat kendal
yang berperan, diantaranya timbul masalah berups
kerusakan mikrobiologis dan berbagai macam penyakit.
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(mengganggu sistem pencernaan); Y. pestis merupakaf] Tulisan ini mempunyai tujuan untuk memberikan

galur yang ditakuti sejak dahulu karena menyebabkafl gambaran mengenai bakteri Yersenia sp. pada hasil
perikanan, khususnya ikan mas. Pembahasannya
mehputi karakteristrik tkan mas, karakteristiik Yersinia
8p., Infeksi dan kontaminasi Yersinia, metode analisis
bakteri, bakteri pada ikan mas, isolasi dan identifikasi
Yersinia, karakteristrik pertumbuhan Yersinia sp.

penyakit pes; Y. pseudotuberculosis menginfeksi timf
pada hewan dan menyebabkan penyakit
tuberculosis, penularannya ke manusia kemungkina
dari daging yang terinfeksi dan kurang dimasa
(Vamam dan Evans, 1991; Jay, 1992; Boyd, 199§
Anonimous, 2006a). Ditambahkan bahwa terdapat satt
spesies dari genus ini yang merupakan bakteri patoge
atau penyebab penyakit Enteric Red Mouth (ERM) dai
exophtalamia pada ikan yaitu Yersinia ruckeri. Spesie
ini dapat menimbulkan penyakit pada ikan-ikan jeni
salmonid dan non-salmonid (Gorbach et al, 1992
Tabbu, 1999; Anonimous, 2002a; Anonimous, 2005¢
Untuk jenis ikan salmonid yang sering terinfeksi yaifl
Rainbow Trout, sedangkan jenis ikan non-salmoni
yang juga terinfeksi diantaranya ikan mas. Namu
belum diketahui menyebabkan infeksi pada manusia

Genus ini belum dikenal umum dalan
pengolahan pangan terlebih khusus lagi untuk bidang
teknologi hasil perikanan, karena belum banys
mendapat perhatian.
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6 | Yersinia sp. pada Ikan Mas (Cyprinus Carpio, L)

¢ BAGIAN II
ARAKTERISTRIK IKAN MAS

Bachtiar (2002), menyatakan bahwa ikan mas
berdasarkan klasifikasinya adalah sebagai berikut :
Filum : Chordata

Kelas : Osteichthyes
Ordo : Cyprinoformes
Famili : Cyprinidae

Genus . Cyprinus
Spesies  : Cyprinus carpio, L

lkan mas (Cyprinus carpio, L) mempunyai
bentuk tubuh yang memanjang dan sedikit pipih ke
mping, ukuran dapat mencapai 5-60 cm dengan
3-6 kg. Kebanyakan berwama cokilat keemasan
flengan tubuh bagian bawahnya berpenampakan pucat,
ulutnya kecil berada diujung tengah dapat
isembulkan lunak (elastis), memiliki kumis (barbel) 2
sang, kadang-kadang mempunyai sungut 1 pasang.
ntuk membedakan ikan mas koki (Carasius auratus)
ari jenis ikan hias dengan ikan mas (Cyprinus carpio,

Yersinia sp. pada Ikan Mas (Cyprinus Carpio. L) | 7




L) adalah dengan adanya kumis (Hadiwiyoto, 1993 lerdapat di kedua sisi kepala. Dapat dilihat pada
Santoso, 1993 dalam Sunapati, 2001). Gambar 1.

Jarijari sirip punggung (dorsal) yang kedua
mengeras seperti gergaji, letak antara kedua sirip
punggung dan perut berseberangan, sirip dada
(pectoral) ikan mas terletak di belakang tutup insang

(operculum). Sirip punggung mempunyai 4 jari-jari keras
dan 16-18 jari-jar lemah, sirip anal mempunyai 3 jari
jari keras dan 5 jari-jari lemah, sirip perut (ventral|

1‘1‘:’1""" \ ff:‘"n '
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mempunyai 2 jari-jari keras dan 8 jari-jari lemah dar l + '.__;._’." - ‘
sirip dada mempunyai 1 jari-jari keras dan 13-16 jari-jar "@gs %\“ 6
lemah. Sisiknya tebal, tergolong besar bertipe cycloit 7

dan sisik garis rusuk (linea lateralis) lengkap berads Gambar 1. lkan Mas (Cyprinus carpio, L)

Sumber : i
sampai pertengahan ekor (Hadiwiyoto, 1993; Santoso % r.: Anonimous (2006a)

1993 dalam Sunapati, 2001). Keterangan : 1. Mulut

5. Sirip ekor
Ditambahkan bahwa usus ikan mas umumny: 2 Mata & kRt
tidak begitu panjang, tidak mempunyai lambung. Sifa 3. Operculum 7 Ventral
yang lain yaitu tidak bergigi sehingga menggunakar 4 Dorsal b Pathar

bagian dalam kerongkongan untuk mengoyak makanan
Bachtiar (2002), menyatakan bahwa hidung berupi
lekukan dan tidak berhubungan dengan ala
pernapasan. Alat pernapasan berupa insang yan(

8 1 Yersinia sp. pada Ikan Mas (erbms Cmﬂ; L) Yersinia sSp. pada Ikan Mas (Cyprinus C&!‘pfﬂ, L I 9




lkan mas, hidup di danau ataupun di air taw ‘ﬁ. "

" pada suhu 8-30°C sehingga dapat dipelihara di selurull
wilayah Indonesia, mulai dari pantai hingga ﬂa&lj
segunungan (Anonimous, 2005a). Berbeda dengan ikal
budi daya lainnya, ikan mas yang omnivora ini dapa
juga dibudidayakan dengan berbagai sistem, antara lail
sistem air deraé., karamba, jaring terapun a'

BAGIAN III
KARAKTERISTIK YERSINIA

Menurut Aritonang (2005), klasifikasi Yersinia
adalah sebagai berikut :

ameliharaan dalam drum serta dapat juga dipelihara L Kingdom - Eubacteria
kolam air tergenang (stagnant water). Filum . Proteobacteria

Komposisi kimia ikan sangat beraneka ragat Divisi - Protophyta
tergantung pada spesies, tingkat umur, musim, je Klas : Schizomycetes

kelamin, habitat dan masa penangkapan. kan ma Bhis
mengandung zat-zat kimia yang dibutuhkan oleh tubu

| Famili . Enterobacteriaceae
manusia seperti protein, lemak, beberapa jenis vitam

dan mineral. Santoso (1993) dalam Sunapati {2001
renvatakan bahwa dagingnya mengandung banya
protein (16-24%), lemak (0,2-2,2%), kalsium 208
mg/100 gr, besi 2,0 mg/100 gr, vitamin A 150 mg/10
gr, air 75,4 gr/100 gr dan 118 kal/100 gr daging.

Genus - Yersinia

Yersinia merupakan bakteri Gram-ne
grbentuk bulat telur atau batang dengan ukuran
panjang 1-2 pm dan lebar 0,5-1,0 pm, bersifat motil
suhu di bawah 30°C dengan menggunakan
fiagella peritrikus dan non motil pada suhu 3750,
Pnaerobik fakultatif, kemoorganotrofik dan memiliki
gnetabolisme fermentatif (Fardiaz, 1983; Jay, 1992: Holt
P! al., 1994).

. _;i.

18 | Yersinia sp. pada lkan Mas (Cyprinus Carpio, 1) Yersinia sp. pada Ikan Mas (Cyprinus Carpio, L) | 11
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Yersinia termasuk bakteri patogen pada su d Tabel 2. Perbedaan sifat-sifat Yersinia dengan

rendah dan dapat tumbuh pada suhu 4°C. Suh§ genus-genus lain
optimum pertumbuhannya adalah 28 -3700, d Karakteristik | Yersinia | Escherichia | Klebsiella | Proteus | Hjm
. R e b _ g
kisaran pH untuk pertumbuhan pada kultur murni 4,4gMoi pd suhu § | |
go'c + + ; 4 +
9,0 (Fardiaz, 1983; Varnam dan Evans,1991). Jag. _ R _ i @
(1992), menambahkan bahwa bakteri ini membent P — ) )
koloni dengan ukuran kurang dari 1,0 mm pada medig*"** |
Nutrien Agar (NA) setelah 48 jam pada suhu 307§, . : , | .. TR S
Oksidase negatif, memfermentasi glukosa deng .' Jroane ; : - T
sedikit atau tanpa gas, urease positif, tidak dapgPmtn - G = pr :
membentuk kapsul, fenilalanin deaminase negatg . ] | |
arginin negatif, lisin negatif dan ornitin positif {f&a Jekarboksilase g - e #
dilihat pada Tabel 1). Uji merah metil pada umumnyg¥eve
W roskauer . _ L o
positif sedangkan uji Voges Proskauer pada ;_?" 26°C) ’ - / " _ :
adalahh negatif untuk Y. pestis dan et Bimmon | l ; B R T
. ETL 5 " - +/- J+ .
pseudotuberculosis (Fardiaz, 1983; Singleton daf’ "~ |
_ W lkuran Koloni ” <1 mm > 1mm > 1 mm >Imm | >1mm
Sainsbury, 1987). Menurut Holt et al. (1994), Yersing..... ool

Bumber : Varnam dan Evans {(1991)
bersifat katalase positif, fermentasi karbohidri

{chikosa lakiosa, maltosa dan sukrosa) ada yang sosifnt

it 1 strain yang inaktif biasanya negatif
dan negatif.

2 memproduksi sedikit gas

3 strain tertentu negatif

4 Y. rucken

5 NA pada suhu 37°C selama 24 jam

12 | Yersinia sp. pada Ikan Mas (Cyprinus Carpio, L) Yersinia sp. pada lkan Mas (Cyprinus Carpio, L) | 13




Masa inkubasi sampai timbulnya gejala infek§infermedia dan Y. frederiksenii ditemukan terutama di
vang disebabkan oleh Y. enferocolifica memeriukagair tawar, ikan dan makanan, dan hanya kebetulan
waktu 24-36 jam setelah tertelan, dengan masgdiisolasi dari manusia. Sedangkan Y. kiistensenii
penyembuhan 3-5 hari. Dosis yang menyebabkallerutama ditemukan di tanah, sampel yang diambil dari
infeksi kira-kira 10°~10"° sel dengan rata-rata 3,5 x 108ingkungan. Y. enterocolitica diisolasi dari hewan-hewan
sel (Fardiaz, 1983). | epertl kucing, burung, anjing, babi, tikus, unta, kuda,
Untuk menyeleksi koloni Y. enterocolitica dap@ayam, rusa, sapi, babi hutan, beruang, domba, ikan dan
GLUNS _, erang (Jay, 1992; Sleisenger and Fordtran, 1983). Y.
Agar (BSA), Mac-Conkey Agar, Salmonella Shige Wohdel dapat diisolasi dari kotoran anjing, air dan
Agar (SSA), Cefsulodin-lrigasan-Novobiosin Agar (Clotoran manusia. Y. aldovae dapat ditemukan di
Agar} dan Cellobiosa-Arginine-Lysine (CAL). Untuk §pe
pestis setelah diinkubasi selama 48 jam pada sulfjidi

iwkaan air, air minum dan ikan. Y. mollaretii dapat
plasi dan kotoran manusia, air minum, daging dan
ruang menghasilkan koloni  berwarna keabu-abu sayuran mentah. Sedangkan Y. pestis yang merupakan
sampai sedikit kekuningan pada media Mac-Conk@ihenyebab penyakit dari sampar atau pes, terdapat
Agar {Anonimous, 2001; Anonimous, 2006b). Konemametara endemik (terus-menerus di dalam suatu
et al. (1992), menyatakan bahwa pada media biak omunitas) pada bermacam rodensia termasuk fikus
digunakan enrichment vyaitu untuk meningka -  dan tupal tanah. Ditambahkan Y. pseudofubercuiosis
pertumbuhan spesies bakteri tertentu, sementara jugguga endemik, ditemukan secara luas pada bermacam
menghambat mikroorganisme yang tidak diinginkarn.

Pinatang termasuk unggas (Koneman ef al., 1992).
Yersinia sp. tersebar secara luas di daratan G

danau, iuga terdapat di air yang mengalir. ,.
(18
di air, makanan, minyak, tanah, feces dan usus.

89), menyatakan bahwa Yersinia umumnya te daf

14 | Yersinia sp. pada Ikan Mas (Cypriniss Carpio, L) Yersinia sp. pada lkan Mas (Cyprinus Carpio, 1) | 15
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BAGIAN IV
INFEKSI DAN KONTAMINASI
YERSINIA

ersinia merupakan salah satu bakteri yang dapat
menimbulkan infeksi pada manusia dan
engkontaminasi bahan pangan (Buckle et al., 1987

. jan Banwart, 1989). Adanya infeksi bakteri, biasanya

ubuh mengadakan suatu reaksi perlawanan yang
,' jal dengan adanya gejala-gejala demam vyang
I jlalami oleh penderita penyakit. Ditambahkan bahwa
akteri ini dapat bertahan dan menginfeksi orang yang
ngronsumsi daging mentah (tidak dimasak dengan

S

@feksi pada usus dengan gejala yang menonjol adalah

\are (Fardiaz, 1983; Sujudi, 1993).

Menurut Pelczar dan Chan (2005), Yersinia
Popa menginfeksi manusia melalui vektor biologis yaitu
Priropoda yang bertindak sebagai inang tempat bakteri
! melewatkan masa inkubasi. Artropoda yang
. tenularkan penyakit biasanya menelan

Yersinia sp. pada Ikan Mas (Cyprinus Carpio, L} | 17




mikroorganisme patogenik, tetapi proses penulararthiitis. Varnam dan Evans (1991), menyatakan bahwa

penyakit berbeda-beda caranya. intuk  mengatasi infeksi ini  dibutuhkan tetrasiklin,
Penyakit yang disebabkan oleh Y. enterocoliti@aminoglikosida, sulphonamide dan chioramphenicol.
but yersiniosis, bakteri ini melekat dan membenti Y. pestis menyebabkan penyakit pes atau

koloni di sepanjang garis saluran usus. Kotoran hewakesmatian hitam (black death), yaitu nama pandemi pes
yang merupakan sumber utama penyebab yersinioSgwada abad ke empat belas dianggap sebagai
mengkontaminasi air, susu dan makanan, sehing alapetaka terbesar yang melanda  Eropa.
_ naup@enularannya dari satu rodensia ke rodensia yang fain,
hewan lain (Fardiaz, 1983; Alcamo, 1990; Varnam d@siau darl rodensia ke manusia, terjadi melalui gigitan
Evans, 1991). Ditambahkan bahwa susu merupak@eutu. Penyakit pes yang ditularkan pada manusia
penyebab terjadinya ledakan penyakit ka Sgerdapat dalam 3 bentuk yaitu pes bubo, pes septicemia
srusakan makanan yang pertama diketahui di Onei
Country, New York. Susu yang terkontaminasi adal@pestis bubonum), suatu penyakit yang dapat
susu coklat. Organisme tersebut masuk dengan sir
coklat yang ditambahkan setelah susu seies

#n pes pneumonik. Umumnya ialah sampar

snimbulkan rasa menggigil, mual, muntah, lemah
iruh badan dan membesarnya, memboroknya serta
dipasteunsasi. rmanahnya kelenjar getah bening (barah). Bubonik

Menurut Fardiaz (1983) dan Anonimous (20088apat menyerang jaringan-jaringan dari ginjal, hati
geiala umum dari infeksi Y. enterocolitica berufm
septicemia yang menyerupai tifus dan enteritis ., e
dengan apendiks atipikal. Gejala-gejala umum Y )
timbul berturut-turut dengan frekuensinya adalah dié
ringan sampai berat dan kadang-kadang kronis (98¢
demam {88%), sakil perut (64%), pseudoapenditis d

#, sumsum tulang dan paru-paru. Bentuk kedua
nisme sampar yang menyerang saluran darah dan
wnimbulkan septicemia. Penderita yang kemudian
smbuh dapat mempunyai nekrosis yang jelas pada
fingan periferi yaitu jaringan jari-jari kaki dan tangan.
mpar septicemia mirip dengan sampar barah dalam

18 | Yersinig sp. pada lkan Mas (Cyprinus Carpio, L) Yersinia sp. pada Ikan Mas (Cyprinus Carpio, L) | 19
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Spesies-spesies Yersinia yang lain seperti Y.
keri  merupakan bakteri patogen pada ikan, tetapi

segala hal, tetapi barah tidak terbentuk. Sedangk
bentuk ketiga yaitu sampar pneumonik primer' {lek
parah), ditularkan dari seseorang yang terinfeksi &ium diketahui menyebabkan infeksi pada manusia.
orang lain lewat pernapasan. Menyebabkan bad@Memukan pada permukaan lingkungan yang berair {(di
sangat lemah, pernapasan tertekan dan kematid tawar dan air laut) dengan kisaran suhu
seringkali terjadi beberapa jam setelah terkena (Lest@@rtumbuhan 10-45°C. Menimbulkan penyakit pada
dan Sterit, 1988, Schlegel dan Schmidt, 199@kan-kan jenis salmonid dan non-salmonid. Jenis ikan
Anonimous, 2001; Pelczar dan Chan, 2005; Anoniry pid yang sering terinfeksi yaitu Rainbow Trout
20086c). Ditambahkan bahwa antibiotik yang dibutuhk Salmo gairdneri). Sedangkan jenis ikan non salmonid
berupa sulfadiazine, tetrasiklin, streptomisin ang juga terinfeksi antara lain : Carp (Cyprinus carpio),
chioramphenicol. soldnsh (Carassius auratus), Burbot (Lota lota), Eel
Y. pseudotuberculosis menimbulkan infeksi pal@Anguila anguilla), Tench (Tinca tinca), Sturgeon
manusia seperti tifoid yang biasanya fatal. Gejala-geja@Aeipenser baer/), Minnows (Pimephales promelas)
yang paling umum dilaporkan adalah sakit pada pel@#ono dkk., 1998, Anonimous, 2002b; Anonimous,
08¢, Anonimous, 2005d; Aritonang, 2005).
Ditambahkan bahwa penyakit yang ditimbulkan
Mara lain Enteric Red Mouth disease (ERM)
onoid blood spot dan yersiniosis, yaitu per}yaktt
i merah atau bintik-bintik merah yang biasa feriihz
L mulut, mata dan di daerah kerongkongan yang terjadi
A daerah di bawah kulit mengalami pendarahan.
Penularan terjadi secara kontak dengan ikan

bagian bawah, demam, anorexia, nausea dan vormitifigrt
mya ke manusia kemungkinan dari dagl
yang terinfeksi dan kurang dimasak, makanan Yya

terkontaminasi oleh kotoran hewan atau melalui konf

langsung dengan hewan yang terinfeksi (Varnam ¢
Evans, 1991). Jawetz et al (1995), menambah
bahwa bakteri ini ditularkan dari manusia ke ; |
kemungkinan jarang terjadi. Untuk mengatasi t

ini diperlukan ampicilin dan tetrasiklin. #kil (carrier), dapat juga melalui air yang tercemar ikan
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sakit. Gejala terjadi pada ikan yang terinfeksi Y. ruck
akan terlihat lamban, warna tubuh menjadi gelép, cal
kuning pada usus, perut berisi cairan yang

srwaina, pendarahan pada otot dan organ,

radang pada bagian tertentu seperti mulut, tutup insagsi
ientukan peran patogeniknya (Koneman et al., 1992).

dan pangkal sirip. Terlihat warna kulit yang menghita
cairan pada rongga tubuh, ginjal dan limfa ikan
nembengkak, ikan menjadi tidak sadar dan mengaie
exopthalamia (Sarono dkk., 1998, Tabbu, 19
Anonimous, 2005c¢). Di Indonesia penyakit ERM téel
ditemukan di sekitar Jawa, Sumatera Barat, Riau '
' Selatan, sedangkan di luar '
ditemukan di Australia, Kanada, Inggris dan Amel
Serikat (Aritonang, 2005). _

Pencegahan dilakukan dengan meningke

-y S =

sanitasi dan mendeteksi penyebaran pada ikan
Pengobatan berupa pemberian antibiotik (oksitetrasi
khioramfenikol) ataupun sulfa. Teknik vaksinasi de .

filakukan dengan cara pemberian secara oral,

rendam (dipping), infiltrasi hiperosmotik dan mel;
suntikan perintra peritoneal (Sarono dkk., 1998; Tab
1999; Anonimous, 2005e). .
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Y. frederiksenii diyakini sebagai bagian dari flora
omensal,
media yang juga dari spesimen fekal manusia,

tetapi tidak menyebabkan diare.

idak berhubungan dengan penyakit usus.
Iklan pula dengan Y. kristensenii yang tidak dapat
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........
Ho

V ETODE ANALISA BAKTERI

. Analisa Total Bakteri dan Total Yersinia sp.
Analisa total bakteri ini bertujuan untk
enentukan seacra kuantitatif koloni bakteri yang
mbuh pada media Nutrien Agar (NA). Berikut ini
psedur Analisa Total Bakteri menurut Lay (1994) yang
lah dimodifikasi.

. Semua peralatan yang akan digunakan disteritkan
dengan menggunakan autoclave pada suhu 121°c,
3 dengan tekanan 15 psi selama 15 menit.

4§ NA sebanyak 5,06 gr ditimbang dan dimasukan ke
4 dalam Erlenmeyer yang berisi 220 ml aguades,
kemudian dihomogenkan menggunakan magneti
slirer selama 15 menit. Selanjutnya disterilisasi
gengan autoclave pada suhu 121°c selama 15 menit.
Dalam Erlenmeyer disiapkan larutan NaCl 0.9%
gengan cara: ditimbang sebanyak 1,48 gr NaCt lalu
ditambahkan 165 ml aqudes dan dihomogenkan
dengan magnetic stirrer. Selanjutnya dipipet masing-
Mmasing tabung sebanyak 9 ml ke dalam tabung
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reaksi yang telah diberi tanda, kemudian disterilk
dengan autoclave pada 121°c, dengan tekanan
psi selama 15 menit.
d. Masing-masing sampel berupa campuran i o "
insang dan isi perut (sampel A), insang (Sampel.
lender (sampel C) dan isi perut (Sampel D) dibl'en_.
dan ditimbang sebanyak 10 gr. Kemudian sam
rsebut dimasukan ke dalam larutan 90 mi Nag
0.9% steril, maka diperoleh larutan 10" atau 1 :
dan selanjutnya dipipet atau dimasukan ke dal
tabung reaksi pertama yang berisi 9 ml NaCl 0,
teril sebanyak 1 mi, sehingga akan diperoieh ian f
dengan pengenceran 10 atau 1:100, -demi.'
seterusnya sampai pengenceran 10“ untuk sel
sampe! Sedangkan untuk sampel air dipipet 1 mi|
dimasukan ke dalam tabung reaksi yang telah be
9 ml NaCl 0.9% steril sehingga diperoleh lar
dgengan pengenceran ', demikian seterus

)
L

sampai tingkat pengenceran 10°.

- l bakteri = J u m'a'- '

NA yang telah disterilkan dan didinginkan sampai
suhu 40°c dimasukan ke dalam 2 seri cawan petri

sebanyak 15-20 ml. kemudian cawan petri tersebut
diputar kekiri, kanan, depan dan belakang lalu
diblarkan sampai mengeras.

Cawan petri dimasukan ke dalam incubator pada

suhu 37°c selama 24 jam dengan posisi terbalik.

Kemudian pertumbuhan bakteri pada cawan petri
dihitung setelah masa inkubasi berakhir.

Jumlah koloni bakteri yang dihitung pada cawan petri
adalah berjumiah antara 30-300 koloni/petri. Setelah
fu jumlah yang diperoleh dikalikan dengan factor
pengencerannya.

TR

Metode yang dilakukan untuk penguijian total Yersinia
berupa metode sebar dengan menggunakan media
Mac-Conkey AgarpH 7.3+ 0.2

Prosedur kerja: _

e. Setelah itu setiap sampel dari tiap peng- # Masing-masing sampel diblender dan ditimbang

{kecuali sampel air hanya pengenceran 10™ dan 1
diambil 1 ml dimasukan ke dalam 2 cawan {
{(Duplo) yang telah diberi label.
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sebanyak 10 gr insang, lender dan isi perut, lalu
dimasukan ke dalam larutan NaCl 0.9% steril

sebanyak 90 ml, sehingga diperoleh larutan
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dengan pengenceran 10" kemudian dipif terdii yang dari 2 cawan petri). -Suspens
sebanyak 1 ml untuk dimasukan ke dalam
tabung reaksi yang berisi 9 m! larutan NaCl 0.
sehingga diperoieh pengenceran 1 02, demi
selanjutnya sampai pengenceran 10 un
setiap sampel. Untuk sampel air dipipet 1 mi ¢
dimasukan ke dalam tabung reaksi yang beris
ml larutan NaCl 0.9% sehingga diperoleh I

dengan pengencera 10", demikian selanjutf

diratakan dengan menggunakan conrad’s rod (L-
glass), agar suspensi tersebar merata di atas
permukaan media.

. Setelah dingin media diinkubasi pada suhu 25°c
selama 48 jam setelah itu dihitung koloni yang
tumbuh.

. Tahap Pengkayaan (Enrichment), Seleksi dan

sampai %> Isolasi Yersinia

b. Mac-Conkey Agar disiapkan sebanyal Untuk  mengidentifikasi dan  mengenal
cawan petri untuk setiap sampel dan 1 ' istik yang dimiliki oleh salah satu jenis bakteri,
petri sebagai control, lalu ditambah untuk sam@ilakukan dengan cara mengisolasi bakteri pada media
air 5 cawan petri: yaitu ditimbang Mac-Consgsiekiil, dibuat kultur sediaan dan selanjutnya dilakukan
Agar 7,85 gr dan dimasukan ke J |, ashingga diperoleh data yang menunjukkan sifat-
Erlenmeyer, kemudian diberi aquades sebani@fst yang dimiliki oleh bakteri tersebut. Lay (1894),
220 ml. Erlenmeyer selama = 15 menit. Seié@snyatakan bahwa identifikasi diperlukan untuk
ity media dituangkan ke dalam cawan petri Ghembedakan jenis bakteri yang ada pada bahan
didinginkan. gaen, karena mikroba tidak memiliki ciri anatomi yang

c. Hasil pengeceran dari masing-masing sanigysis, sshingga dentifikasi bakteri didasarkan. pada

Hogi, sifat biakan dan sifat biokimia.
Tahap pengkayaan adalah tahap
Mperbanyak jumlah bakteri yang akan diuji,

tersebut kemudian dipipet sebanyak 0,1 mi
datam masing-masing cawan petri yang bi
media Mac-Conkey Agar (setiap pengence
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Kolonl yang tumbuh secara bebas pada media Mac-
oy Agar di pindahkan ke dalam tabung reaksi yang

sedangkan bakteri yang lain dihambat pertumbuhan
(Koneman et al, 1992). Tahap ini dilakukan kar@les
Yersinia pada bahan makanan biasanya terdapat dai@sisl media NA miring dengan menggunakan jarum
jumiah kecil. Tahap pengkayaan dilakukan den@@se Kemudian diinkubasi pada suhu 25°C selama 48
menggunakan media Mac-Conkey Broth pH 7.3 + 0.28m Madia ini digunakan sebagai kultur sediaan.
Prosedur Kerja : '
1} Mac-Conkey Broth ditimbang 1,75 gr
dimasukkan ke dalam Erlenmeyer yang bens
ml aquades (untuk 5 tabung). Selanju '
dihomogenkan dengan magnetik stirer
menit, kemudian dipipet 10 ml untuk se@

. UJi Fislologis dan Morfologis
-~ Ul Motiliti
Uji Ini bertujuan untuk melihat kemampuan
Wisi melakukan pergerakan atau tidak.
usedur Kerja
#) Dislapkan media Motility Test Medium semi
padat pH 7.2 + 02, lalu kultur sediaan
diinokulasi ke dalam tabung reaksi dengan cara

2) Setelah itu dimasukkan bagian insang, lel
dan isi perut ikan mas ke dalam tabung ¥
telah diben label, lalu dikocok. Media terse

diinkubasi pada suhu 25°C selama 24 jam. bBagian dari permukaan media.
B) Belelah itu diinkubasi pada suhu 25°C selama

@4 jam. Hasil pengamatan dicatat, uji bersifat

menusukkan jarum Ose sampai kedalaman %/

Hasil yang diperoleh pada tabung “enrich
bida memperlihatkan pertumbuhan yang
{berwarna putih dan keruh) dapat dilanjutkan den
; an pada media Mac-Conkey Agar yang i
disiapkan untuk menyeleksi koloni Yersinia. Setelal
media diinkubasi selama 48 jam pada suhu 25°C.

positit jlka ada pergerakan dari bakteri yang
dgitandal dengan pertumbuhan melebar pada
bagian tengah sebagai akibat tusukan jarum .
Ose di sekeliling media.
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2 Pewarnaan Gram membantu menyebarkan sel secara merata

Pewarnaan Gram memilahkan bakteri me '
kelompok Gram-positif dan Gram-negatif. Bakteri Gr
#if berwana ungu disebabkan kompleks |
berwarna kristal violet-yodium tetap dipertahan
meskipun diberi larutan pemucat, sedangkan bak
Gram-negatif berwarna merah muda karena kompl

pada kaca preparat.

£) Olesan dibiarkan mengering lalu diikuti dengan
fiksasl di atas lampu spritus sampai oiesan
bakleri benar-benar kering agar bakteri

menampel pada kaca preparat tanpa merusak
#al bakteri.

Selelah difiksasi, preparat ditetesi deng
pewarna utama (kristal violet) dan dibiarkan

kemudian mengambil zat warna kedua yang berwa
merah. Perbedaan hasil pewarnaan ini diseball
struktur kelompok bakteri tersebut (Lay, 1994). Uj
bertisivan untuk menentukan karakteristik mikrosk
sefiap galur uji, baik reaksinya terhadap pewarn
Gram, bentuk sel dan ukurannya (Cappuccing
Sherman, 1992).
Prosedur Kerja :
a) Kaca preparat dibersinkan dengan kapas ¥y
telah diberi alkohol dan difiksasi di atas laf
spritus lalu diberi kode. |

b} Kultur bakteri pada agar miring diambil |
dioleskan secara aseptik pada kaca prep
kemudian diberi setetes air sterif 9

selama 1 menit, lalu dibilas (dekolorisasi)
gdengan menggunakan aquades dan dikeringkan
#lau diangin-anginkan.

Kemudian ditetesi dengan larutan lugol dan
diblarkan terendam selama 30 detik, dibilas
gdengan air lalu dikeringkan.
Setelah itu diikkui  dengan pe
menggunakan alkohol (larutan pemucat) 70%

~dengan cara menteteskannya di atas olesan
Selanjutnya olesan dibilas dengan aquades dan

dikeringkan dengan kertas tissue.
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h} Kemudian diberi larutan safranin dan di'bia:
selama 3045 detik, lalu dicuci dengan aqu
dan dikeringkan lagi dengan kertas tissue.

i} Preparat diamati di bawah mikroskop den
pembesaran 1000X. Untuk hasil pengam,.
dicatat, bakteri Gram-positif selnya berws
ungu sedangkan bakteri Gram-negatif

a)

harwama merah muda.

D. Uji Biokimia

Uji Fermentasi Karbohidrat ’_
Kemampuan  memfermentasikan  berb

3y dan produk fermentasi yang dihasi
merupakan salah satu ciri yang berguna

b)

identifikasi mikroorganisme. Hasil akhir fermentas
gitentukan oleh sifat mikroba, media biakan Y
digunakan serta faktor lingkungan (Lay, 1994). 1
bertujuan untuk menentukan kemampuan isola ‘f

dalam mendegradasi dan memfermentasi karbohi
ertentu dengan produksi suatu asam atau asam
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osedur Kerja .

Dibuat 4 macam media Fermentasi Karbohidrat
yang meliputi : Phenol Red Base-Glukosa Broth,
Phenol Red Base-Maltosa Broth, Phenol Red
Base-Sukrosa Broth, dan Phenol Red Base-
L aktosa Broth. Media fermentasi ini diatur pHnya
pada pH 7.4 kemudian disterilkkan dengan
autoclave pada suhu 121°C, dengan tekanan 15
psi selama 15 menit.

Kemudian dengan teknik aseptik bakteri uji
diinokulasi ke dalam tabung untuk masing-
masing media fermentasi, sebagai kontrol
digunakan media uji yang tidak diinokulasi
dengn bakteri uji.

Setelah diinokulasi, semua media diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 25°C. Pengamata
dilakukan terhadap perubahan yang terjadi

ierutama warna dan gas yang ditimbulkan, lalu

‘ dibandingkan dengan tabung kontrol.

Fembentukan asam terlihat melalui perubahan
warna media karbohidrat dari merah menjadi
kuning. Pembentukan gas terlihat dalam tabung
Durham.
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W Oksidase

Uji Inl bertujuan untuk menentukan adanya

sitlokrom oksidase yang ditemukan pada

roorganisme tertentu.

edur Kerja .

a) Dibuat media NA, kemudian bakteri uji

i diinokulasi dengan menggunakan jarum Ose

2H,0, > 2H,0 + O, f pada media tersebut. Selanjutnya diinkube

: selama 24 jam pada suhu 25°C dengan posisi
terbalik.

b) Cawan petri yang telah ditumbuhi koloni biakan
titambahkan reagen oksidase (feframethyl-p-
phenylenediamine dihydrochloride). Uiji bersifat

POBIlf jika warna koloni berubah menjadi hitam

dalam waktu 30 menit.

Uji Katalase

Uji ini bertujuan untuk menentukan kemam
bakteri untuk mendegradasi hidrogen peroksida (i ,
melalui produksi enzim katalase atau peroksid
menjadi H,O dan O, (Dundu, 2000; ljong, 200
Proses degradasi seperti digambarkan sebagai beri

1S

katalase

Prosedur Kerja : .

a) Dibuat media NB, lalu dimasukkan ke dt

tabung reaksi. Kemudian bakteri uji yang:

pada kultur sediaan diinokulasi ke dalam tat

reaksi tersebut. Media diinkubasi selama 24

sada suhu 25°C. |

b) Selanjutnya ke dalam tabung reaksi yang st

ada biakan diberi 3—4 tetes H,O, . 3%. ' | Uil Il bertujuan untuk melihat kemampuan
pengamatan dicatat berdasarkan pembe " i unluk menggunakan asam amino iiplofs

gelembung di dalam tabung. Bila tefff'¥##h menghasikan enzim triptofanase sebagai
s pengural gugus indol dari triptofan. Untuk melihat

ROy Indol digunakan reagens Kovac’s (Lay, 1994).
sadur Kera

i Indol

pembentukan gelembung udara, maka
bersitat posiif.
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Sedangkan bila kaldu berwarna kuningl/jingga
maka uji bersifat negatif.

a) Hasil biakan bakteri yang digunakan untul
motiliti, juga digunakan untuk uji indol' _de"
cara, yaitu ditetesi dengan 2-3 tetes re
kovac's.

b) Uji akan bersifat positif jika terbentuk
merah sebagai akibat pembentukan indol.

B Veges-Proskauer

vall Inl bertujuan untuk mengetahui kemampuan isolat uj

| memfermentasikan karbohidrat menghasilkan

wiyimethylcarbinol

seadur Kernja ¢

#) Media MR-VP disiapkan, lalu secara aseptik
bakterl uji diinokulasi ke dalam tabung-tabung
reaksl yang telah berisi media. Kemudian
dinkubasi selama 48 jam pada suhu 25°C,

B) Setelah itu pada setiap kultur ditambahkan 10

ietes reagen Barrit A (larutan alpha-naptol).

Madia tersebut digoyang secara perlahan-ahan.

kemudian ditambahkan Barrit B (KOH 40%) dan

sslanjutnya digoyang secara perlahan-lghan.
Mengamati perubahan yang terjadi, uji bersifat

. B - poaitif bila berwarna merah dalam waktu 20

dalam fabung. Ditunggu selama 30 delikg@  m@nit setelah penambahan reagen, sedangkan

setelah penambahan indikator methyl red § bila tidak menunjukkan perubahan warna maka

berwarna merah, maka uji bersifat pt Uil bersifat negatif,

Uji Methyi-Red

Uji ini bertujuan untuk menentukan kemam _-
isolat uji dalam mengoksidasi glukosa dengan prod
dan stabilisasi asam yang tinggi sebagai hasil pi
akhir {Cappuccino dan Sherman, 1992). |
Prosedur Kerja :

a) Disiapkan media Methyl Red-Voges Prosk
(MR-VP). Kemudian secara aseptik bakie
dunokulasi ke dalam tabung-tabung reaksi |
telah berisi media lalu diinkubasi selama 24
pada suhu 25°C. ' '

b} Selanjutnya ditambahkan reagen methy/ re
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Uji Sitrat ,
Uji ini bertujuan untuk menentukan kemamp Pengujilan  ini  bertujuan  untuk  melihat
shampuan bakteri untuk tetap bertahan hidup pada
1 saam atau basa. Berikut ini prosedur kerjanya :

#) Media Nutrien Broth (NB) dengan pH 4, 5, 8, 7, 8

dislapkan, lalu diinokulasi dengan biakan baktert

bakteri dalam menggunakan sitrat sebagai satu-sat
Prosedur Kerja :

a) Disiapkan media Simmon’s Citrate Agar pH
0.2 kemudian setiap bakteri uji diinokulag
dalam tabung-fabung yang telah berisi m
secara aseptik dengan cara mengge
Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada §
25°C. ' |

b} Untuk mengamati perubahan yang terjadi |
hasil positif akan ditunjukan dengan ads
perubahan warna dari hijjau menjadi
sedangkan bila tidak terjadi perubahan w
maka uji bersifat negatif.

ascara aseptik menggunakan jarum ©Ose.
Kemudian diinkubasi selama 24 jam pada
28°C.  Pertumbuhan akan ditandai dengan

syuhu

adanya kekeruhan yang akan dibandingkan
dengan media yang tidak diinokulasi dengan
bakteri sebagal kontrol.

Selanjutnya secara aseptik diambil 1 mata Ose
dan ditotolkan ke Nutrien Agar pada 10 bidang
permukaan yang berbeda dan diinkubasi pada
Bhu 26'C selama 24 jam. Pertumbuhan
ditandal dengan tumbuhnya koloni disetiap
~ permukaan NA yang telah ditotol.

E. Karakteristik Pertumbuhan Bakteri

Untuk mengetahui karakteristik pertumbl
bakieri maka diukur pengaruh beberapa fakior Yy
dapat menunjang pertumbuhan bakteri tersebut : Pengujlan Il bertujuan  untuk  melihat
perlumbuhan Yersinia pada suhu yang berbeda.

Alspun prosedur pengujiannya sebagai berikut :
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a) Bakteri ditumbuhkan pada media NB deng™ .

cara menginokulasi biakan bakteri ke a& BAGIAN VI

media secara aseptik dengan menggun BAKTERI PADA IKAN MAS
jarum Ose. Selanjutnya diinkubasi pada sul

25. 37 dan 50°C selama 24 jam. Sama i Total Plate Count

dengan uji pH, pertumbuhan dinyatakan pgl@  Total Plate Count (TPC) sampel ikan mas yang
~ saleh darl hasil perhitungan jumlah bakteri (CFU/gr)
B8 media Nutrien Agar dengan suhu inkubasi 37°C
i8ia 24 Jam ditampilkan pada Tabel 3 berikut ini :
petri. Inkubasi pada suhu 25°C selama 24 #e! 3, Masil analisa TPC ikan mas yang diinkubasi
Setelah itu pertumbuhan diamati 4 pada suhu 37°C selama 24 jam

ditandai tumbuhnya koloni disetiap permull@ | .
NA yang telah ditotol.

iika terjadi kekeruhan pada media uji.
b} Dari masing-masing suhu digoreskan padt
yang terlebih dahulu di bagi 10 bagian c

| Rata-Rata Nilai TPC |
(CFU/gr)

- 1.8X10°
1.4 X 10°
2.1 X10° |
15X10 . |
1.6 X 10°
2.3X10°

Sampel

. Campuran lendir, insang dan isi perut
- Insang
- Lendir
. I8l Perut
- Coloni Forming Unit
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Nilai TPC yang diperoleh pada sampel A lingy! bila dibandingkan dengan lendir dan insang.
tiga kali sampling dengan rata-rata nilai TPC ufi@ianto dan Liviawaty (1989), menyatakan bahwa sejak
masing-masing, yaitu pada sampling pertama rata-sh ditangkap telah mengandung bakteri yang
piainya 1.8 X 10°CFU/gr, sampling kedua diper@@hensentrasi pada tiga bagian utama yaitu ; insang,
1.4 X 10°CFU/gr dan sampling ketiga rata-rata nilai@mukaan kulit dan isi perut. Untuk kepadatan bakteri
2.1 X 10°CFU/gr. Dari rata-rata nilai TPC menunju &Bda kan bervariasi antara 10%—1 0°gr pada permukaan
tingginya jumlah bakteri. Tingginya jumlah bakteri pat, 10’-105/gr pada insang dan 10°—1 07/gr padé usus.
ikan mas erat kaitannya dengan lingkungan atau i Hakten yang terdapat pada ikan sebagian besar
hidup dari ikan tersebut. Salah satu faktor y@wasal darl lingkungan sekelilingnya, yaitu air sungai
menyebabkan tingginya kandungan bakteri pada @i alr tambak tempat ikan hidup atau dari air yang
mas adalah buruknya sanitasi lingkungan. Selaifljunakan untuk mencuci ikan (Hadiwiyoto, 1993).
didukung pula dengan parameter suhu dan p _ Uk hasil analisa air tempat pengambilan sampel juga
Untuk pengukuran suhu pada sampling pertama | Mdukung tingginya bakteri yaitu 3.6 X 10%/ml.
27°C dengan pH 6.98, sampling kedua suhunya . Herdasarkan Standar Nasional Indonesia air

engan pH 669 dan pada sampling kefiga suhtilidum (SNI1-01-3553-1996) mensyaratkan kandungan
28°C dengan pH 6.50. Jawetz et al. (1995), menyat ' baklert maksimum 1.0 X 10°ml. Sedangkan
bahwa selain zat makanan, suhu dan pH dasarkan PP. No 82 Tahun 2001 tentang Baku Mutu
merupakan fakior lingkungan yang mempe galdan Alr untuk total Koliform yaitu 10° MPN/100 mi
pertumbuhan bakteri. d

Hasil yang diperoleh untuk rata-rata nilai
dari sampel insang yaitu 1.5 X 10°CFU/gr, lendir |
10°CFU/gr dan isi perut 2.3 X 10°CFU/gr dapat dike
bahwa pada isi perut ikan mengandimg bakteri !

mous, 2006d). Bakteri koliform merupakan
amsier  mikrobiologis terpenting untuk kualitas air.
Wan demikian dapat diasumsikan bahwa data yang
Boieh lebih tinggl dibandingkan dengan SNi. Hal ini
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mengindikasikan buruknya sanitasi lingkungan te | Yersinia
pengambilan ikan mas.
Tinggi rendahnya mutu ikan sangat dipeng@in mas dapat dilihat pada Tabel 4.
keberadaan bakteri dalam tubuh ikan fers
Namun berdasarkan persyaratan mutu yang dikelt , el 4. Hasll analisa Total Yersinia pada ikan mas

" yang diinkubasi pada suhu 25°C selama 24 jam

oleh Standar Nasional Indonesia (SNI 01-2729-1

jumtah bakteri maksimum untuk ikan segar adalal SABRDE Rata-Rata Nilai
koloni/gr (Anonimous, 1992). Nilai e | Yersinia (TVCigr) |
dibandingkan dengan nilai TPC sampel, berarti 1 ey 0 14 X 10°
aman dan layak untuk dikonsumsi. Penampakan | A 15X 10°
i pada media NA dapat dilihat pada Gambar 15X 10° |
4 o 13X 10°
T 16X 10°
D [ i |

¥
L

CLendir
sl Perut
" Total Viable Count
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Data hasil analisa Total Yersinia pada sampel




Hasil yang diperoleh berdasarkan rata-rata Yersinia tersebar secara luas di daratan dan

: 4 - " |
pertama yaitu 1.4 X 10°/gr sedangkan sampling K4) menyatakan bahwa Yersinia sering dijumpai di

g s o i
dan ketiga nilainya 1.5 X 10%/gr. Adanya kandu air, air minum dan kotoran manusia. Sering

Yersinia dipengaruhi oleh kondisi perairan s mengkontaminasi makanan seperti ikan ataupun

buruknya sanitasi lingkungan. Kondisi suhu dan ) Jng dan sayuran mentah. Gambar 3 berikut ini

juga berpotensi menunjang keberadaan Yersinia Ullsigh penampakan koloni pada media Mac-Conkey
vidup diperairan tersebut. Pada sampel insang, &

dan isi perut menunjukkan bahwa nilai Yersinia ter

[

berada pada isi perut.
Keberadaan Yersinia pada ikan disebabkan

«tivitas perairan pada lokasi pengambilan sampel
mas tersebut. Aktivitas perairan berupa pengguna
sungai untuk MCK (Mandi Cuci Kakus),
pembuangan limbah rumah tangga dan sampah ¢
tersebut menyebabkan kondisi pel
sungai tercemar dan sebagai sumber kontan

bakteri pada ikan mas. Melimpahnya limbah of
berupa sisa makanan (pellet) bagi ikan dan I
rumah tangga diduga merupakan penyebab kek
air di Daerah Aliran Sungai Tondano. Berdasarkan
uii terhadap air diperoleh nilai 4.1 X 10%m! s

mendukung adanya bakteri pada ikan. #ibar 3. Tipikal koloni Yersinia pada Mac-Conkey Agar
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: BAGIAN VII
ILASI DAN IDENTIFIKASI YERSINIA

Tahap Pengkayaan (Enrichment), Seleksi dan
Isolasi Yersinia

Pada tahap enrichment yang dilakukan dengan
ggunakan  Mac-Conkey Broth memperiihatkan
Wmbuhan yang positif ditandai dengan kekeruhan
a media. Selanjutnya bakteri diisolasi pada media
BAIf (Mac-Conkey Agar). Fardiaz (1993) dan Boyd
8), menjelaskan bahwa masa inkubasi Yersinia
# media selektif diperpanjang 40-48 jam pada suhu
WA Mal Inl dilakukan karena Yersinia merupakan

s Mac-Conkey Agar yang diduga sebagai Yersina
| Kplonl yang tak berwarna (transparan) dan lama-
Pt menjadi sedikit kekuningan dengan ukuran
B8t keoll, berbentuk bulat dengan tepian yang licin
lekukan (entire) dan elevasinya agak datar

B8il). Kolonl bebas tersebut kemudian diisolasi ke

fil
N -
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\

media Nutrient Agar miring untuk dijadikan stok .
pengidentifikasian. N

B. Uji Fisiologis dan Morfologis
Uji Motiliti ,

Penguijian terhadap pergerakan bakteri dipe
hasil yang bervariasi, yaitu 51 galur yang menunj’
hast positif dan 9 galur lainnya negatif. -'
kebanyakan motil dengan menggunakan fla
peritrikus (Fardiaz, 1992 dan Holt et al., 1994).

Hasil uji motiliti dapat dilihat pada Ga
Has#l positif ini nampak dengan adanya wama Kk
keabu-abuan yang menyebar pada daerah

Gambar 4. Hasil Uji Motiliti

tusukkan jarum motiliti.

K | Kontrol
«  Negatif
+  Positf

Darl hasil pewarnaan Gram terhadap 60 galur
Boleh 85 galur bersifat Gram-negatif berbentuk
8, & galur (ILL.11 dan 11.L.12) dinyatakan Gram-
Bl kokus, 1 galur (1.In.4) Gram-positif kokus dan
wa (1LIn 16 dan 11.IP.7) tidak teridentifikasi. Yersinia
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merupakan bakteri Gram-negatif berbentuk bul al, kristal ungu akan tercuci atau larut bersama

atau batang (Fardiaz, 1983; Jay, 1992 Holt
1994). Volk dan Wheeler (1990), menyatakan Wiingan (safranin), peptidoglikan mengikat safranin
Yersinia termasuk bakteri Gram-negatif berb nage dinding sel menjadi warna merah.
batang. Hasil dari uji pewarnaan Gram dapat
pada Gambar 9.
Menurut Lay (1994), perbedaan pada tal
ewarmnaan Gram disebabkan dleh perbedaan '
dinding sel bakteri Gram-positif dan Gram-ni
sehingga menyebabkan perbedaan reaksi |
meabilitas zat wama dan penambahan I8
Gram-positif memiliki dinding sel terluar’
dari peptidoglikan tebal tanpa lapisan prote-in
lipopolisakarida, sedangkan Gram-negatif mt
lapisan peptidoglikan tipis yang dibungkus oleh I8
protein atau lipopolisakarida (Muslimin, 1996 dan
2004).
Pengamatan yang dilakukan  di
ogskop menunjukkan sel bakteri Gram
tampak berwarna merah, ini dikarenakan kristai
yang melekat pada dinding sel (peptidoglikan)
mengendap disebabkan adanya lapisan protein
lipopolisakarida, kemudian setelah diberikan '

tersebut. Pada tahap selanjutnya diberi warna

~ Gambar 5. Hasil Pewarnaan Gram
' (Pembesaran 1000x)
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C. Uiji Biokimia
Uji Fermentasi Karbohidrat

giukoesa, maltosa, sukrosa, dan lakiosa diperc -
yang bervariasi ;

aj

d)

Menurut Cappuccino and Sherman g
fermentasi karbohidrat yang memberikan hasil !
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Pada uji sukrosa ditemukan 4 galur uji 5

galur uji positif asam dan gas.

inlukkan bahwa bakteri tersebut menggunakan
18l lain sebagal sumber energi, sumber energi itu
% lain adalah pepton. Bakteri yang tidak mampu
winlasl karbohidrat tidak akan menyebabkan
ubahan warna pada media dan tidak menghasiikan

(maksl negatif). Untuk bakteri yahg dapat
Wermentas) karbohidrat akan menghasilkan asam,
MI-ROO Broth Base yang berwarna merah
blrubah menjadi kuning, dengan demikian
asam dan gas. , an reaksi tersebut adalah positif. Ada proses
Hasil uji maltosa menunjukkan 5  gallENeNias karbohidrat yang  diikuti  dengan
negatif, 1 galur uji sedikit asam gas (]1 gas (ditandai dengan gelembung gas
sedangkan 54 galur lain positif asam dan *[” “uno Durham) dan ada juga yang tidak.
ol siasl karbohidrat (glukosa, laktosa, maltosa dan
e ada yang positif dan negatif (Holt ef al., 1994).
# Wl fermentasi karbohidrat dapat difihat pad
Hhar 8 berikut In :

Dari uji fermentasi karbohidrat yang terdi

Pada hasil uji glukosa diperoleh 10 gal
menunjukkan negatif, 2 galur uji (ILIn.13
1.L.6) bersifat asam, 30 galur uji menghases
sedikit asam gas dan 18 galur lainnya =

21 galur menunjukkan sedikit asam g

Dari hasil uji laktosa diperoleh 7 galur uji
7 galur lainnya dengan sedikit asan
sedangkan 46 galur sisanya positif asal

gas.
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Gambar 6. Hasil Uji Fermentasi Karbohidrz

Ket K :Kontroi AG : Asam Gas
A Asam - . Negatif

Uji Katalase

Hasil pengujian dart semua galur ya
sebanyak 60 galur, hanya 1 galur ditemukan neg
gaiur lainnya menunjukkan hasil yang positif.
menunjukkan bahwa galur yang bereaksi positif n
mendegradasi H,O, yang Dersifat racun
molekul-molekul non toksik yaitu H,O dan O, d

58 | Yersinia sp. pada Ikan Mas (Cyprinus Carpio, L)

miproduksl enzim katalase pada saat melakukan
ianl secara aerobik. Cappuccino dan Sherman

. menyatakan bahwa reaksi positif nampak
W pembentukan gelembung-gelembung gas O,
ke dalam media biakan diberi beberapa tetes

. A% Yersinia bersifat atau memberikan reaksi

posilif (Holt et al.,, 1994, Jawetz et al., 1995).
darl uji katalase dapat dilihat pada Gambar 7.

B A LR
e =

Gambar 7. Hasil Uji Katalase
K Konliol - Negatif
+ . Positif
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Uji Oksidase |

Pada uji oksidase menunjukkan bahwa |
galur bersifat positif dan 54 galur yang bersifat
Galur yang memberikan reaksi positif ditandai d
perubahan warna koloni bakteri menjadi hitam ¢
ditetesi 2—-3 tetramethyl-p-phenylenedi
dihydrochloride. Galur tersebut memiliki enzim
siga yang berperan dalam respiras
Sedangkan untuk respon yang negatif menu
bahwa bakteri tidak menggunakan enzim s
oksidase. Untuk uji oksidase Yersinia mem . |
respon negatif (Varam dan Evans, 1991; H
1994: Jawetz ef al,, 1995). Hasil uji ini dapat dilih:
Gambar 8.

Gambar 8. Hasil Uji Oksidase

488l W)l Indol diperoleh 37 galur positif dan 23

| linya negatit. Hasil positif pada uji ini
bahwa ada bakteri yang dapat
I #nzim triptofanase sebagai katalis
i & fiptofan menjadi gugus indol. Lay (1994),
laskan bahwa jika hasil positif, reagen yang
W) talam media biakan bakteri akan bereaksi

.
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dengan indol dan menghasilkan senyawa yan
larut dalam air dan berwarna merah
permukaan medium. ljong (2003), menjelask'
balrwa komposisi reagens Kovac's yang ter __:f
p-dimetilamino-bensaldehida, butanol dan HC
bereaksi, dimana senyawa butanol-HCI i
membantu menarik indol yang dihasilkanf

n
i

E

bagian permukaan media, kemudian indol
membentuk kompleks dengan  p-dimetil
bensaldehida sehingga terbentuklah warna |
cerah. Umumnya Yersinia merupakan bakter
tdak dapat menghasilkan enzim tript @__
sebagai katalis pengurai triptofan menjadi
indol (Holt ef al, 1994). Berikut ini hasil uji
eperti terlihat pada Gambar 9. |

K Kontiol - . Negatif
+ | Positif

D& hasll  pengujian fermentasi campuran
BRI pehambahan indikator methyl red pada galur
fgipsinleh 41 galur mampu melakukan fermentasi

WREEN (hasil positif), sedangkan 19 galur uji lainnya

3 feaksl negatif. Galur yang menunjukkan

L

B ORIl berartt mampu mengoksidasi  glukosa
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dengan produksi asam sebagai produk .
Sedangkan untuk galur uji yang bersifat negatil;
media akan tetap kuning, karena asam yang te
akan dipecah lagi menjadi produk yang fain yaitu

¥
¥
C

atau asetiimetilkarbinol dengan pH akhir

[

mendekati basa. .

Lay (1994), menjelaskan bahwa penam
indikator pH “methyl red” dapat menunjukkan g
perubahan pH menjadi asam. Methyl Red bel

merah pada pH 4.4 dan berwarna kuning pada g

Wil

Yersinia umumnya merupakan bakteri yang;

tasi glukosa dan menghasilkan produl

~ Gambar 10. Hasil Uji Methyl Red
bersifat asam (Bonang dan Koeswardono, 1982)

uji dapat dilihat pada Gambar 10.

- . Negatif
Positif

3

-

pengujian ini diperoleh 47 galur yang
kan 13 galur lainnya menunjukkan hasil
Hasll positif pada uji ini menunjukkan
| mampu memfermentasi karbohidrat dan
kan aselilmetil karbinol. Adanya penambahan
| A akan menghasilkan asetoin sehingga
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Ritial
Untuk hasil uji sitrat diperoleh 13 galur yang

media biakan bakteri akan berwarna merah .'
selanjutnya penambahan reagen Barrit B
menghasilkan diacety/ dan akan memperjelas ;' mmggunakan sitrat sebagai sumber karbon
nenjadi merah jika bereaksi dengan udara {(Lobo m atau menunjukkan hasil positif dan 47 galur
Pierce, 1996). Menurut Varnam dan Evans Wwa mengahasilkan reaksi yang negatif. Yersinia
Wwa memberikan hasil yang negatif terhadap uji
Nsmnm dan Evans, 1991; Holt et al., 1994 ).

Cappuccino dan Sherman (1992), menyatakan
#hzim sitrat permease atau sitrase dapat

Yersinia pada uji VP bersifat +/-. Hasil pengu
dapat dilihat pada Gambar 11.

| — iasilitasl transportasi sitrat dalam sel. ljong (2003),

Belaakan bahwa sitrat akan dipecah menjadi
| asam sederhana, mula-mula asam
....... sslal, selanjutnya dirombak terus menjadi asam
asam piruvat dan CO,. Selama reaksi ini
gslng media akan menjadi alkalin, karena CO,
ksl dengan Na dan air yang terkandung pada

Hﬁfmjentuk sodiumkarbonat yang bersifat basa

Keberadaan sodium karbonat inilah yang
sbkan terjadinya perubahan warna media dari
m:dl biru. Hasil uji sitrat dapat difihat pada

s i 2 berikut ini

‘Gambar 11. Hasil Uji Voges-Proskauer

Ket K:Kontrol - : Negatif
+  Positif
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- Y. rohdei 1 galur uji
& Lendir - Y. frederiksenii 4 galur ujp

- Y. enterocolitica 1 galur uji
- Y. intermedia 1 galur uj
& Ini Perut - Y. frederiksenii 2 galur uji

- Y. enterocolitica 1 galur uji

¥ enterocolitica teridentifikasi dari bagian lendir
ﬁm nmpel lkan mas, sedangkan Y. intermedia
| darl bagian insang dan lendir. Untuk
m (insang, lendir dan isi perut) sampe! ikan
ﬁU\Eﬁhnl yaitu Y. frederiksenii. Menurut Jay
9 dan Koneman et al. (1992), Y. enterocolitica,

Berdasarkan hasil uji yang dilakukan te BB Y. rederiksenii dan V. rohdei ditemukan
ng-masing isolat bakteri yang diisolasi daflse i air, Ikan dan makanan, kotoran anjing dan
- Berikut ini perbedaan sifat antar spesies
m leridentifikasi  bedasarkan Bergey’s
ilive Bacteriology.

Ket K : Kontrol - : Negatif
+ : Positif

mas, kemudian dibandingkan dengan Bergey’s |
of Determinative Bacteriology. Maka teridentifil

galur uji yang dinyatakan sebagai Yersinia. B o
dipaparkan Yersinia sp. yang teridentifikasi dari

bagian sampel ikan mas :
e insang: - Y. frederiksenii 1 gal
- Y. intermedia 2 gall
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Tabel 5. Perbedaan sifat antar spesies Yer.

Uji Y. enterocolitica | Y. frederiksenii | Y. intermedia

Bher [ .. — 1 BAGIAN VIII

& ! - . = KTERISTIK PERTUMBUHAN

f : : L‘ AN dan kehidupan dari mikrooganisme,
> [ Gk - ' ﬂglruhl oleh faktor dari dalam tubuh
‘ X . ® tersebut, juga dipengaruhi oleh faktor
; n - g __nnlnnya. Untuk analisa pertumbuhan
AT LI : “ # yang teridentifikasi dilakukan pada pH

~Sumber - Fiok, ef a1 (1998) | T dalan Mktu 24 jam. Pada analisa ini diambil
| akili 13 galur uji yang teridentifikasi,
;Hoﬂkaenﬂ) Il.In.15 (Y. rohdei ), 1.L.6 (Y.
eR), dan 1ILL.19 (Y. intermedia). Galur yang
180 ditumbuhkan pada Nutrient Broth
m 24 Jam kemudian ditotol pada NA
By menjadi 10 bidang permukaan yang
mumn selama 24 jam. Pertumbuhan
| dengan tumbuhnya koloni disefiap
ﬂA yang telah ditotol. Berikut ini salah satu
89 Wl karakteristik pertumbuhan:
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Gambar 13. Uji Karakteristik Pertumbuha

pH

Data pengujian karakteristik pertun
Yersinia berdasarkan pada pH yang r—ﬂ#-*‘-’

dilihat pada Tabel 6 dan Gambar 14.
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Tabel 6, pH Pertumbuhan Yersinia

= Peartumbuhan
% Indeks pertumbuhan (%)
Kontrol
Tumbuh tidak baik
= Tumbuh kurang baik
- = Tumbuh agak baik
= Tumbuh baik
® Tumbuh sangat baik

W

k - Tidak ada pertumbuhan
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40+

Indeks P&tumbﬁhén

2011 1
| & |
Lin.1 LL6 Lin.15 ML19
Galur ]

sambar 14. Histogram Pertumbuhan Yersi
pH yang berbeda

Dan Tabel 6 dan Gambar 14 rnenuf.

bahwa hasil pertumbuhan Yersinia sangat dipe
oleh pH. Dien (1999),

‘merupakan faktor yang sangat berpengaruh t "

pertumbuhan sel suatu mikroorganisme.

Untuk indeks pertumbuhan yang dih
berbeda dalam tiap-tiap perlakuan pH, yaitu

sefiap perlakuan terindentifikasi
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pH B4 18] 7] 6 87 O 8",’

menyatakan bahwa n

pola pertun
bakteri yang tidak baik, kurang baik, agak baik, b
sangat baik. Pertumbuhan optimum Yersinia

8 pH 8.7 (kisaran pH netral) yakni terlihat indeks

4 yang balk, sedangkan pada pH asam 4-5.

ﬂ basa B Yersinia masih dapat bertahan hidup

i Ileks pertumbuhannya kurang baik. Untuk
i pH peralran dari sampling 1— 3 yakni antara
o juga mendukung pertumbuhan Yersinia.
dan Djarljah (1997), menambahkan bahwa

| m mendekati netral sangat cocok untuk

bakter|,
mﬂﬁ dan Evans (1991), menyatakan bahwa

: ﬁ untuk pertumbuhan Yersinia yaitu 4,4-9.0
'i ﬁ optimum 6-7 (pH netral). Dasi hasil

Isrsebut memperkuat data yang diperoleh
itian ini

8 pertumbuhan dari keempat galur pada
A7 dan B0°C, yang diinkubasi selama 24 jam

@l pada Tabel 7
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Tabel 7. Suhu Pertumbuhan Yersinia

(++++4)

)

= Tumbuh sangat baik
= Tidak ada pertumbuhan
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SUHU °C)
| KODE | wakt 4 25 37
GALUR U
g i I = i E P | P I |
iin1 . 94 +++ 30 +++4++ | 50 S 40 |
T 1LB 24 44+ 30 | +++++ | 50 ++++ 40
hin16 | 24 w+ | 20 | v+t | 50 | ++++ | 40 |
MLie | 24 l = | 30 s 50 S ‘ 40
oatye N5 L. 19
Keterangan : W28 03 @m0 | %
P = Pertumbuhan L — e
1 = Indeks pertumbuhan (%) ‘48, Histogram Pertumbuhan Yersinia pada
K = Kontrof suhu yang berbeda
= Tumbuh tidak baik -
= Tumbuh kurang baik Barkan hasil yang ditunjukkan pada Tabel
= Tumbuh agak baik Kisaran pertumbuhan Yersinia yaitu
= Tumbuh baik 8 Suhu optimum  25°C. Untuk kisaran

| #8f sampling pertama sampai dengan
' Bhlare  26-27°C  juga mendukung

'S Pada suhu 4°C masih dapat

- ==

¥

_ Indeks pertumbuhan kurang baik.
B BUhu B0°C Yersinia pada umumya
Herdasarkan penelitian ini dapat
Yersinia tidak tahan terhadap suhu
masih dapat bertahan hidup pada
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suhu rendah. Varnam dan Evans (1991), men DAFTAR PUSTAKA

bahwa Yersinia termasuk. bakteri yang. dapag
pada suhu 4-37°C, tetapi pada suhu pe
umumnya mengalami kematian. Sehingga ¢
penelitian tersebut memperkuat data yang d
pada penelitian ini.
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Yersinia sp. Pada lkan Mas (Cyprinus carpio, L)

dikembangkan, pemeliharaannya cukup mudah, daya tumbuhnya

relatif cepat, dagingnya memiliki kandungan gizi yang tinggi dan
bernilai ekonomis penting. lkan dapat mengalami kerusakan
mikrobiologis yang disebabkan oleh adanya aktivitas bakteri. Salah satu
bakteri tersebut adalah Yersinia yang bersifat kontaminan pada bahan
pangan dan penyebab infeksi pada manusia dan hewan. Buku ini hadir
dalam rangka untuk memberi pengetahuan tentang mengisolasi,
mengidentifikasi dan mengkarakterisasi bakteri Yersinia pada ikan mas
(Cyprinus carpio, L) berbasis analisa laboratorium. Bagian awal
mengemukakan gambaran mengenai bakteri Yersinia sp. pada hasil
perikanan, khususnya ikan mas. Pada bagian ini menceritakan
kelebihan dan kelemahan ikan mas dari aspek mikrobiologis. Pada
bagian kedua, ketiga dan keempat menyajikan karakteristik ikan mas,
Yersinia, infeksi dan kontaminasi. Pada bagian lima dan enam
menyajikan metode analisa bakteri dan keberadaanya pada ikan mas.

Bagian terakhir bagian ketujuh dan delapan memuat isolasi, identifikasi
dan karakterisik Yersinia.

I kan mas (Cyprinus carpio, L) memiliki potensi yang baik untuk
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Perikanan, Pengendalian Mutu Hasil Perikanan.
Menyelesaikan pendidikan S1 dalam bidang Teknologl Hasl
Perikanan di Fakultas Perikanan Universitas Sam Ratulang
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