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ABSTRAK 
Penelitian ini bertujuan sebagai informasi yang berkaitan dengan isolasi identifikasi Vibrio parahaemolyticus yang dilakukan sebagai langkah dalam menjamin keamanan pangan hasil perikanan sehingga aman untuk di konsumsi. Penelitian ini d ilakukan dengan metode ISO/TS 21872-1:2007 langkah yang dilakukan yaitu pre enrichment dengan menggunakan sampel sebanyak 25gram yang dilarutkan dengan menggunakan alkaline saline peptone water 225ml, lalu diinkubasi selama 6jam dengan suhu 41,50C sedangkan untuk sampel segar memerlukan waktu ± 1 jam, selanjutnya enrichment dengan suhu 41,5oC selama 18 jam ± 1 jam, selajutnya dilakukan isolasi serta identifikasi dengan menggunakan media Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose (TCBS), lau dilakukan inkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam ± 3 jam, setelah itu dilakukan pengamatan dengan ciri-ciri koloni pada V. parahaemolyticus lembut warna hijau (sukrosa negatif) dengan diameter 2-3mm, dan dilakukan uji biokimia dengan melakukan inokulasi pada koloni dengan menggunakan media saline nutrient agar, lalu dilakukan pemeriksaan uji biokimia. Hasil penelitian dari pemeriksaan sampel yang dilakukan di laboratorium Stasiun Karantina Ikan Pengendalian Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan Medan II (SKIPM) dapat disimpulak bahwa dari 7 sampel yang di uji tidak ada yang menunjukkan hasil positif bakteri Vibrio parahaemolyticus dari sampel laut, untuk media dan reagen uji yang digunakan benar dan sesuai dengan pengujian pada control positif bakteri Vibrio parahaemolyticus. 

Kata kunci: 
   
PENDAHULUAN
Udang merupakan salah satu produk andalan produk ekspor Indonesia serta sangat diminati oleh negara-negara tujuan lainnya seperti USA, Uni Eropa dan Jepang. Berdasarkan Kementrian Kelautan dan Perikanan pada tahun 2019 Indonesia berada pada posisi nomor 4 ekspor udang beku terbanyak di dunia. Kementrian kelautan dan perikanan menargetkan pada tahun 2024 nilai ekspor produk udang beku dapat mencapai 250 persen. Langkah yang dimabil untuk mencapai hat tersebut maka dilakukan meningkatkan kualitas hasil perikan, namun terdapat ancaman seperti penyakit. Untuk keberhasilan dalam pengendalian penyakit sangat ditentukan oleh ketepatan diagnosis maupun penanggulangan, sehingga sampai saat ini masih diaplikasi obat-obatan yang terbukti menyebabkan resisten terhadap bakteri sehingga perlu mencari alternative lain yang lebih efektid dan aman. 
Ekspor udang mengalami permasalahan pada beberapa tahun belakangan, masalah ekspor udang Indonesia yang mengakibatkan volume dan nilai ekspor menurun dan masalah yang dihadapi berkaitan dengan standar mutu dan sanitasi (KKP 2009). Permasalahannya berkaitan dengan sanitasi pada komoditas udang kaena adanya kontaminasi bakteri pathogen seperti Salmonella, Vibrio parahaemolyticus, dan Vibrio cholera (DKP 2003). 
Permasalahan pada tahun 2005 juga terjadi penolakan sebanyak 26 ton ekspor udang Indonesia oleh Uni Eropa karena terjadi kontaminasi V. parahaemolyticus, sedangkan pada tahun 2007 ekspor produk sushi ebi sebanyak 4.8 ton ditolak oleh Uni Eropa karena alasan yang sama (Ditjen P2HP-KKP 2010), kasus terakhir terjadi pada tahun 2009 dan 2010 sebanyak 27 ton dan 13 ton ekspor ikan Indonesia ditolak oleh Cina karena terkontaminasi V. parahemolyticus. Wong et al. (1999) melaporkan bahwa produk perikanan yang diekspor ke Taiwan dari beberapa negara di Asia termasuk Indonesia pernah terdeteksi mengandung V.parahaemolyticus, meskipun pada seluruh sampel tidak ditemukan V. parahaemolyticus patogenik yang diidentifikasi dengan metode PCR.
Vibrio spp. merupakan flora normal pada lingkungan perairan payau seperti pantai atau muara sungai serta umum terdapat selama kegiatan budidaya udang (Vandenberghe et al. 2003). Keberadaan Vibrio  sp memiliki kaitan dengan bahan organik dan fluktuatif oksigen terlarut pada lahan budidaya. ). Udang vanname merupakan salah satu agen transmisi bakteri V. parahaemolyticus menuju inang manusia. Menurut Alam et al (2002), V. parahaemolyticus merupakan salah satu penyebab utama dari 20- 30% kasus gastrointestinal pada manusia yang terjadi di negara- negara Asia temasuk Jepang, Hong Kong, Thailand, dan Indonesia. Bakteri V. parahaemolyticus dapat masuk ke sistem gastrointestinal manusia melalui konsumsi udang vanname mentah atau kurang matang yang telah terinfeksi V. parahaemolyticus (Faruque, 2012). Bakteri V. parahaemolyticus yang telah menemukan kondisi optimal di bagian gastrointestinal manusia akan memulai kolonisasi organisme inang untuk mendapat nutrien dengan tujuan mempertahankan pertumbuhannya (Labbe dan Garcia, 2013).
Bakteri Vibrio sp. pada umumnya menyerang udang pada stadia zoea, mudid dan awal post larva sehingga menghambat penyediaan benih udang sehat sampai dengan jumlah besar. Gejala awal akan terlihat dalam waktu 1-3 hari, jika udang sudah terserang maka akan sulit untuk diselamatkan sehingga seluruh udang akan dimusnahkan agar tidak terjadinya mutan dengan berbagai media seperti air ataupun udara. Manfaat dari penelitian ini diharapkan sebagai informasi awal ataupun lanjutan kepada masyarakat, para peneliti dan pemerintah terkait isolasi, identifikasi Vibrio parahaemolyticus serta diharapkan sebagai informasi maupun salah satu langkah untuk menjamin keamanan pangan hasil perikanan sehingga aman untuk dikonsumsi.
Bahan dan Metode
Alat dan Bahan Penelitian
Alat yang digunakan yaitu Laminarflow-hood (safety cabinet), peralatan bedah, meja bedah, cawan petri, labu Erlenmeyer, tabung reaksi, jarum ose, Bunsen, pipet tetes, pipet berskala, stomacher, autoclave, timbangan analitik dengan ketelitian 0,01 g,  oven, incubator, hot plate stirrer, magnetic stirrer, botol semprot, rak tabung reaksi, alat tulis, mikroskop,dan refrigerator.
Persiapan media yang digunakan untuk isolasi dan uji biokimia bakteri adalah: ASPW (Alkaline Saline Pepton Water), TSIA (Triple Sugar Iron Agar), TCBS (Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar), SNA (Saline Nutrient Agar), Oxidase, ODC (Ornithine Decarboxylase), LDC (Lysine Decarboxylase), ADH (Arginine Dihydroxylase), Galactosidase, Production of Indol, Saline Pepton Waters (NaCl 0%, 2%, 6%, 8%, 10 %), Sodium Chloride Solution, Production of Ga (Glucose), Lactose, Sucrose dan ONPG Hydrolysis serta udang vanname yang berasal dari perusahaan yang ada di wilayah kerja SKIPM Medan II. 
Metode Penelitian
Metode ISO/TS 21872-1:2007 dengan langkah-langkah sebgai berikut:
Pre Enrichment
Siapkan 25 gram sampel pada 225 ml larutan Alkaline Saline Peptone Water, lalu dilakukan inkubasi pada suhu 41,5oC selama 6 jam ± 1 jam untuk sampel udang segar.
Enrichment 
Pindahkan dari ASPW ke media pengaya : Ambil 1 ml pindahkan ke media ASPW 10 ml, inkubasi pada suhu 41,5oC selama 18 jam ± 1 jam.
Isolasi dan Identifikasi 
Pindahkan, goresan pada media TCBS agar dari masing-masing media ASPW, Inkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam ± 3 jam, lalu pengamatan koloni yang tumbuh dan ditandai koloni yang diduga sebagai Vibrio sp, ciri yang dapat diperhatikan yaitu lembut warna hijau (sukrosa negative) dengan diameter 2-3mm V. parahaemolyticus, tandai dengan minimal 5 koloni dari masing-masing media atau seluruh koloni jika koloni mencirikan kurang dari 5 koloni. 
Uji Biokimia
Inokulasi masing-masing koloni media saline nutrient agar dan inkubasi selama suhu 37oC selama 24 jam ± 3 jam. Lalu dilakukan pemeriksaan uji biokimia. 
HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil 
Berdasarkan hasil pengujian sampel yang diambil dari para petambak udang di Kabupaten Langkat, didapat hasil sebagai berikut: 
Tabel 2. Hasil pengujian sampel 
	No Sampel
	Negatif
	Positif

	TIK001
	√
	

	TIK003
	√
	

	TIK004
	√
	

	TIK005
	√
	

	TIK007
	√
	

	TIK008
	√
	

	TIK009
	√
	

	Kontrol Positif (VB2)
	
	√


[bookmark: _Hlk66118074]Berdasarkan data diatas dapat diketahui bahwa setiap tambak didaerah kabupaten langkat memiliki hasil negative dari bakteri V. parahaemolyticus. Dalam penelitian ini wilayah yang saya sampling adalah kecamatan Babalan, Gebang dan Secanggang yang merupakan central budidaya udang di kabupaten Langkat. Sampling dilakukan dengan cara mendatangi petambak udang secara langsung untuk dilakukan wawancara dan mengambil sampel menggunakan anco untuk kemudian di masukkan kedalam pelastik yang sudah berisi air dan dibawa kelaboratorium SKIPM Medan II untuk selanjutnya dilakukan Analisa.
Sampel yang di uji sebanyak 25 gram kemudian di masukkan ke ASPW (Alkaline Saline Peptone Water) sebanyak 225 ml kemudian di stomacher Selama 60 detik. Selanjutnya dinkubasi pada suhu 37oC ± 1oC selama 6 jam ± 1 jam. Setelah selesai di inkubasi dari ASPW ke media pengaya dengan cara diambil 1 ml pindahkan ke media ASPW 10 ml dan diinkubasi pada suhu 41,5oC selama 18 jam ± 1 jam.
Selanjutnya sampel di pindahkan dengan cara menggores pada media TCBS agar dari masing masing media ASPW tersebut. kemudian diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam ± 3 jam. Selanjutnya diamati koloni yang tumbuh dan tandai koloni yang diduga sebagai Vibrio spp dengan memperhatikan ciri Koloni V. parahaemolyticus lembut warna hijau (sukrosa negatif) dengan diameter 2-3 mm. 
Koloni yang hijau pada media TCBS dilanjutkan Inokulasikan ke media saline nutrient agar dan inkubasi selama suhu 37oC selama 24 jam ± 3 jam dan di lanjutkan pemeriksaan uji biokimia. Bakteri V. parahaemolyticus yang menunjukkan hasil positif ditandai dengan hasil uji biokimia.
Tabel 3. Parameter uji biokimia pada bakteri V. parahaemolyticus 	
	
	[bookmark: _Hlk52350489] TEST
	V. parahaemolyticus

	Oksidase
	+

	TSI gas from glucose
	-

	TSI acid from lactose
	-

	TSI acid from sucrose
	-

	TSI H2S
	

	ODC
	+

	Lysine decarboxylase
	+

	ONPG reaction
	-

	ADh
	-

	Produksi Indol
	+

	Growth in peptone water with

0 % NaCl

2 % NaCl

6 % Nacl

8% NaCl

10 % Nacl
	

-

+

+

+

-


Berdasarkan hasil pengujian semua sampel yang masuk tersebut menunjukkan hasil negatif sesuai dengan metode ISO/TS 21872-1:2007. Berikut ini adalah gambar dari hasil pengujian yang telah dilakukan pada media TCBS antara kontrol positif dan hasil pemeriksaan sampel yang telah dilakukan.
[image: ]
Gambar 1. Keterangan: Kanan Kontrol Positif, tengah dan kiri sampel uji
Berdasarkan gambar diatas dapat diketahui bahwa sampel uji berwarna kuning, hal ini dikarenakan koloni yang tumbuh memfermentasi sukrosa menjadi asam pada TCBS sehingga berubah menjadi warna kuning. Sementara bakteri V. parahaemolyticus tidak mampu memfermentasi sukrosa sehingga tetap berwarna hijau (Fardiaz, 1983).
Koloni yang berwarna kuning tidak dilakukan uji biokimia karena bukan merupakan karakteristik bakteri V. parahaemolyticus. Untuk memastikan kebenaran media dan kontrol positif dilanjutkan dengan pengujian biokimia. Berikut ini adalah gambar hasil uji biokimia control positif.	   
[image: ]







Gambar 2. Uji Biokimia kontrol positif
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Gambar 3 Uji Oksidase control Positif

Hasil uji biokimia yang telah dilakukan menunjukkan hasil yang sesuai dengan tabel indikator uji V. parahaemolyticus. Hal ini menunjukkan media yang digunakan sesuai dan tidak ada kontaminasi pada saat dilakukan pembuatan media ataupun saat penanaman bakteri ke media yang digunakan.
Berdasarkan dari semua sampel yang dilakukan pemeriksaan menunjukan bahwa tidak ada sampel yang terkontaminasi V. parahaemolyticus, namun hal ini harus tetap menjadi perhatian dalam penanganan selanjutnya, yaitu saat penyimpanan, pengiriman serta pengelolahan. Bukan tidak mungkin dari 7 sampel yang terkontaminasi Vibrio halofilik ini menyebar udang, lain bila penangan selanjutnya tidak baik. Demikian pula bila proses pengolahan  tidak sempurna, maka dapat menimbulkan penyakit. Selain itu di pencegahan dihulu adalah bagaimana cara mendapatkan bibit unggul yang bebas dari sumber penyakit, sehingga para petambak juga mendapatkan hasil yang maksimal.
Berdasarkan Daniels et ai (2000) menyatakan bahwa negara empat musim, kasus gastroenteritis yang disebabkan oleh V. parahaemolyticus banyak menyerang pada musim panas seperti halnya kasus di Amerika Serikat, Canada dan Jepang yang secara rutin terjadi setiap tahunnya. Hal ini dikarenakan pertumbuhan optimum V. parahaemolyticus adalah pada suhu 37˚ C, yang tentunya suhu yang mendekati suhu tersebut dapat dicapai pada musim panas. Berbeda dengan sebagai negara tropis yang suhu perairan lautnya relatif hangat, menjadikan kasus gastroenteritis yang disebabkan oleh V. parahaemolyticus harus di waspadai. Salah satu penyebabnya udang selalu tersedia di pasaran setiap waktu. Meskipun hingga sampai saat ini tidak ada data lengkap mengenai infeksi bakteri di Indonesia, bukan tidak mungkin kasus gastroenteritis yang menyerang para pasien di rumah sakit disebabkan oleh V. parahaemolyticus.
Berdasarkan hasil sampel yang dilakukan pemeriksaan tidak ada sampel yang terkontaminasi V. parahaemolyticus, namun dari hasil isolasi dengan menggunakan TCBS 75% sampel udang positif mengandung Vibrio, meskipun demikian bakteri ini memiliki berbagai macam Vibrio halofilik, seperti Vibrio halofilik adalah Vibrio alginolyticus, V. furnissii, V. carchariae, V. hollisae, V. cincinnnatiensis, V. metschnikovii, V. damsela, V. mimicus, V. fluvialis. Dalam hal ini, juga memiliki keterkaitan terhadap proses pengilahan yang tidak sempurna, yang dapat menyebabkan timbulnya penyakit.

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan
Berdasarkan hasil pemeriksaan sampel di laboratorium Stasiun Karantina Ikan Pengendalian Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan Medan II dapat disimpulkan bahwa dari ke 7 sampel yang di uji tidak ada yang menunjukkan hasil positif bakteri Vibrio parahaemolyticus dari sampel udang laut. Selanjutnya media dan reagen uji yang digunakan benar dan sesuai ketika dilakukan pengujian pada kontrol positif  bakteri Vibrio parahaemolyticus.
Saran 
Perlu adanya perluasan sampling sehingga akurasi hasil yang didapat khususnya di kabupaten langkat dapat lebih baik. Selain itu perlu adanya tindak lanjut dari pemerintah setempat untuk tetap menjaga sumber bibit udang yang tertelusur dan dapat dijamin kesehatanya atau dalam kata lain bebas hama dan penyakit ikan karantina.
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