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Abstrak

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi bakteri Aeromonas hydrophila pada ikan lele
dengan gejala klinis pada kolam bioflok di Kabupaten Muara Jambi, Provinsi Jambi. Bakteri diisolasi dari 35
ekor ikan lele yang memiliki gejala infeksi A. hydrophila. Pengambilan sampel dilakukan Purposive random
sampling. Identifikasi dilakukan uji biokimia berdasarkan Standar Nasional Indonesia SNI 7303.1-2015 dan
dilakukan uji konfirmasi metode PCR taget gen aerA. Hasil penelitian menujukkan bahwa sebanyak 35 ekor
ikan terisolasi 12 isolat bakteri A. hydrophila pada uji biokimia. Namun pada pengujian PCR pada agarose gel
0.8% menujukkan 8 Isolat posistif gen aerA pada 309 bp. Hasil yang berbeda dapat diakibatkan karena adanya
positif palsu pada saat uji biokimia. Hasil identifikasi A. hydrophila dengan metode PCR dapat digunakan hasil
yang lebih akurat dan waktu uji lebih cepat dibandingkan dengan uji biokimia. Identifikasi yang cepat dapat
mempermudah dalam pencegahan infeksi lebih efektif dan cepat.

Kata kunci: Aeromonas hydrophila, Clarias gariepinus, gen aerA

Abstract

The aim of this study was to determine Aeromonas hydrophila with clinical sign biofloc pool in Muara
Bungo, Jambi Province. Bacteria were isolated from 35 catfishes that had symptoms of A. hydrophila infection.
Sampling was done by purposive random sampling. The identification of biochemical tests based on the
Indonesian National Standard SNI 7303.1-2015 and a confirmation test of the PCR method for the aerA gene.
The PCR test on 0.8% agarose gel showed 8 positive isolates of the aerA gene at 309 bp. Different results can
be caused by positive errors during biochemical tests. The results of identification of A. hydrophila by PCR
method can be used more accurate results and faster compared to biochemical tests. Identification can make it
easier to prevent infection more effectively and sensitivity.
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PENDAHULUAN Produksi ikan lele di Jambi pada tahun 2009

tercatat sebanyak 1280 ton, kemudian

lkan lele Dumbo (Clarias gariepinus)
merupakan komoditas ikan air tawar yang
banyak dibudidayakan di provinsi Jambi. lkan
lele banyak digemari oleh masyarakat karena
mempunyai nilai gizi yang baik. lkan lele
pertumbuhannya relative cepat dan mudah
berkembangbiak (Khairuman 2008).

mengalami peningkatan menjadi 4070 ton pada
tahun 2013 (BPS 2013).

Budidaya ikan lele di Provinsi Jambi pada
umumnya menggunakan sistem bioflok. Sistem
bioflok merupakan teknologi budidaya yang
didasarkan pada prinsip asimilasi nitrogen
anorganik (amonia, nitrit dan nitrat) oleh
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mikroba dalam media budidaya. Kemudian dapat
dimanfaatkan oleh organisme budidaya sebagai
sumber makanan (De Schryver et al., 2009).
Bioflok merupakan suatu agregat yang tersusun
atas bakteri pembentuk flok, bakteri filamen,
mikroalga  (fitoplankton), protozoa, bahan
organik serta pemakan bakteri. Pemanfaatan
nitrogen anorganik oleh bakteri dapat mencegah
terjadinya akumulasi nitrogen anorganik pada
kolam budidaya yang dapat menurunkan kualitas
air. Penambahan sumber karbon ke dalam air
menyebabkan nitrogen dimanfaatkan oleh
bakteri, selanjutnya akan mensisntesis protein
dan sel baru. Bioflok kemudian dimanfatkan
sebagai pakan ikan, sehingga dapat mengurangi
kebutuhan protein pakan (Avnimcleeh, 2007).

Kolam bioflok berbentuk bundar,
menggunakan terpal dengan rangka atau dinding
dari bambu, berdiameter 2-3 meter tinggi air 1
m, dengan tebar ikan sebanyak 3000 ekor per
kolam. Sistem bioflok lebih efektif digunakan
untuk budidaya dibandingkan dengan sistem
konvensional, karena sistem bioflok membantu
kejadian penyakit menurun (Rusherlistyani,
2017). Menurut Dwi (2017 selama masa
pemeliharaan pada sistem bioflok terdapat
sekitar 20% ikan yang mati, sehingga sampai
masa panen tersisa sebanyak 80% ekor. Namun
masalah yang sering dihadapi dalam budidaya
adalah penebaran ikan dengan padat tebar tinggi,
tidak mengikuti prosedur sistem bioflok
(Sheperd, 1989).

Menurut Sukenda (2008) padat tebar dapat
menimbulkan risiko penyebaran penyakit. Salah
satunya adalah penyakit oleh bakteri Aeromonas
hydrophila (Agus, 2004). Infeksi bakteri ini
menyebabkan masalah yang serius bagi petani
ikan. Dampak penyakit tersebut dapat
menurunkan kualitas daging dan menimbulkan
kerugian ekonomi (Supriyadi, 1981).

A. hydrophila merupakan bakteri Gram
negatif ~ yang bersifat patogen. Bakteri ini
menginfeksi ikan lele dan menyebabkan
penyakit penyakit bercak merah (Yogananth et
al., 2009). Gejala yang ditimbulkan oleh
penyakit ini seperti kehilangan nafsu makan,
luka pada permukaan tubuh, pendarahan pada
insang, perut membesar  berisi  cairan,

pembengkakan dan kerusakan pada jaringan hati,
ginjal dan limfa (Austin, 1993). Penelitian ini
dilakukan untuk mengidentifikasi kejadian
penyakit pada ikan lele dikolam bioflok yang
disebabkan oleh A. hydrophila.

METODE PENELITIAN

Penelitian  dilakukan di  Laboratorium
Stasiun Karantina lkan Pengendalian Mutu dan
Keamanan Hasil Perikanan Kelas | Jambi dan
Balai Uji Standar Karantina Ikan Jakarta Timur.
Sampel pada penelitian ini terdiri dari 4 jenis,
yaitu: usap organ hati, limfa, ginjal dan usus ikan
lele yang berasal dari pertambakan Muara Jambi
dilakukan secara purposive random sampling.

Alat dan bahan yang digunakan pada
penelitian ini antara lain adalah sampel organ
(Hati, Usus, Ginjal dan Limfa) ikan lele sakit 35
ekor yang berasal dari kolam Muara Jambi.
Media Rimler Shotts (RS), Triptic Soy Agar
(TSA), Oksidatif Fermentatif (OF), Kalium
Sianida (KCN), Triptic Soy Brot (TSB),
Hidrogen Klorida (HCI), Farafin, Antibodi A.
Hydrophila, Gelatin, Natrium Klorida (NaCl
Fisiologi), pewarna kristal violet, ATTC 35654,
Antigen O, Phospat Buffer Saline (PBS) steril,
agarose gel 0.8%, primer target. Alat yang
digunakan pada penelitian ini antara lain sarung
tangan, masker, rak stainless, pipet mikro,
petridist, vortex, UV transiluminator, PCR.

Penelitian ini menggunakan sampel usap
organ ikan lele dikultur pada media Blood Agar
Plate (BA), kemudian diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 28°C. Bakteri yang telah tumbuh di
media BA dengan ciri-ciri hemolitik kemudian
dikultur pada media TSA di murnikan pada
media Trypticase Soy Agar (TSA) diinkubasi 37
°C selama 18-24 jam. Selanjutnya di evaluasi
pada media Rimler-Shotts, bakteri yang tumbuh
pada media Rimler-Shotts dengan adanya
berwarna kuning dilajutkan uji biokimia.

Selanjutnya dilakukan uji biokimia yang
meliputi: Gram, katalase, oksidase, motilitas dan
uji lainnya berdasarkan panduan SNI 7303.1-
2015. Sampel yang positif selanjutnya dilakukan
ekstraksi DNA  bakteri A.  hydrophila
menggunakan metode boiling. Koloni A.

J Med Vet 2019, 2(2):89-95. pISSN: 2615-7497; eISSN: 2581-012X | 90



Jurnal Medik Veteriner

Titis Wulandari, et al

hydrophila diambil 1-2 ose dan dilarutkan
dengan 100 pl. Sampel dihomogenkan dengan
vortex selama 10-30 detik, selanjutnya
dipanaskan pada suhu 100°C selama 10 menit.
Kemudian disentrifugasi selama 4 menit dengan
kecepatan 12500 rpm. Hasil supernatan disimpan
pada suhu -20°C.

Identifikasi spesies A. hydrophila dilakukan
dengan  mendeteksi gen  spesifik  aerA
menggunakan primer forward
5-CAAGAACAAGTTCAAGTGGCCA-3' dan
reverse  5-—ACGAAGGTGTGGTTCCAGT-3'
(Gehua et al., 2003). Reaksi PCR untuk
mendeteksi gen dengan menggunakan GoTag®
Green DNA polymerase (Promega). Master mix
PCR untuk masing-masing target gen adalah
12.5 ul PCR buffer, 2.5 pl MgCl, (25 mM), 0.5
pul ANTP mix (200 uM), 2.5 ul primer forward
(12 uM), 2.5 pl primer reverse (12 uM), 12.5
Mm GoTag® Green DNA polymerase, 3 ul DNA
template.

Proses amplifikasi DNA A. hydrophila target
gen aerA, diawali dengan tahap denaturasi pada
95°C dalam 5 menit, kemudian diikuti 50 siklus
yang berlangsung dengan tahap denaturasi pada
95°C selama 0.5 menit, annealing 59°C selama
0.5 menit, dan ekstensi pada 72°C selama 0.5
menit. Elongasi akhir pada 72°C selama 7 menit
(Gehua et al., 2003). Hasil amplifikasi
selanjutnya divisualisasi dengan elektroforesis
agarose gel 0.8% buffer Tris-acetate-EDATA
(TAE), SYBR safe, marker 100 bp. Sampel yang
positif aerA pada panjang amplikon 309 bp.

Data dianalisis secara deskriptif dengan
ditampilkan dalam bentuk gambar dan tabel.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil isolasi dari 35 ekor ikan
lele yang memiliki gejala klinis dilakukan isolasi
dengan pemeriksaan morfologi koloni. Ikan lele
dumbo yang terserang penyakit diduga karena
adanya faktor-faktor lingkungan yaitu tingkat
kepadatan tebar, stres, dan faktor musim.

Menurut Dini (2010) faktor yang munculnya
infeksi dapat diakibatkan kontaminasi dari
peralatan, perubahan suhu dan lingkungan yang
kurang memadai. Berdasarkan pengamatan

didaerah Muara Jambi menunjukkan bahwa
kondisi lingkungan cukup baik, akan tetapi
kualitas air dalam bioflok kurang memadai dan
juga kepadatan tebar cukup tinggi. Hal ini
kemungkinan penyebab terjadinya kematian
beberapa ikan lele dikolam tersebut.

Berdasarkan hasil isolasi dari swab organ
didapat koloni bewarna krem pada media BA,
bentuk bulat, tepi licin, berlendir dan berbentuk
cembung (Gambar 1). Hal ini serupa dengan
hasil  penelitian  Anggraini  (2016) yang
menyatakan morfologi isolasi  bakteri A.
hydrophila pada organ hati, ginjal, dan limfa
sampel ikan dari kolam beton didapat koloni
bewarna putih kekuningan (krem), bentuk bulat,
tepian licin, elevasi cembung.

Hasil uji biokimia didapatkan jumlah
keseluruhan yang teridentifikasi (Tabel 1)
bakteri A. hydrophila 12 isolat yang positif uji
biokimia. Hasil secara mikroskopis dengan
pewarnaan gram 12 isolat menujukkan bakteri
bersifat gram negatif dan berbentuk rod. Hal ini
sesuai dengan penelitian yang dilakukan
Muslikha (2016) koloni A. hydrophila yaitu
berwarna krem, elevasi cembung, dan tepiannya
halus, sedangkan morfologi selnya berbentuk
batang dan bersifat gram negatif. Uji KOH 3%
semua isolat menujukkan positif ditandai adanya
lendir pada kaca objek. Hasil serupa dengan
penelitian yang dilakukan Rika (2016) bahwa uji
gram dilakukan dengan KOH 3% terdapat lendir
pada permukaan objek isolat saat ditetesi KOH
3%. Kelompok bakteri gram negatif memiliki
peplidoglikan yang tipis sehingga mempermudah
sel pecah (Waluyo, 2007).

Hasil uji katalase menunjukkan adanya
reaksi  positif yaitu dengan  munculnya
gelembung udara, adanya reaksi positif
ditunjukkan oleh seluruh sampel. Menurut Lubis
(2014) katalase merupakan enzim yang
digunakan mikroorganisme untuk menguraikan
hidrogen peroksida menjadi H,O dan O,
hidrogen peroksida bersifat toksik terhadap sel
karena menginaktifasikan enzim dalam sel.
Berdasarkan hasil pemeriksaan pada uji oksidase
hasil menunjukkan positif ditandai dengan
terbentuknya warna biru pada kertas saring dan
juga positif pada uji O/F, hasil serupa dari
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Gambar 1. Isolat A. hydrophila pada media BA

309 bp

12 11 10 8 6 B 3 1 NIC M

Gambar 2. Amplifikasi gen aerA (309) pada A. hydrophila; 8 isolat positif terhadap gen aerA. Kode
isolat 1, 3, 5, 6, 8, 10, 11 dan 12; NTC= Non template control; M= Marker 100 bp

Tabel 1. Hasil identifikasi bakteri A. hydrophila pada ikan Lele Dumbo (Clarias gariepinus)

Karakterisasi 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Bentuk rod rod rod rod rod rod rod rod rod rod rod rod
Pewarnaan gram + + + + + + + + + + + +
Uji gram (KOH 3%) + + + + + + + + + + + +
Oksidase + + + + + + + + + + + +
Katalase + + o+ o+ o+ 4+ o+ o+ 4+ o+ o+ O+
Motilitas + + + + + + + + + + + +
Suhu 37°C + + + + + + + + + + + +
Suhu 50°C - - - - - - - - - - - R
OIF F F F F F F F F F F F F

TSA Nacl 3% + + + + + + + + + + + +

TSA Nacl 5% - - - - - - - - - - - R
TSBpH 3 - - - - - - - - - - - .
TSBpH9 + +
TSB pH 11 + +
KCN + +
DNase + +
Gelatin - - - - - - - - - - - -

Ag.O. Ah + + + + + + + + + + + +
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penelitian Sri (2016) yang menyebutkan bahwa
genus Aeromonas memiliki ciri Gram negatif,
katalase positif, oksidase positif dan bersifat
fermentative (Holt, 1994). Hasil uji motilitas
dengan menggunakan media MIO didapatkan
bahwa semua isolat bersifat motil, hal ini
menandakan semua isolat memiliki flagella.
Flagella merupakan salah satu struktur sel yang
menyebabkan terjadinya pergerakan pada sel
bakteri (Dwijiseputro, 2010).

Hasil inkubasi pada suhu 37°C bakteri
mampu tumbuh pada media TSA sedangkan
inkubasi pada suhu 50°C bakteri tidak tumbuh
pada media TSA. Menurut Hafifudin (2004)
suhu optimum bakteri A.hydrophila adalah
20-37°C. Berdasarkan hasil uji TSA Nacl 3%
bakteri mampu tumbuh, sedangkan pada TSA
Nacl 5% bakteri tidak tumbuh. Menurut Marianti
(2018) konsentrasi optimal Nacl adalah pada
konsentrasi 2—3.5%.

Berdasarkan uji TSB pH 3 bakteri tidak
mampu tumbuh, sedangkan hasil TSB pH 9 dan
11 bakteri mampu tumbuh pada media. Menurut
Wibowo (2010) pH optimum bakteri lebih dari
pH 7. Hasil uji KCN menunjukkan positif dan
DNase positif. Sedangkan uji  gelatinase
bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri
dalam menghasilkan enzim gelatinase menjadi
asam amino, hasil positif ditandai jika medium
tetap cair dan negatif jika medium membeku.
Pada hasil penelitian menunjukkan media
bersifat negatif positif. Penelitan serupa dengan
Arwin (2016) bahwa bakteri yang dilakukan uji
gelatin medium membeku.

Berdasarkan uji dengan menggunakan
antigen O bakteri A. hydrophila menunjukan
positif dengan ditandai adanya butiran-butiran
gelembung kecil pada kaca objek. Antigen O

(Antigenik  somatik)  merupakan  bagian
terpenting dalam menentukan virulensi kuman,
karena mempunyai struktur kimia

lipopolisakarida disebut endotoksin pada lapisan
luar tubuh kuman (Sylvia, 2000).

Hasil amplifikasi dari 12 isolat A. hydrophila
positif biokimia divisualisasi pada 0.8% agarose
gel dengan target gen aerA menunjukkan 4 isolat
negatif dan 8 isolat positif gen aerA pada pita
DNA 309 bp (Gambar 2). Hasil yang berbeda

ini dapat disebabkan hasil positif palsu pada uji
biokimia. Hal ini dapat disebabkan kontaminasi
Amna (2012) dan dapat juga diakibatkan standar
biosafety (Arifin, 2016).

Hasil identifikasi A. hydrophila dengan
metode PCR target gen aerA dapat digunakan
untuk mendapatkan hasil yang lebih akurat,
karena metode PCR memiliki sensitivitas dan
spesifisitas yang cepat, efisien untuk mendeteksi,
mengidentifikasi, dan mengukur organisme
dibandingkan dengan uji biokimia (Maheaswari,
2016).  Identifikasi yang cepat  dapat
mempermudah dalam penanganan infeksi lebih
tepat.

KESIMPULAN

Sebanyak 12 isolat dapat diisolasi dari usap
organ ikan lele pada pertambakan kolam bioflok
di Kabupaten Muara Jambi, Provinsi Jambi yang
memiliki gejala infeksi A. hydrophila pada uji
biokimia. Pada uji metode PCR 8 isolat positif
gen aerA pada 309 bp.
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