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ABSTRAK

Penyakit motile aeromonad septicemia disebabkan oleh bakteri Aeromonas hydrophila dapat menyebabkan
kematian tinggi pada ikan lele (Clarias sp.). Penelitian ini dilakukan untuk mendapatkan kandidat marka
MHC I dalam seleksi berbasis marka molekuler untuk menghasilkan ikan lele varietas sangkuriang tahan
infeksi bakteri A. hydrophila. Sebanyak 200 ekor ikan lele dengan bobot 60±5 g diuji tantang dengan
menyuntikkan bakteri A. hydrophila dengan konsentrasi 106 cfu/mL sebanyak 0,1 mL/ekor ikan. Hasil uji
tantang menunjukkan sintasan ikan lele sebesar 54% (14 ekor ikan tanpa luka, dan 94 ekor ikan luka dan
kemudian sembuh). Tujuh pasang primer didesain berdasarkan sekuen gen major histocompatibility complex
(MHC) I ikan Clarias gariepinus yang terdapat di Bank Gen. DNA diekstraksi dari jaringan sirip ekor ikan hidup
dan yang mati, kemudian dijadikan cetakan dalam amplifikasi PCR. Hasil PCR menggunakan salah satu set
primer menunjukkan adanya pita DNA spesifik berukuran sekitar 300, 500, dan 1.000 bp pada ikan yang
hidup pascatantang. Hasil analisis sekuen menggunakan basic local alignment search tools (BLAST) menunjukkan
bahwa produk PCR tersebut memiliki kesamaan 69%-88% dengan gen MHC I ikan C. gariepinus. Dengan
demikian, fragmen MHC I tersebut dapat menjadi marka molekuler ikan lele tahan infeksi A. hydrophila.

KATA KUNCI: ikan lele, marka molekuler, Aeromonas hydrophila, MHC I

ABSTRACT: Identification of MHC I marker candidate in catfish (Clarias sp.) Resistant Aeromonas hydrophila
infection. By: Azis, Alimuddin, Sukenda, and Muhammad Zairin Junior

Motile aeromonad septicemia disease is caused by the bacterium Aeromonas hydrophila can cause high mortality in
catfish (Clarias sp.). This study was conducted to obtain a MHC I marker candidate for marker based selection to
generate A. hydrophila resistance of sangkuriang catfish. A total of 200 fishs with body weight 60±5 g were
challenged by intraperitoneally injecting 0.1 mL/fish with A. hydrophila at a dose of 106 cfu/mL. Challenge test results
showed the viability of fish was 54% (14 fishs survived without injure, and 94 fishs recovered from injured). Seven set
primers were designed based on database gene sequences of major histocompatibility complex (MHC) I of Clarias
gariepinus. Genomic DNA was extracted from caudal fin tissue of living and the dead fish, and then used as template
in PCR amplification. The PCR results using a set of primer showed specific DNA bands of approximately 300, 500 and
1,000 bp in the survived fish. The results of sequence analysis using the basic local alignment search tools showed that
the nucleotide sequence of those PCR products had similarity of 69%-88% with MHC I genes of C. gariepinus. As
conclusion, MHC I could be used as a molecular marker of A. hydrophila resistance catfish.
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PENDAHULUAN

Penyakit yang biasa menyerang ikan lele adalah
motile aeromonad septicemia yang disebabkan oleh in-

feksi bakteri Aeromonas hydrophila (Allan & Stevenson,
1981). Infeksi A. hydrophila dapat menyebabkan ke-
matian ikan dalam jumlah besar (Angka et al., 2004).
Saat ini telah dikembangkan vaksin untuk A. hydro-
phila yang dikenal dengan nama vaksin “Aero” dalam
bentuk vaksin inaktif. Kelemahan vaksin tradisional,
terutama vaksin yang dilemahkan berisiko infeksi
karena bakteri atau virus yang telah dilemahkan ber-
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potensi menjadi patogen, biaya relatif mahal khusus-
nya untuk ikan air tawar dan perlu dilakukan vaksi-
nasi ulang (Mulia et al., 2004). Penggunaan benih ikan
lele tahan infeksi A. hydrophila secara genetik meru-
pakan alternatif solusi. Namun demikian, hingga saat
ini belum ada varietas ikan lele tahan bakteri pato-
gen tersebut.

Ikan tahan infeksi penyakit dapat dihasilkan mela-
lui aplikasi seleksi secara konvensional seperti yang
telah dilakukan dalam pembuatan ikan mas Krasnodar
(Cyprinus carpio) resisten dropsy (Kirpichnikov et al.,
1993). Namun demikian, waktu yang dibutuhkan re-
latif lama; ikan mas tahan penyakit dropsy diperoleh
pada generasi 9 (Kirpichnikov, 1999). Pendekatan lain
yang dapat dilakukan untuk menghemat waktu adalah
seleksi dengan bantuan marka molekuler (marker as-
sisted selection, MAS) (Xu et al., 2011). Metode ini telah
berhasil digunakan untuk membuat ikan mas tahan
infeksi virus KHV (Alimuddin et al., 2011). Marka mo-
lekuler yang digunakan adalah Cyca-DAB1*05 yang
terkait sistem imun, dan termasuk kelompok gen
major histocompatibility complex class II (MHC II). MHC
II berperan dalam aktivasi sel-sel fagosit untuk mem-
produksi antibodi dan mengaktivasi sistem imun yang
terlibat dalam eliminasi parasit dan bakteri, dan
menetralkan virus (Rakus, 2008). Kelompok MHC lain
yang terlibat dalam sistem imun adalah MHC I.

Major histocompatibility complex (MHC) berperan
dalam komunikasi antara sel dan respons imun or-
ganisme vertebrata, termasuk kemampuan meres-
pons tipe antigen (Germain, 1994). MHC bersifat po-
limorfik dan terdapat pada semua individu (Roitt,
1994). Polimorfisme MHC tinggi sangat membantu
dalam proses seleksi berbasis MAS. Selanjutnya, po-
limorfisme tinggi pada MHC secara langsung berhu-
bungan dengan kemampuan molekul untuk berikat-
an dengan urutan peptida tertentu, berfungsi menja-
min sintasan organisme dalam hubungannya dengan
sejumlah besar agen patogen yang ada dalam ling-
kungan (Choi & Schwartz, 2007). Dengan demikian,
MHC banyak digunakan untuk mendapatkan ikan ta-
han infeksi penyakit di antaranya adalah: MHC I pa-
da ikan rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) dan ikan
salmon Atlantik (Salmo salar) (Aoyagi et al., 2002;
Grimholt et al., 2002), kombinasi MHC I dan MHC II
untuk penyakit infectious salmon anaemia virus pada
ikan salmon Atlantik  (Kjoglum et al., 2006), dan gen
MHC Iα dan ketahanan terhadap infectious haema-
topoietic necrosis virus pada ikan rainbow trout (Li et
al., 2013). Aplikasi MAS di Indonesia telah dilakukan
pada ikan mas dengan menggunakan MHC II ter-
kait daya tahan terhadap infeksi koi herpes virus
(Alimuddin et al., 2011). Amplifikasi PCR dilakukan
menggunakan primer spesifik didesain berdasarkan

sekuen gen MHC II yang ada di Bank Gen, dengan ce-
takan DNA dari ikan yang hidup dan mati pascatan-
tang. Pita DNA produk PCR yang berbeda antara ikan
yang hidup dan mati pascatantang merupakan MAS.
Dengan pendekatan yang sama dengan Alimuddin et
al. (2011), penelitian ini dilakukan untuk mendapat-
kan marka molekuler berupa primer yang dapat mem-
bedakan antara ikan lele tahan dan rentan infeksi A.
hydrophila.

BAHAN DAN METODE

Penyiapan Isolat A. hydrophila

Isolat bakteri A. hydrophila dengan kode AHL
110306-3 diperoleh dari Balai Penelitian dan Pengem-
bangan Budidaya Air Tawar, Bogor. Peningkatan viru-
lensi A. hydrophila dilakukan dengan menyuntikkan A.
hydrophila dosis 0,1 mL/ekor pada tiga ekor ikan lele
di bagian intramuskuler, proses penyuntikan dilaku-
kan tiap tiga hari sebanyak tiga kali. Setelah 24 jam,
ikan yang terserang A. hydrophila ditandai dengan
adanya dropsy dibedah, organ hati, limpa dan ginjal
ikan diambil, kemudian digerus untuk menghasilkan
suspensi bakteri. Selanjutnya, dengan menggunakan
jarum Ose, bakteri diambil dan dibiakkan pada media
selektif Rimler Shott, diinkubasi pada suhu 37°C se-
lama 24 jam. Bakteri A. hydrophila dipindahkan ke
media tryptic soy agar (TSA) miring, diinkubasi sela-
ma 24 jam pada suhu 28°C. Sebelum digunakan, bak-
teri A. hydrophila dikultur menggunakan media tryp-
tic soy broth (TSB) selama 24 jam pada suhu 28°C. Bak-
teri dipanen menggunakan sentrifugasi selama 15
menit dengan kecepatan 3.000 rpm, dan disuspensi
dengan phosphate buffer saline (PBS). Kepadatan bak-
teri dihitung menggunakan spektrofotometer pada
panjang gelombang 540 nm. Bakteri diencerkan
dengan PBS hingga mencapai konsentrasi yang di-
inginkan, selanjutnya bakteri siap digunakan untuk
uji tantang. Morfologi dan karakteristik biokimia
bakteri yang tumbuh diamati untuk memastikan bak-
teri tersebut adalah A. hydrophila (Tabel 1), mengikuti
prosedur standar SNI 7303:2009.

Penentuan LD50

Nilai LD50 digunakan dalam uji tantang. Penen-
tuan LD50 dilakukan dengan menyuntik ikan lele
sangkuriang (berukuran 60±5 g) dengan bakteri A.
hydrophila sebanyak 0,1 mL/ekor secara intramusku-
ler dengan konsentrasi bakteri berbeda, yaitu: 104,
105, 106, 107 dan 108 cfu/mL. Sebanyak 45 ekor ikan
lele digunakan untuk masing-masing perlakuan, dan
setiap perlakuan diulang tiga kali. Uji tantang dilaku-
kan selama tujuh hari, kematian ikan dicatat setiap
hari dan LD50 dihitung pada akhir percobaan meng-
gunakan metode Reed & Muench (1938).

262

Jurnal Riset Akuakultur Volume 10 Nomor 2, 2015



Penapisan Ikan Lele Tahan Infeksi A. hydrophila

Sebanyak 200 ekor ikan lele sangkuriang beruku-
ran 60±5 g diuji tantang dengan bakteri A. hydrophila
menggunakan dosis LD50. Ikan dibagi ke dalam lima
bak bervolume 1 ton, dengan kepadatan 40 ekor/bak.
Pengamatan ikan yang mati, dan tahan infeksi A.
hydrophila dilakukan selama tujuh hari. Selanjutnya
ikan dipelihara selama 30 hari dalam wadah volume
satu ton sebelum dipindahkan ke bak pembesaran.
Selama pemeliharaan ikan ditempatkan dalam ruang
karantina ikan dan menggunakan air sumur bor.

DNA genom diekstraksi dari sirip ikan yang hidup
dan ikan yang paling cepat mati pascatantang. Eks-
traksi DNA dilakukan menggunakan kit isolasi DNA
(Puregene, Minneapolis, USA) mengikuti prosedur
dalam manual. DNA dilarutkan dengan sterile distil-
lated water (SDW), kemudian disimpan dalam lemari
beku -20°C hingga akan digunakan untuk proses PCR.

Desain Primer

Tujuh set primer dirancang dengan menyejajar-
kan 20 alel ikan lele C. gariepinus (Bank Gen No. EU
714302 s.d EU714321) yang terkait dengan gen MHC
I. Penyejajaran sekuen dilakukan menggunakan pro-
gram GENETYX versi 7.0, dengan tujuan untuk mem-
peroleh kandidat primer forward dan reverse spesifik.

Identifikasi Ikan Lele Pembawa dan Analisis
Sekuen Gen MHC

PCR dilakukan dengan volume akhir reaksi 25 μL,
yang terdiri atas 10x bufer Tag DNA polymerase 2,50
μL, dNTPs 2 μL, primer reverse dan forward masing-
masing 2,00 μL, Tag DNA polymerase 0,25 μL, SDW
17,25 μL, dan sampel DNA sebanyak 1 μL. Program
amplifikasi PCR yang digunakan adalah pengkondisi-
an awal pada suhu 94°C selama lima menit; 35 siklus

PCR dengan denaturasi pada suhu 94°C selama 30
detik, annealing pada suhu 55°C selama 30 detik, dan
ekstensi pada suhu 72°C selama satu menit; dan
ekstensi akhir pada suhu 72°C selama tujuh menit.
Sebagai kontrol internal loading DNA digunakan pri-
mer β-aktin (Alimuddin et al., 2008). Setelah mesin
menjadi dingin (sekitar 4°C), tabung mikro dikeluar-
kan dari mesin PCR. Elekroforesis dilakukan dengan
menggunakan gel agarosa 2% (w/v), pada tegangan
70 volt selama 90 menit. DNA divisualisasi dengan
menggunakan gel red (Biotum Inc. California, USA) dan
disinari cahaya ultraviolet.

Produk PCR kemudian disekuensing di Laborato-
rium 1st Base Sequencing INT-Singapura mengguna-
kan mesin ABI PRISM 3730 XL (Genetic Analyzer De-
velop by Applied Biosystem, USA). Hasil sekuensing di-
analisis menggunakan BLAST untuk memperoleh ke-
miripan sekuen yang ada di Bank Gen.

Analisis Hematologi

Analisis hematologi dilakukan sebagai data pen-
dukung. Sebanyak sembilan ekor ikan mewakili se-
tiap perlakuan, diambil darahnya dengan cara menye-
dot darah menggunakan spuit ukuran 1 mL (telah di-
bilas dengan natrium sitrat 3% sebagai antikoagulan)
pada pembuluh darah yang terletak di bawah tulang
vertebrata di daerah vena kaudalis. Pengambilan
sampel darah dilakukan setiap hari selama uji tan-
tang dengan A. hydrophila. Sebelum pengambilan
darah, ikan terlebih dahulu dibius dengan minyak
cengkeh dosis 0,04 mg/L. Darah dimasukkan ke da-
lam tabung polietilen yang telah dibilas dengan na-
trium sitrat. Selanjutnya dilakukan pengamatan total
eritrosit, total leukosit, kadar hemoglobin, dan ka-
dar hematokrit. Jumlah eritrosit, dan total leukosit,
dihitung menggunakan metode Blaxhall dan Daisley
(1973). Kadar hemoglobin diukur menggunakan me-

Tabel 1. Pengujian gram dan uji biokimia bakteri Aeromonas hydrophila pascatantang sesuai prosedur standar
SNI (2009) No. 7303:2009

Table 1. Gram and biochemical tests in Aeromonas hydrophila post-challenged of catfish followed standard proce-
dure of (SNI 2009) No. 7303:2009

Warna Elevasi Gram Motilitas O/F Oksidase RS
Color Elevation Gram Motility O/F Oxidase RS

Isolat awal - + F + +
Initial isolate

A Krem (Cream ) Cembung (Convex ) - + F + +
B Krem (Cream ) Cembung (Convex ) - + F + +
C Krem (Cream ) Cembung (Convex ) - + F + +

Krem             
Cream

Isolat 
Isolate 

Uji biokimia (Biochemical test )Morfologi koloni (Morphology of colony )

Cembung            
Convex

Keterangan (Note):
O/F = Oksidasi fermentasi (Oxidative fermentative); RS = Rimler Shott
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tode Sahli (Wedenmeyer & Yasutake, 1977). Kadar he-
matokrit diukur menggunakan metode Siwicki &
Anderson (1993).

HASIL DAN BAHASAN

Penentuan LD50

Hasil uji LD50 bakteri A. hydrophila pada ikan lele
sangkuriang tersaji pada Gambar 1. Hasil pengama-
tan menunjukkan bahwa jumlah dan waktu mortali-
tas ikan yang terpapar berbeda-beda. Mortalitas ter-
tinggi terjadi pada konsentrasi bakteri 108 cfu/mL
(92,6±4,3%), kemudian berturut-turut pada konsen-
trasi bakteri 107 cfu/mL (68,9%±3,3%), 106 cfu/mL
(52,6±3,9%), 105 cfu/mL (23,7±1,9%), dan 104 cfu/mL
(6,7±1,0%). Dari hasil perhitungan menggunakan
metode Reed & Muench (1938), diperoleh LD50 bak-
teri A. hydrophila sebesar 105,9 cfu/mL dibulatkan
menjadi 106 cfu/mL. Dengan demikian, konsentrasi
bakteri A. hydrophila yang digunakan dalam peneliti-
an selanjutnya adalah sebesar 106 cfu/mL. Mortalitas
ikan lele yang terpapar bakteri A. hydrophila sangat
tergantung pada kepadatan bakteri, kondisi ikan
yang terpapar, dan lama waktu ikan terpapar.

Penapisan Ikan Lele Tahan Infeksi A. hydrophila

Mortalitas ikan lele sangkuriang pascatantang pa-
da setiap bak adalah relatif sama (42,5-60,0%) dengan
rerata sintasan adalah 50%. Secara total, dari 200
ekor ikan yang diujitantang, diperoleh 108 ekor ikan
yang hidup. Mortalitas tertinggi terjadi pada hari ke-
3 dan 4 uji tantang. Pada hari ke-6 ikan yang terin-
feksi mulai menunjukkan gejala luka yang berangsur-
angsur sembuh,  dan kematian ikan mulai berkurang.
Selain itu, berdasarkan pengamatan secara visual

pada ikan yang hidup hingga akhir pengamatan, di-
peroleh sebanyak 14 ekor ikan termasuk kategori
sangat tahan (R, tidak ada luka), dan 94 ekor ikan
kategori tahan (LS, luka kemudian sembuh).

Analisis Marka Molekuler

Di antara tujuh set primer yang diuji, diperoleh
satu set primer yang menghasilkan produk PCR spe-
sifik bagi ikan yang hidup pascatantang (Gambar 2).
Ikan lele kategori tahan (LS1-LS5) dan sangat tahan
(R1-R5) memiliki pita DNA spesifik berukuran sekitar
300 bp, 500 bp dan 1.000 bp. Ikan lele yang mati (M1-
M5) dan PCR tanpa DNA (N) tidak menunjukkan pro-
duk PCR pada ukuran DNA tersebut. Sementara itu,
PCR menggunakan β-aktin sebagai kontrol internal
menghasilkan pita DNA dengan ukuran sama untuk
semua sampel, yakni sekitar 200 bp.

Hasil penyejajaran (alignment) nukleotida produk
PCR pada posisi pita sekitar 500 dan 1.000 bp me-
nunjukkan banyak kemiripan sekuen antara kedua-
nya, khususnya pada sekuen sekitar 350 bp (Gambar
3). Sementara itu, kemiripan nukleotida produk PCR
berukuran sekitar 300 bp dengan 500 bp adalah rela-
tif rendah (Gambar 4). Demikian juga antara produk
PCR ukuran sekitar 300 bp dengan 1.000 bp, kemi-
ripannya relatif rendah (hasil tidak ditampilkan).

Analisis BLAST dilakukan untuk menguji kemirip-
an sekuen produk PCR dari penelitian ini dengan da-
ta yang ada di bank gen. Hasil analisis BLAST menun-
jukkan bahwa ketiga produk PCR spesifik ikan lele
sangkuriang bertahan hidup dalam uji tantang dengan
A. hydrophila memiliki kemiripan tinggi dengan gen
MHC I ikan lele Afrika (Gambar 5). Sekuen nukleoti-
da produk PCR ukuran sekitar 300 bp identik seba-

Gambar 1. Sintasan (%) ikan lele setelah diinfeksi bakteri Aeromonas hydrophila menggunakan
dosis LD50

Figure 1. Survival rate (%) of catfish after being infected by Aeromonas hydrophila at LD
50
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nyak 84% dengan MHC I (Clga-UAA) mRNA Clga-UAA
alel 09 ikan lele Afrika (Gambar 5A), dan produk PCR
berukuran sekitar 500 bp juga mirip dengan MHC I
alel 09 ikan lele Afrika tetapi persentase kemiripan-
nya lebih rendah, yaitu 79% (Gambar 5B). Sementara
itu, produk PCR berukuran sekitar 1.000 bp mempu-
nyai kemiripan tertinggi (88%) dengan MHC I alel 17
ikan lele Afrika (Gambar 5C).

Gambaran Darah

Hasil pengukuran kadar eritrosit, leukosit, hemo-
globin dan hematokrit ikan lele sangkuriang pasca-
tantang dengan A. hydrophila disajikan pada Gambar
6. Pengukuran gambaran darah ini dilakukan pada ikan
yang hidup pascatantang dengan A. hydrophila.

Kadar eritrosit menurun dari hari pertama hing-
ga hari ke-3, kemudian meningkat hingga hari ke-6
pascatantang. Sebaliknya, total leukosit meningkat
dari hari pertama hingga hari ke-3, kemudian menu-
run hingga hari ke-6 uji tantang. Perubahan kadar he-
moglobin dan hematokrit memiliki pola yang mirip
dengan kadar eritrosit.

Bahasan

Desain primer dalam penelitian ini berdasarkan
sekuen 20 alel ikan lele Afrika yang ada di bank gen
(Wachirachaikarn et al., 2009). Salah satu dari tujuh
primer yang dibuat dapat mendeteksi ikan yang
membawa gen MHC I pada ikan lele sangkuriang
yang hidup pascatantang dengan bakteri A. hydrophi-

Gambar 3. Penyejajaran nukleotida produk PCR pada pita DNA berukuran sekitar 500 bp dengan 1.000 bp
yang spesifik terdapat pada ikan lele sangkuriang (Clarias sp.) bertahan hidup dalam uji tantang
dengan bakteri Aeromonas hydrophila

Figure 3. Nucleotide alignment of PCR product of about 500 bp with 1,000 bp DNA fragment in the survived
sangkuriang catfish (Clarias sp.) post-challenged with Aeromonas hydrophila

Gambar 2. Produk amplifikasi PCR dalam deteksi marka molekuler dengan target gen major histocompatibil-
ity complex (MHC I) pada ikan lele (Clarias sp.) strain sangkuriang. β-aktin digunakan untuk
kontrol loading DNA. M = Marka ukuran fragmen DNA (KAPA Biosystem); LS1-5 = Ikan luka dan sem-
buh; M1-5 = Ikan yang mati; R1-5 = Ikan resisten, dan N = Produk PCR tanpa cetakan DNA (kontrol
negatif). Angka di sebelah kiri adalah ukuran fragmen marka DNA

Figure 2. PCR amplification products in the detection of major histocompatibility complex I as molecular marker
in catfish (Clarias sp.) sangkuriang strain. β-actin was used as control loading of genomic DNA. M =
Marker of DNA fragment size (KAPA Biosystems); LS1-5 = Survived fish after injured recovering; M1-5 = Dead fish;
R1-5 = Resistant fish (survived fish without injure), and N = The PCR product without DNA template (negative
control). Value at the left figure are the size of DNA fragment

1.0 kb

0.5 kb

0.3 kb

0.2 kb β aktin

MHC I
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Gambar 4. Penyejajaran nukleotida produk PCR pada pita DNA berukuran sekitar 300 bp dengan 500 bp yang
spesifik terdapat pada ikan lele sangkuriang (Clarias sp.) bertahan hidup dalam uji tantang dengan
bakteri Aeromonas hydrophila

Figure 4. Nucleotide alignment of PCR product of about 300 bp with 500 bp DNA fragment in the survived sangkuriang
catfish (Clarias sp.) post-challenged with Aeromonas hydrophila

Gambar 5. Analisis BLAST sekuen nukleotida produk PCR pita DNA berukuran sekitar 300 bp
(A), 500 bp (B) dan 1.000 bp (C) dari ikan lele sangkuriang (Clarias sp.) bertahan
hidup dalam uji tantang bakteri Aeromonas hydrophila. Description adalah deskripsi alel
MHC I C. Gariepinus; Max. score adalah nilai maksimum; total score adalah nilai total; identity
adalah nilai kemiripan

Figure 5. BLAST analysis of the nucleotide sequences of PCR amplification of approximately 300 bp
(A), 500 bp (B) and 1,000 bp (C) of the survived sangkuriang catfish (Clarias sp.) post-
challenged with Aeromonas hydrophila. Description is alel MHC I C. Gariepinus description;
Max. score is maximum value; total score is total value; identity is similar value

A

B

C
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la (Gambar 2). Namun demikian, produk PCR belum
menunjukkan pita DNA tunggal, terdapat tiga pita
DNA cukup jelas, yakni sekitar 300 bp, 500 bp, dan
1.000 bp. Dengan demikian dapat diyakini bahwa
ikan R dan LS memiliki gen MHC I terkait daya ta-
han terhadap A. hydrophila. Keyakinan ini diperkuat
dengan hasil analisis BLAST yang menunjukkan bah-
wa produk PCR ikan lele sangkuriang memiliki ke-
miripan tinggi dengan MHC I alel 09 dan 17 ikan lele
Afrika. Dengan demikian, gen MHC I dapat dijadikan
sebagai marka bagi ikan lele sangkuriang yang tahan
infeksi A. hydrophila. Selanjutnya, pita DNA produk
PCR masih banyak, oleh sebab itu diperlukan peneli-
tian lebih lanjut untuk memastikan alel dan sekuen
nukleotidanya secara total, serta untuk mendesain
primer spesifik dengan produk pita DNA tunggal.

Hingga saat ini, ikan air tawar termasuk ikan lele
sangkuriang, belum ada induk ikan bebas patogen.
Oleh karena itu, pewarisan sifat dan uji daya tahan
ikan lele terhadap infeksi A. hydrophila perlu dilaku-
kan pada generasi berikutnya. Pada ikan mas, telah
ditemukan primer Cyca-DAB1*05 untuk mendeteksi
ikan mas yang tahan terhadap penyakit koi herpes
virus (KHV) dan A. hydrophila, dan telah diuji hingga
generasi kedua. Hasil PCR diperoleh bahwa ikan mas
F0 yang tahan KHV dan A. hydrophila sebesar 50%,
sedangkan pada F1 sebanyak 83% ikan mas tahan
KHV dan A hydrophila. Ikan F2 hidup 100% bila diuji
tantang dengan KHV, sedangkan dengan A. hydrophi-
la sintasannya 74,4% (Kepmen KP No. 24/KEPMEN-
KP/2015). Pada ikan nila telah ditemukan MHC Iα ta-
han Streptococcus agalactiae dan berhasil mengiden-
tifikasi sebanyak 15 alel dari enam strain ikan nila
(Poonsawat et al., 2009). Ikan nila tahan S. agalactiae

juga sedang dikembangkan di Balai Besar Pengem-
bangan Budidaya Air Tawar Sukabumi. Dengan cara
yang sama pada ikan mas, besar kemungkinan dapat
dicapai hasil yang sama pada ikan lele. Selanjutnya,
hasil riset ini juga memberi peluang besar untuk
menghasilkan ikan lele sangkuriang tahan infeksi A.
hydrophila secara massal.

Respons ikan terhadap antigen yang masuk ke
dalam tubuh berbeda-beda. Hal ini terlihat dari per-
cobaan yang dilakukan terhadap ikan lele yang diuji-
tantang dengan bakteri A. hydrophila. Tiga respons
yang berbeda ditemukan, yaitu ikan tidak mengala-
mi luka (sangat tahan, R), ikan luka kemudian sem-
buh (tahan, LS) dan ikan mati. Adanya perbedaan pi-
ta DNA produk PCR, dan respons terhadap uji tan-
tang tersebut menunjukkan kaitan yang kuat antara
marka dengan daya tahan ikan lele sangkuriang. Na-
mun demikian, riset lebih lanjut diperlukan untuk
menjelaskan lebih detil perbedaan respons tersebut
kaitannya jenis alel MHC I pada ikan lele. Sistem
pertahanan tubuh pada ikan dipengaruhi oleh kon-
disi anatomis, fisiologis, spesies, umur, bobot tubuh,
dan lingkungan luar sehingga memungkinkan adanya
tingkatan yang berbeda-beda (Schaperclaus, 1992).
Pada penelitian ini, kondisi ikan yang resisten tidak
menunjukkan gejala dropsy, hal ini sangat berbeda
pada ikan grup LS di mana terjadi pembengkakan
pada hari pertama pascatantang akibat reaksi virulen
dari bakteri A. hydrophila. Selanjutnya pada hari ke-
dua pascatantang terjadi ulser di sekitar area penyun-
tikan. Luka borok pada ikan yang mati tampak sema-
kin lebar pada hari ketiga dan keempat disertai ke-
matian ikan yang tinggi. Untuk ikan grup LS terlihat
bahwa area luka pada hari keempat tidak bertambah

Gambar 6. Kadar eritrosit, leukosit, hemoglobin dan hematokrit ikan lele sangkuriang sebelum (0) hingga
hari keenam uji tantang dengan bakteri Aeromonas hydrophila

Figure 6. Levels of erythrocytes, leukocytes, hemoglobin and hematocrit in sangkuriang catfish before (0) and until
the sixth days of post-challenged with Aeromonas hydrophila
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lebar dan hari keenam mulai menunjukkan gejala
sembuh dengan adanya semacam lapisan tipis di area
luka.

Peningkatan sistem imun pada ikan berkorelasi
positif terhadap peningkatan jumlah leukosit darah
ikan pascatantang dengan bakteri A. hydrophila. Da-
lam penelitian ini, sebelum ikan terinfeksi A. hydro-
phila jumlah leukosit dalam darah 1,5 x 105 sel/mm3,
dan meningkat secara signifikan pada hari ke-3 pas-
cainfeksi (4,6 x105 sel/mm3). Hal ini mengindikasikan
bahwa apabila ada antigen masuk ke dalam tubuh,
maka leukosit akan memberikan respons dengan
meningkatkan jumlahnya sebagai bentuk pertahanan
tubuh. Pendapat ini dipertegas oleh Baratawidjaja
(2002) yang menyatakan bahwa respons imun akan
meningkat dengan cara mengaktifkan leukosit. Pe-
nelitian yang dilakukan oleh Bastiawan et al. (2001)
menjelaskan bahwa ikan lele dumbo sehat mempu-
nyai kadar leukosit darah 20-150 (x103 sel/mm3), se-
mentara ikan yang terserang endoparasit mengalami
peningkatan leukosit hingga 651-742 (x103 sel/mm3).

Masuknya bakteri dalam tubuh mengaktifkan res-
pons imun dengan memproduksi polimorfonuklear
leukosit, seperti melano-makrofag, monosit, dan
neutrofil yang berperan sebagai pagositik sel. Keha-
diran leukosit tersebut menyebabkan bakteri me-
ngeluarkan toksin hemolisin yang mengakibatkan
terjadinya ulcer dan hemoragik pada permukaan tu-
buh ikan (Cipriano, 2001). Ulcer ditemukan pada ha-
ri ke-2 sampai hari ke-4 pascatantang A. hydrophila,
terutama di sekitar tempat injeksi. Hasil penelitian
Li et al. (2013) menjelaskan bahwa hemoragik yang
terjadi pada pangkal sirip punggung, pangkal sirip
ekor dan pangkal sirip perut, disebabkan oleh toksin
hemolisin dengan target memecah sel-sel darah me-
rah, sehingga sel keluar dari pembuluh darah, me-
nimbulkan warna kemerahan pada permukaan kulit.
Pengamatan gambaran darah menunjukkan terjadi-
nya penurunan jumlah eritrosit dan peningkatan jum-
lah leukosit pasca terinfeksi A. hydrophila, indikasi
ini memperlihatkan bahwa sistem imun ikan me-
ningkat akibat adanya antigen yang masuk ke dalam
tubuh ikan. Terjadinya ulser disebabkan oleh tinggi-
nya kepadatan bakteri pada lokasi tersebut, sehing-
ga volume dan intensitas toksin yang dikeluarkan pa-
da proses infeksi juga lebih tinggi pada bagian ter-
sebut, sementara sebagian lainnya masuk ke dalam
tubuh mengikuti aliran darah (Robert, 1993). Sebagai
faktor-faktor virulensi, kitinase, lesitinase, dan hemo-
lisin yang dihasilkan oleh A. hydrophila, bekerja dengan
mendegradasi jaringan dan menimbulkan luka serta
pendarahan pada ikan inang (Del Coral et al., 1990).

Berdasarkan Gambar 6, jumlah eritrosit, nilai he-
matokrit dan kadar hemoglobin (Hb) ikan lele yang

terinfeksi A. hydrophyla berada jauh di bawah jumlah
eritrosit, nilai hematokrit dan kadar Hb ikan lele se-
hat (sebelum uji tantang). Penurunan kadar eritrosit,
hemoglobin dan hematokrit diduga berkaitan erat
dengan jumlah ikan yang mati; rata-rata mortalitas
ikan tertinggi juga terjadi pada hari ke-2 sampai hari
ke-4 pascatantang bakteri. Diagnosis awal menunjuk-
kan bahwa ikan lele yang terinfeksi mengalami pro-
duksi lendir yang berlebih, hal ini menunjukkan ada-
nya mekanisme pertahanan ikan lele terhadap rang-
sangan bakteri A. hydrophila yang menginfeksi ikan
lele. Li et al. (2013) menyatakan bahwa lendir pada
permukaan kulit ikan adalah sebagai pertahanan ter-
depan untuk melawan berbagai jenis patogen yang
ada di lingkungan perairan. Ikan lele resisten warna
tubuhnya abu-abu kehitaman dan mengkilap, sedang-
kan ikan yang luka warna kulitnya agak pucat dan
terdapat bercak kehitaman di sekujur tubuhnya, na-
mun ikan lele luka sembuh pada hari kelima tampak
warna kulit sudah mulai berwarna abu-abu kehitaman
dan mengkilap.

KESIMPULAN

Marka molekuler bagi ikan lele sangkuriang yang
tahan infeksi bakteri A. hydrophila berhasil diperoleh.
Ikan lele yang tahan infeksi A. hydrophila memiliki
produk PCR dengan ukuran sekitar 300 bp, 500 bp
dan 1.000 bp. Hasil analisis sekuen menunjukkan bah-
wa produk PCR tersebut memiliki kemiripan tinggi
dengan MHC I alel 9 dan alel 17 ikan lele Afrika.
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