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ABSTRAK

Penyakit motil aeromonas septicemia (MAS) disebabkan oleh infeksi bakteri Aeromonas hydrophila. Penyakit
MAS bersifat akut, menginfeksi semua umur jenis ikan air tawar, dapat mengakibatkan kematian hingga
100%, dan sering menimbulkan kerugian yang signifikan. Karakterisasi dan identifikasi merupakan salah
satu cara untuk menentukan jenis bakteri yang menginfeksi. Pendeteksian menggunakan polymerase
chain reaction (PCR) telah banyak digunakan untuk mengidentifikasi penyakit virus maupun bakteri. Tujuan
dari kegiatan ini adalah karakterisasi dan identifikasi molekuler bakteri Aeromonas hydrophila hasil postulat
koch. Hasil yang diperoleh adalah teridentifikasinya bakteri Aeromonas hydrophila yang mempunyai empat
gen virulen yaitu aerolysin, serolysin, nuclease, dan lipase.
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KATA KUNCI:

PENDAHULUAN

Keberhasilan budidaya ikan terkait dengan
pemeliharaan kesehatan lingkungan dan penyakit ikan
yang disebabkan oleh bakteri. Salah satu bakteri yang
umum dijumpai dalam ekosistem perairan dan
berperan sebagai microbial flora bagi hewan air pada
kondisi lingkungan stabil, adalah bakteri Aeromonas
hydrophila. Ikan yang terinfeksi oleh bakteri
Aeromonas hydrophila pada umumnya mengalami
pendarahan yang meluas pada permukaan kulit
(Haemorrhagic septicemia), yang diikuti timbulnya
luka terbuka (ulcer) pada permukaan tubuh atau hingga
ke dalam jaringan. Motile aeromonas septicemia
(MAS) disebabkan oleh infeksi bakteri Aeromonas
hydrophila, merupakan penyakit bakterial yang bersifat
akut, menginfeksi semua umur dan jenis ikan air tawar,
dapat mengakibatkan kematian hingga 100%, dan
sering menimbulkan kerugian yang signifikan (Kamelia
& Laila, 2009 dalam Setiadi & Wadjdy, 2018). Postulat
koch dilakukan untuk membuktikan bahwa isolat
bakteri tersebut masih patogen pada ikan. Jawetz et
al. (1996) dalam Mangunwardoyo et al. (2010)
menyatakan bahwa untuk mengetahui penyebab utama
suatu penyakit perlu dilakukan pengujian postulat
koch, ikan uji harus menunjukkan gejala klinis yang
sama dengan ikan yang sakit. Kegiatan deteksi
penyakit pada ikan saat ini dengan polyimerase chain
reaction (PCR) telah banyak digunakan untuk
mengidentifikasi penyakit virus maupun bakteri.
Teknik ini lebih cepat dan akurat dibandingkan metode

postulat koch; Aeromonas hydrophila; identifikasi molekuler

konvensional seperti uji karakteristik biokimia.
Sebelum dilakukan uji PCR ada beberapa tahapan yang
harus dilakukan seperti: persiapan sampel, ekstraksi
DNA, pengukuran konsentrasi DNA, pencampuran
master mix, dan amplifikasi PCR. Proses ekstraksi
pada dasarnya adalah untuk membebaskan DNA dari
masa sel dan komponen-komponen lain di dalam sel,
umumnya ekstraksi untuk mengisolasi DNA (Garde-
nia & Koesharyani, 2011). Tujuan dari kegiatan ini
adalah untuk karakterisasi dan identifikasi molekuler
bakteri Aeromonas hydrophila hasil postulat koch
menggunakan metode PCR.

BAHAN DAN METODE

Waktu dan Tempat

Kegiatan ini dilakukan di Instalasi Riset
Pengendalian Penyakit Ikan, Depok yang berada di
bawah Balai Riset Perikanan Budidaya Air Tawar dan
Penyuluhan Perikanan Bogor.

Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan antara lain: bakteri
Aeromonas hydrophila isolat AHL0905-2, ikan nila,
media tryptic soy agar (TSA), tryptic soy broth (TSB),
phosphat buffer saline (PBS), primer 16S rDNA,
aerolysin, serolysin, nuclease, lipase, master mix,
RNAse free water, ddH,O, agarose, TAE buffer 1x, DNA
marker (DNA ladder) 100 bp, ethidium bromide,
akuades, ethanol 70%, mikrotube (1,5 mL dan 0,2 mL),
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mikrotips (10 pL, 100 pL, dan 1.000 pL), gloves, dan
masker. Sedangkan alat yang digunakan terdiri atas
laminar flow, incubator, bak plastik, aerator, dissect-
ing set, centrifuge, thermomixer, microsentrifuge,
micropipet, nano drop, thermal cycler, electrophore-
sis, gel doc, refrigerator, dan freezer.

Metode

Penyiapan Isolat Bakteri

Bakteri yang digunakan untuk uji postulat koch
adalah Aeromonas hydrophila isolat AHL0905-2,
bakteri tersebut merupakan koleksi BPPBAT Bogor.
Bakteri diambil sebanyak 0,1 mL dari stok
penyimpanan media cair + gliserol yang disimpan di
refrigerator -20°C untuk selanjutnya dikultur pada
media TSB 10 mL dan diinkubasi dalam inkubator
selama 24 jam pada suhu 28°C. Proses Penyiapan
isolasi bakteri tersaji pada Gambar 1. Inokulan yang
telah tumbuh diambil 1 mL ditanam kembali pada
media TSB 9 mL diinkubasi dalam inkubator selama
24 jam, setelah inkubasi 24 jam bakteri tersebut
selanjutnya disuntikkan pada ikan nila sebagai uji
postulat koch.

Postulat Koch

Postulat koch dilakukan dengan cara menyuntikan
0,1 mL inokulan pada ikan uji, selanjutnya ikan
tersebut dipelihara pada bak pemeliharaan dan
dilakukan pengamatan sampai terdapat gejala klinis
(Gambar 2). Reisolasi dilakukan terhadap individu ikan
uji yang menunjukkan gejala klinis untuk diambil
bakterinya. Beberapa organ target isolasi bakteri di
antaranya mata, hati, ginjal, otot, dan otak. Pada
kegiatan ini bakteri Aeromonas hydrophila diisolasi
pada bagian otot, setelah dilakukan isolasi dan
didapatkan bakterinya, selanjutnya isolat bakteri
tersebut dilakukan pemurnian yaitu dengan cara
melihat bentuk, ukuran, dan warna koloni; dari yang
tumbuh pada hasil goresan, ditanam kembali pada
media TSA yang baru, diinkubasi kembali dalam
inkubator selama sekitar 24 jam pada suhu 28°C, dan

Gambar 1.

(Setiadi)

dilakukan karakterisasi. Karakterisasi merupakan
tahapan awal yang dilakukan dalam proses identifikasi
bakteri, tahap ini biasanya dapat menentukan jenis
bakteri sampai tingkat genus (Wahyudi et al., 2012).

Karakterisasi Bakteri

Karakterisasi bakteri meliputi pengujian
pewarnaan Gram, motilitas, oksidase, katalase,
oksidatif-fermentatif, dan uji RS. Pembuatan preparat
pewarnaan Gram dilakukan dengan cara meletakkan
isolat bakteri pada gelas objek yang sudah ditetesi
dengan PBS steril kemudian diulas merata pada
permukaannya dan dikeringanginkan. Setelah kering
dilakukan pewarnaan Gram, dengan meneteskan
empat reagen yang berbeda. Pertama diteteskan
larutan kristal violet pada preparat sampai merata,
didiamkan selama satu menit, lalu dibilas dengan air
mengalir dan dikeringkan. Pewarnaan kedua,
diteteskan larutan lugol pada preparat sampai merata,
didiamkan selama satu menit, lalu dibilas menggunakan
air mengalir dan dikeringkan. Kemudian yang ketiga,
diteteskan larutan alkohol aseton pada preparat sampai
merata dan didiamkan selama 30 detik, lalu dibilas
preparat menggunakan air mengalir dan dikeringkan.
Kemudian yang keempat, diteteskan larutan safranin
pada preparat sampai merata, didiamkan selama dua
menit, lalu dibilas preparat menggunakan air mengalir
dan dikeringkan (Gambar 3). Hasil karekterisasi
selanjutnya diamati di bawah mikroskop untuk
mengetahui jenis Gram dan morfologi bentuk sel dari
bakteri.

Uji selanjutnya adalah melakukan pengujian
katalase dan oksidase, uji oksidase dilakukan dengan
menggunakan kertas oksidase strips dengan cara
mengambil koloni bakteri menggunakan jarum ose
steril lalu diletakkan di atas kertas oksidase strips
dan diamati perubahannya. Jika bakteri di atas kertas
oksidase strips berubah warna menjadi biru maka
hasilnya (+), jika bakteri tidak berubah warna maka
hasilnya (-). Uji katalase dilakukan menggunakan
larutan H,0, yang diteteskan di atas gelas objek,

B C

Proses penyiapan bakteri; (A) stok bakteri pada
penyimpanan media TSB + glicerol, (B) proses kultur
bakteri, (C) proses inkubasi.
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C

Gambar 2. Tahapan postulat koch; (A) proses penyuntikan ikan uji, (B) bak pemeliharaan ikan uji,
(C) ikan terinfeksi bakteri Aeromonas hydrophila.

A

Gambar 3. Proses karakterisasi bakteri; (A) reagen pewarnaan
Gram, (B) proses pewarnaan Gram.

kemudian koloni bakteri diambil menggunakan jarum
ose dan diletakkan dalam tetesan larutan H,O, lalu
diamati. Apabila dalam tetesan tersebut terdapat
gelembung, maka hasil uji katalase (+), jika dalam
tetesan tersebut tidak ada gelembung maka hasilnya
()-

Selanjutnya dilakukan penanaman pada media RS,
O/F, dan SIM. Penanaman bakteri pada media RS
menggunakan jarum ose steril dengan mengambil
isolat bakteri lalu ditanamkan pada media RS dan diberi
label ditutup menggunakan parafilm. Penanaman pada
media uji O/F ditanam pada dua media, yaitu media
tanpa parafin dan media yang diberi parafin, tujuannya
untuk mencegah oksigen masuk ke dalam tabung.
Penanaman pada media SIM dilakukan dengan
menggunakan jarum ose lurus dengan cara mengambil
isolat kemudian ditusukkan pada media tersebut.
Setelah selesai penanaman ujung tabung reaksi ditutup
dengan parafilm supaya tidak ada bakteri kontaminan
yang masuk, kemudian diberi label, diinkubasi dalam
inkubator selama sekitar 24 jam pada suhu 28°C,
kemudian pengamatan hasil identifikasi pada uji RS
dilakukan dengan membaca hasil isolat bakteri yang
tumbuh di media RS jika berwarna kuning maka
hasilnya positif (+) merupakan bakteri Aeromonas
hydrophila. Jika isolat bakteri yang tumbuh tidak
berwarna kuning maka hasilnya negatif (-) bakteri
Aeromonas hydrophila.

Hasil uji O/F yaitu dengan melihat perubahan warna
pada media. Apabila media O/F yang tidak diberi parafin
berubah warna menjadi kuning dan bagian

permukaannya menjadi biru keunguan maka oksidatif
positif (+), apabila media tidak berubah warna maka
oksidatif negatif (-). Sedangkan apabila pada media O/
F yang diberi parafin juga mengalami perubahan warna
menjadi kuning maka hasilnya fermentatif positif (+),
dan apabila media tidak berubah warna maka hasilnya
fermentatif negatif (-).

Ekstraksi DNA Bakteri

Ekstraksi DNA bakteri dilakukan dengan cara
metode pemanasan, yaitu sebagai berikut: mengambil
isolat bakteri sebanyak 2 ose lalu dimasukkan ke dalam
mikrotube 1,5 mL; kemudian ditambahkan 400 uL RNA
sefree water steril. Lalu dipanaskan pada suhu 98°C
selama 10 menit sambil di-shaker pada kecepatan 300
rpm, dengan menggunakan alat thermomixer
(Gambar 4).

Gambar 4. Proses pemanasan bakteri.

Selama pemanasan berlangsung, setiap tiga menit
mikrotube di-vortex untuk membantu menghancurkan
dinding sel bakteri. Setelah proses pemanasan selesai
kemudian mikrotube disentrifus pada 12.000 rpm
selama 10 menit untuk mendapatkan supernatan DNA
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bakteri, supernatan dipindahkan ke mikrotube baru
(Gambar 5).

Gambar 5. Proses sentrifugasi bakteri.

Setelah proses ektraksi selesai selanjutnya
dilakukan pengukuran konsentrasi dan kemurnian DNA
dengan menggunakan nano drop (Gambar 6). Software
dibuka, kemudian dipilih nucleid acid, sebelum
dilakukan pengukuran dilakukan kalibrasi
menggunakan blanko yaitu ddH,0 sebanyak 1 pL
dimasukkan ke alat nano drop, ditutup klik blank lalu
klik measure. Selanjutnya sampel DNA sebanyak 1 pL
dimasukkan dan ditutup lalu klik measure,
konsentrasi, dan kemurnian DNA dilihat pada
perangkat komputer, DNA diukur dengan
menggunakan absorbansi pada rasio 260 nm dan
280 nm.

Gambar 6. Proses pengukuran konsentrasi DNA.

Amplifikasi DNA

DNA dari isolat Aeromonas hydrophila setelah
diekstraksi dan diketahui konsentrasinya, dilakukan
pengujian menggunakan PCR. Komposisi reaksi PCR
menggunakan GoTag-Green Master Mix 2x, 12,5 pL;
primer forward dan reverse 10 pMol 1 pL, nuclease
free water 8,5 L; dan DNA template 2 pL; master
mix PCR dan DNA template digabung dalam tube 0,2
mL; selanjutnya dilakukan uji PCR pada mesin
Thermocycler (Gambar 7). Program PCR untuk
amplifikasi DNA sebagai berikut denaturasi awal suhu
94°C selama dua menit, kemudian dilakukan
denaturasi 95°C selama satu menit, annealing pada
suhu 55°C selama satu menit dan ekstensi pada suhu
72°C selama satu menit, sebanyak 29 siklus, ekstensi
akhir 72°C selama lima menit, suhu akhir 4°C.

(Setiadi)

Gambar 7. Proses amplifikasi DNA; A) pencampuran
mastermix, B) amplifikasi mesin PCR.

Elektroforesis dan Dokumentasi

Produk hasil PCR selanjutnya dilakukan
elektroforesis pada gel agarose 1,5% adapun cara
pembuatan gel agarose adalah sebagai berikut: agar-
ose 1,5 g dilarutkan ke dalam TAE buffer 1x 100 mL,
dipanaskan dalam microwave. Agarose kemudian
dituang ke dalam cetakan elektroforesis yang telah
dipasang comb. Setelah agarose mengeras, kemudian
gel dimasukkan ke dalam elektroforesis yang telah
diisi dengan TAE 1x sebagai buffer elektroforesis.
Sumur-1 diisi dengan 3 pL penanda molekuler (marker)
1 kb, sumur-2, 3, dan seterusnya dimasukkan 10 iL
produk PCR. Elektroforesis dijalankan dengan voltase
110 volt selama 25 menit. Pewarnaan DNA dengan
melakukan perendaman gel agarose ke dalam larutan
ethidum bromide selama 15 menit dan hasilnya
didokumentasikan dengan gel doc (Gambar 8).

Gambar 8. Proses elektroforesis; (A) running
gel agarose, (B) dokumentasi hasil

running gel agarose.

HASIL DAN BAHASAN

Identifikasi bakteri merupakan serangkaian proses
uji yang dilakukan dengan metode membandingkan
hasil uji dengan karakteristik dan sifat jenis tertentu.
Beberapa uji yang dilakukan untuk identifikasi isolat
bakeri yaitu mengamati morfologi koloni bakteri,
pewarnaan Gram, uji motilitas, oksidatif/fermentatif
test, uji katalase, dan uji oksidase. Identifikasi bakteri
dilakukan pada bakteri hasil reisolasi yang berasal dari
ikan yang mengalami gejala setelah diinjeksikan
dengan isolat bakteri dan reisolasi sendiri dilakukan
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bertujuan untuk mengonfirmasi bakteri yang
diinjeksikan. Hasil karakterisasi uji biokimia isolat
bakteri dari ikan hasil uji postulat koch tersaji pada
Tabel 1.

Tabel 1. Hasil karakterisasi uji-biokimia isolat
bakteri Aeromonas hydrophila

Uji Karakter
Pewarnaan Gram Negatif
Oksidase Positif
Katalase Positif
RS Kuning
SIM Motil
0/F Fermentatif

Pengujian warna Gram dan karakterisasi biokimia
isolat bakteri uji dilakukan dengan mengetahui respons
bakteri terhadap larutan pewarna yang diberikan dan
beberapa uji biokimia yang dilakukan. Pengamatan
secara mikroskopis pada pewarnaan menunjukkan
morfologi bakteri berbentuk batang dan berwarna
merah yang merupakan ciri bakteri Gram negatif
(Gambar 9). Menurut Wahjuningrum et al. (2013),
bahwa morfologi koloni dari Aeromonas hydrophila
yaitu berwarna krem, elevasi cembung, dan tepiannya
haus, sedangkan morfologi selnya berbentuk batang
dan bersifat Gram negatif.

_— =T

A B
Gambar 9. Hasil karakterisasi; (A) proses

pengamatan dengan mikroskop, (B)
bakteri Gram negatif yang teramati.

Pengujian media spesifik rimler-shotts (RS)
menunjukkan bakteri yang tumbuh di media RS
merupakan tipikal koloni bakteri Aeromonas
hydrophila yaitu berwarna kuning. Hasil penelitian
Tulung etal. (2014) menyatakan terdapat pertumbuhan
bakteri dengan ciri koloni warna kuning yang
menyatakan positif A. hydrohila teurtama pada
goresan yang dilakukan pada pengujian media RS.
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Pada uji oksidase dan katalase berturut-turut
menunjukkan hasil positif, sedangkan pengujian
motilitas yang ditanam pada media SIM menunjukkan
hasil motil. Hasil uji oksidatif/fermentatif dengan
parafin menunjukkan terdapat perubahan warna pada
media dari warna hijau menjadi warna kuning. Hal ini
berarti bakteri mampu memanfaatkan karbohidrat
pada kondisi anaerob melalui proses fermentasi
menjadi oksidasi dan fermentatif (SNI 2015).

Berdasarkan hasil identfikasi bakteri yang berasal
dari reisolasi dari bagian otot memiliki karakteristik
bakteri Aeromonas hydrophila. Hasil ini sesuai dengan
penelitian Muslikha et al. (2016) bahwa salah satu
bakteri Aeromonas hydrophila memiliki sifat Gram
negatif, fermentatif, berbentuk basil, motilitas positif,
katalase, dan oksidase positif setelah hasil
karakterisasi bakteri dilakukan dan hasilnya mengarah
pada bakteri Aeromonsas hdrophila, maka untuk
memastikan bakteri tersebut adalah bakteri
Aeromonas hydrophila dilakukan uji PCR dengan
beberapa primer spesifik Aeromonas hydrophila
(Tabel 2).

Tabel 2. Urutan primer dan basa sekuens PCR gen

target
Primer Sekuens (5’-->3’) Ukuran

bp

16S-rDNA-F AGAGTTTGATCATGGCTCAG 1502

16S-rDNA-R GGTTACCTTGTTACGACTT '

Aero-F GAGCGAGAAGGTGACCACCAAGAAC 417

Aero-R TTCCAGTCCCACCACTTCACTTCAC

Ser-F ACGGAGTGCGTTCTTCCTACTCCAG 211

Ser-R CCGTTCATCACACCGTTGTAGTCG

Nuc-F CAGGATCTGAACCGCCTCTATCAGG 504

Nuc-R GTCCCAAGCTTCGAACAGTTTACGC

Lip-F GACCCCCTACCTGAACCTGAGCTAC 155

Lip-R AGTGACCCAGGAAGTGCAC CTTGAG

Amplifikasi DNA gen 16S rDNA, aerolysin, dan
serolysin membuktikan isolat bakteri yang direisolasi
merupakan bakteri Aeromonas hydrophila. Hal ini
dapat dilihat dengan terdeteksinya gen 16S-rDNA,
aerolysin, dan serolysin pada isolat bakteri tersebut
(Gambar 10). Proses visualisasi dilakukan pada
elektroforesis agarosa 1,5% dengan menggunakan
penanda DNA ladder 1 kb. Isolat bakteri yang
terdeteksi memiliki gen 16S-rDNA, aerolysin, dan
serolysin ditunjukkan dengan pita amplikon yang jelas
dan tebal dengan panjang amplikon 1.502, 417, dan
211 bp.
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Gambar 10. Visualisasi hasil amplifikasi gen virulen Aeromonas hydrophila; (A) primer 16S
rDNA, (B) primer aerolysin, (C) primer serolysin. M = marker, (+) kontrol positif,
(-) kontrol negatif, (1) sampel isolat bakteri.

Gen 16S rDNA merupakan gen conserved dari
semua bakteri, yaitu gen yang berperan penting untuk
kelangsungan hidup bakteri dalam sintesis protein
(Clarridge, 2004). Gen aerolysin merupakan gen
viruensi yang dimiliki bakteri Aeromonas hydrophila
yang bertanggung jawab dalam memproduksi toksin
aerolysin penyebab motile aeromonas septicemia
(MAS). Kehadiran gen aerolysin ini merupakan indikasi
kuat virulensi patogen dari Aeromonas hydrophila
(Heuzenroeder et al., 1999). Sama halnya dengan gen
aerolysin, keberadaan gen serolysin juga
mengidentifikasikan bahwa isolat tersebut merupakan
bakteri Aeromonas hydrophila.

Selain gen virulen aerolysin dan serolysin, bakteri
Aeromonas hydrophila juga mengandung eksoenzim
yang dikode oleh gen lipase, nuclease, dan serin pro-
tease. Menurut Nam & Joh (2007), bahwa bakteri
Aeromonas hydrophila memiliki gen virulen lainnya
yaitu nuclease, aerolysin, serin protease, dan lipase.
Visualisasi hasil amplifikasi DNA gen nuclease dan li-
pase dari isolat bakteri yang diuji menunjukkan bahwa
isolat tersebut positif bakteri Aeromonas hydrophila
ditandai dengan munculnya pita DNA pada panjang
amplikon 504 bp dan 155 bp (Gambar 11).

Nuclease belum dikonfirmasi dalam hal
hubungannya dengan patogenitas, tetapi beberapa
laporan menunjukkan bahwa nuclease berperan dalam
pengembangan infeksi inang, sedangkan lipase
diproduksi oleh berbagai bakteri patogen dan
fosfolipase C adalah penentu utama patogenitas pada
banyak bakteri Gram negatif (Pomberton et al., 1997).
Berdasarkan hasil identifikasi secara molekuer
menunjukkan bahwa isolat bakteri hasil postulat koch
adalah bakteri Aeromonas hydrophilayang mempunyai
empat gen virulen yaitu aerolysin, serolysin, nuclease,
dan lipase.

Gambar 11. Visualisasi hasil amplifikasi gen virulen
Aeromonas hydrophila; (A) primer
nuclease, (B) primer lipase. M = marker,
(+) kontrol positif, (-) kontrol negatif,
(1) sampel isolat bakteri.

KESIMPULAN

Isolat bakteri hasil postulat koch teridentifikasi
sebagai bakteri Aeromonas hydrophiladan mempunyai
karakter berupa empat buah gen virulen yaitu aerolysin,
serolysin, nuclease, dan lipase.
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