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Abstrak

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui agensia penyebab penyakit bakteri yang
menyerang ikan lele (Clarias gariepinus) dari sentral produksi Kabupaten Demak. Penelitian ini
menggunakan metode eksploratif. Sebanyak 17 isolat berhasil diisolasi dari bagian luka
maupun ginjal lele yang menunjukkan gejala serangan penyakit bakteri pada medium Na, GSP
dan TCBS. Uji postulat koch dilakukan untuk menentukan isolat yang diuji selanjutnya. Isolat
terpilih dikarakterisasi secara molekuler dengan 16S rDNA dan sensitivitasnya terhadap obat-
obatan yang beredar. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli-September 2015. Hasil uji
postulat koch diperoleh bahwa tiga isolat yaitu D2, D7 dan D12 mengakibatkan kematian 10%,
20% dan 30% ikan uji, sedangkan 14 isolat lainnya tidak mengakibatkan kematian ikan uji.
Berdasarkan hasil analisis sekuen gen 16S rDNA ketiga agensia penyebab penyakit bakteri
pada lele diperoleh bahwa isolat D2 memiliki kekerabatan terdekat dengan Plesiomonas sp.
(87%), isolat D7 dengan Aeromonas caviae (96%) dan D12 dengan Aeromonas sobria (97%).
Ketiga agensia penyebab penyakit bakteri tersebut tidak sensitif tehadap obat yang beredar di
pasaran. Berdasarkan hasil penelitian didapat bahwa ketiga agensia penyebab penyakit bakteri
dari sentral produksi Kabupaten Demak adalah Plesiomonas sp., Aeromonas caviae dan
Aeromonas sobria.

Kata kunci: agensia penyebab, bakteri, lele, sensitivitas, 16S rDNA

Pengantar

Budidaya ikan lele dumbo (C. gariepinus) masih merupakan usaha yang cukup
menguntungkan, karena permintaan yang terus meningkat. Permintaan yang cenderung
meningkat dari pasar lokal maupun domestik, maka mendorong pembudidaya ikan tersebut
untuk meningkatkan produksi dengan penerapan budidaya secara intensif. Budidaya lele
secara intensif sudah diterapkan oleh budidaya di sentral produksi provinsi Jawa Tengah
(Sarjito et al., 2013"). Akan tetapi, penerapan teknologi ini secara tidak tepat, dapat
menimbulkan dampak negatif,antara lain, pencemaran lingkungan dan memacu adanya
serangan penyakit (Sarjito et al., 2013%). Serangan penyakit ini dapat terjadi, karena interaksi
yang tidak serasi antara lingkungan, biota dan organisme penyebab penyakit (Irianto, 2005).
Secara umum penyakit yang menyerang ikan lele adalah parasit, virus dan bakteri (Irianto,
2005; Sarjito et al., 2013%). Penyakit bakteri yang pernah dilaporkan adalah vibriosis (Austin &
Austin, 2007; Sarjlto et al.,, 2015), akibat dari serangan penyakit tersebut menyebabkan
kematian organisme yang dibudidayakan (Smith, 2006; Austin & Austin, 2007). Agensia
penyakit bakteri, mampu menyebabkan mortalitas hingga 50-100% pada ikan uji (Sarjito et al.,
2015). Selain itu, serangan penyakit bakteri mengakibatkan adanya borok atau luka pada tubuh
ikan, sehingga konsumen kurang menyukainya (Kamiso, 2004).

Berbagai agensia penyebab penyakit bakterl telah dilaporkan pada ikan lele V. anguillarum
(Schaperclaus, 1992; Sarjito et al.,, 2013%); V. salmonicida; V. Anguaillarum; V. harveyi (Sarjito
et al,, 2013); A. anguilarum; A. caviae (Austin & Austin, 2007); dan A. salmonicida (Kamiso et
al., 1994; Sukenda et al.,, 2008). Akan tetapi, identifikasi agensia penyebab penyakit bakteri
pada lele yang dilakukan oleh Kamiso et al. (1994); Sukenda et al. (2008) ; Sarjito et al.
(2013%°) menggunakan pendekatan secara morfologi dan biokimia. Untuk itu, dalam rangka
ketepatan diagnosis dan pengendalian penyakit ikan, maka perlu identifikasi agensia penyakit
secara cepat dan akurat untuk ikan dan udang. Cuningham (2002) menyarankan diagnostik
secara molekuler
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Berbagai metode secara molekuler untuk mendeteksi jenis bakteri ini telah pula berkembang
(Myers et al., 2003; Sarjito, 2010). Identifikasi secara molekuler mengunakan 16S rDNA PCR
telah diaplikasikan untuk agensia penyebab vibriosis pada kerapu bebek (Cromileptes altivelis)
(Sarjito et al., 2007), ikan kerapu (Sarjito et al, 2009) dan tiger shrimp (Penaeus monodon)
(Sarjito et al., 2012). Oleh karena itu, menarik untuk dikaji bakteri yang berassosiasi dengan lele
sakit secara molekuler. Pada penelitian ini akan dilaporkan bakteri yang merupakan agensia
penyebab penyakit lele yang berasal dari sentral produksi Kabupaten Demak, berdasarkan
pada 16 S rDNA PCR dan sensitivitasnya terhadap beberapa obat-obatan yang beredar.

Bahan dan Metode

Tempat dan waktu penelitian

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah eksploratif konfirmatori (Nazir, 1999).
Sepuluh ikan lele sakit diperoleh dari kolam pembesaran dari Kabupaten Demak. lkan sampel
dipilih secara selektif berdasarkan Kamiso et al. (1994) dan Sarjito et al. (2013°). Sedangkan
ikan lele uji berukuran 7-8 cm diperoleh dari unit pembenihan rakyat di Kabupaten Semarang.

Isolasi dan purifikasi bakteri dilakukan dengan metode streak pada media NA (merk) dan GSP
(Brock & Madigan, 1991; Sarjito et al., 2007; Sarjito et al., 201 3°) di Laboratorium Terpadu
Universitas Diponegoro. Tujuh belas isolat murni (D 01-D 186) diperoleh dari ginjal, hati dan luka
ikan sampel, kemudian disimpan pada media Nutrien Agar Trisalt (NA, Merck) miring.

Uji postulat koch dilakukan untuk mengetahui agensia penyebab penyakit bakteri pada lele sakit
dari Kabupaten Demak. Hasil uji postulat koch mendasari pemilihan isolat untuk uji selanjutnya
dikarakterisasi secara molekuler dan uiji sentivitas terhadap obat-obatan yang beredar. Ekstrasi
DNA dan amplifikasi DNA untuk PCR dilaksanakan di Laboratorium Kelautan Terpadu FPIK
Universitas Diponegoro, sedangkan sekuensing DNA dikirimkan ke Macrogen Korea Selatan.

Metode

Uji postulat koch

Uji postulat koch dilakukan di laboratorium Budidaya Perairan, FPIK, Universitas Diponegoro.
Semua isolat dikultur pada media cair zobelt (Sarjito, 2010). Penyuntikan isolat pada ikan uji
dilakukan secara intraperitoneal dengan dosis 0,1 mL dan kepadatan bakteri 10° Colony
Forming Unit (CFU)/ml. Sebelum penyuntikan ikan uji diaklimatisasi selama satu minggu,
kemudian dianastesi menggunakan minyak cengkeh dengan dosis 1 mL/20 L air. Pengamatan
gejala klinis dan kematian ikan dilakukan setiap 6 jam, selama 96 jam pasca infeksi. Saat uji
postulat koch dilakukan pergantian air sebanyak 75% pada pagi hari setelah pemberian pakan.
Kualitas air selama uji postulat koch adalah layak untuk budidaya lele yaitu temperatur berkisar
antara 26-28 °C, pH 7-7,3; amoniak 0,15-0,25 mg/L dan oksigen terlarut sebesar 3-5 mg/L.

Ekstraksi dan amplifikasi DNA

Untuk analisis PCR, DNA genom dari isolat D2, D7 dan D12 diekstraksi dari sel dengan cara
mengambil sel bakteri dari plate agar, disuspensi dalam air dengan mengacu pada metode
Ausubel et al. (1995) yang dimodifikasi oleh Radjasa et al. (2007). PCR dilakukan dengan DNA
thermal cycler (Mini cycler TM, MJ Research Inc, Watertown, MA, USA) adalah sebagai berikut:
2 pL temNPIate DNA, 40 pmol primer, 125 pmol deoxyribonucleoside triphosphate, 5 uL 10x
RedTa't:;fT PCR buffer (Sigma, Germanz), 1,2 mg mL" (konsentrasi akhir) bovine serum
albumin (Sigma) dan 0,75 unit :‘?eo‘?’aqrT DNA polymerase (Sigma) diatur konsentrasi akhir
hingga volume 50 uL dengan air steril (Sigma). PCR menggunakan metode Radjasa et al.
(2007) yang telah dimodifikasi sebagai berikut: denaturasi awal pada 94 °C selama 2 menit,
kemudian 30 siklus denaturasi (94 °C selama 2 menit), annealing (45 °C selama 2 menit) dan
ekstensi (72 °C selama 2 menit), serta ekstensi terakhir pada 72 °C selama 3 menit.

Sekuen gen 16S rDNA hasil amplifikasi PCR

Hasil amplifikasi PCR gen 16S rDNA dari isolat D2, D7 dan D12 dipurifikasi. Kemudian analisis
sekuensing dilakukan dengan metode dari Brinkhoff & Muyzer (1997) dan Radjasa et al. (2007).
Hasil sekuen isolat, kemudian dibandingkan homologinya dengan sekuen DNA pada DNA
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database gen bank. Penelusuran dilakukan dengan sistem internet, yaitu melalui sistem
pelacakan BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) pada National Center for Biotechnology
Information, National Institute for Health, USA (Atschul et al., 1997)

Uji sentivitas

Uji sensitivitas tiga isolat (D2, D7 dan D12) terhadap empat obat ikan yang beredar dilakukan
secara in vitro, menggunakan petridish sesuai dengan metoda Holstrom et al. (2003). Dosis
yang digunakan untuk uji sensitvitas ini adalah 6 p 8 p dan 10 p untuk obat A" dan 2,5 y, 5 p
dan 7,5 puntuk obat B, C dan D . Pengukuran zona hambat menggunakan jangka sorong di
sekitar kertas cakram setiap 24 jam, sampai zona bening tersebut ditumbuhi bakteri. Inkubasi
dilakukan pada suhu ruangan selama 48 jam. Hasil sensitivitas ini mengacu pada ketentuan
National Commitee for Clinical Laboratorium Standard (NCCLS, 2001).

Hasil dan Pembahasan

Hasil

Gejala klinis yang terlihat pada ikan sampel yang terserang bakteri adalah lendir yang berlebih,
luka dibagian kepala, berenang menyendiri, hemorrhagic, luka kemerahan/borok (ulcer) pada
permukaan tubuh, sungut kemerahan, mulut berwarna kemerahan, perut kembung, sirip gripis
yang disertai luka kemerahan pada sirip dada, sirip punggung, sirip ekor, serta hati dan ginjal
berwarna pucat. Hasil isolasi dari ketigapuluh ikan sampel diperoleh 16 isolat bakteri yang

ditunjukan pada Tabel 1.

Tabel 1. Karakter isolat berdasarkan kode isolat, asal isolat, warna koloni, bentuk koloni, serta
karakteristik pada berbagai media.

No Kode isolat Media Warna Bentuk Karakteristik koloni
1. D1 TCBS Hitam Bulat Pipih
2. D2 TCBS Kuning Bulat Cembung
3. D3 TCBS Kuning Bulat Pipih
4. D4 TCBS Putih Bulat Cembung
5. D5 TCBS Kuning Bulat Pipih
6. D6 NA Hijau Bulat Cembung
;4 D7 NA Pink Bulat Pipih
8. D8 NA Kuning Bulat Pipih
9. D9 NA Coklat Bulat Pipih

10. D10 NA Putih Bulat Cembung
e i D11 NA Kuning Bulat Pipih
12. D12 NA Putih Bulat Pipih
13: D13 NA Putih Bulat Cembung

14. D14 GSP Pink Bulat Cembung
15. D15 GSP Putih Bulat Cembung
16. D16 GSP Pink Bulat Cembung
17. D17 GSP Coklat Bulat Pipih

Hasil uji postulat koch diperoleh bahwa tiga isolat D2, D7, D12 yang mengakibatkan kematian
pada ikan lele uji sebanyak 10%, 20% dan 30%, sedangkan 14 isolat lainnya tidak
mengakibatkan kematian pada ikan uji. Oleh karena itu, ketiga isolat ini yang akan dilakukan uiji
secara molekuler dengan 16 S DNA.

Hasil karakterisasi secara molekuler dengan penelusuran homologi sekuen 16S rDNA untuk
isolat D2, D7 dan D12 dengan sekuen DNA database gen bank menggunakan sistem BLAST

dapat dilihat pada Tabel 2.
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Pembahasan

Gejala klinis yang terlihat pada ikan sampel adalah lendir yang berlebihan, luka dibagian
kepala, berenang menyendiri, hemorrhagic, luka kemerahan/borok (ulcer) pada permukaan
tubuh, sungut kemerahan, perut membesar, sirip gripis yang disertai \uka kemerahan pada sirip
dada, sirip punggung, sirip ekor, serta hati dan ginjal berwarna pucat. Gejala klinis yang sama
pernah dilaporkan oleh Kamiso et al. (1994) serta Red & Davar (2010) pada ikan lele yang
terserang penyakit bakteri. Ditemukan kemiripan gejala klinis antara ikan sampel dan ikan uji,
antara lain: luka kemerahan pada tubuh, borok/ulcer, geripis, kemerahan di sirip dan ujung
antenula memerah, tubuh menjadi lebih gelap dan ikan cenderung berenang secara tidak
beraturan.

Perbandingan hasil sekuen gen 16S rDNA dari ketiga isolat (D2, D7 dan D12) dengan sekuen
dari gen bank menunjukkan bahwa strain ini mempunyai kekerabatan dekat dengan
Pleisomonas sp. (87%), isolat D7 dengan A. caviae (96%) dan isolat JT 20 dengan A. sobria
(97%). Tabel 2. juga menunjukkan pula bahwa ketiga isolat tersebut memiliki tingkat homologi
yang cukup tinggi dengan kisaran 87-97%. Isolat yang mempunyai persamaan sekuen 16S
rDNA lebih dari 97% dapat mewakili spesies yang sama, sedangkan persamaan sekuen antara
93-97% dapat mewakili identitas bakteri pada tingkat genus tetapi berbeda spesies. Oleh
karena itu, agensia penyebab bakteri tersebut teridentifikasi secara molekuler memenuhi kaidah
pada level genus, akan tetapi beda spesies.

Hasil penelitian juga menunjukkan bahwa agensia penyakit bakteri pada ikan lele dari
Kabupaten Demak adalah Pleisomonas sp. (D2), A. caviae (D7) dan A. sobria (D12).
Pleisomonas sp. masih merupakan anggota dari vibrionacea, telah berhasil diisolasi dari ikan
air tawar dan kerang-kerangan (Austin & Austin, 2007; Austin, 2011). Genus aeromonas
menyerang ikan lele (Kamiso et al., 1994; Sukenda et al., 2008); ikan mas (Tambunan et al.,
2011) dan mengakibatkan kematian organisme budidaya tersebut (Smith, 2006). Penyakit yang
diakibatkan oleh infeksi bakteri patogen ini dapat menyebabkan kematian ikan secara massal
(Austin & Austin, 2007). A. caviae merupakan salah satu bakteri patogen penyebab motile
aeromonas septicemia pada ikan lele (Austin & Austin, 2007) dan telah menginfeksi nila dan
ikan mas (Niedziela et al., 2002). Sedangkan A. sobria menginfeksi ikan marble goby (Manin et
al., 2010) dan ornamental fish (Sreedharan et al., 2013) dan lele (Sarjito et al., 2013"). Hasil
penelitan menunjukkan bahwa ketiga agensia ini mengakibatkan kematian sebanyak 10%,
20% dan 30%. Bakteri genus aeromonas juga pernah dilaporkan mengakibatkan kematian 20-
37.5% pada ikan lele (Sarjito et al., 2013").

Hasil uji sensitivitas diperoleh bahwa ketiga agensia penyebab penyakit bakteri pada ikan lele
(D2, D7 dan D12) tidak sensitif terhadap obat A", B", C" dan D" . Hal ini dibuktikan dengan
tidak terbentuknya zona bening disekitar kertas cakram pada ketiga bakteri tersebut. Bakteri
dikatakan resisten, karena memiliki besaran zona hambat 0-10 m (NCCLS, 2001). Resistennya
bakteri Pleisomonas sp., A. caviae (Sreedharan et al., 2013) dan A. sobria (Mannin et al.,
2010), diduga berkaitan dengan pemakaian obat-obatan selama proses budidaya secara
meluas dan irrasional (Kemenkes RI, 2011), serta kandungan bahan aktif/antibiotik pada obat
tersebut (White & Dermott, 2001). Resistensi terjadi ketika bakteri bermutasi dalam satu atau
lain hal, sehingga menyebabkan turun atau hilangnya efektivitas obat, senyawa kimia atau
bahan lainnya untuk mencegah atau mengobati infeksi (Sharma et al., 2009). Pemakaian obat
secara irrasional juga berdampak pada pencemaran lingkungan dan mengakibatkan munculnya
bakteri resisten (Sukenda et al., 2008). Oleh karena itu, ketiga agensia penyebab penyakit
bakteri pada lele tersebut resisten terhadap keempat obat tersebut, diduga pula berkaitan
dengan pemberian obat yang irrasional selama proses budidaya dalam rangka pencegahan
dan pengobatan penyakit. Resistensi bakteri juga dapat terjadi karena mutasi dan seleksi
muatan secara acak, dalam hal ini antibiotikk berperan sebagai agen seleksi, sehingga
dimungkinkan terjadinya multiplikasi kelompok bakteri resisten dan menekan pertumbuhan
bakteri yang memiliki sifat sensitif terhadap antibiotik (Atlas, 1995). Selanjutnya, resistensi
terhadap antibiotik ini dapat ditularkan ke bakteri lainnya melalui kelompok gen resisten
antibiotik, diantara genes locus yang sama dengan agen seperti plasmid, fransposons dan
integrons (White & McDermott, 2001).
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Kesimpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini adalah causative agent penyakit bakteria pada
ikan lele di sentral produksi Kabupaten adalah Pleisomonas sp. (D2), A. caviae (D7) dan A.
sobria (D12). Ketiga agensia penyebab penyakit tersebut tidak sensitif terhadap beberapa obat
yang beredar.
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