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ABSTRAK

IKA NUR FEBRIANIL 08051181722015. Monitoring Karakteristik
Molekular Isolat V.alginolyticus, V.parahaemolyticus dan V.vulnificus pada
Ikan Budidaya Laut di Balai Besar Perikanan Budidaya Laut Lampung
(Pembimbing : Dr. Muhammad Hendri, M.Si dan Margie Brite, S.Pi., M.Sc)

Vibriosis merupakan suatu penyakit yang disebabkan oleh infeksi patogen
golongan Vibrio yang dapat mengakibatkan kematian ikan mencapai lebih dari
80% pada budidaya ikan. Tujuan dari penelitian ini adalah menganalisis isolat
patogen Vibrio spp yang menginfeksi ikan budidaya laut dengan beberapa set
primer spesifik dan mengidentifikasi jenis bakteri Vibrio spp yang menginfeksi
ikan laut budidaya di BBPBL Lampung. Koleksi isolat bakteri pada penelitian ini
berjumlah 20 sampel isolat dari media selektif Vibrio TCBS dan 2 sampel isolat
dari medium pengkaya TSB 2% NaCl. Identifikasi secara molckular
menggunakan primer 16S rRNA untuk mengidentifikasi bakteri Vibrio sp panjang
bandnya 700bp. primer Collagenase untuk mengidentifikasi bakteri
V.alginolyticus panjang bandnya 737bp, primer Tdh untuk mengidentifikasi
bakteri V. parahaemolyticus panjang bandnya 373bp, primer Tox R untuk
mengidentifikasi bakteri V. parahaemolyticus panjang bandnya 368bp dan primer
Vvh untuk mengidentifikasi bakteri V.vulnificus panjang bandnya 386bp. Hasil
perhitungan prevalensi dari 22 isolat yang diidentifikasi secara molekular
menggunakan primer 16S rRNA yaitu 81,82%, primer Collagenase yaitu 27,27%,
primer Tdh yaitu 0%, primer Tox R yaitu 9,1% dan primer Vvh yaitu 9,1%.

Kata kunci : Ikan laut, metode molekular, set primer , vibriosis.
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ABSTRACT

IKA NUR FEBRIANL 08051181722015. Monitoring The Molecular
Characterization of V. alginolyticus, V. parahaemolyticus and V. vulnificus in
Marine Fish Culture at The Main Center for Marine Aquaculture in
Lampung (Supervisors : Dr. Muhammad Hendri, M.Si dan Margie Brite,
S.Pi., M.Sc)

Vibriosis is a discase caused by infection with the Vibrio sp. pathogen
which can cause fish mortality to reach more than 80% in fish culture. The
purpose of this study is to examine and identify isolates of pathogenic Vibrio spp
that infect marine fish culture with some specific primer sets in Main Center for
Marine Aquaculture in Lampung. The collections of bacterial isolates in this study
consisted of 20 isolates samples from Vibrio TCBS selective medium and 2
isolates samples from TSB 2% NaCl enrichment medium. Molecular
identification used 16S rRNA primers to identify Vibrio sp bacteria with a band
length of 700bp, Collagenase primers to identify V. alginolyticus at 737bp band
length, Tdh primers to identify V. parahaemolyticus at 373bp band length, Tox R
primers to identify V.parahaemolyticus has a band length of 368bp and primer
Vvh to identify V.vulnificus with a band length of 386bp. The results of the total
prevalence of 22 isolates, identified molecularly using 16S rRNA primers were
81.82%, Collagenase primers were 27.27%, Tdh primers were 0%, Tox R primers
were 9.1% and Vvh primers were 9.1%.

Keywords : marine fish, vibriosis, molecular method, identification.
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RINGKASAN

IKA' NUR FEBRIANI. 08051181722015. Monitoring Karakteristik
Molekular Isolat V.alginolyticus, V.parahaemolyticus dan V.vulnificus pada
Ikan Budidaya Laut di Balai Besar Perikanan Budidaya Laut Lampung
(Pembimbing : Dr. Muhammad Hendri, M.Si dan Margie Brite, S.Pi., M.Sc)

Indonesia merupakan negara maritim dimana sektor budidaya ikan laut
yang cukup banyak. Intensnya budidaya ikan laut di Indonesia telah menimbulkan
dampak penyebaran penyakit, salah satunya penyakit vibriosis yang disebabkan
oleh bakteri patogen Vibrio. Penyakit vibriosis menyerang hampir semua jenis
ikan laut yang dibudidayakan, serangan pada ikan budidaya melibatkan beberapa
spesies bakteri seperti V. alginolyticus, parahaemolyticus dan V. vulnificus.
Penelitian dilaksanakan pada bulan juli 2020 sampai agustus 2020 di
Laboratorium kesehatan ikan dan lingkungan, Balai Besar Perikanan Budidaya
Laut (BBPBL), Kabupaten Pesawaran, Lampung.

Sampel yang digunakan pada penelitian ini berjumlah 22 isolat yang
didapatkan dari komoditas ikan budidaya di BBPBL (Balai Besar Perikanan Laut)
Lampung dan ditambahkan 5 isolat dari udang Vanname (3 isolat dari media
TCBS dan 2 isolat dari medium pengkaya (enrichment) TSB 2% NaCL yang telah
terkonfirmasi  sebagai  V.parahaemolyticus penyebab  penyakit  Acute
Hepatopancreatic Necrosis Disease dengan primer AP4 230 bp.

Hasil pengidentifikasian secara molekular menunjukkan bahwa pengujian
molekular menggunakan primer 16S rRNA untuk mengidentifikasi bakteri Vibrio
sp panjang bandnya 700bp didapatkan 18 isolat yang teridentifikasi, primer
Collagenase untuk mengidentifikasi bakteri V.alginolyticus panjang bandnya
737bp didapatkan 6 isolat yang teridentifikasi, primer Tdh untuk mengidentifikasi
bakteri V. parahaemolyticus panjang bandnya 373bp tidak ada isolat
teridentifikasi, primer Tox R untuk mengidentifikasi bakteri V. parahaemolyticus
panjang bandnya 368bp didapatkan 2 isolat yang teridentifikasi dan primer Vvh
untuk mengidentifikasi bakteri V.vulnificus panjang bandnya 386bp didapatkan 2

isolat yang teridentifikasi.
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| PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan salah satu negara maritim yang memiliki keragaman
budidaya ikan cukup banyak. Menurut Sembiring et al. (2018) peningkatan
permintaan produk perikanan di pasar global, berdampak pada semakin tingginya
minat pembudidaya untuk budidaya ikan di karamba jaring apung. Pertumbuhan
produksi budidaya sangat cepat untuk dekade terakhir, dan telah menyokong
secara signifikan persediaan pangan di seluruh dunia, serta mampu meningkatkan
pendapatan rata-rata untuk banyak negara. Peningkatan kegiatan budidaya di
banyak negara ini telah menimbulkan dampak penyebaran berbagai penyakit
dengan cepat, yang mana merupakan salah satu dari faktor penghalang untuk
dapat mendukung produksi komoditas perikanan.

Secara global, produksi budidaya ikan laut memiliki kontribusi sebesar
3.1% atau sekitar 1.8 juta ton. Perkembangan budidaya perikanan yang cenderung
mengarah kepada sistem intensifikasi telah menimbulkan masalah dengan
munculnya penyakit baik yang disebabkan oleh virus, bakteri, parasit, jamur dan
mikroorganisme patogen lainnya (Novriadi et al. 2015). Menurut Adams dan
Thompson, (2006) dalam Novriadi et al. (2014) sangat dibutuhkannya kegiatan
monitoring dan program pengelolaan kesehatan ikan yang efektif meliputi seluruh
aspek kegiatan budidaya termasuk dalam hal identifikasi dan manajemen resiko
penyakit ikan dan lingkungan, mengurangi resiko paparan ataupun penyebaran
patogen hingga kepada pengelolaan penggunaan obat dan bahan kimia.

Keberadaan penyakit di dalam lingkungan perairan merupakan salah satu
kendala di dalam pengembangan subsektor budidaya perikanan. Penyebab
penyakit di lingkungan tersebut dapat berupa faktor fisika dan kimia lingkungan,
pakan dan metabolisme, stres sebagai bagian reaksi psikologis ikan. Serangan
penyakit tersebut dapat berakibat pada terganggunya produktivitas budidaya
bahkan dapat menyebabkan kegagalan hingga menimbulkan kerugian. Selain itu
kenaikan atau penurunan suhu secara mendadak dapat menyebabkan stres pada
ikan. Kepadatan ikan yang tinggi menyebabkan ikan stres sehingga mudah

terserang penyakit (Sugianto et al. 2017).



Organisme yang paling umum dijumpai di lingkungan akuatik serta
memiliki keragaman morfologi, ekologi dan fisiologis yang cukup tinggi adalah
bakteri. Sebagian besar bakteri patogen pada budidaya ikan laut memiliki sel
berbentuk batang pendek dan bersifat gram negatif. Adapun sebagian bakteri
lainnya bervariasi antara lain memiliki sifat gram positif dan memiliki bentuk sel
kokus atau batang. Identifikasi 13 kelompok bakteri yang terdiri dari 51 genus,
merupakan penyebab utama penyakit infeksi bakterial pada ikan. Genus bakteri
tersebut antara lain: Mycobacterium, Aeromonas, Flavobacterium, Pseudomonas
dan Vibrio (Novriadi et al. 2014; Hatmanti et al. 2008).

Salah satu penyakit yang menyerang budidaya ikan laut yaitu penyakit
bakteri vibriosis. Vibriosis merupakan penyakit bakterial yang disebabkan oleh
infeksi patogen golongan Vibrio dan mengakibatkan kematian ikan mencapai
lebih dari 80% pada budidaya ikan. Ada beberapa istilah yang berbeda untuk
mengacu pada penyakit vibriosis ini, antara lain red pest, saltwater furunculosis,
boil disease, dan ulcer disease. Penyakit vibriosis menyerang hampir semua jenis
ikan laut yang dibudidayakan, serangan pada ikan budidaya melibatkan beberapa
spesies bakteri seperti V. alginolyticus, parahaemolyticus, V. vulnificus, dan V.
maritimus, bakteri tersebut umum didapatkan pada ikan budidaya. Bakteri ini
bersifat sangat ganas dan sangat berbahaya baik pada budidaya ikan air laut
karena bertindak sebagai patogen primer dan sekunder (limiah et al. 2012).

Berbagai metode yang digunakan untuk identifikasi dan deteksi saat ini
telah dikembangkan, kajian mengenai penyakit vibriosis pada budidaya ikan laut
telah banyak mendapat perhatian. Menurut Rinanda, (2011) metode secara
konvensional dilakukan melalui metode pembiakan dan dilanjutkan dengan
pemeriksaan karakteristik fisiologis dan biokimia. Metode ini membutuhkan
waktu yang lebih lama. Saat ini dikembangkan metode identifikasi berbasis
molekuler yang lebih cepat dengan tingkat sensitivitas dan spesifisitas yang
tinggi.

Penggunaan metode PCR (Polymerase Chain Reaction) merupakan suatu
metode yang telah banyak digunakan untuk mengidentifikasi dan mendeteksi
patogen pada pengelolaan budidaya ikan laut maupun ikan tawar. Metode

molekuler menggunakan PCR (Polymerase Chain Reaction) juga telah



dikembangkan untuk membedakan dan mendeteksi bakteri patogen pada ikan
berdasarkan amplifikasi gen-gen tertentu yang lebih spesifik seperti gen 16S-
rRNA (Conejero dan Hedreyeda, 2004).

Pemilihan primer yang baik dan tepat merupakan salah satu faktor penting
yang dapat mempengaruhi kualitas deteksi molekuler berbasis PCR (Polymerase
Chain Reaction). Menurut Rychlic, (1995) dalam Aris, (2011) primer yang
digunakan pada proses PCR merupakan oligonukleotida yang berperan untuk
mengawali proses amplifikasi molekul DNA. Analisis PCR dengan primer
spesifik merupakan langkah yang terbaik untuk kepentingan deteksi bakteri
patogen karena dapat menghasilkan penentuan secara cepat keberadaan gen target,

cukup sensitif dan mudah digunakan dalam kegiatan rutin.

1.2 Rumusan Masalah

Keberadaan vibriosis sangat merugikan usaha budidaya ikan laut karena
dalam waktu singkat. Bakteri golongan Vibrio diketahui sebagai bakteri
oportunistik merupakan bakteri yang sangat ganas dan berbahaya pada budidaya
ikan karena dapat bertindak sebagai patogen primer dan sekunder. Berbagai
spesies Vibrio yaitu V.anguillarum, V.alginolyticus, V.cholera, V.damsela,
Vsalmonicida, V. parahaemolyticus dan V. vulnificus telah teridentifikasi dari ikan
budidaya.

Keberadaan Vibrio lebih banyak menginfeksi ikan budidaya dengan
konsentrasi virulensi tinggi dan untuk mengindentifikasi bakteri secara biokimia
butuh waktu yang lama, bahan dan reagensia dalam jumlah banyak sehingga
diperlukan konfirmasi secara molekular. Hasil monitoring dapat memetakan
spesies Vibrio spp yang menyerang ikan budidaya dengan prevalensi tinggi untuk
dijadikan kadidat pengembangan vaksin bakteri isolat lokal lebih efektif dan tepat
sasaran.

Abdelazis et al. (2017) telah melakukan monitoring melalui identifikasi
molekular spesies Vibrio yang menyerang ikan kerapu hitam (Epinephelus
marginatus), belanak (Mugil cephalus) dan Solea aegyptiaca selama periode
bulan Oktober 2014 hingga Juli 2015 di danau Qorun, Mesir. Hasil konfirmasi uji

biomolekular menunjukkan spesies V. alginolyticus spesifik terhadap primer



collagenase gene pada 737 bp, V. parahaemolyticus spesifik terhadap primer
ToxR gene pada 366 bp dan spesifik primer Vvh gene dapat mendeteksi V.
vulnificus pada 387 bp.

Penelitian ini melakukan perekayasaan dengan merakit teknologi budidaya
ikan yang merupakan teknologi terbaru yang berkembang dan diuji secara
berulang-ulang sampai teknologi tersebut mapan dan siap diterapkan pada
masyarakat. Kegiatan rekayasa penyiapan standar teknologi pengelolaan
keskanling (kesehatan ikan dan lingkungan) budidaya ikan laut mencakup dua
tahapan yaitu: pertama, koleksi isolat yang teridentifikasi secara biokimiawi
sebagai V. alginolyticus, V. parahaemolyticus dan V. vulnificus serta yang kedua,
dilakukannya pengujian dengan amplifikasi menggunakan reagen MyTaq HS Red
Mix 2x dan set primer molekular serta mengelompokkan berdasarkan tingkat
patogenesitas.

Pengujian molekuler merupakan salah satu cara untuk menentukan
keberadaan bakteri Vibrio di ikan budidaya. Oleh karena itu, pada penelitian ini
difokuskan untuk mengetahui :

1. Bagaimana identifikasi bakteri Vibrio spp yang menginfeksi ikan laut
budidaya di BBPBL Lampung berdasar karakteristik molekular?
2. Bagaimana memetakan kelompok dan perhitungan prevalensi isolat patogen

V. alginolyticus, V. parahaemolyticus dan V. vulnificus?

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini dapat diuraikan sebagai berikut:
1. Menguji dan menganalisis isolat patogen Vibrio spp yang menginfeksi ikan
budidaya laut dengan beberapa set primer spesifik.
2. Mengidentifikasi dan menganalisis jenis bakteri Vibrio spp yang menginfeksi
ikan laut budidaya di BBPBL Lampung.

1.4 Manfaat

Diperolehnya teknik pengendalian penyakit bakteri ikan laut yang meliputi
teknik identifikasi bakteri patogen Vibrio melalui pengelompokkan karakter
molekular yang merupakan dasar untuk deteksi cepat penanganan serangan



vibriosis sehingga dapat meningkatkan pertumbuhan dan produksi ikan laut
budidaya.
Kerangka pemikiran dari penelitian ini disajikan dalam bentuk diagram

alir pada Gambar 1.

Monitoring ikan
budidaya

A 4

Isolat dari media
selektif Vibrio
(TCBS)

S

Identifikasi Identifikasi
biokimia molekular
A 2
Isolat
Vibrio spp
v v v v '

16S- Gen Gen Tdh Gen ToxR Gen VVvh
rRNA Collagenase

Protokol deteksi
cepat

Gambar 1. Kerangka pikir penelitian.
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