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Abstrak

Bakteri A. hydrophila merupakan bakteri patogen fakultatif anaerob dan umum ada di setiap
perairan. Bersifat oportunistik atau tidak menjadi berbahaya jika dalam kondisi budidaya yang
baik, akan tetapi bila kondisi budidaya buruk maka akan dapat menyebabkan kematian massal
baik ukuran benih maupun induk dalam waktu yang relatif singkat sehingga mengakibatkan
kerugian yang cukup besar. Namun demikian keberadaan bakteri patogen ini pada berbagai
media hidup belum teramati dengan baik. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
kepadatan A. hydrophila pada berbagai media hidup. Penelitian ini bersifat eksperimental
laboratoris yang dilakukan dalam tiga tahap penelitian. Tahap pertama adalah pengujian
perkembangan A. hydrophila secara in vitro pada berbagai media kultur agar/broth. Tahap
kedua adalah pengujian perkembangan A. hydophila pada media budidaya tanpa ada ikan dan
tahap ketiga adalah perkembangan A.hydrophila di media budidaya ikan mas (Cyprinus carpio).
Hasil yang didapatkan dalam penelitian ini adalah bahwa fase eksponensial A. hydrophila
pada media kultur TSB terjadi pada jam ke-16 hingga jam ke-22 dengan peningkatan jumlah
mencapai puncaknya pada jam ke-22 dengan kepadatan bakteri mencapai 1.66x10™ cfu/mL.
Faktor yangmenyebabkan peningkatan kepadatan A. hydrophila disebabkan adanya nutrien
yang ada di media budidaya. Puncak perkembangan/ peningkatan kepadatan A.hydrophila
pada media budidaya ikan Mas (Cyprinus carpio) adalah hari ke-8 yakni mencapai 5x10° cfu/mL
dan mengakibatkan SR ikan Mas selama masa penelitan hanya 36,67%.

Kata kunci: Perkembangan Aeromonas hydrophila, media agar, media budidaya

Pendahuluan

Beberapa bakteri patogen yang sering menimbulkan permasalahan bagi pembudidaya
ikan adalah Vibrio sp., Aeromonas sp., Pseudomonas sp., Streptococcus sp., Pasteurella sp.,
dan Mycobacterium sp (Hatmanti et al. 2009). Penyakit bakterial yang sering menyerang
berbagai jenis ikan pada berbagai tingkatan umur adalah Aeromonas hydrophila. Pada tahun
1980 pernah terjadi wabah yang disebabkan oleh A. hydrophila di daerah Jawa Barat dan
sekitarnya, menimbulkan kerugian yang sangat besar bagi para pembudidaya berbagai
spesies ikan air tawar.

Motile Aeromonad Septicemia (MAS) yang disebabkan oleh A. hydrophila merupakan
permasalahan yang dihadapi oleh pembudidaya di seluruh dunia. A. hydrophila ini tidak hanya
menyerang ikan mas saja, namun juga menyerang berbagai ikan air tawar lain.

Bakteri A. hydrophila merupakan patogen yang bersifat fakultatif anaerob dan umum
ada di setiap perairan (Burton & Lanza 1986; Palumbo et al. 1992; Inglis et al. 1993;
Harikrishnan et al. 2005), oportunistik atau tidak menjadi berbahaya jika dalam kondisi budidaya
yang baik. Akan tetapi bila kondisi budidaya buruk, seperti adanya perubahan lingkungan yang
menyebabkan tingkat stres ikan meningkat, akan dapat menyebabkan kematian massal
(Harikrishnan et al. 2005), baik pada ukuran benih maupun induk dalam waktu yang relatif
singkat sehingga mengakibatkan kerugian yang cukup besar. Namun demikian hingga saat ini
belum diketahui secara pasti tingkat kepadatan A. hydrophila yang dapat memicu timbulnya
serangan penyakit pada ikan mas pada media budidaya. Dengan mengetahui karakter dan tren
perkembangan A. hydrophila di lingkungan perairan sebagai media hidup ikan maka diharapkan
akan mampu memunculkan solusi penanganan yang lebih optimal dan ramah lingkungan.
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Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perkembangan A. hydrophila serta mencari
penyebab tumbuhnya A. hydrophila di media budidaya. Manfaat dari penelitian ini adalah
dengan mengetahui tingkat konsentrasi/perkembangan A. hydrophila di media hidup bakteri,
maka akan dapat dilakukan pencegahan dan penanganan terhadap kemungkinan terjadinya
serangan A. hydrophila yang mematikan dengan lebih optimal, efektif dan efisien serta ramah
lingkungan.

Bahan dan Metode

Bahan yang digunakan terdiri atas media kultur bakteri yaitu: Trypticase Soy Agar
(TSA), Trypticase Soy Broth (TSB), media selektif untuk Aeromonas sp. dan Pseudomonas sp.
yaitu media agar GSP, serta media selektif untuk A. hydrophila yaitu media Rhimler Shotts (R-S
medium). Selain itu digunakan pula aquades, salin (larutan fisiologi), alkohol 96%, dan 70%,
korek api, tisu, kapas tutup tabung reaksi, minyak imersi, dan bahan-bahan lain untuk
karakterisasi bakteri.

Prosedur Penelitian

Penelitian terdiri atas persiapan dan pelaksanaan penelitian. Penelitian dilakukan dalam
tiga tahapan yang masing-masing dijabarkan dalam suatu rangkaian penelitian. Penelitian ini
dilakukan pada skala laboratorium. Tahap pertama adalah uji perkembangan A. hydrophila
secara in vitro pada media kultur agar/broth. Tahap kedua adalah pengujian perkembangan A.
hydophila pada media budidaya tanpa keberadaan ikan dan tahap ketiga adalah uji
perkembangan A. hydrophila pada media budidaya ikan Mas. Prosedur pelaksanaan penelitian
secara garis besar adalah sebagai berikut:

1. Tahap pertama adalah uji kinetik pertumbuhan A. hydrophila secara in vitro pada
media kultur agar/broth.

Penelitian ini diawali dengan melihat kurva tumbuh A. hydrophila pada media broth
(TSB) selama 24 jam. Pengamatan dan penghitungan jumlah bakteri dilakukan setiap 2 jam
dengan metode TPC (Total Plate Count) pada media agar TSA. Hal ini dilakukan untuk
mengetahui tingkat pertumbuhan A. hydrophila pada media broth.

2. Tahap kedua adalah tahap uji perkembangan A. hydrophila pada media budidaya
tanpaikan

Untuk dapat mengetahui pertumbuhan A. hydrophila pada media budidaya maka
dilakukan serangkaian perlakuan terhadap bakteri tersebut berikut ini: (KA) Kontrol — tanpa
penambahan A. hydrophila; (PA1) Media diberi A. hydrophila dengan kepadatan 10°cfu/ml
tanpa aerasi dan tanpa penambahan pakan; (PA2) Media diberi A. hydrophila dengan
kepadatan 10°cfu/ml dengan aerasi dan tanpa penambahan pakan; (PA3) Media diberi A.
hydrophila dengan kepadatan 10? cfu/ml dengan aerasi dan penambahan pakan setiap harinya;
(PA4) Media diberi A. hydrophila dengan kepadatan 10°cfu/ml tanpa aerasi dan dilakukan
penambahan pakan setiap harinya, perlakuan ini ditempatkan pada ruangan biasa; (PA5)
Media diberi A. hydrophila dengan kepadatan 10°cfu/ml tanpa aerasi dan juga dilakukan
penambahan pakan setiap harinya, perlakuan ini ditempatkan pada ruangan yang dingin
dengan suhu air 24-25°C.

Wadah yang digunakan pada penelitian ini adalah bejana air dari kaca yang diisi
dengan air media budidaya sebanyak 2 liter per wadah. Media budidaya yang digunakan
berasal dari sumur artetis. Pada setiap perlakuan diasumsikan berisi 10 ekor ikan dengan bobot
rata-rata 18 gram dengan volume air 20 liter/akuarium, dengan pemberian pakan 5% dari bobot
total ikan yaitu 9 gram/hari. Berdasarkan asumsi tersebut maka pemberian pakan pada
penelitian tahap ini adalah 0.18 gram/hari/wadabh.

Penelitian dilaksanakan selama 14 hari, dengan pemeriksaan pertumbuhan bakteri
dilakukan setiap hari menggunakan metode TPC. Setiap perlakuan dilakukan pengulangan 2
kali. Hasil dari penelitan tahap ini menjadi dasar pertimbangan pada penelitian tahap
selanjutnya.

Analisis data hasil pengamatan dari penelitian tahap pertama, kedua dan ketiga
dianalisis secara deskriptif.
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3. Tahap ketiga adalah tahap uji perkembangan A. hydrophila pada media budidaya
ikan Mas

Penelitian tahap ketiga ini dilakukan sesuai dengan hasil dari penelitian tahap kedua
yang berkaitan dengan perkembangan A. hydrophila pada media budidaya ikan Mas.

Pada tahap ini perlakuan dilaksanakan selama 14 hari vyaitu: (PA) Perlakuan
pemberian A. hydrophila 10% cfu/ml pada media budidaya tanpa adanya penyiponan. (PK)
Perlakuan tanpa pemberian A. hydrophila pada media budidaya tanpa adanya penyiponan.
(KS) Perlakuan tanpa pemberian A. hydrophila pada media budidaya namun dilakukan
penyiponan setiap 3 hari. Perlakuan ini juga dianggap sebagai perlakuan kontrol. Setiap
perlakuan dilakukan 3 kali pengulangan.

Setiap akuarium dimasukan ikan uji 10 ekor/ 20 liter air media budidaya dengan
pemberian pakan sebanyak 5 % dari bobot total ikan uji per akuarium. Pemberian pakan
dilakukan sedikit demi sedikit hingga ikan uji kenyang dan tidak merespon setiap pakan yang
diberikan. Data pemberian pakan, pemeriksaan gambaran darah dan histopath dilakukan untuk
mendukung analisa hasil penelitian.

Hasil Dan Pembahasan

Penelitian Tahap I: Uji kinetik pertumbuhan A. hydrophila secara in vitro pada media
kultur agar/broth.

Identifikasi bakteri patogen uji

Pada media agar GSP, bakteri positif Aeromonas sp. jika bakteri yang tumbuh
berwarna krem dan media agar berubah menjadi berwarna kuning-oranye, sedangkan pada
media selektif RS bakteri positif jika tumbuh koloni berwarna kuning. Berdasarkan hasil
tersebut maka proses pasase berhasil karena bakteri yang diinjeksikan pada ikan memberikan
gejala klinis dan efek kerusakan fisiologis pada tubuh sebagaimana ciri infeksi A. hydrophila.
Selain itu saat bagian luka tersebut dilakukan reisolasi maka diperoleh kembali karakteristik
yang sama dengan A. hydrophila yang diinjeksikan.

Hasil dari pasase ini juga memperlihatkan keganasan dari bakteri ini, 100% ikan mati
dalam kurun waktu kurang dari 24 jam terutama pada jam ke 4 hingga 12 (Gambar 2).

Gambar 2. lkan sakit pada uji pasase; a) tampak eksternal, b) organ dalam yang
mengalami dropsi

Pada Gambar 2 terlihat pada bekas injeksi terdapat suatu luka infeksi dan ruam pada
tubuh bagian luar. Kondisi rongga tubuh penuh berisi cairan, otot yang terinfeksi hancur
disebabkan infeksi A. hydrophila.

Pertumbuhan A. hydrophila pada media broth

Pertumbuhan A. hydrophila pada media budidaya menjadi hal yang sangat penting
untuk diketahui dan dikaji lebih mendalam mengingat masih minimnya informasi mendasar
mengenai hal ini. Pada tahap ini pertumbuhan A. hydrophila dilihat setelah 24 jam pada media
broth TSB dengan hasil disajikan pada Tabel 1.
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Tabel 1. Kepadatan A. hydrophila setelah 24 jam pada media broth (TSB)

Pengenceran Jumlah Koloni Kepadatan Rerata (cfu/mL)
107 TBUD -

10" TBUD - 17

10 171 1.71x10~ 1.77x10

10 183 1.83x10"

Berdasarkan kurva di atas memperlihatkan bahwa fase eksponensial A. hydrophila
terjadi pada jam ke-16 hingga jam ke-22 dengan peningkatan jumlah mencapai puncaknya
pada jam ke-22 dengan kepadatan bakteri mencapai 1.66x10"° cfu/mL. Widdel (2007) diacu
dalam Winarti (2010) menyebutkan bahwa fase pertumbuhan bakteri dimulai dengan fase
lamban (lag phase) yaitu suatu periode awal yang tampaknya tanpa pertumbuhan, diikuti
dengan fase mulai (starting phase), kemudian pertumbuhan cepat yaitu fase eksponensial atau
logaritma (exponential phase), selanjutnya mendatar yang disebut disebut fase statis (stationer
phase) dan akhirnya diikuti oleh fase penurunan atau kematian (die-off phase).

Gambaran pertumbuhan A. hydrophila pada media broth (TSB) dengan pengamatan
setiap 2 jam selama 24 jam disajikan pada Gambar 3.
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Gambar 3. Kurva pertumbuhan A. hydrophila pada media broth hasil pengamatan setiap 2
jam selama 24 jam; | = fase lamban, Il = fase mulai, Il = fase eksponensial, IV =
fase statis dan kematian.

Dengan diketahuinya kurva pertumbuhan dari A. hydrophila pada media broth TSB
maka dapat dijadikan dasar pengetahuan terhadap tingkat pertumbuhan bakteri ini dan menjadi
acuan pada penelitian tahap selanjutnya.

Penelitian Tahap Il : Uji perkembangan A. hydrophila pada media budidaya tanpa ikan

Hasil penelitian tahap ini memperlihatkan kemampuan A. hydrophila untuk hidup,
tumbuh dan bertahan pada rentang DO yang luas (0.13-7.82mg/L) sebagaimana disajikan
pada Gambar 4.

Pada kondisi DO terendah yaitu 0.13 mg/L (Gambar 6) terlihat pada perlakuan PA5
(perlakuan tanpa aerasi dan penambahan pakan) terjadi pada hari kelima setelah pemberian A.
hydrophila 10°cfu/mL dengan kepadatan bakteri meningkat menjadi 2.3x10™ cfu/mL.
Sedangkan DO tertinggi terlihat pada perlakuan PA2 (perlakuan dengan aerasi dan tanpa
penambahan pakan) yaitu 7.82mg/L pada hari pertama setelah pemberian A. hydrophila
10%cfu/mL yaitu dengan kepadatan bakteri 0.95x10? cfu/mL.

Berbagai perlakuan yang digunakan pada penelitian ini ditujukan untuk mengetahui
gambaran pertumbuhan A. hydrophila pada media budidaya di berbagai kondisi lingkungan.
Pada Gambar 5. dapat disimpulkan bahwa untuk A. hydrophila ada atau tidaknya oksigen
dalam kurun waktu tertentu bukan menjadi faktor pembatas dalam kehidupan bakteri sesuai
dengan karakteristiknya yang bersifat fakultatif anaerob. Namun dengan adanya penambahan
pakan menyebabkan peningkatan pertumbuhan bakteri. Hal ini disebabkan A. hydropila
merupakan bakteri heterotrof yang memiliki kemampuan memanfaatkan kandungan karbon
dan nitrogen pakan untuk menjadi sumber nutrisinya. Sebagaimana Burton and Lanza (1986),
A. hydrophila merupakan bakteri yang umum ditemukan di perairan, dengan tingkat kepadatan
yang berkorelasi dengan kandungan nutrien di suatu perairan tersebut. Bahan organik yang
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berasal dari sisa pakan ikan, dapat memicu peningkatan pertumbuhan A. hydrophila sehingga
berpotensi menyebabkan penyakit pada ikan, terutama ikan yang dalam kondisi stres.
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Gambar 4. Pertumbuhan A. hydrophila pada media budidaya; (PA1) Perlakuan tanpa aerasi
dan tanpa pakan; (PA2) Perlakuan dengan aerasi dan tanpa pakan; (PA3)
Perlakuan dengan aerasi dan penambahan pakan; (PA4) Perlakuan tanpa aerasi
dan penambahan pakan; (PA5) Perlakuan tanpa aerasi dan penambahan pakan
(suhu air 24-25°C)
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Gambar 5.Kondisi DO media budidaya yang ditambahkan A. hydrophila 10%cfu/mL di awal
penelitian; (PA1) Perlakuan tanpa aerasi dan tanpa pakan; (PA2) Perlakuan
dengan aerasi dan tanpa pakan; (PA3) Perlakuan dengan aerasi dan penambahan
pakan; (PA4) Perlakuan tanpa aerasi dan penambahan pakan; (PA5) Perlakuan
tanpa aerasi dan penambahan pakan (suhu air 24-25°C); (KA) Perlakuan kontrol
tanpa penambahan bakteri, tanpa aerasi dan tanpa pakan

Kemampuan A. hydrophila untuk tumbuh pada rentang suhu dan kadar oksigen yang
luas menyebabkan A. hydrophila ini menjadi salah satu bakteri yang paling sering ditemukan
pada perairan dan menyebabkan sakit pada berbagai jenis ikan budidaya. Burton and Lanza
(1986) dan Austin and Austin (2007) menyatakan bahwa A. hydrophila mampu hidup pada
lingkungan bersuhu 4-37°C dan pertumbuhan mencapai tingkat tertinggi pada suhu 28°C.

Berdasarkan hasil penelitian ini maka pada penelitian aplikasi dengan pemeliharaan
ikan di tahap ketiga, digunakan perlakuan ketiga yaitu ikan dipelihara dengan pemberian pakan
dan aerasi.

Penelitian Tahap lll: Uji perkembangan A. hydrophila pada media budidaya lkan Mas

Hasil tingkat kelangsungan hidup ikan uji setelah diuji tantang dengan A. hydrophila
disajikan pada gambar 6.
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Gambar 6. Kondisi ikan uji sebelum pemberian probiotik. (PA) Perlakuan penambahan A.
hydrophila 10% cfu/mL; (PK) Perlakuan tanpa penambahan A. hydrophila dan
tanpa sipon; (KS) Perlakuan tanpa penambahan A. hydrophila namun dengan
penyiponan setiap 3 hari sekali. 1) Tingkat kelangsungan hidup ikan uji; 2)
Kepadatan A.hydrophila di media budidaya (Log 10cfu/mL).

Kelangsungan hidup ikan uji tertinggi diperoleh pada perlakuan KS dengan rata-rata
80%. Media budidaya yang tidak diberikan bakteri patogen sekalipun, kelangsungan hidupnya
rendah yaitu rata-rata 33.33%. Hal ini menunjukkan bahwa A. hydrophila selalu ada di perairan
dan akan berkembang dengan cepat akibat adanya penambahan pakan dan dapat
menyebabkan penyakit pada kondisi yang memungkinkan. Pada perlakuan PK kematian ikan
disebabkan oleh A. hydrophila, hal ini dipastikan setelah organ ginjal dan hati ikan yang sakit
ditanam pada media RS menunjukkan bahwa bakteri yang tumbuh adalah A. hydrophila.

Untuk mengetahui tingkat pertumbuhan A. hydrophila pada media budidaya ikan uiji
dapat dilihat pada Gambar 6. Dari Gambar di atas terlihat pertumbuhan A. hydrophila pada
media budidaya mencapai puncaknya pada hari ke-8 dengan kepadatan bakteri mencapai
5x10°cfu/mL pada perlakuan PA dan 1.65x10° cfu/mL pada perlakuan PK. Hal ini sejalan
dengan terjadinya kematian ikan uji pada waktu tersebut yaitu kematian 3 ekor ikan uji pada
perlakuan penambahan A. hydrophila (PA) dan 7 ekor ikan mas mati pada perlakuan kontrol
tanpa penyiponan dan tanpa penambahan A. hydrophila (PK). Pada hari-hari selanjutnya ikan
mengalami kematian dengan jumlah yang berbeda-beda pada setiap perlakuannya hingga akhir
pengamatan dilakukan.

Hasil analisa beberapa data diperoleh bahwa kondisi kritis ikan uji akibat pertumbuhan
A. hydrophila adalah pada hari ke-4 hingga ke-6 dengan kepadatan bakteri berkisar antara 10°-
10® cfu/ml. Jika dilihat dari gejala Klinis tingkah laku, pola renang dan respon terhadap pakan
dari ikan uji terjadi perubahan pola pada ikan seperti berenang di permukaan, berkumpul di
sudut akuarium, berenang lemah, menyendiri, dengan respon terhadap pemberian pakan yang
mulai menurun pada hari ketiga. Pada pemeriksaan darah, hati dan ginjal ikan yang sakit
menunjukkan positif terinfeksi A. hydrophila, dan hasil TPC pada darah diperoleh koloni bakteri
dengan kepadatan yang bervariasi antara 10%-10° cfu/ml. Pemeriksaan pada ikan yang terlihat
sehat tidak ditemukan adanya A. hydrophila.

Berdasarkan pemeriksaan gambaran darah ikan uji diketahui bahwa pada perlakuan
PA dan PK nilai total leukosit mengalami kenaikan. Meningkatnya total leukosit di awal dapat
digunakan sebagai tanda adanya fase awal infeksi, stres, ataupun leukemia (Anderson &
Siwicki 1993). Pada hari ketujuh, nilai leukosit semakin menurun tajam menandakan bahwa
leukosit tidak mampu mengatasi serangan A. hydrohila dalam darah. Nilai total eritrosit yang
menurun juga menandakan terjadinya infeksi oleh A. hydrophila melalui media budidaya.
Gambaran darah (total eritrosit dan total leukosit) ikan uji disajikan pada gambar 7.

Kondisi organ ginjal (Gambar 4) pada hari ketujuh mulai terlihat beberapa sel yang
mengalami hipertropi dan haemoragi. Hal ini menandakan bahwa organ ini sudah mulai
terserang A. hydrophila sehingga proses pembuatan darah terganggu sehingga tubuh mulai
mengalami anemia. Ginjal hari ke-14 kondisinya semakin banyak sel-sel yang mengalami
kerusakan. Begitu juga dengan organ hati dimana pada hari ketujuh kondisinya masih baik
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namun pada hari ke-14 banyak sel hati yang mengalami hipertropi. Penurunan nilai eritrosit
juga menandakan dimulainya kerusakan organ penghasil sel darah yaitu ginjal dan hati.

150000 - » 250000
T ':'5: 200000 -
) i e
g 100000 2 150000
= s £ = oo P
& 50000 - o g 100000 »
T 2 50000
* K5 - o KS
0 - 0 -
0 5 10 15 0 10 20
Sampling hari ke- 1 Sampling hari ke-
2

Gambar 7. Gambaran darah ikan uji selama penelitian, 1) Total Eritrosit; 2) Total Leukosit

Kesimpulan

Simpulan yang dapat diambil dari penelitian ini adalah:

1. Fase eksponensial A. hydrophila pada media kultur TSB terjadi pada jam ke-16 hingga jam
ke-22 dengan peningkatan jumlah mencapai puncaknya pada jam ke-22 dengan kepadatan
bakteri mencapai 1.66x10"° cfu/mL.

2. Konsentrasi A. hydrophila pada media budidaya yang daPat menyebabkan Motile
Aeromonad Septicemia (MAS) pada ikan mas berkisar antara 10’ — 10° cfu/ml, dan apabila
ikan berada dalam kondisi stres maka semakin besar kemungkinan terjadinya kematian.

3. Peningkatan jumlah A. hydrophila disebabkan adanya nutrien di dalam media budidaya.

Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai solusi/agen biokontrol terhadap serangan A.
hydrophila guna mendapatkan penanganan yang lebih optimal, efektif dan ramah lingkungan..
Dengan telah diketahuinya perkembangan A. hydrophila pada media budidaya maka akan

dapat dilakukan penanganan yang bersifat praktis guna pencegahan serangan bakteri patogen
ini.
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