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Abstrak

Ikan kerapu sakit diperoleh dari keramba jaring apung yang berlokasi di perairan Karimunjawa. Penelitian ini
bertujuan untuk mengkaji penggunaan Repetitive Sequence-Based Polychain Reaction (REP-PCR) untuk
pengelompokan bakteri genus vibrio yang berasosiasi dengan berbagai ikan kerapu sakit. Sebanyak 32 isolat
Vibrio berhasil diisolasi dari bagian luka maupun ginjal berbagai ikan kerapu sakit dengan medium Thiosulfat
Citrat Bile Salt Agar (TCBSA). Hasil rep-PCR diperoleh bahwa terdapat delapan kelompok bakteri vibrio yang
berasosiasi dengan ikan kerapu sakit. Oleh karena itu, pada penelitian ini, delapan isolat (JT 02, JT 07, JT 10,
JT 13, JT 20, JT 24, JT 27, dan JT 31) yang masing-masing mewakili kelompoknya akan dilakukan uji selanjutnya.
Teknik molekuler gen 16S rDNA digunakan untuk karakterisasi kedelapan isolat secara komprehensif.
Berdasarkan analisis sekuen gen 16S rDNA, data menunjukkan bahwa isolat JT 02, JT 07, JT 10, JT 13, JT 20, JT
24, JT 27, dan JT 31 memiliki kekerabatan terdekat dengan Vibrio natriegens, V. olivaceus, V. damsella ATCC33,
V. fortis, V. alginolyticus, V. harveyi, V. parahaemolyticus and V. carcharieae. Dari hasil penelitian ini dapat
disimpulkan bahwa rep-PCR dapat digunakan untuk pendekatan molekuler secara efisien pada bakteri vibrio
yang berasosiasi dengan kerapu sakit.
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Abstract

Moribound grouper fish was taken from the cages located in Karimunjawa waters. The research aim was to apply
Repetitive Sequence-Based Polychain Reaction (REP-PCR) to group the vibriosis on groupers from Karimunjawa
waters. Thirty two isolates of Vibrio were isolated from external wound and kidney of groupers. Based on the
rep-PCR results found eight groups of vibrio bacteria associated with moribund groupers fish. Eight isolates, i.e.
isolate of JT 02, JT 07, JT 10, JT 13, JT 20, JT 24, JT 27, and JT 31 were continued to characterize using the
molecular techniques of 16S rDNA. Based on the results of sequen analysis, data showed that isolate of JT 02, JT
07,JT 10, JT 13, JT 20, JT 24, JT 27, and JT 31 was closely related to Vibrio natriegens, V. olivaceus, V. damsella
ATCC33, V. fortis, V. alginolyticus, V. harveyi, V. parahaemolyticus and V. carcharieae, respectively . The present
research concluded that rep-PCR was able to conduct biomoleculer approach efficiently for vibrios bacteria in
moribund groupers fish.
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Pendahuluan

Usaha budidaya ikan kerapu memiliki
prospek yang sangat menguntungkan secara
ekonomis. Namun, salah satu kendala dalam

pengembangan budidaya ikan ini adalah serangan
penyakit virus dan bakteri, karena infeksi bakteri ini
dapat mengakibatkan kematian ikan kerapu di
keramba jaring apung (Seng, 1994) dan panti benih
(Koesharyani & Zafran, 1997; Murdjani, 2002).
Kematian tersebut diakibatkan oleh infeksi bakteri

Vibrio spp (Koesharyani & Zafran, 1997; Taslihan et al.,
2000).

Dalam bidang penyakit, identifikasi bakteri
merupakan faktor yang sangat penting. Bakteri vibrio
telah dilaporkan berasosiasi dan agensia penyebab
vibriosis pada ikan kerapu antara lain adalah V.
anguillarum (Wijayanti & Hamid, 1997; Nitimulyo et al.,
2005; Sarjito et al., 2007b); V. alginolitycus (Taslihan
et al, 2000; Nitimulyo et al, 2005; Sarjito et al
2007b;); V. parahaemolitycus (Nitimulyo et al., 2005;
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Sarjito et al., 2007a) , V. fluvialis, V. furnisii, V.
metchnikovii, V. vulnificus (Nitimulyo et al., 2005).
Akan tetapi, identifikasi bakteri agensia penyebab
vibriosis pada ikan kerapu masih dilakukan secara
konvensional (Seng et al., 1994; Wijayati & Hamid,
1997; Taslihan et al.,, 2000; Nitimulyo et al., 2005;
Sarjito et al., 2007a,b).

Secara konvensional, isolasi genus Vibrio
dilakukan dengan media selektif Thio-Sulfate Citrate
Bile Salt Sucrose (TCBS), sedangkan untuk identifikasi
dilakukan dengan pendekatan biokimia (Diggles et al,

2000). Selanjutnya, Sommary et al. (2002)
menyatakan identifikasi bakteri secara fenotipe
meliputi morfologi, kebutuhan nutrien, resistensi

antibiotik dan perbandingan perbedaan kemampuan
memproduksi enzim. Metode ini memerlukan waktu
yang lama atau time consuming. Dalam manajemen
kesehatan ikan, identifikasi agensia penyebab
penyakit secara cepat dan akurat diperlukan sebagai
upaya memperoleh diagnosis dan penanganan yang
tepat. Untuk itu, dalam pendeteksian agensia
penyebab vibriosis perlu dikembangkan metode yang
lebih efisien, cepat dan akurat dengan pendekatan
diagnosa molekuler (Cunningham, 2002).

Metode biologi molekuler yang banyak
digunakan antara lain, Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) (Urakawa et al., 1997),
Denaturing Gradient Gel Electroforesis (DGGE) dan
repetitive  based-sequenced polymerase chain
reaction (rep-PCR) (Versalovic et al., 1994).
Identifikasi secara molekuler mengunakan 16S rDNA
PCR telah dilakukan untuk bakteri karang (Sabdono,
2001); agensia gastroeneteristis pada kerapu lumpur
(Yii et al., 1997), bakteri psikrothropik (Radjasa et al.,
2001; 2007) dan bakteri sponge (Radjasa et al.,
2007). Sedangkan pendekatan dengan Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) digunakan
genotyping vibrionacea oleh Urakawa et al. (1997).

Berbagai metode secara molekuler untuk
mendeteksi jenis bakteri ini telah pula berkembang
(Myers et al., 2003) Aplikasi metode secara molekuler
ini telah pula dilakukan oleh Sabdono (2001) dan
Radjasa et al. (2001) untuk bakteri laut. Gomez-Gil et
al. (2004) menerapkannya untuk mengelompokan
Vibrio harveyi yang berasosiasi dengan berbagai
organisme laut yang sakit. Sarjito et al. (2008)
mengaplikasikan metode ini untuk karakterisasi
agensia penyebab vibriosis pada ikan kerapu macan
(Epinephelus  gustatus). Selanjutnya, Repetitive
sequence-based PCR (rep-PCR) telah digunakan untuk
pengelompokkan pada berbagai mikroorganisme laut
(Radjasa et. al, 2007a,b) dan agensia penyebab
vibriosis pada udang vanamae (Litopenaeus
vannamei) (Sarjito et al., 2011). Pada penelitian ini

dilaporkan penggunaan rep_PCR untuk pengelompokan
bakteri vibrio yang berasosiasi dengan ikan kerapu sakit
dari keramba Jaring Apung di Karimunjawa.

Materi dan Metode

Materi penelitian adalah ikan Kerapu sakit
yang diperoleh dari keramba jaring yang berlokasi di

perairan Karimunjawa yaitu ikan Kerapu Macan
(Ephinephelus fuscoguttatus), ikan Kerapu Bebek
(Cromileptis  altivelis) dan ikan Kerapu Sunu

(Plectropomus maculates).

Isolasi bakteri Vibrio dengan media Thio-Sulfate
Citrate Bile Salt Agar (TCBSA) dengan metode tuang dan
goresan (Brock & Madigan, 1991) dilaksanakan di
Laboratorium Kelautan Terpadu, FPIK UNDIP. Isolat
murni kemudian disimpan pada media Nutrien Agar
Trisalt (NA, Merck). Tiga puluh dua isolat bakteri vibrio
(isolat JT 01 sampai dengan JT 32) diperoleh dari
berbagai ikan kerapu sakit tersebut.

Penelitian dilakukan dengan menggunakan
metoda eksploratif (Nazir, 1999). Aplikasi rep-PCR
dilakukan untuk mengelompokan isolat yang diperoleh
prior karakterisasi secara molekuler berdasarkan 16S
rDNA. Hasil rep-PCR mendasari pemilihan isolat untuk
uji selanjutnya dikarakterisasi secara molekuler.
Ekstrasi DNA dan amplifikasi DNA untuk rep-PCR
dilaksanakan di Laboratorium Kelautan Terpadu FPIK
Universitas Diponegoro, sedangkan sekuensing DNA
dilakukan BPPT Serpong, Jakarta.

Repetitive sequence-based PCR (rep-PCR)

Primer yang digunakan pada analisa Repetitive
sequence-based PCR (rep-PCR) adalah BOX AIR (5'-
CTACggCAAggCgACgCTgACe-3’). Rep 1 R-l dan REP 2-|
primers berisi nucleotide inosine (I) pada posisi
konsensus (34) (Versalovic et al., 1994). Rep-PCR
dilakukan dengan menggunakan Eppendorf
Mastercycler (Eppendorf Inc.Germany) adalah sebagai
berikut: 1 pl template DNA, 1 pl primer BOX-Air, Reagen
Megamix Royal 7,5 pul, 5 pul 10 x RedTag™ PCR buffer
(Sigma, Germany), 1.2 mg ml! (konsentrasi akhir)
bovine serum albumin (Sigma) dan 0.75 unit RedTag™
DNA polymerase (Sigma) diatur konsentrasi akhir
hingga volume 200 pl dengan aquabidest steril (Sigma).
PCR dilakukan 30 siklus dengan kondisi 5 menit pada
95°C, annealing 1,5 menit 50 °C dan ekstensi selama
8 menit pada 68°C, final extensi selama 10 menit pada
68°C (Radjasa et al., 2007a).

Pengelompokan isolat

Hasil amplifikasi rep-PCR isolat JT 01-JT 32,
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selanjutnya diubah dengan bentuk matrik gel secara
manual. Data matriks selanjuthnya diolah
menggunakan program Free Tree (Versi 0.9.1.50)
(Pavlicek et al., 1999). Untuk memperoleh hasil
pengelompokkannya, data dari program Free Tree
dimasukkan ke program Free Tree View (Versi 1.6.6)
(Page, 2001).

Ekstraksi dan amplifikasi DNA

Untuk analisis PCR, DNA genom dari isolat
JT 02, JT 07, JT 10, JT 13, JT 20, JT 24, JT 27, dan JT
31 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. (2007a,b). PCR
dilakukan dengan DNA cycler thermal (Mini cycler TM,
MJ Research Inc, Watertown, MA, USA) adalah
sebagai berikut: 2 pl template DNA, 40 pmol primer,
125 pmol deoxyribonucleoside triphosphate, 5 pl 10
x RedTag™ PCR buffer (Sigma, Germany), 1.2 mg ml1
(konsentrasi akhir) bovine serum albumin (Sigma) dan
0.75 unit RedTag™ DNA polymerase (Sigma) diatur
konsentrasi akhir hingga volume 50 ul dengan air
steril (Sigma). PCR menggunakan metode Radjasa et
al. (20072P) 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
JT02,JT 07, JT 10, JT 13, JT 20, JT 24, JT 27, dan JT 31
dipurifikasi. Kemudian analisis sekuensing dilakukan
dengan metode dari Brinkhoff & Muyzer (1997) dan
Radjasa et al. (2007a,b). Hasil sekuen isolat, kemudian
dibandingkan homologynya dengan sekuen DNA pada
DNA 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).

Hasil dan Pembahasan

Hasil isolasi bakteri vibrio yang berasosiasi
pada berbagai ikan kerapu sakit dengan menggunakan
media TCBSA diperoleh tigapuluh dua isolat bakteri
Vibrio dengan kode JT 01 sampai dengan JT 32.
Adapun ikan sampel, asal isolat (sumber organ yang
diisolasi), warna dan bentuk isolat pada media TCBS,
serta kode isolat disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Isolasi Bakteri Vibrio yang Berasosiasi pada Ikan Kerapu Sakit dari Keramba Jaring Apung di perairan

Karimunjawa.

No lkan sampel Asal isolat Warna Isolat pada TCBS Bentuk Koloni  Kode isolat
1 Kerapu Bebek 2 Luka Kuning Bundar JT01
2 Kerapu Bebek 2 Ginjal Kuning tua Bundar JT02
3 Kerapu Bebek Mulut merah Kuning Bundar JT 03
4 Kerapu Bebek MM Mulut merah Putih Ring kuning Bundar JT 04
5 Kerapu Sunu 2 Luka Hitam Bundar JT05
6 Kerapu Sunu 2 Ginjal Hitam Bundar JT 06
7 Kerapu Bebek MM Ginjal Hijau Bundar JT 07
8 Kerapu Macan Luka Putih Bundar JT08
9 Kerapu Bebek 1 Ginjal Kuning Bundar JT 09

10 Kerapu Bebek Ginjal Kuning Bundar JT 10

11 Kerapu Bebek 1 Luka Kuning Bundar JT11

12 Kerapu Bebek kcl 1 Luka Kuning Bundar JT12

13 Kerapu Bebek kcl Luka Kuning Bundar JT13

14 Kerapu Macanl Luka Kuning Bundar JT 14

15 Kerapu Macan Ginjal Streak Kuning Bundar JT15

16 Kerapu Sunu 1 Luka Kuning Bundar JT 16
17 Kerapu Sunu 2 Luka Kuning Bundar JT 17
18 Kerapu Sunu 1 Ginjal Kuning Bundar JT18
19 Kerapu Sunu 2 Ginjal Kuning Bundar JT 19

20 Kerapu Bebek Ginjal Kuning ring hitam Bundar JT 20

21 Kerapu Bebek 2 Luka Putih Bundar JT21

22 Kerapu Bebek kcl 1 Luka Putih Bundar JT22

23 Kerapu Macan Ginjal (102) Putih Bundar JT23

24 Kerapu Bebek 1 Ginjal Hijau Bundar JT24

25 Kerapu Bebek 2 Ginjal Hijau Bundar JT25

26 Kerapu Bebek Mulut merah Hijau Bundar JT 26

27 Kerapu Macan 1 Luka Hijau Bundar JT27

28 Kerapu Macan Ginjal (102) Hijau Bundar JT 28

29 Kerapu Bebek Ginjal Hitam Bundar JT 29

30 Kerapu Bebek 1 Luka Hitam Bundar JT 30

31 Kerapu Bebek 2 Luka Hitam Bundar JT31

32 Kerapu Bebek kcl 1 Luka Hitam Bundar JT 32
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Hasil pengelompokan tigapuluh dua isolat
bakteri vibrio yang berasosiasi dengan ikan kerapu
sakit dengan menggunakan repetitive sequence-
based polymerase chain reaction (rep-PCR) tersaji
dalam Gambar 1. Berdasarkan hasil tersebut
diperoleh delapan kelompok bakteri yang berasosiasi
dengan ikan kerapu sakit dari keramba jaring apung
di Karimunjawa.

Berdasarkan rep-PCR, masing-masing
kelompok diwakili oleh satu isolat (kelompok | - JT
02, kelompok Il - 07, kelompok Ill - JT 10, kelompok
IV - JT 13, kelompok V - JT 20, kelompok VI - JT 24,
kelompok VII - JT 27, dan kelompok VIII - JT 31)

untuk selanjutnya dilakukan karakterisasi secara
molekuler dengan 16S rDNA.
Hasil penelusuran homologi sekuen 16S

rDNA isolat JT 02, 07, 10, 13, 20, 24, 27, dan 31
dengan sekuen DNA database Gen Bank dengan
menggunakan sistem BLAST dapat dilihat pada
Tabel 2.

Berdasarkan Tabel 2. dan Gambar 1., maka
pengelompokan bakteri vibrio yang berasosiasi dengan
ikan kerapu sakit dari keramba jaring apung di perairan
Karimunjawa berdasarkan dendogram hasil rep-PCR
disajikan pada Gambar 2.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa teknik
biomolekuler dengan penggunaan rep-PCR (Gambar 2.;
Tabel 2.) mampu mengelompokan tigapuluh dua isolat
bakteri vibrio yang berasosiasi dengan kerapu sakit dari
keramba jaring apung di Karimunjawa menjadi delapan
spesies berdasarkan homologinya yaitu Vibrio fortis (JT
13) dengan homologi 97%; V. alginolyticus (JT 20)
dengan homologi 99%; Vibrio natriegens (JT 02), V.
olivaceus (JT 07), V. damsella ATCC33 (JT 10), V.
harveyi (JT 24) dan V. carcharieae (JT 31) dengan
homologi 99%; serta V. parahaemolyticus (JT 27)
dengan homologi 100%.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
penggunaan teknik biomolekuler dengan rep-PCR
mampu mengelompokan tigapuluh dua isolat bakteri

T

M

Kelompok |

Kelompok I

Kelompak [l

Kelompok IV

Kelompok ¥

Kelompok VI

Kelompok VIl

Kelompok VI

ha1h b
o v o o o

Gambar 1. Dendogram Pengelompokan Bakteri Vibrio yang Berasosiasi dengan Vibriosis pada |kanKerapu dari

Keramba Jaring Apung di Karimunjawa
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Tabel 2. Homologi Isolat Bakteri Vibrio yang Berasosiasi pada Ikan Kerapu Sakit dengan Bakteri dari Database Gen Bank

No Kode Isolat

Kekerabatan Terdekat

Homologi (%) No. Akses

{C

—

—

5

—L

-

1. JT02 Vibrio natriegens 99 AJ874352.1
2. JT 07 Vibrio olivaceus 99 AY827492.1
3. JT 10 Vibrio damsella ATCC33 99 X74700
4. JT13 Vibrio fortis 97 AJ514914
5. JT 20 Vibrio alginolyticus 98 AY332566
6. T24 Vibrio harveyi 99 DQ146936.1
7. T 27 Vibrio parahaemolyticus 100 EF4567290
8. JT31 Vibrio carcharieae 99 AF134581.1
JT 28
V.carchariae
= JT 30
—I—_I: JT 28
JT 29
JT 25

JT 23
JT 22
V.harveyi

V. porahaemoiyticus
JT 32
JT AT

V. fortis

ST 18

— V.domseio

JT 02
JT O3
JT 11

E V.olivaceus

JT O
JT OS5
JT 18
JT 12
JT 15

[: V. notrisgens
JT o8

Apung di Karimunjawa

-

JT 14
JT 08
JT 01
JT 18

E V.olginalyticus
JT 21

Gambar 2. Dendogram Hasil Rep-PCR Bakteri Vibrio yang berasosiasi dengan lkan kerapu sakit dari Keramba Jaring
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vibrio yang berasosiasi dengan kerapu sakit menjadi
delapan kelompok (Gambar 1). Berdasarkan Gambar
1., kemudian dilanjutkan secara molekuler dengan
sequence 16S rDNA diperoleh bahwa delapan bakteri
yang berasosiasi dengan ikan kerapu sakit dari
keramba apung di Karimunjawa vyaitu Vibrio
natriegens (JT 02), V. olivaceus (JT 07), V. damsella
ATCC33 (JT 10), V. fortis (JT 13), V. alginolyticus (JT
20), V. harveyi (JT 24), V. parahaemolyticus (JT 27)
dan V. carcharieae (JT 31). Dari analisis secara
molekuler didapatkan pula bahwa kedelapan isolat
tersebut dengan tingkat homologi tinggi terhadap
genus vibrio dengan kisaran 97-100% (Tabel 2). Oleh
karena itu, hasil secara molekuler menunjukkan
adanya persamaan sekuen 16S rDNA lebih dari 97%
dapat mewakili spesies yang sama. Sedangkan
persamaan sekuen antara 93 - 97% dapat mewalkili
identitas bakteri pada tingkat genus tapi beda spesies
(Hagstrom et al., 2000). Jadi semua teridentifikasi
secara molekuler memenuhi pada level species.

Hasil penelitian ini memperlihatkan bahwa
pendekatan berbasis molekuler dengan
menggunakan rep-PCR terbukti sangat efektif untuk
membedakan karakteristik diantara spesies vibrio
yang diisolasi dari ikan kerapu sakit. Hasil penelitian
ini sama dengan hasil penelitian Rademarker dan de
Bruijn (1997) bahwa teknik molekuler dengan
repetitive sequenced-based polimerase chain reaction
(rep-PCR) mampu mengelompokan bakteri cepat
secara efektif pada level species. Selanjutnya metode
ini telah diterapkan untuk bakteri psikotropik laut
(Radjasa et al., 2007a) dan bakteri simbion sponge
(Radjasa et al., 2007b). Akan tetapi, hal yang perlu
digarisbawahi adalah hasil penelitian ini merupakan
temuan awal pemanfaatan teknik rep-PCR untuk
mengestimasi keanekaragaman bakteri  yang
berasosiasi dengan kerapu sakit di Indonesia.

Kesimpulan

rep-PCR  mampu mengelompokan bakteri
yang berasosiasi dengan kerapu sakit dari keramba
jaring apung Karimunjawa menjadi delapan kelompok
sampai genus dan bahkan ke level species. Delapan
bakteri vibrio yang berasosiasi dengan kerapu sakit
dari Keramba Jaring apung di Karimunjawa adalah
Vibrio natriegens (JT 02), V. olivaceus (JT 07), V.
damsella ATCC33 (JT 10), V. fortis (JT 13), W
alginolyticus  (JT20), V. harveyi (JT 24), V.
parahaemolyticus (JT 27) dan V. carcharieae (JT 31).
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