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ABSTRAK 

UJI HOMOGENITAS DAN UJI STABILITAS PATOGEN IKAN 

Aeromonas hydrophila (Stanier, 1943) DALAM MEDIA TRANSPORT 

AMIES 

Oleh 

Sri Ajeng Kholifatun Nisa 

Kegiatan budi daya ikan air tawar terancam oleh infeksi penyakit yang disebabkan 

oleh Aeromonas hydrophila. Isolat bakteri ini sering digunakan sebagai bahan 

praktikum, penelitian, kontrol kualitas di laboratorium, dan plasma nutfah. Peneli-

tian mengenai pengaruh durasi transportasi isolat bakteri, penentuan suhu dan 

waktu inkubasi isolat Aeromonas hydrophila dengan media transport amies untuk 

menguji stabilitas dan homogenitasnya masih sangat terbatas. Penelitian ini dila-

kukan untuk mengevaluasi homogenitas dan stabilitas isolat Aeromonas hydrophi-

la yang dipreservasi di media transport amies setelah ditransportasikan dengan 

perbedaan durasi transportasi, suhu, dan waktu inkubasi. Isolat yang digunakan 

adalah ATCC Aeromonas hydrophila 7966 dan isolat lokal I/685. Penelitian dila-

kukan di Balai Pengujian Kesehatan Ikan dan Lingkungan (BPKIL) Serang. Para-

meter pada penelitian ini adalah uji homogenitas dan uji stabilitas dengan mem-

perhatikan viabilitas serta deteksi Aeromonas hydrophila. Hasil yang didapatkan 

adalah 56 bahan uji dari dua isolat utama 100% homogen, 100% stabil setelah di-

transportasikan ke BBPBAT Sukabumi Jawa Barat, BPBAT Mandiangin Kali-

mantan Selatan, BPBAP Aceh, serta disimpan pada suhu 4oC, 25oC, dan 37oC se-

lama empat minggu.  

Kata kunci: Aeromonas hydrophila, media transport amies, homogenitas, stabi-

litas 

 

 



ABSTRACT 

THE HOMOGENEITY TEST AND STABILITY TEST FOR FISH       

PATHOGEN OF Aeromonas hydrophila (Stanier, 1943) IN AMIES 

TRANSPORT MEDIUM 

By 

Sri Ajeng Kholifatun Nisa 

Fish farming activities in fresh water was threat by diseases caused by Aeromonas 

hydrophila. This bacterial isolate is often used as material for practical work, re-

search, quality control in laboratory, and germplasm. Research on the duration of 

transportation of bacterial isolates, optimal temperature and incubation period for 

Aeromonas hydrophila isolates with amies transport medium to test its stability 

and homogeneity are still limited. This research was conducted to evaluated  ho-

mogeneity and stability of Aeromonas hydrophila isolates preserved in the amies 

transport medium after transportation with differences in transportation duration, 

temperature, and incubation time. The isolates used were ATCC Aeromonas hyd-

rophila 7966 and local isolate I/685. The research was conducted at Fish and En-

vironmental Health Testing Center (BPKIL) Serang. The parameters in this study 

were homogeneity and stability tests taking into account the viability and detec-

tion of Aeromonas hydrophila. The results obtained were that 56 test materials 

from the two main isolates were 100% homogeneous, 100% stable after trans-

ported to BBPBAT Sukabumi West Java, BPBAT Mandiangin South Kalimantan, 

BPBAP Aceh, and stored at 4oC, 25oC and 37oC for four weeks. 

Keyword: Aeromonas hydrophila, amies transport medium, homogeneity, stability 
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I. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Perikanan budi daya merupakan salah satu sektor yang berpotensi besar menjadi 

penggerak utama pertumbuhan ekonomi di Indonesia menggantikan sektor per-

ikanan tangkap yang jumlah produksinya mengalami penurunan (Triswiyana et 

al., 2022). Salah satu jenis kegiatan budi daya di Indonesia adalah budi daya ikan 

konsumsi air tawar segmentasi pembenihan dan pembesaran. Data statistik KKP 

menunjukkan bahwa pada 2021, volume produksi ikan air tawar adalah 3.474.382 

ton, pada 2022 mengalami peningkatan dengan volume 3.467.019 ton, dan pada 

2023 adalah 3.662.622 ton. Berdasarkan data tersebut diketahui bahwa volume 

produksi ikan air tawar setiap tahun selalu mengalami peningkatan. Di samping 

itu, keberhasilan budi daya ikan air tawar tidak terlepas dari kegiatan manajemen 

pemeliharaan kondisi lingkungan dan infeksi penyakit (Putri & Fauziah, 2021).    

Penyakit merupakan kendala yang sering menjadi faktor utama penghambat ke-

berhasilan produksi. Motile aeromonas septicemia (MAS) menurut Karina et al. 

(2015) merupakan penyakit yang menginfeksi ikan air tawar yang disebabkan 

oleh A. hydrophila. Isolat yang diisolasi dari ikan dan positif teridentifikasi A. 

hydrophila dimanfaatkan sebagai bahan praktikum dan penelitian (Seniati et al., 

2020). Tingginya intensitas kebutuhan terhadap A. hydrophila berkaitan dengan 

kegiatan preservasi untuk menjamin ketersediaannya. Isolat bakteri yang dipre-

servasi menurut Susilawati & Purnomo (2016) diperlukan untuk penelitian, me-

menuhi kebutuhan di laboratorium sebagai bahan untuk kontrol kualitas, dan plas-

ma nutfah mikroba untuk menjamin ketersediaannya apabila suatu saat diperlu-

kan. Sifat dan karakteristik dari A. hydrophila rentan mengalami perubahan
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sehingga dapat memicu terbentuknya strain baru yang berbeda dengan aslinya 

(Machmud, 2001). Oleh karena itu, ketepatan preservasi dan ketersediaan isolat 

yang homogen serta stabil perlu diperhatikan. Hal ini sebagai salah satu upaya un-

tuk menjaga agar isolat bakteri dapat tetap hidup, ciri-ciri genetiknya tetap stabil, 

homogenitasnya terjaga, hemat biaya, dan hemat tenaga (Seniati et al., 2020). 

Beberapa hal yang perlu diperhatikan dalam kegiatan koleksi dan preservasi ada-

lah ketepatan suhu, waktu, dan media penyimpanan (Rachmat & Shovitri, 2021). 

Hasil penelitian yang telah dilakukan oleh Yuasa et al. (2003) menjelaskan bah-

wa subkultur yang dilakukan secara berkala dapat meningkatkan kemungkinan a-

danya kontaminan dan menurunkan patogenitas dari bakteri yang dikultur. Meto-

de penyimpanan dengan pembekuan merupakan solusi yang dapat digunakan un-

tuk menghindari penurunan kualitas. Setiaji et al. (2015) menyatakan bahwa data 

pertumbuhan A. hydrophila pada setiap perlakuan menunjukkan hasil yang berbe-

da. Adanya perbedaan ini dipengaruhi oleh tekanan osmosis antara bakteri dengan 

krioprotektan, nutrisi, penurunan suhu, dan proses pencairan. Suhu yang melebihi 

batas optimum menyebabkan terbentuknya lubang pada membran sel sehingga 

memicu munculnya senyawa superoksida yang bersifat toksin bagi bakteri itu 

sendiri. 

A. hydrophila merupakan patogen yang keberadaannya sangat diperhatikan dalam 

kegiatan budi daya ikan karena dapat menyebabkan kerugian. Ketersediaan isolat 

stabil dan homogen diperlukan untuk menunjang tindakan diagnosa di lapangan 

maupun di laboratorium agar tidak adanya kekeliruan (Setiaji et al., 2015). Peme-

nuhan kebutuhan terhadap isolat A. hydrophila untuk tindakan diagnosa sering ka-

li didatangkan dari tempat lain sehingga faktor-faktor seperti suhu, lama waktu 

penyimpanan, dan pengaruh transportasi perlu diperhatikan. Penelitian mengenai 

pengaruh transportasi pada saat pengiriman isolat bakteri dari satu tempat ke tem-

pat lain, penentuan suhu dan waktu penyimpanan isolat A. hydrophila yang opti-

mal untuk memastikan stabilitas dan homogenitas dari isolat tersebut masih sangat 

terbatas, penyimpanan pada media yang lebih praktis serta efisien seperti media 

transport amies juga belum pernah dilakukan. Oleh karena itu, perlu dilakukan 

penelitian untuk memecahkan masalah tersebut. 
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1.2 Rumusan Masalah 

Bagaimana kondisi homogenitas dan stabilitas isolat Aeromonas hydrophila sete-

lah ditransportasikan, diinkubasi pada suhu serta waktu tertentu dalam media 

transport amies? 

1.3 Tujuan  

Tujuan penelitian ini adalah mengevaluasi homogenitas serta stabilitas isolat Ae-

romonas hydrophila yang dipreservasi di media transport amies setelah ditrans-

portasikan dengan perbedaan durasi transportasi, suhu, serta waktu inkubasi. 

1.4 Manfaat  

Manfaat penelitian ini adalah dengan diketahuinya homogenitas dan stabilitas iso-

lat Aeromonas hydrophila yang dipreservasi di media transport amies, analis di 

laboratorium dapat mengaplikasikan metode serta informasi penggunaan media 

transport amies yang berkaitan durasi transportasi, suhu, dan waktu inkubasi pada 

saat mentransportasikan dan menyimpan isolat Aeromonas hydrophila. 

1.5 Kerangka Pikir 

Kegiatan budi daya ikan tidak pernah lepas dari keberadaan penyakit, salah satu-

nya disebabkan oleh A. hydrophila. Isolat bakteri yang diisolasi dari ikan intensi-

tas ditemukannya terbilang cukup tinggi. Isolat tersebut sering digunakan sebagai 

bahan praktikum, penelitian, kebutuhan laboratorium untuk kontrol kualitas seper-

ti uji profisiensi, dan sebagai plasma nutfah apabila suatu saat diperlukan. Berda-

sarkan tingginya kebutuhan terhadap isolat A. hydrophila, maka diperlukan infor-

masi terkait teknik preservasi agar ketersediaannya selalu berkesinambungan. Di 

samping itu, pemenuhan kebutuhan terhadap isolat A. hydrophila juga sering di-

datangkan dari tempat lain. Beberapa hal yang perlu diperhatikan dalam hal ini a-

dalah suhu, waktu, pengaruh transportasi, dan media penyimpanan yang efektif. 

Oleh karena itu, diperlukan penelitian terkait penentuan suhu, waktu penyimpanan 

yang optimum, dan pengaruh transportasi terutama pada media penyimpanan yang 
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lebih praktis seperti media transport amies agar A. hydrophila yang disimpan te-

tap homogen dan stabil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Kerangka pikir penelitian 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Aeromonas hydrophila 

2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi 

Secara taksonomi, klasifikasi Aeromonas hydrophila menurut Seshadri et al. 

(2006) adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Bacteria 

Filum  : Prokaryota 

Kelas  : Proteobacteria 

Ordo  : Aeromonadales 

Famili  : Aeromonadaceae 

Genus  : Aeromonas 

Spesies: Aeromonas hydrophila 

A. hydrophila merupakan organisme yang tidak memiliki membran inti tetapi me-

miliki membran plasma dengan morfologi sel berbentuk batang, ukuran sel 

bakteri ini adalah lebar 0,8-1,0 µm dan panjang 1,0-3,5 µm (Arwin et al., 2016). 

Morfolo-gi koloni A. hydrophila menurut Wahjuningrum et al. (2013) yaitu 

berbentuk bu-lat, elevasi cembung, tepian halus, teksturnya halus, dan berwarna 

krem. Bakteri ini termasuk ke dalam kelompok monotrik yaitu bakteri yang 

memiliki flagel tunggal yang terletak pada ujung selnya (Mali et al., 2023). 

Flagela merupakan salah satu struktur sel yang dimiliki oleh beberapa bakteri 

sehingga dapat menye-babkan terjadinya pergerakan. 

 



6 
 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Bentuk dan warna sel Aeromonas hydrophila 

 Sumber : Park et al. (2011) 

2.1.2 Karakteristik dan Pertumbuhan 

A. hydrophila merupakan bakteri mesofilik, fakultatif anaerob, dan bersifat opor-

tunistik (Mali et al., 2023). Bakteri mesofilik merupakan kelompok bakteri yang 

tumbuh optimal pada rentang suhu 20-40oC (Mangunwardoyo et al., 2010). A. 

hydrophila termasuk ke dalam kelompok bakteri Gram negatif. Bakteri Gram ne-

gatif memiliki peptidoglikan yang tipis sehingga dinding sel mudah lisis pada saat 

direaksikan dengan KOH 3% dan hal ini ditandai dengan terbentuknya lendir 

(Pratama et al., 2023). Bakteri Gram negatif merupakan kelompok bakteri dengan 

sel berwarna merah muda. Hal ini disebabkan pada saat pewarnaan Gram, kelom-

pok bakteri ini tidak dapat mempertahankan zat warna crystal violet. Sel bakteri 

Gram negatif akan berwarna merah muda setelah ditetesi dengan zat warna safra-

nin (Amin et al., 2023). Ciri-ciri A. hydrophila adalah oksidase positif, katalase 

positif, bersifat fermentatif, motil, mampu tumbuh pada suhu 37oC, tidak dapat 

tumbuh pada suhu 50oC, toleran terhadap konsentrasi NaCl 2-3,5%, dan mampu 

menghasilkan enzim gelatinase (Wulandari et al., 2019). Selain itu bakteri ini 

mampu memfermentasikan gula dengan hasil fermentasi berupa asam dan gas. 

Beberapa gula yang dapat difermentasi oleh A. hydrophila adalah glukosa, frukto-

sa, maltosa, dan trehalosa (Haryani et al., 2012).  

Pertumbuhan A. hydrophila terjadi secara aseksual yaitu dengan melakukan pem-

belahan biner yang berlangsung secara teratur dengan penambahan secara ekspo-

nensial. Pembelahan biner adalah proses pembelahan satu sel menjadi dua sel. 

Pertumbuhan bakteri melalui beberapa fase di antaranya adalah fase adaptasi 
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(lag), fase eksponensial (log), fase stasioner (pertumbuhan stabil), dan fase kema-

tian. Fase adaptasi merupakan fase penyesuaian bakteri dengan lingkungan yang 

baru. Lama waktu terjadinya fase adaptasi dipengaruhi oleh komposisi media, pH, 

suhu, oksigen, dan jumlah sel di awal inokulasi. Pertumbuhan pada fase ekspo-

nensial terjadi dengan sangat cepat, pada fase ini setiap sel akan membelah menja-

di dua. Adapun fase stasioner adalah fase pertumbuhan yang stabil, pada fase ini 

laju pertumbuhan sama dengan laju kematian. Selanjutnya adalah fase kematian 

yang ditandai dengan terjadinya penurunan populasi. A. hydrophila mengalami fa-

se adaptasi pada jam ke-0 sampai jam ke-8, fase eksponensial jam ke-10 sampai 

jam ke-18, fase stasioner berlangsung pada jam ke-20, dan fase kematian terjadi 

pada jam ke-22 sampai jam ke-24 masa inkubasi (Soniman, 2022).  

2.1.3 Habitat dan Penyebaran 

A. hydrophila adalah golongan patogen oportunistik yang dapat menjadi penyebab 

timbulnya penyakit hingga terjadi kematian masal pada kegiatan budi daya ikan. 

A. hydrophila memiliki kemampuan osmoregulasi yang tinggi sehingga mampu 

hidup pada rentang salinitas yang luas. Bakteri ini mampu hidup pada perairan ta-

war dan payau (Artati & Lubis, 2020). Secara alamiah A. hydrophila ada di ling-

kungan perairan, namun ketidakseimbangan antara lingkungan, inang, dan pato-

gen dapat mengaktifkan patogenitasnya. Sistem kekebalan tubuh ikan akan menu-

run pada saat terjadinya perubahan lingkungan dan hal ini memicu perkembangan 

bakteri patogen untuk menginfeksi inang yang lemah.  

Penyebaran penyakit MAS terbilang cukup cepat, dalam rentang waktu 1-2 ming-

gu dapat menyebabkan terjadinya penurunan pertumbuhan dan kematian sebesar 

80-100%. Ikan yang terserang penyakit MAS ditandai dengan timbulnya bercak 

merah, insang berwarna pucat, bola mata menonjol keluar (exopthalmia), terjadi 

pengelupasan pada kulit serta sirip, warna tubuh memucat, timbul pendarahan, 

dan terjadi penurunan nafsu makan (Fachiroh et al., 2021). A. hydrophila terma-

suk ke dalam kelompok bakteri hemolitik yaitu bakteri yang memiliki kemampu-

an untuk melisiskan sel darah merah dan hemoglobin. Sifat hemolisis terdiri dari 

beberapa tipe, yaitu α-hemolisis, β-hemolisis, dan γ-hemolisis. Perbedaan sifat 

hemolisis bakteri ditentukan oleh kemampuan bakteri dalam melisis sel darah 
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merah. Bakteri yang memiliki sifat α-hemolisis memiliki kemampuan untuk me-

lisis sel darah secara parsial. Bakteri yang memiliki sifat β-hemolisis mampu me-

lisis sel darah secara sempurna, sedangkan kelompok bakteri γ-hemolisis merupa-

kan bakteri yang tidak dapat melisis sel darah (Amaria et al., 2023).  

2.2 Uji Homogenitas 

Uji homogenitas merupakan suatu pengujian untuk mengetahui kondisi kesamaan 

dari suatu bahan sebelum bahan tersebut digunakan untuk kontrol kualitas. ISO 

13528:2015 menyatakan bahwa, uji homogenitas dilakukan dengan cara memilih 

sampel secara acak sebanyak sepuluh sampel dari total sampel yang telah disiap-

kan. Homogenitas dari suatu bahan penting untuk diperhatikan, karena akan me-

nunjukkan bahwa suatu bahan yang akan digunakan sebagai kontrol kualitas dapat 

bersifat sama pada seluruh sampel (Aslam et al., 2019). Uji homogenitas terhadap 

suatu bahan uji merupakan salah satu rangkaian dari uji profisiensi. Di samping 

itu, sebelum dilakukan uji homogenitas dan uji stabilitas untuk keperluan uji pro-

fisiensi terlebih dahulu dilakukan kegiatan feasibility study (Nainggolan, 2020). 

Kegiatan feasibility study merupakan uji pendahuluan untuk melihat homogenitas 

dan kestabilan bahan uji selama rentang waktu tertentu. Penyiapan bahan uji un-

tuk kegiatan uji pendahuluan dilakukan seperti penyiapan bahan uji untuk uji ho-

mogenitas dan stabilitas pada uji profisiensi. Jumlah bahan uji untuk feasibility 

study menurut Grimalt et al. (2015) disiapkan dalam jumlah yang lebih sedikit, di-

sesuaikan dengan kebutuhan untuk melihat homogenitas dan pengamatan kestabil-

an dari suatu bahan uji.  

2.3 Uji Stabilitas 

Salah satu rangkaian pengujian yang harus dilakukan dalam kegiatan uji profisi-

ensi adalah uji stabilitas. Secara umum uji stabilitas dilakukan dengan tujuan un-

tuk memastikan bahan uji tetapi stabil pada suhu dan waktu tertentu. Uji stabilitas 

secara in vitro dilakukan dengan membedakan lama waktu penyimpanan bahan uji 

pada kondisi suhu yang bervariasi sebagai bentuk simulasi kondisi pada saat pe-

ngiriman sampel (Angeliya et al., 2020). Hal ini disesuaikan dengan kemungkinan 

suhu dan jarak yang bervariasi pada saat proses distribusi. Di samping 
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dilakukannya pengujian secara in vitro, uji stabilitas suatu bahan uji juga dapat di-

lakukan dengan cara mengirimkan bahan uji ke beberapa lokasi dengan kriteria ja-

rak tempuh terdekat, menengah, dan terjauh dari lokasi penyelenggara uji (Naing-

golan, 2020). 

2.4 Media Transport Amies 

Media transport amies merupakan media semi padat yang sering digunakan seba-

gai media untuk preservasi sampel mikroorganisme pada saat akan ditransportasi-

kan ke laboratorium mikrobiologi. Media amies menurut Fitriana (2019) termasuk 

ke dalam media transport yang dapat menjamin kelangsungan hidup bakteri yang 

dipreservasi di media tersebut sebelum dilakukan pemeriksaan di laboratorium. 

Media ini terdiri dari dua jenis, yaitu media transport amies dengan tambahan 

kandungan arang dan media transport amies tanpa arang (Boiko & Krynytska, 

2021). Bahan-bahan penyusun pada media transport amies terdiri dari 3 gr natri-

um klorida, 0,2 gr kalium klorida, 0,1 gr kalsium klorida, 0,1 gr magnesium klori-

da, 0,2 gr monokalium fosfat, 1,15 gr dinatrium fosfat, 1,0 gr natrium tiogikolat, 

10 gr arang, 7,5 gr bacteriological agar, dan akuades. Viabilitas dari bakteri yang 

dipreservasi di dalam media transport amies tergantung pada suhu penyimpanan, 

jumlah sel, dan strain bakteri yang dipreservasi (Islam et al., 2018). Menurut Ro-

binson et al. (2012) jumlah sel dari isolat bakteri yang dipreservasi di dalam me-

dia transport amies dan disimpan pada suhu ruang selama dua minggu terlihat 

tetap stabil. Hal ini ditandai dengan tingkat kelangsungan hidup dan hasil identifi-

kasi yang menunjukan bakteri target yang dipreservasi di dalam media transport.



 

III. METODE PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilakukan pada bulan November – Desember 2023 di Laboratorium 

Mikrobiologi Balai Pengujian Kesehatan Ikan dan Lingkungan (BPKIL), Serang. 

Isolat Aeromonas hydrophila yang digunakan dalam penelitian diperoleh dari 

bank isolat Laboratorium Bakteriologi BPKIL Serang. Isolat lokal diisolasi dari 

lele dumbo (Clarias gariepinus) yang dibudidayakan di Kabupaten Lebak. 

3.2 Alat dan Bahan 

Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian merupakan alat dan bahan yang 

digunakan untuk pengambilan sampel di lapangan dan pengujian di Laboratorium 

Mikrobiologi BPKIL Serang. Alat yang digunakan selama kegiatan penelitian da-

pat dilihat pada Tabel 1. 

Tabel 1. Alat-alat yang digunakan selama penelitian. 

No Alat Fungsi 

1. Bunsen Sterilisasi alat dan area sekitar preparasi sampel. 

2. Alat bedah Membedah sampel ikan. 

3. Biological safety cabinet  Tempat kerja aseptik. 

4. Cawan petri Wadah media untuk isolasi bakteri. 

5. Jarum ose Isolasi bakteri. 

6. Infrared inoculation Sterilisasi jarum ose. 

7. Inkubator Inkubasi isolat bakteri. 

8. Rak cassette Meletakkan tabung suspensi bakteri dan kartu 

identifikasi. 

9. Vitek 2 Compact Alat identifikasi bakteri. 
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Tabel 1. Alat-alat yang digunakan selama penelitian (lanjutan) 

No Alat Fungsi 

10. Densicheck Mengecek nilai kekeruhan suspensi bakteri. 

11. Mikro pipet (2 – 1.000 µL) Mengambil larutan dan koloni bakteri. 

12. Mikrotip Menampung larutan. 

13. Heat block Memanaskan isolat bakteri. 

14. Centrifuge Memisahkan supernatant dan natan. 

15. Vortex Homogenisasi. 

16. Spektrofotometer nanodrop Mengecek konsentrasi dan kemurnian DNA. 

17. Thermal cycler Amplifikasi DNA. 

18. Tangki elektroforesis Memisahkan fragmen DNA. 

19. Gel scanner Visualisasi pita DNA hasil elektroforesis. 

20. Komputer Melihat hasil deteksi bakteri. 

21. Bio bank freezer Menyimpan stok kerja. 

22. Refrigerator Menyimpan bahan uji perlakuan suhu 4oC. 

23. Kamera digital Mendokumentasikan kegiatan penelitian. 

24. Alat tulis Mencatat hasil selama proses penelitian. 

Adapun bahan-bahan yang digunakan selama penelitian uji homogenitas dan sta-

bilitas dapat dilihat pada Tabel 2. 

Tabel 2. Bahan-bahan yang digunakan selama penelitian. 

No Bahan Fungsi 

1. Isolat American type culture 

collection (ATCC) Aeromonas 

hydrophila (AH) 7966 

Bakteri standar. 

2. Isolat Aeromonas hydrophila I/685 Bakteri lokal. 

3. Tryptic soy agar (TSA) tawar Media umum isolasi bakteri. 

4. Media blood agar (BA) Melihat sifat hemolitik bakteri. 

5. Fast lysis buffer Menjaga struktur DNA selama ekstraksi. 

6. Nuclease free water Larutan berisi basa-basa nitrogen. 

7. 2x master mix go taq green Larutan yang mengandung DNA Taq 

Polymerase. 

8. Primer forward Sequences yang berada sebelum daerah 

target. 
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Tabel 2. Bahan-bahan yang digunakan selama penelitian (lanjutan) 

No Bahan Fungsi 

9. Primer reverse Sequences yang berada setelah daerah target. 

10. Gel agarose Media elektroforesis. 

11. Vitek 2 GN identification card Kartu identifikasi bakteri. 

12. Larutan fisiologis Membuat suspensi bakteri. 

13. Media transport amies Media preservasi dan pengangkutan bakteri. 

14. Kontrol positif A.hydrophila Kontrol positif untuk deteksi dengan PCR. 

15. Media tryptic soy broth (TSB)  Media untuk isolasi bakteri. 

16. KOH 3% Uji Gram bakteri. 

17. Bactident oxidase Uji oksidase bakteri. 

18. Media rimler shotts (RS) Media selektif genus Aeromonas. 

3.3 Metode Penelitian 

Penelitian yang dilakukan merupakan penelitian dengan metode eksploratif. Isolat 

standar ATCC AH 7966 dan isolat lokal dengan kode I/685 yang diisolasi dari wi-

layah Kabupaten Lebak Provinsi Banten yang terdeteksi positif A. hydrophila di-

preservasi di dalam media transport amies dan dilakukan penomoran. Hasil pre-

servasi dipilih secara acak menggunakan Microsoft Excel sebanyak sepuluh isolat 

sebagai bahan uji untuk uji homogenitas. Hasil preservasi isolat ATCC AH 7966 

dan I/685 pada media transport amies diambil masing-masing sembilan isolat un-

tuk dikirim ke Sukabumi, Kalimantan Selatan, dan Aceh untuk uji stabilitas perla-

kuan durasi transportasi. Selanjutnya hasil preservasi isolat ATCC AH 7966 dan 

I/685 diambil sebanyak masing-masing empat bahan uji untuk perlakuan suhu 

4oC, 25oC, dan 37oC. Data yang didapatkan pada uji homogenitas dan uji stabilitas 

Aeromonas hydrophila pada media transport amies akan dianalisis secara deskrip-

tif. 
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3.4 Prosedur Penelitian 

Prosedur yang dilakukan selama penelitian adalah sterilisasi alat, pembuatan me-

dia, pengambilan sampel, isolasi, identifikasi menggunakan metode Vitek 2 Com-

pact, preservasi di media transport amies, dan deteksi bakteri menggunakan me-

tode polymerase chain reaction (PCR). 

3.4.1 Sterilisasi Alat 

Peralatan yang digunakan selama penelitian dicuci terlebih dahulu, kemudian di-

keringkan. Peralatan yang sudah kering dibungkus menggunakan kertas dan dima-

sukkan ke dalam plastik tahan panas. Selanjutnya peralatan tersebut disterilisasi 

dengan autoklaf suhu 121oC, tekanan 1 atm, selama 15 menit. Peralatan yang su-

dah steril dikeringkan di dalam oven dengan suhu 60oC selama 24 jam. 

3.4.2 Pembuatan Media 

Media yang digunakan selama penelitian adalah media TSB, TSA, RS, dan media 

BA. Media TSB dan TSA dibuat dengan cara, serbuk media ditimbang sesuai de-

ngan dosis yang tertera pada kemasan, kemudian dimasukkan ke dalam botol 

schott dan dilarutkan dengan akuades, selanjutnya disterilisasi menggunakan auto-

klaf. Media RS merupakan media yang tidak boleh disterilisasi dengan autoklaf. 

Media RS dibuat dengan cara akuades disterilisasi sejumlah yang diperlukan, ke-

mudian serbuk media RS dimasukkan ke dalam akuades steril dan dihomogenkan 

di dalam microwave. Media RS yang sudah homogen diberi tambahan antibiotik 

novobiocin kemudian dituang ke dalam cawan petri. Media BA pada dasarnya 

merupakan media TSA steril yang dicampurkan dengan darah domba.  

3.4.3 Pengambilan Sampel Isolat Bakteri 

Isolat lokal A. hydrophila diisolasi dari organ lele dumbo. Pengambilan sampel di-

lakukan dengan cara melakukan pembedahan terhadap sampel lele dumbo, kemu-

dian organ target (hati, ginjal, dan limpa) diambil menggunakan pinset dan dima-

sukkan ke dalam tabung corning berisi media TSB sebagai media tumbuh bakteri. 
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Proses pembedahan dilakukan secara aseptik dengan menggunakan api bunsen 

dan alat bedah steril.  

3.4.4 Isolasi Bakteri 

Sampel yang diisolasi di media TSB direisolasi di media RS sebagai media se-

lektif dan media BA, kemudian diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 35oC±2. 

Bakteri yang tumbuh di media RS dan BA diidentifikasi, yang diawali dengan 

identifikasi di tingkat genus. Koloni bakteri yang tumbuh diamati berdasarkan 

morfologinya meliputi bentuk, warna, elevasi, tekstur, serta dilihat dari sifat he-

molitik yang terbentuk. Berdasarkan hasil pengamatan, apabila koloni yang tum-

buh masih beragam bentuknya maka dilakukan pemurnian dan yang dimurnikan 

hanya bakteri yang berbentuk bulat, berwarna krem, elevasi cembung, memiliki 

sifat β-hemolisis di media BA, serta berwarna kuning di media RS. Di samping 

itu, dilakukan uji oksidase dan uji Gram dengan KOH 3%, kemudian dikonfirmasi 

dengan pewarnaan Gram untuk memastikan bakteri yang dimurnikan hanya 

bakte-ri Gram negatif. A. hydrophila termasuk ke dalam kelompok bakteri Gram 

negatif (Saputra & Indrayanto, 2018). Isolat bakteri murni yang menunjukkan 

beberapa karakteristik A. hydrophila selanjutnya diidentifikasi menggunakan 

Vitek 2 Com-pact. 

3.4.5 Identifikasi menggunakan Vitek 2 Compact 

Tabung reaksi diisi dengan larutan fisiologis (larfis) sebanyak 3 mL, kemudian di-

cek menggunakan densicheck untuk memastikan nilai kekeruhan awal dari larfis 

adalah 0 McFarland (McF). Isolat bakteri disuspensikan ke dalam larfis dan diho-

mogenkan. Larutan suspensi bakteri dicek nilai kekeruhannya. A. hydrophila ter-

masuk ke dalam bakteri Gram negatif dengan rentang nilai kekeruhan yang dian-

jurkan adalah 0,5–0,63 McF. Tabung reaksi berisi larutan suspensi bakteri dima-

sukkan ke dalam rak cassette, kemudian selang pada kartu identifikasi dimasuk-

kan ke dalam suspensi bakteri. Nomor rak cassette, data isolat, dan nomor kartu 

identifikasi dimasukkan ke dalam sistem. Rak berisi tabung suspensi serta kartu 

identifikasi dimasukkan ke dalam inkubator 1 untuk mengalirkan suspensi bakteri 

ke dalam kartu identifikasi, kemudian dipindahkan ke dalam inkubator 2 untuk 
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proses inkubasi. Identifikasi menggunakan Vitek 2 Compact berlangsung selama 

4-7 jam.  

3.4.6 Deteksi dengan Metode Polymerase Chain Reaction 

3.4.6.1 Ekstraksi DNA 

Koloni bakteri disuspensikan ke dalam mikrotube yang berisi 200 µL fast lysis 

buffer, kemudian dihomogenkan menggunakan vortex. Sampel bakteri diinkubasi 

pada heat block selama 10 menit dengan suhu 100oC. Selanjutnya sampel disentri-

fugasi dengan kecepatan 13.000 rcf selama 5 menit. Supernatan dipisahkan dari 

natan, kemudian supernatan tersebut dipindahkan ke mikrotube baru. 

3.4.6.2 Pengukuran Konsentrasi dan Kemurnian DNA 

Mikro pipet dan mikro drop plate dibersihkan menggunakan alkohol 70%. Hasil 

ekstraksi DNA bakteri dipipet sebanyak 2 µL dan diteteskan ke dalam sumuran 

pada mikro drop plate, kemudian dimasukkan ke dalam spektrofotometer nano-

drop dengan program asam nukleat µ drop no blank. Nilai konsentrasi yang di-

anjurkan adalah >100 ng/µL dengan kemurnian DNA 1,8-2,0. 

3.4.6.3 Amplifikasi 

Tahap amplifikasi diawali dengan pembuatan master mix. Mikrotube dilabeli ber-

dasarkan kode dari sampel yang diuji, kontrol negatif, dan kontrol positif, kemudi-

an diletakkan di rak pendingin. Bahan nucleaus free water (NFW), 2x master mix 

go taq green, primer forward, dan primer reverse dicairkan. Selanjutnya masing-

masing bahan tersebut dengan total volume yang sudah diperhitungkan dimasuk-

kan ke dalam mikrotube kontrol negatif dan didistribusikan ke semua mikrotube 

sampel serta kontrol positif. DNA template ditambahkan ke dalam larutan master 

mix sebanyak 2 µL, kemudian mikrotube tersebut dimasukkan ke dalam thermal 

cycler untuk proses amplifikasi. Pembuatan master mix dan penambahan DNA 

template dilakukan diruangan yang berbeda untuk mencegah terjadinya kontami-

nasi. Komposisi master mix disajikan pada Tabel 3 dan siklus amplifikasi dengan 

target A. hydrophila disajikan pada Tabel 4. 
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Tabel 3. Komposisi bahan master mix 

No Bahan master mix Volume/1 reaksi (µL) 

1. Nucleaus free water 8,5 

2. 2x mmix go taq green 12,5 

3. Pimer forward 1 

4. Primer reverse 1 

Total 23 

Tabel 4. Siklus amplifikasi Aeromonas hydrophila. 

Proses Suhu (oC) Waktu (menit) Siklus 

Pra denaturasi 94 3 1 

Denaturasi 94 1 

45 Annealing 57 1 

Extension 72 1,5 

Extended extension 72 3 1 

3.4.6.4 Elektroforesis dan Pembacaan 

Gel agarose yang digunakan sebagai media untuk elektroforesis dibuat dengan ca-

ra gel agarose 2% dimasukkan ke dalam erlenmeyer, kemudian ditambahkan la-

rutan tris acetate EDTA (TAE) sebanyak 100 mL dan dihomogenkan di dalam 

microwave selama 10 menit. Gel agarose diwarnai menggunakan DNA stain se-

banyak 5 µL, kemudian dituang ke dalam cetakan agar dan didiamkan hingga pa-

dat. Gel agarose diletakkan di dalam tangki elektroforesis, kemudian amplikon 

DNA sampel, kontrol negatif, kontrol positif, dan marker dimasukkan sebanyak 5 

µL ke dalam sumur-sumur yang ada pada gel agarose. Elektroforesis dilakukan 

selama 25 menit dengan tegangan listrik 100 volt. Hasil elektroforesis divisuali-

sasikan menggunakan gel scanner. 
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3.4.7 Preservasi Aeromonas hydrophila 

Media preservasi yang digunakan pada penelitian ini adalah media transport a-

mies (BD BBL culture swab plus 220116, Copan, Brescia, Italia). Isolat bakteri 

yang dipreservasi terdiri dari isolat ATCC AH 7966 dan isolat I/685. Masing-

masing isolat tersebut dipreservasi menjadi 28 bahan uji. Preservasi dilakukan de-

ngan cara isolat murni berumur 24 jam dipanen menggunakan cotton swab, kemu-

dian ditusukkan ke dalam media transport amies dan diinkubasi pada suhu 30oC. 

3.5 Parameter Penelitian 

3.5.1 Uji Homogenitas 

Uji homogenitas dilakukan dengan cara bahan uji yang sudah diinkubasi selama 

24 jam diambil secara acak sebanyak 10 dari total 56 bahan uji yang merupakan 

hasil preservasi dari masing-masing isolat bakteri yang digunakan. Sampel bahan 

uji yang telah terpilih kemudian dilakukan pengujian meliputi uji viabilitas dan 

deteksi bakteri. Uji viabilitas dilakukan dengan cara masing-masing bahan uji di-

isolasi di media TSA dan media BA dengan metode cawan gores, kemudian diin-

kubasi pada suhu 30oC selama 18-24 jam. Apabila bakteri masih dapat tumbuh 

(viabel) maka isolat bakteri tersebut dideteksi menggunakan metode PCR dengan 

target Aeromonas hydrophila. Bahan uji dikatakan homogen jika semua sampel 

yang diujikan dapat tumbuh dan terdeteksi bakteri target. 

3.5.2 Uji Stabilitas 

Uji stabilitas pada penelitian ini terdiri dari dua perlakukan yaitu perlakuan suhu 

inkubasi dan pengaruh durasi transportasi. Perlakuan suhu berlangsung selama 

empat minggu yang dilakukan dengan cara, 12 bahan uji yang berasal dari isolat 

ATCC AH 7966 dan 12 bahan uji dari isolat I/685 masing-masing disimpan se-

banyak empat bahan uji pada setiap suhu yaitu suhu 4oC, 25oC, dan 37oC. Satu 

bahan uji dari masing-masing isolat yang disimpan pada masing-masing perlaku-

an suhu, diambil setiap minggu untuk dilakukan pengujian meliputi uji viabilitas 

dan deteksi bakteri target. Perlakuan pengaruh durasi transportasi dilakukan de-

ngan cara tiga bahan uji dari masing-masing isolat ATCC AH 7966 dan I/685 di-
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kirimkan ke Balai Besar Perikanan Budidaya Air Tawar (BBPBAT) Sukabumi Ja-

wa Barat, Balai Perikanan Budidaya Air Tawar (BPBAT) Mandiangin, Kaliman-

tan Selatan, dan Laboratorium Kesehatan Ikan Balai Perikanan Budidaya Air Pa-

yau (BPBAP) Aceh. Bahan uji yang dikirimkan ke tiga tempat tersebut dikirimkan 

kembali ke Balai Pengujian Kesehatan Ikan dan Lingkungan (BPKIL) Serang un-

tuk dilakukan pengujian, meliputi uji viabilitas dan deteksi bakteri target. Bahan 

uji sebagai hasil preservasi isolat ATCC AH 7966 dan I/685 pada media transport 

amies dikatakan stabil apabila sampel yang diujikan masih dapat tumbuh dan ter-

deteksi bakteri target. 

3.6 Analisis Data 

Data yang diperoleh pada uji homogenitas dan uji stabilitas bakteri yang dipreser-

vasi pada media transport amies adalah data viabilitas dan data hasil deteksi bak-

teri target yang kemudian akan ditabulasi dalam bentuk tabel serta gambar. Data 

ditabulasi menggunakan Microsoft Excel, kemudian dianalisis secara deskriptif 

melihat hubungan antara data pertumbuhan serta hasil deteksi bakteri dengan pe-

ngaruh suhu inkubasi durasi transportasi, dan media yang digunakan pada peneli-

tian ini. 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Simpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa isolat stan-

dar ATCC AH 7966 dan isolat lokal Aeromonas hydrophila dengan kode I/685, 

yang dipreservasi di media transport amies adalah 100% homogen dan 100% sta-

bil setelah ditransportasikan ke BBPBAT Sukabumi Jawa Barat dengan waktu 

tempuh tujuh hari, BPBAT Mandiangin Kalimantan Selatan sepuluh hari, BPBAP 

Aceh enam hari, serta disimpan pada suhu 4oC, 25oC, dan 37oC selama empat 

minggu. 

5.2 Saran 

Metode dan informasi hasil pengujian homogenitas dan stabilitas isolat A. hydro-

phila yang dipreservasi di media transport amies, dapat digunakan oleh analis di 

laboratorium pada saat akan mentransportasikan isolat A. hydrophila dengan dura-

si transportasi paling lama 10 hari, dan menyimpan isolat A. hydrophila dengan 

waktu penyimpanan paling lama empat minggu. Penelitian terkait penggunaan 

media transport amies sebagai media preservasi juga perlu dilakukan pengujian 

lebih lanjut, dengan durasi transportasi lebih dari 10 hari dan penyimpanan pada 

suhu 4oC, 25oC, dan 37oC selama lebih dari empat minggu untuk mengetahui be-

rapa lama waktu optimal penyimpanan isolat bakteri pada media ini.  
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