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ABSTRAK

KARAKTERISASI FENOTIPIK DAN EVALUASI AKTIVITAS
PROTEOLITIK BAKTERI Streptococcus iniae PADA KAKAP
PUTIH (Lates calcarifer Bloch) DAN KERAPU MACAN (Epinephelus
fuscoguttatus Forsskal)

Oleh
Azisa Nabila Putri

Streptococcus iniae merupakan bakteri patogen penyebab streptococcosis pada
ikan budidaya bernilai ekonomi tinggi, seperti kakap putih (Lates calcarifer) dan
kerapu macan (Epinephelus fuscoguttatus), yang dapat menimbulkan perdarahan,
eksophthalmia, gangguan saraf, hingga kematian massal. Tingkat virulensi bakteri
ini terkait dengan faktor fenotipik dan kemampuan sekresi enzim protease yang
berperan dalam degradasi jaringan inang. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan
Agustus—Oktober 2025 di Balai Besar Perikanan Budidaya Laut (BBPBL)
Lampung dan Laboratorium Biomolekuler Universitas Lampung. Isolat diperoleh
dari organ internal (ginjal, hati, limpa) ikan, yang merupakan lokasi utama
kolonisasi dan penyebaran sistemik S. iniae. Analisis dilakukan melalui uji
hemolisis, pewarnaan Gram, identifikasi biokimia menggunakan API Kit, uji
motilitas, dan uji proteolitik pada Skim Milk Agar. Semua isolat menunjukkan
karakter fenotipik konsisten dengan S. iniae, koloni putih krem, kokus
berpasangan atau rantai pendek, Gram positif, dan non motil. Profil biokimia
menunjukkan pola reaksi khas S. iniae, dengan isolat AG 1 paling sesuai pola
acuan biokimia spesies ini, sedangkan uji proteolitik menunjukkan kemampuan
enzim protease yang efektif (3—4 cm), dengan isolat AGl memiliki aktivitas
tertinggi (4,5 cm). Temuan ini menunjukan bahwa isolat AG1, EL1 dan DGI10
sesuai dengan S. iniae, sementara kemampuan proteolitik isolat AGI
menunjukkan potensi virulensi signifikan terhadap ikan budidaya.

Kata kunci: Streptococcus iniae, kakap putih, kerapu macan, fenotipik, patogen.
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ABSTRACT

PHENOTYPIC CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF
PROTEOLYTIC ACTIVITY OF Streptococcus iniae IN ASIAN SEABASS
(Lates calcarifer Bloch) AND TIGER GROUPER (Epinephelus fuscoguttatus
Forsskal)

By
Azisa Nabila Putri

Streptococcus iniae is a pathogenic bacterium causing streptococcosis in high
value cultured fish such as Asian seabass (Lates calcarifer) and tiger grouper
(Epinephelus fuscoguttatus), leading to hemorrhages, exophthalmia, neurological
disorders, and mass mortality. Bacterial virulence is closely associated with
phenotypic traits and the secretion of proteolytic enzymes that facilitate host
tissue degradation. This study was conducted from August to October 2025 at the
Center for Marine Aquaculture Development (BBPBL) Lampung and the
Biomolecular Laboratory of the University of Lampung. Bacterial isolates were
obtained from internal organs (kidney, liver, and spleen), which serve as primary
sites for colonization and systemic dissemination of S. iniae. Phenotypic
characterization included hemolysis testing, Gram staining, biochemical
identification using the API kit, motility testing, and proteolytic activity assays on
skim milk agar. All isolates exhibited phenotypic characteristics consistent with S.
iniae, including creamy white colonies, paired cocci or short chains, Gram
positive reactions, and non motile behavior. Biochemical profiles showed reaction
patterns characteristic of S. iniae, with isolate AG 1 displaying the closest
similarity to the reference biochemical profile. Proteolytic activity was detected in
all isolates, with inhibition zones ranging from 3.0 to 4.0 cm, while isolate AGI
showed the highest proteolytic activity (4.5 cm). These findings indicate that
isolate AG1, EL1, and, DG10 is most consistent with S. iniae, whereas the strong
proteolytic activity observed in isolate AG1 suggests a higher virulence potential
in cultured fish.

Keywords: Streptococcus iniae, asian seabass, tiger grouper,phenotypic,pathogen.
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MOTTO

“Or do you think that you will enter Paradise while there has not yet come to you
the like of what came to those who passed on before you? They were touched by
poverty and hardship and were shaken...”

(QS.Al-Baqarah 2:214).

“Karena sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan.
Sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan”

(QS.Al-Insyirah: 5-6).
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Dalam dua dekade terakhir sektor perikanan budidaya di Indonesia
mengalami perkembangan pesat. Indonesia bahkan termasuk salah satu
produsen perikanan terbesar dunia karena memiliki sumber daya laut dan
perairan yang melimpah. Namun kemajuan tersebut juga diiringi tantangan
serius, terutama penyakit infeksius yang berpotensi membuat kerugian
ekonomi besar. Infeksi bakteri patogen menjadi salah satu hambatan utama
keberhasilan budidaya ikan karena dapat menurunkan produktivitas,
kualitas hasil panen, bahkan memicu kematian massal (Liu et al., 2020).
Salah satu bakteri patogen yang mendapat perhatian global adalah
Streptococcus iniae. Bakteri Gram positif berbentuk coccus ini telah
dilaporkan sebagai agen penyebab penyakit streptococcosis pada berbagai
jenis ikan budidaya, baik air tawar maupun laut. Manifestasi klinis infeksi S.
iniae antara lain meliputi eksophthalmia, hemoragi, kelainan neurologis,
hingga septisemia sistemik yang dapat berujung pada kematian. Mortalitas
akibat serangan bakteri ini dapat mencapai lebih dari 50% pada populasi
ikan yang padat dan dikelola dengan manajemen kurang optimal (Liu ef al.,

2020).

Di Indonesia dua komoditas laut yang sangat rentan terhadap penyakit ini
adalah kakap putih (Lates calcarifer Bloch) dan kerapu macan
(Epinephelus fuscoguttatus Forsskal). Keduanya merupakan ikan bernilai

ekonomi tinggi yang menjadi unggulan ekspor. Serangan streptococcosis



pada kedua spesies ini tidak hanya menimbulkan kerugian langsung akibat
kematian ikan, tetapi juga berdampak pada kepercayaan konsumen dan
pasar internasional karena terkait isu keamanan pangan (Colussi ef al.,
2022). Keberhasilan Streptococcus iniae dalam menimbulkan penyakit
berkaitan erat dengan faktor virulensinya. Beberapa gen virulensi penting
yang telah diidentifikasi pada isolat lapangan meliputi scpl, simA, pdi,
SagA, pgmA, dan cpsD. Gen-gen ini berperan dalam mekanisme
patogenisitas seperti kemampuan menghindari fagositosis, degradasi
jaringan inang, hingga produksi hemolisin (Zhao et al., 2022). Kondisi
tersebut menegaskan pentingnya karakterisasi fenotipik dan biokimia isolat
Streptococcus dari ikan budidaya sebagai langkah awal untuk memahami
potensi virulensi, pola infeksi, serta mendukung upaya pengendalian

streptococcosis yang berkelanjutan dalam sistem akuakultur laut.

Penelitian terbaru menunjukkan isolat modern Streptococcus iniae
membawa ratusan gen virulensi sekaligus gen resistensi antibiotik, yang
memperberat tantangan dalam pengendalian penyakit ini (Awate et al.,
2023). Meskipun analisis molekuler menjadi metode utama dalam
identifikasi faktor virulensi, pendekatan fenotipik masih memiliki peran
penting terutama dalam penelitian dasar dan laboratorium dengan fasilitas
terbatas. Karakterisasi fenotipik memungkinkan identifikasi sifat dasar
bakteri seperti morfologi, motilitas, profil biokimia, serta aktivitas
enzimatik. Uji biokimia menggunakan kit komersial (seperti API kit) dapat
memberikan informasi mengenai metabolisme bakteri, sedangkan uji skim
milk agar digunakan untuk mendeteksi aktivitas proteolitik yang berkaitan

dengan faktor virulensi enzim protease (Zhang et al., 2021).

Penelitian ini difokuskan pada karakterisasi fenotipik isolat Streptococcus

iniae yang berasal dari organ ginjal, hati, dan limpa ikan kakap putih dan



kerapu macan. Pengambilan sampel dari organ internal seperti ginjal, limpa,
dan hati pada ikan kakap putih maupun kerapu macan dilakukan karena
organ-organ tersebut merupakan lokasi utama terjadinya kolonisasi dan
penyebaran sistemik bakteri patogen, termasuk Streptococcus iniae.
Sejumlah penelitian menunjukkan bahwa ketika infeksi Streptococcus
berlangsung, patogen cenderung bermigrasi menuju organ visceral dan
menimbulkan lesi berupa nekrosis, kongesti, hingga infiltrasi sel inflamasi
pada hati, ginjal, dan limpa (Colussi et al., 2022). Hal ini juga ditegaskan
oleh Xu et al. (2024) yang melaporkan bahwa isolasi S. iniae paling berhasil
diperoleh dari organ-organ internal tersebut karena tingginya beban bakteri
pada fase infeksi sistemik. Selain itu, studi diagnostik penyakit ikan yang
dilakukan oleh Moreira et al. (2021) menunjukkan bahwa ginjal, limpa, dan
hati merupakan target primer dalam proses bakteremia, sehingga jaringan
ini memberikan sensitivitas yang lebih tinggi dibanding jaringan
permukaan seperti kulit atau insang. Dengan demikian, pemilihan ketiga
organ internal ini bukan hanya metodologis, tetapi bersifat kritis untuk
memastikan keberhasilan isolasi patogen, keakuratan diagnosis, dan
representativitas data dalam studi etiologi penyakit ikan. Melalui uji
motilitas, uji biokimia, serta uji aktivitas enzim proteolitik diharapkan dapat
diperoleh informasi mendasar mengenai potensi virulensi isolat lokal.
Dengan begitu penelitian mengenai karakterisasi fenotipik dan evaluasi
aktivitas proteolitik Streptococcus iniae dari kakap putih dan kerapu macan
menjadi sangat penting, khususnya pada sistem budidaya di Lampung

sebagai sentra produksi ikan laut bernilai ekonomi tinggi.

Patogen ini telah dilaporkan menyebabkan wabah dengan mortalitas
signifikan serta kerugian ekonomi pada berbagai komoditas budidaya,
kemampuannya menghasilkan protease berhubungan langsung dengan

virulensi melalui invasi jaringan dan penghindaran respons imun inang



(Agnew et al., 2007). Karakterisasi isolat lokal dari spesies target seperti
kakap putih dan kerapu macan akan memberikan data yang relevan untuk
kondisi lapangan, sehingga dapat menjadi dasar dalam pengembangan
strategi diagnosis, biosekuriti, serta inovasi vaksin atau terapi alternatif
yang lebih efektif dalam mendukung keberlanjutan industri perikanan
budidaya di Lampung (Cortés et al., 2024). Konteks penelitian ini semakin
penting mengingat masih terbatasnya data karakter fenotipik dan potensi
virulensi isolat Streptococcus lokal di wilayah Lampung, sementara
intensifikasi budidaya dan tingginya mobilitas benih berpotensi

meningkatkan risiko penyebaran strain virulen secara luas.

potensi infeksi bakteri Streptococcus iniae pada komoditas perikanan
bernilai tinggi seperti kakap putih (Lates calcarifer) dan kerapu macan
(Epinephelus fuscoguttatus) memiliki signifikansi penting dalam konteks
pengelolaan kesehatan ikan dan keberlanjutan industri budidaya. Dengan
memahami karakteristik patogen, pola infeksi, serta kemampuan bakteri
dalam mengekspresikan faktor virulensi seperti hemolisin dan protease,
penelitian ini memberikan kontribusi ilmiah yang diperlukan untuk
memperkuat strategi biosekuriti, meningkatkan akurasi diagnosis
laboratorium, dan mendukung pengembangan pendekatan manajemen

penyakit yang lebih efektif pada kedua spesies ikan.

Penelitian ini dibatasi pada karakterisasi fenotipik dan uji biokimia isolat
bakteri, sehingga identifikasi spesies serta penentuan tingkat virulensi
secara definitif masih memerlukan konfirmasi melalui pendekatan
molekuler dan uji patogenisitas lanjutan. Pembatasan tersebut didasarkan
pada pertimbangan metodologis bahwa karakterisasi fenotipik merupakan
tahap fundamental dalam pendekatan identifikasi bakteri secara

konvensional, khususnya untuk menggambarkan variasi ekspresi karakter



isolat lapangan yang secara alami dipengaruhi oleh kondisi inang dan
lingkungan. Pendekatan ini memungkinkan evaluasi sifat biologis yang
benar-benar terekspresikan (expressed phenotype), yang dalam banyak
kasus tidak selalu sepenuhnya sejalan dengan informasi genotipik terutama
pada isolat lapangan yang dipengaruhi oleh kondisi inang dan lingkungan
(Madigan et al., 2018). Oleh karena itu, karakterisasi fenotipik relevan
untuk memperoleh gambaran awal potensi patogenisitas isolat sebelum

dilakukan analisis molekuler yang bersifat konfirmatif.

1.2 Tujuan Penelitian

1. Mengidentifikasi sifat fenotipik isolat Streptococcus iniae melalui
pengamatan morfologi dan uji motilitas.

2. Menganalisis profil biokimia isolat Streptococcus iniae menggunakan
API kit.

3. Mengevaluasi aktivitas enzim proteolitik isolat Streptococcus iniae

melalui uji skim milk agar.

1.3 Manfaat Penelitian

1. Menambah pengetahuan ilmiah mengenai faktor fenotipik dan aktivitas
enzimatik Streptococcus iniae, khususnya isolat dari komoditas
perikanan laut Indonesia.

2. Menjadi dasar dalam pengembangan strategi pencegahan penyakit
streptococcosis pada usaha budidaya kakap putih dan kerapu macan.

3. Memberikan informasi awal bagi pembudidaya dan praktisi tentang

kesehatan ikan terkait deteksi dini patogen berbasis karakter fenotipik.



1.4 Kerangka Pikir

Budidaya ikan laut, khususnya kakap putih (Lates calcarifer Bloch) dan
kerapu macan (Epinephelus fuscoguttatus Forsskal), merupakan komoditas
bernilai ekonomi tinggi. Namun, keberlanjutan produksi sering terhambat
oleh serangan penyakit infeksius. Salah satu jenis penakit adalah
streptococcosis yang disebabkan oleh Streptococcus iniae. Penyakit ini
dapat menimbulkan gejala klinis berupa perdarahan, eksophthalmia, hingga
kematian massal yang berdampak pada kerugian ekonomi pembudidaya).
Tingkat patogenisitas S. iniae sangat dipengaruhi oleh faktor virulensi yang
dimilikinya, salah satunya adalah enzim proteolitik yang berperan dalam

mendegradasi jaringan inang serta mempermudah invasi bakteri.

Identifikasi dan pemahaman karakteristik bakteri patogen perlu dilakukan
melalui karakterisasi fenotipik, mencakup pengamatan morfologi koloni,
uji Gram, hemolisis, katalase, oksidase, serta kemampuan memfermentasi
karbohidrat. Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa isolat S. iniae dari
kakap putih memiliki ciri khas Gram positif, katalase dan oksidase negatif,
non motil, serta mampu menghidrolisis pati dan esculin (Hoa ef al., 2019).
Variasi fenotipik ini penting dipahami karena dapat berbeda antar inang
maupun lingkungan budidaya. Selain itu, evaluasi aktivitas proteolitik
penting dilakukan untuk mengetahui potensi virulensi isolat. Aktivitas
proteolitik dapat diamati melalui uji hidrolisis kasein pada media agar susu,
di mana terbentuknya zona bening menunjukkan adanya produksi enzim

protease.

Studi pada isolat bakteri ikan menunjukkan produksi enzim protease
berkorelasi dengan kemampuan bakteri menyebabkan kerusakan jaringan
inang (El-Noby et al., 2021). Dengan demikian, aktivitas proteolitik dapat

dijadikan indikator tingkat virulensi S. iniae. Secara konseptual, penelitian



ini berangkat dari masalah seringnya terjadi infeksi S. iniae pada kakap
putih dan kerapu macan yang menyebabkan kematian pada ikan dan
mengakibatkan kerugian ekonomi. Melalui karakterisasi fenotipik dapat
diperoleh identifikasi isolat, sedangkan melalui evaluasi aktivitas
proteolitik dapat diperoleh gambaran potensi virulensinya. Keterpaduan
kedua analisis tersebut diharapkan mampu memberikan informasi
komprehensif mengenai sifat fenotipik sekaligus potensi patogenisitas S.
iniae. Hasilnya dapat menjadi dasar bagi strategi pencegahan dan

pengendalian penyakit streptococcosis dalam budidaya ikan laut.



I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Streptococcus iniae

Sistematika bakteri Streptococcus iniae (Cortés et al., 2024):

Kerajaan : Bacteria

Filum : Bacillota

Kelas : Bacilli

Ordo : Lactobacillales
Famili : Streptococcaceae
Genus : Streptococcus
Spesies : Streptococcus iniae

Streptococcus iniae merupakan bakteri Gram positif berbentuk kokus. Bakteri
ini bersifat fakultatif anaerob, katalase negatif, dan biasanya tersusun dalam
rantai pendek (Hussain et al., 2022). Patogen ini dikenal luas sebagai
penyebab utama penyakit streptococcosis pada ikan budidaya di berbagai
belahan dunia, terutama spesies bernilai ekonomi tinggi seperti nila, kakap
putih (Lates calcarifer), dan kerapu (Epinephelus spp.) (Liu et al., 2020).
Gambar berikut memperlihatkan morfologi Streptococcus iniae sebagaimana
dilaporkan dalam beberapa penelitian terbaru. S. iniae umumnya tampak
sebagai kokus Gram positif yang tersusun dalam rantai pendek hingga
panjang, dengan karakteristik koloni berwarna keputihan dan permukaan
halus pada media agar darah. Struktur seluler yang khas ini merupakan salah
satu indikator penting dalam proses identifikasi awal, terutama ketika

dikombinasikan dengan pola hemolisis dan serangkaian uji biokimia lanjutan.



Gambar 1. Bakteri Streptococcus iniae. (Sun et al., 2024)

Sejak pertama kali ditemukan pada tahun 1970-an, kasus infeksi
Streptococcus iniae terus meningkat baik pada ikan air tawar maupun ikan
laut. Gejala klinis yang ditimbulkan meliputi exophthalmia, perdarahan,
gangguan saraf, hingga kematian mendadak. Tingkat mortalitas bervariasi
tergantung kondisi lingkungan, kepadatan tebar, serta tingkat virulensi isolat.
Variasi genetik tertentu bahkan berkontribusi terhadap perbedaan

patogenisitas antar strain (Liu et al., 2020).

2.2 Kakap Putih (Lates calcarifer Bloch)

Sistematika ikan kakap putih (Huynh et al., 2014) :

Kerajaan : Animalia
Filum : Chordata
Subfilum : Vertebrata

Infraphylum : Gnathostomata

Kelas : Actinopterygii
Ordo : Perciformes
Famili : Latidae
Genus : Lates

Spesies : Lates calcarifer Bloch
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Kakap putih (Lates calcarifer Bloch) merupakan jenis ikan yang mampu
hidup pada berbagai tingkat salinitas, baik di laut, payau, maupun air tawar
karena bersifat euryhalin. Kemampuan ini didukung oleh sistem
osmoregulasi yang bekerja melalui organ insang dan ginjal, terutama
dengan peran enzim Na/K-ATPase dan protein transporter NKCC dalam
menjaga keseimbangan ion tubuh (Saghafiankho et al., 2020). Gambar
berikut merupakan foto dokumentasi pribadi yang diambil langsung saat
pengambilan sampel dari ikan kakap putih. Foto ini digunakan untuk
menunjukkan kondisi ikan yang menjadi sumber isolat pada penelitian ini,
terutama karena ikan tersebut menampakkan tanda-tanda klinis tertentu
yang mengarah pada dugaan infeksi bakteri. Dengan menyertakan
dokumentasi asli, penelitian ini menegaskan seluruh proses isolasi bakteri,

mulai dari pengambilan organ hingga tahap identifikasi lanjutan.

Gambar 2. Lates calcarifer Bloch dengan panjang total +12 cm. Skala
batang menunjukkan panjang total spesimen dan digunakan
sebagai pembanding visual proporsi tubuh. (Dokumentasi
Pribadi)

Sebagai salah satu komoditas budidaya utama di Asia Tenggara, kakap
putih banyak diminati karena pertumbuhan yang cepat, respons baik
terhadap pakan, serta daya toleransi tinggi terhadap kondisi lingkungan.
Kondisi ini mendorong berbagai penelitian yang menekankan aspek
pertumbuhan, efisiensi pakan, dan kemampuan fisiologis ikan dalam

beradaptasi dengan lingkungan budidaya (Windarto dkk., 2019).



2.3 Kerapu Macan (Epinephelus fuscoguttatus Forsskal)

Sistematika ikan kerapu macan (Baharum et al., 2015) :

Kerajaan
Filum
Subfilum
Infraphylum
Kelas

Ordo

Famili

Genus

Spesies

Kerapu macan (Epinephelus fuscoguttatus Forsskél) merupakan salah satu
spesies kerapu yang memiliki nilai ekonomi tinggi dan banyak
dibudidayakan di wilayah tropis. Ikan ini umumnya dipelihara dalam
keramba jaring apung di perairan pesisir, karena sistem tersebut
memungkinkan sirkulasi air laut alami sekaligus menjaga kondisi
lingkungan tetap stabil. Dibandingkan dengan beberapa spesies kerapu
lainnya, kerapu macan juga dikenal memiliki pertumbuhan yang cukup

cepat sehingga menjadi pilihan utama dalam budidaya laut (Pierre et al.,

2008).

Gambar berikut menampilkan ikan Kerapu macan (Epinephelus
fuscoguttatus) yang digunakan sebagai objek penelitian dalam studi ini.

Penampilan morfologis ikan pada dokumentasi ini memberikan gambaran

: Animalia

: Chordata

: Vertebrata

: Gnathostomata
: Actinopterygii
: Perciformes

: Serranidae

: Epinephelus

: Epinephelus fuscoguttatus Forsskal

11

umum mengenai kondisi individu sebelum dilakukan proses isolasi jaringan
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target (misalnya limpa, ginjal, atau jantung) untuk tujuan analisis
bakteriologis. Dokumentasi visual ini juga berfungsi sebagai bukti
pendukung bahwa sampel yang digunakan dalam penelitian merupakan
spesimen asli yang diperoleh langsung di lapangan, sehingga meningkatkan

validitas proses pengambilan sampel dan keseluruhan tahapan penelitian.

Gambar 3. Epinephelus fuscoguttatus Forsskal dengan panjang total +15
cm. Skala batang menunjukkan panjang total spesimen dan
digunakan sebagai pembanding visual proporsi tubuh.
(Dokumantasi Pribadi)

Untuk meningkatkan keberhasilan budidaya berbagai upaya telah dilakukan,
salah satunya melalui hibridisasi dengan menyilangkan E. fuscoguttatus

dan E. lanceolatus. Hasil persilangan ini biasanya menunjukkan sifat
unggul, seperti laju pertumbuhan yang lebih tinggi, pemanfaatan pakan

yang lebih efisien, serta ketahanan yang lebih baik terhadap kondisi
lingkungan (Qu et al., 2024). Penelitian terbaru mengungkapkan hibrida
kerapu memiliki toleransi yang lebih tinggi terhadap suhu ekstrem. Hu ef al.
(2024) menyatakan bahwa ikan ini mampu bertahan hingga suhu 40°C dan
mengalami perubahan fisiologis tertentu sebagai bentuk respons terhadap
paparan panas. Temuan tersebut menunjukkan kemampuan adaptasi suhu
pada hibrida menjadi faktor penting untuk mendukung keberhasilan

budidaya, terutama di tengah tantangan perubahan iklim.
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2.4 Karakterisasi Fenotipik Streptococcus iniae

Karakterisasi fenotipik merupakan langkah penting dalam memahami
variasi strain bakteri patogen serta perannya dalam mekanisme infeksi.
Pada Streptococcus iniae, karakterisasi fenotipik umumnya mencakup
identifikasi morfologi koloni, pewarnaan Gram, hemolisis, pertumbuhan
pada media spesifik, dan pengujian aktivitas enzimatik. Isolat biasanya
memperlihatkan koloni kecil berwarna putih keabu-abuan, bersifat
katalase-negatif, dan menghasilkan hemolisis  pada agar darah (Cortés et

al., 2024).

Analisis fenotipik dapat membedakan tingkat virulensi antar isolat.
Beberapa strain memperlihatkan kemampuan membentuk biofilm yang
lebih tinggi, yang berkorelasi dengan peningkatan kemampuan bertahan
hidup di lingkungan inang (Xiong et al., 2023). Uji fenotipik juga kerap
digunakan untuk melengkapi data molekuler, karena ekspresi fenotipe
tertentu dapat dipengaruhi oleh kondisi lingkungan budidaya, seperti
salinitas, suhu, dan ketersediaan nutrien. Meskipun pendekatan molekuler
semakin banyak digunakan, karakterisasi fenotipik tetap penting sebagai

langkah awal identifikasi isolat lapangan. Karakterisasi fenotipik meliputi:

1. Pewarnaan Gram untuk mengidentifikasi sifat Gram positif.

2. Uji motilitas untuk menentukan pergerakan bakteri dalam medium semi
solid.

3. Uji biokimia menggunakan kit API atau metode lain untuk mengetahui
profil metabolisme.

4. Uji enzimatik, khususnya protease, menggunakan media skim milk agar

atau metode casein plate.
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Zhang et al. (2021) mengembangkan metode kuantitatif berbasis casein
plate untuk mengukur aktivitas protease, yang dapat diaplikasikan juga
pada penelitian patogen akuakultur. Colussi et al. (2022) menunjukkan
kombinasi analisis fenotipik dengan pendekatan molekuler dapat
memberikan gambaran lebih komprehensif mengenai virulensi

Streptococcus iniae.

2.5 Streptococcus iniae Sebagai Patogen Akuakultur

Streptococcus iniae merupakan bakteri Gram positif yang bersifat zoonosis
dan telah lama dikenal sebagai patogen utama pada sektor akuakultur.
Infeksi bakteri ini menimbulkan penyakit streptococcosis pada berbagai
spesies ikan budidaya bernilai ekonomi tinggi, termasuk kakap putih (L.
calcarifer Bloch) dan kerapu macan (E. fuscoguttatus Forsskal) (Cortés et
al., 2024). Penyakit ini menyebabkan mortalitas tinggi, morbiditas yang

meluas, dan kerugian finansial signifikan.

Data global menunjukkan bahwa Streptococcus iniae berkontribusi
terhadap kerugian industri akuakultur dengan estimasi mencapai lebih dari
US$100 juta per tahun (Soh et al., 2020). Penyebaran Streptococcus iniae
sangat luas dan telah dilaporkan di Asia, Amerika, dan Eropa dengan
prevalensi tinggi di daerah tropis tempat budidaya ikan laut intensif
berkembang pesat (Deng et al., 2024). Karakter zoonotiknya juga
menjadikannya penting tidak hanya untuk sektor perikanan, tetapi juga
kesehatan manusia, karena sejumlah kasus infeksi oportunistik pada
manusia telah dilaporkan, terutama pada individu dengan sistem imun
lemah atau dengan riwayat konsumsi ikan terinfeksi (Baiano & Barnes,

2009).



2.6

2.7
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Faktor Virulensi dan Mekanisme Patogenitas Streptococcus iniae

Virulensi Streptococcus iniae dikendalikan oleh berbagai faktor, termasuk
kapsul polisakarida, protein dinding sel, enzim ekstraseluler, dan toksin
hemolitik. Protein M-/ike yang dimiliki patogen ini berperan penting dalam
menghindari fagositosis oleh sel imun inang. Selain itu, adanya kluster gen
yang berhubungan dengan produksi streptolisin patogen ini juga berkontribusi
terhadap kerusakan jaringan dan keberhasilan infeksi sistemik. Enzim
ekstraseluler seperti protease, hialuronidase, dan nuklease berfungsi
mendukung kolonisasi serta invasi jaringan. Aktivitas proteolitik khususnya
sangat relevan karena memungkinkan degradasi protein inang, membuka jalur
bagi penetrasi bakteri, serta memfasilitasi penyebaran infeksi (Soh et al.,
2020). Penelitian menunjukkan bahwa aktivitas proteolitik yang tinggi sering
berkorelasi dengan strain yang lebih virulen dan mampu menyebabkan

mortalitas tinggi pada ikan budidaya (Cortés et al., 2024).

Aktivitas Proteolitik Streptococcus iniae

Evaluasi aktivitas proteolitik Streptococcus iniae dapat dilakukan melalui uji
enzim pada media selektif yang mengandung substrat protein seperti kasein
atau gelatin. Hasil uji memperlihatkan zona bening di sekitar koloni bakteri,
yang menandakan degradasi substrat akibat aktivitas protease. Perbedaan
tingkat aktivitas proteolitik antar isolat dapat memberikan indikasi mengenai
potensi virulensinya (Xiong et al., 2023). Protease yang dihasilkan oleh
Streptococcus iniae tidak hanya berperan dalam proses infeksi pada inang,
tetapi juga mendukung kelangsungan hidup bakteri melalui pemanfaatan
protein dari jaringan yang rusak atau bahan organik di sekitarnya. Selain itu,
kondisi lingkungan seperti suhu dilaporkan memengaruhi regulasi ekspresi

gen virulensi, termasuk gen yang berkaitan dengan produksi enzim proteolitik
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(EI-Noby et al., 2021; Baiano & Barnes, 2009).

2.8 Kasus Infeksi pada Kakap Putih dan Kerapu Macan

Kakap putih (Lates calcarifer Bloch) dan kerapu macan (Epinephelus
fuscoguttatus Forsskal) merupakan komoditas utama perikanan laut di Asia
Tenggara. Infeksi Streptococcus iniae pada kedua spesies ini menimbulkan
kerugian serius akibat mortalitas massal, penurunan pertumbuhan, dan
peningkatan biaya pengobatan (Deng et al., 2024). Laporan kasus
menunjukkan isolat S. iniae dari kakap putih sering memperlihatkan aktivitas
hemolitik yang kuat dan kemampuan proteolitik yang tinggi, sedangkan pada
kerapu macan ditemukan variasi fenotipe, dengan beberapa strain
menunjukkan pembentukan biofilm yang lebih tebal namun aktivitas protease
yang lebih rendah (Cortés ef al., 2024). Perbedaan karakter fenotipik ini
menunjukkan pentingnya kajian komparatif antar spesies inang untuk
memahami dinamika penyakit. Informasi tersebut tidak hanya berguna dalam
penyusunan strategi pengendalian penyakit, tetapi juga berpotensi
mendukung pengembangan vaksin yang spesifik terhadap strain dominan di

suatu wilayah (Soh et al., 2020).

S. iniae dikenal sebagai bakteri patogen oportunistik yang mampu
menginfeksi berbagai spesies ikan laut dan air tawar. Patogenisitas bakteri ini
berkaitan erat dengan kemampuannya mengekspresikan berbagai faktor
virulensi, seperti hemolisin, enzim proteolitik, serta kemampuan membentuk
biofilm (Locke et al., 2007). Faktor-faktor tersebut berperan penting dalam
proses kolonisasi, invasi jaringan, dan penyebaran infeksi secara sistemik
pada inang. Variasi tingkat ekspresi faktor virulensi antar isolat telah banyak
dilaporkan dan sering dikaitkan dengan perbedaan spesies inang, kondisi

lingkungan perairan, serta tekanan seleksi dalam sistem budidaya.
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Selain faktor virulensi, karakter fenotipik dan biokimia S. iniae juga
digunakan sebagai dasar dalam identifikasi dan penentuan kedekatan
taksonomi antar isolat. Perbedaan pola hemolisis, aktivitas enzimatik, dan
kemampuan pembentukan biofilm memberikan informasi penting mengenai
potensi patogenitas dan adaptasi bakteri terhadap lingkungan inang. Oleh
karena itu, kajian yang mengombinasikan analisis fenotipik, biokimia, dan
virulensi menjadi pendekatan yang umum dalam memperoleh pemahaman
yang lebih komprehensif mengenai peran S. iniae sebagai patogen pada ikan

budidaya.



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Agustus—Oktober 2025. Pengambilan serta
pembedahan sampel ikan kakap putih dan kerapu macan dilakukan di Balai
Besar Perikanan dan Budidaya Laut (BBPBL) Provinsi Lampung.
Selanjutnya, uji laboratorium terhadap isolat bakteri terpilih dilakukan di
Laboratorium Biomolekuler, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan [Imu

Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

3.2.1. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi timbangan analitik,
spatula, botol scott, erlenmeyer, beaker glass, hotplate, cawan petri,
autoclave, laminar air flow, inkubator, bunsen, jarum ose bulat, jarum ose
biasa, spreader glass, showcase, kertas saring, corong, pipet volumetri,
bulb, jangka sorong, alumunium foil, tabung reaksi, L-spreader, rak tabung,
oven, gelas ukur, mortal alu, stirrer, kapas, karet, plastik, kertas label, tisu,

sarung tangan, dan masker.

3.2.2. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi kakap putih,
kerapu macan, media Tryptic Soy Agar (TSA), darah domba 5%, media
Tryptic Soy Broth (TSB), Skim Milk Agar (SMA), Motility Test Medium
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(MTM), API 20 E kit, crytal violet, mordant lugol, safranin, Etanol 96%,

Etanol 70%, NACL, H2SO4, H202, BaCl., strip oksidase, dan akuades steril.

3.3 Metode Penelitian

3.3.1. Isolasi dan Pemurnian Bakteri

Potongan kecil organ target (ginjal, hati, dan limpa) dimasukkan ke dalam
tabung yg berisi NaCl 10 mL kemudian cairan tersebut diambil sebanyak 1
mL dan diinokulasi pada media Tryptic Soy Agar (TSA) yang diperkaya 5%
darah domba lalu disebar menggunakan L-spreader. Inkubasi dilakukan
pada suhu 28-30 °C selama 24 jam. Koloni bakteri yang tumbuh diamati
berdasarkan morfologi, termasuk bentuk, ukuran, warna, permukaan, dan

mukoiditas (Yuasa et al., 2008).
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3.3.2. Uji Hemolisis

Uji hemolisis dilakukan untuk menentukan kemampuan isolat Streptococcus
iniae dalam mendegradasi sel darah merah pada media Blood Agar. Media
disiapkan dengan menambahkan 5% darah domba defibrinasi ke dalam
Blood Agar yang telah disterilkan dan didinginkan hingga +45-50°C
sebelum dituangkan ke dalam cawan petri. Setelah media memadat,
sebanyak 1 Ose kultur bakteri yang telah diremajakan distreak secara
kuadran pada permukaan agar menggunakan metode streak plate. Cawan
kemudian diinkubasi pada suhu 28-30°C selama 24 jam. Pola hemolisis yang
terbentuk di sekitar koloni diamati untuk menentukan tipe hemolisis (a, B,
atau vy) sebagai salah satu karakter fenotipik penting dalam identifikasi dan
penentuan potensi virulensi bakteri streptococcus patogen pada ikan (Quinn

et al., 2011; Austin & Austin, 2007; Forbes et al., 2016).

3.3.3. Peremajaan Kultur Isolat

Isolat terpilih yang menunjukan degradasi pada media agar darah
dipindahkan dengan jarum Ose steril lalu digores pada media TSA dan
diambil satu Ose kemudian diinokulasikan pada media TSB lalu diinkubasi

di inkubator dengan suhu 37°C selama 24 jam (Nugraheni dkk., 2021).

3.3.4. Pewarnaan Gram Bakteri

Uji pewarnaan Gram diawali dengan fiksasi apus bakteri, pewarnaan
dengan crystal violet dan mordant lugol, lalu dekolorisasi cepat dengan
etanol atau aseton untuk membedakan bakteri berdasar ketahanan dinding
sel mereka. Metode pewarnaan Gram digunakan untuk membedakan
bakteri berdasarkan perbedaan struktur dinding selnya, sehingga terbagi

menjadi Gram positif yang mempertahankan warna ungu crystal violet dan
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Gram negatif yang terwarnai merah oleh safranin. Prosedur ini dilakukan
dengan membuat preparat smear dari kultur bakteri yang telah difiksasi
panas, kemudian diwarnai berturut-turut dengan crystal violet sebagai
pewarna primer, larutan iodin sebagai mordant, alkohol sebagai
dekolorisasi, dan safranin sebagai counterstain. Hasil pewarnaan kemudian
diamati menggunakan mikroskop cahaya terang dengan perbesaran 400x
menggunakan minyak imersi, sehingga dapat diamati morfologi dan reaksi

Gram bakteri (Liu et al., 2020).

3.3.5. Pembuatan Larutan Standar Kekeruhan McFarland

Standar McFarland adalah larutan yang terbuat dari 9,95 mL H2SO04 1% dan
0,05 mL BaCL2 1% (Konsentrasi 1,5 x 108 CFU/mL). Ketika tabung yang
berisi larutan standar kekeruhan McFarland digoyangkan dan larutan
memiliki tingkat kekeruhan yang sama dengan inokulum bakteri (Mahesh

et al., 2024).

3.3.6. Uji Biokimia

Identifikasi biokimia dilakukan menggunakan API 20 E kit sesuai protokol
pabrikan (bioMérieux). Suspensi bakteri dengan standar McFarland 0,5
diinokulasikan ke strip API, kemudian diinkubasi 24 jam pada 30 °C. Profil
metabolisme yang dihasilkan dibandingkan dengan database API untuk
konfirmasi identitas bakteri. Kit API telah digunakan luas untuk identifikasi

Streptococcus spp. pada ikan budidaya (Awate et al., 2023).

3.3.7. Uji Katalase

Uji katalase dilakukan dengan mengambil koloni bakteri berumur 18-24

jam dari media padat, kemudian diletakkan di kaca objek dan ditetesi 1-2
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tetes H2023%. Dengan terbentuknya gelembung cepat menandakan hasil
positif, sedangkan tidak adanya gelembung menunjukkan negatif (Taylor &

Achanzar, 1972; American Society for Microbiology, 2020).

3.3.8. Uji Oksidase

Uji oksidase metode strip dilakukan dengan mengoleskan koloni bakteri
muda pada strip atau disk yang telah mengandung reagen
tetrametil-p-fenilendiamin (TMPD); perubahan warna menjadi ungu dalam
<10 detik menunjukkan hasil positif, sedangkan tidak adanya perubahan

warna atau muncul setelah >60 detik dianggap negatif (Chavan et al., 2022).

3.3.9. Uji Motilitas

Uji motilitas dilakukan menggunakan media Motility Test Medium (0,4% agar).
Koloni tunggal diinokulasikan secara tusuk lurus ke dalam media,

kemudian diinkubasi pada 30 °C selama 24 jam, masing-masing dilakukan
sebanyak 3 kali ulangan. Hasil positif ditunjukkan oleh difusi pertumbuhan
menyebar dari garis inokulasi, sedangkan pertumbuhan terbatas hanya pada
jalur tusukan menunjukkan hasil negatif. Uji ini penting untuk

membedakan Streptococcus iniae yang bersifat non motil dari bakteri

patogen lain (Colussi et al., 2022).

3.3.10. Uji Aktivitas Protease

Isolat diinokulasikan pada medium Skim Milk Agar (10% susu skim dan 3%
agar) yang telah dibuat sumuran dengan diameter 0.5 cm,dan sebanyak 1
mL suspensi bakteri dimasukkan ke dalam sumuran, kemudian
masing-masing dilakukan sebanyak 3 kali ulangan. Kemudian diinkubasi

pada suhu 28-37 °C. Aktivitas proteolitik ditunjukkan oleh zona bening di
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sekitar koloni akibat adanya degradasi kasein. Ukuran zona bening

digunakan untuk menilai tingkat produksi protease (Vijayaraghavan, 2013).

3.4 Analisis Data

Data dianalisis secara deskriptif dengan menyajikan dokumentasi visual
berupa morfologi koloni, zona bening pada uji proteolitik, serta pola
pertumbuhan pada media. Hasil setiap pengujian dibandingkan dengan
literatur terkait karakter fenotipik Streptococcus iniae serta database acuan
untuk memperoleh gambaran karakter fenotipik dan aktivitas proteolitik

isolat bakteri.
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Tahap penelitian ini disajikan dalam bentuk diagram alir yang dapat dilihat

pada Gambar 4.

Pengambilan dan
Pembedahan Sampel

A

Isolasi & Pemurnian Isolat

|

Karakterisasi Fenotipik:
« Uji hemolisis
» Morfologi koloni
» Pewarnaan gram
« Uji Biokimia (APIKIT)

|

Standarisasi Suspensi
(McFarland)

|

Uji Motilitas

|

Uji Aktivitas Proteolitik

l

Analisis Data & Interpretasi

Gambar 4. Diagram Alir Penelitian.



V. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan yang telah diuraikan pada bab

sebelumnya, didapat kesimpulan yang berkaitan dengan kejadian infeksi

bakteri pada ikan kakap putih (Lates calcarifer) dan kerapu macan

(Epinephelus fuscoguttatus).

Isolat bakteri yang diperoleh dari organ ginjal, hati, dan limpa ikan
kakap putih serta kerapu macan menunjukkan karakter fenotipik
yang konsisten dengan Streptococcus iniae ditandai dengan koloni
berwarna putih krem, bentuk kokus rantai pendek, bersifat Gram

positif, dan tidak motil.

Profil biokimia isolat berdasarkan pengujian menggunakan API Kit
menunjukkan pola reaksi yang selaras dengan karakteristik
Streptococcus iniae. Analisis kesesuaian terhadap profil acuan
menunjukkan isolat AG1 memiliki kesamaan profil biokimia

tertinggi terhadap karakter referensi S. iniae.

Seluruh isolat menunjukkan kemampuan proteolitik yang baik
melalui uji skim milk agar dengan diameter zona bening yang
berada pada rentang 3 cm. Dua isolat (DG10 dan AG1) menunjukkan

aktivitas lebih kuat (diameter 4,0 cm dan 4,5 cm).
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