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RINGKASAN

Sufardin. LO13181012. “Studi Infeksi Patogen pada Beberapa Spesies lkan Laut’
dibimbing oleh Hilal Anshary sebagai promotor, Sriwulan, dan Dolores V. Baxa
sebagai co-promotor.

Ikan budidaya rentan terkena penyakit dibandingkan di alam liar. Agen
penyakit seperti parasit, bakteri, dan virus dapat menyebabkan mortalitas
sehingga berdampak pada kerugian ekonomi akibat penurunan jumlah produksi.
Penyakit yang disebabkan oleh infeksi simultan diketahui menyebabkan masalah
kesehatan pada ikan budidaya, yang sebagian besar dampaknya secara spesifik
belum dapat dijelaskan. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi patogen
yang menyerang ikan budidaya laut, menganalisis tingkat infeksi parasit dan
bakteri, mendeskripsikan preferensi infeksi Trichodina, menganalisis dampak
infeksi patogen terhadap hematologi, histopatologi dan fisiologi, serta
mengevaluasi imunitas ikan.

Sampel ikan diperoleh dari tiga lokasi yakni fasilitas budidaya laut Takalar
(Lates calcarifer dan Amphiprion percula), Gondol (L. calcarifer dan kerapu hibrid
Ephinephelus fuscoguttatus-lanceolatus), dan Situbondo (kerapu hibrid E.
fuscoguttatus-lanceolatus). Metode preparat ulas digunakan untuk investigasi
parasit berdasarkan ciri morfologi, sedangkan instrumen Vitek-2 compact system
digunakan untuk identifikasi bakteri. Deteksi Iridoviridae dilakukan melalui analisis
polymerase chain reaction (PCR). Preferensi infeksi parasit diketahui melalui
kohabitasi ikan sakit dengan ikan sehat berbagai ukuran. Hubungan antara infeksi
parasit dan bakteri diungkapkan dengan mengisolasi dan menghitung konsentrasi
bakteri pada ikan berdasarkan tingkat infeksi parasit. Eksperimen koinfeksi
dilakukan dengan injeksi bakteri baik pada ikan sehat maupun yang terinfeksi oleh
parasit. Parameter dampak infeksi yakni hematologi, histopatologi, fisiologis, dan
imunitas ikan. Data diuji secara statistik menggunakan analisis ragam dan regresi
linier.

Hasil penelitian menunjukkan parasit yang menginfeksi ikan adalah
Gyrodactylus sp. dan Trichodina sp. Tingkat infeksi Gyrodactylus sp. pada A.
percula serta Trichodina sp. pada kerapu hibrid dari Situbondo dan Gondol
tergolong sangat parah. Sebaliknya, Trichodina sp. pada L. calcarifer dari Takalar
tergolong infeksi parah. Bakteri yang menginfeksi ikan yakni Bacillus sp., Bacillus
mycoides, Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus, Bordetella hinzii, Sphingomonas
paucimobilis, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Brevibacillus
chosinensis, Licinubacillus fusiformis, Aeromonas caviae, dan Photobacterium
damselae. Setelah kohabitasi, tingkat infeksi Trichodina sp. lebih tinggi pada ikan
berukuran 2-6 cm (P<0,05) dengan preferensi insang kiri (P<0,05). Variasi tingkat
infeksi Trichodina sp. diketahui berpengaruh terhadap jumlah bakteri (P<0,05).
Hasil eksperimen mengungkapkan bahwa koinfeksi menyebabkan lebih banyak
dampak buruk pada kesehatan ikan dibandingkan infeksi tunggal. Infeksi tunggal
parasit maupun bakteri menunjukkan dampak ringan secara histopatologi, fisiologi
dan hematologi ikan. Parameter imun menunjukkan nilai globulin dan titer antibodi
lebih tinggi pada infeksi tunggal dan koinfeksi dengan A. caviae, yakni produksi
globulin tinggi pada infeksi tunggal (P<0,05), sedangkan titer antibodi lebih tinggi
pada koinfeksi (P<0,05).

Sebagai kesimpulan bahwa terdapat dua jenis ektoparasit yang menginfeksi
ikan budidaya laut yakni Gyrodactylus sp. dan Trichodina sp.. Bakteri pada ikan
terdiri atas 12 jenis yang didominansi oleh bakteri basil berspora. Aeromonas
caviae merupakan bakteri yang paling letal di antara bakteri uji lainnya. Secara
umum prevalensi parasit menunjukkan infeksi yang sangat parah, sedangkan



berdasarkan intensitas menunjukkan infeksi sedang pada ikan dari Takalar dan
Gondol. Infestasi parasit cenderung lebih tinggi pada ikan yang lebih besar.
Setelah kohabitasi, ikan berukuran 2-6 cm merupakan kelompok yang paling
banyak terinfeksi Trichodina pada insang kiri. Koinfeksi parasit dan bakteri
berkontribusi nyata pada penurunan kesehatan ikan. Deteksi Iridoviridae pada ikan
budidaya laut menunjukkan hasil negatif.



SUMMARY

Sufardin. L013181012. “Study of Pathogenic Infection on Several Species of
Marine Fish” supervised by Hilal Anshary as promotor, Sriwulan, and Dolores V.
Baxa as co-promotor.

Cultured fish are susceptible to disease compared to wild one. Disease
agents such as parasites, bacteria and virus cause mortality, it has an impact on
economic losses due to a decrease in production. Diseases caused by
simultaneous infections cause problems in cultured fish, and their specific impacts
on fish health are mostly undescribed. This study aims to identify pathogens in
marine aquaculture fish, analyze the infection rate of parasitic and bacterial,
describe preferences of Trichodina infection, analyze the impact of pathogenic
infections on hematology, histopathology, physiology, and evaluate fish immunity.

Fish samples were obtained from three locations, namely the marine
aquaculture facilities of Takalar (Lates. calcarifer and Amphiprion percula), Gondol
(L. calcarifer and grouper hybrid Ephinephelus fuscoguttatus-lanceolatus), and
Situbondo (grouper hybrid E. fuscoguttatus-lanceolatus). The smear method was
used for parasite investigations based on morphological characteristics, while the
Vitek-2 compact system instrument was used for bacterial identification. The
detection of Iridoviridae was carried out through polymerase chain reaction (PCR)
analysis. Preference of parasitic infection was understood through the cohabitation
of infected fish with non-infected fish of various sizes. The relationship between
parasitic infection and bacteria was determined by analyzing the concentration of
bacteria in fish with different parasitic infestations. Co-infection was carried out by
injecting bacteria into both healthy and non-infected fish. The impact infection
parameters were hematology, histopathology, physiology, and immunity of fish.
The data were statistically tested using analysis of variance and linear regression.

The results showed fish parasites were Gyrodactylus sp. and Trichodina sp.
The infection rate of Gyrodactylus sp. on A. percula and Trichodina sp. on hybrid
grouper from Situbondo and Gondol was classified as very severe. Otherwise,
Trichodina in L. calcarifer from Takalar is classified as a severe infection. The
bacteria on fish were Bacillus sp., Bacillus mycoides, Bacillus thuringiensis,
Bacillus cereus, Bordetella hinzii, Sphingomonas paucimobilis, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas putida, Brevibacillus chosinensis, Licinubacillus
fusiformis, Aeromonas caviae, and Photobacterium damselae. After cohabitation,
Trichodina sp. was higher in fish of 2-6 cm sized (P<0,05) with left gills preference
(P<0,05). Meanwhile, variations of parasitic infection affect the number of bacteria
(P<0,05). Co-infection revealed more pathological effects on fish health than single
infection. Single infection of parasites or bacteria showed a mild pathological
impact on fish's histopathology, physiology, and hematology. Immune parameters
showed higher production of globulin and antibody titer in single and co-infection
with Aeromonas caviae, which were globulin was higher in single infection (P<0,05)
dan antibody titer was higher in co-infection.

In conclusion, there are two Genus of infecting parasites on marine cultured
fish, namely Gyrodactylus sp. and Trichodina sp. The infecting bacteria consisted
of 12 species dominated by bacilli-spore bacteria. Aeromonas caviae is the most
lethal bacteria among other bacteria tested. Moreover, the prevalence of the
parasite indicates a very severe infection, while the intensity indicates a moderate
infection in fish from Takalar and Gondol. Moreover, parasite infestation tends to
be higher in larger fish. After cohabitation, the fish group of 2-6 cm sized were the
most infected with Trichodina sp. on the left gills. Generally, the co-infection of
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parasite and bacteria contribute significantly to fish health. Detection of Iridoviridae
in culture fish shows negative result.
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|. PENDAHULUAN UMUM

A. Latar Belakang

Indonesia merupakan negara beriklim tropis dengan potensi sumber daya
ikan yang sangat besar. Produksi ikan Indonesia mencapai lebih dari 23 juta ton
pada tahun 2019. Lebih dari 15 juta ton (>65%) merupakan ikan hasil budidaya
dan 8 juta ton (34%) adalah hasil tangkapan (BPS, 2020). lkan merupakan bahan
pangan favorit masyarakat karena nilai gizinya yang bagus (Mariyono & Sundana,
2002). Sektor perikanan memegang peranan penting sebagai penyedia protein
hewani untuk manusia. Selain mengandung protein yang tinggi (+43%), gizi pada
ikan juga mudah dicerna oleh tubuh (Natsir & Latifa, 2018). lkan merupakan
sumber makanan dan nutrisi penting bagi ratusan juta orang di seluruh dunia, dan
sektor budidaya memainkan peran penting dalam memenuhi permintaan pangan
secara global (FAO, 2020b). Di Indonesia, permintaan komoditas ikan terbilang
cukup tinggi, yang terindikasi oleh peningkatan konsumsi ikan dari tahun ke tahun
(Hidayati et al., 2016). Rata-rata konsumsi ikan naik sebesar 5,96% pertahun yaitu
dari 23,96 kg/kapita pada tahun 2005 meningkat menjadi 30,17 kg/kapita pada
tahun 2010 (Maarif, 2010). Data Kementerian Kelautan dan Perikanan
menunjukkan bahwa konsumsi ikan mencapai 56,39 kg/kapita hingga tahun 2020
(KKP, 2021).

Tingginya permintaan ikan akan mendorong manusia memproduksi ikan
lebih banyak dan tentunya juga cepat. Salah satu cara adalah melalui
pengembangan sektor budidaya yang dapat memicu terjadinya intensifikasi
budidaya ikan. Hal tersebut menimbulkan ancaman besar bagi keamanan dan
keberlanjutan industri, terutama yang berkaitan dengan hama dan penyakit,
khususnya pada ikan budidaya laut (BPBL Ambon, 2016). lkan budidaya laut
memiliki potensi yang cukup besar. Sekitar 28.000 jenis ikan di dunia, lebih dari 25
ribu jenis telah ditemukan di Indonesia. Budidaya berbagai spesies ikan laut
sedang tumbuh dengan pesat. Prospek masa depan untuk pengembangan
budidaya laut dapat membantu masyarakat pesisir yang bergantung pada
terutama sumber daya perikanan untuk kebutuhan makanan dan pendapatan
(Teitelbaum et al., 2010). Di Indonesia, budidaya ikan laut termasuk ikan hias akan
mendukung pengelolaan dan konservasi sumber daya laut dengan mengurangi
penangkapan ikan yang berpotensi merusak dan mengancam ekosistem laut di
mana sumber daya perikanan menjadi sumber mata pencaharian penting (Lilley &
Lilley, 2007).



Terlepas dari potensi tersebut, beberapa laporan menyatakan risiko
kerugian akan rentan meningkat pada aspek produksi di sektor perikanan
budidaya dibandingkan dengan perikanan tangkap. Hal ini erat kaitannya dengan
bahaya penyakit ikan yang memengaruhi keamanan produksi (APEC, 2013).
Beberapa alasan dianggap penting untuk menjadi perhatian tentang keberlanjutan
produksi komoditas budidaya, terutama yang berkaitan dengan infeksi
mikroorganisme patogen. Misalnya padat tebar yang tinggi selama budidaya
dibandingkan dengan populasi ikan di alam liar dapat menjadi pemicu stres pada
ikan. Hal tersebut meningkatkan risiko infeksi patogen dalam populasi ikan karena
kondisi tubuh yang kurang optimal. Hal ini dapat menjadi ancaman tersendiri bagi
keberlanjutan produksi perikanan budidaya (Palm et al., 2011; Koesharyani et al.,
2001). Infeksi berbagai macam patogen menjadi fokus dari beberapa peneliti
karena implikasinya terhadap wabah penyakit ikan, keamanan pangan dan fungsi
sebagai indikator biologis untuk perubahan lingkungan serta kesehatan ikan (Palm
et al., 2011; Kleinertz et al., 2014, Kleinertz & Palm, 2015).

Budidaya merupakan sektor yang cukup rentan terjangkit berbagai jenis
penyakit dan menyebabkan masalah yang serius. Infeksi virus dan mikoorganisme
lainnya pada ikan akan berdampak pada kualitas usaha budidaya, penurunan
bobot ikan, bentuk tubuh yang abnormal, dan penolakan oleh konsumen (Woo &
Bruno, 2014). Infeksi patogen juga dapat memengaruhi nilai jual ikan, sehingga
memicu kerugian pada sektor ekonomi dan keberlanjutan indusri budidaya. Parasit
merupakan salah satu agen penyakit infeksius yang sering menyebabkan
kematian pada ikan, baik secara individu maupun populasi ikan. Dampak infeksi
parasit terhadap ikan yakni dapat menyebabkan kerusakan mekanik serta
penurunan stok dan mutu ikan. Hal ini terjadi karena adanya cacat pada kulit
maupun organ dalam ikan akibat serangan parasit (Peters et al., 2021).

Peneliti terdahulu telah melaporkan berbagai golongan parasit yang

menginfeksi ikan budidaya seperti yang tunjukkan pada Tabel 1.



Tabel 1. Parasit yang menginfeksi ikan kakap putih, kerapu dan ikan giru di
Indonesia.

Golongan Inang Referensi
parasit

kerapu Ruckert, 2006; Palm et al., 2015
Acanthocephala | a0 putih  Muhtadin, 2017

kerapu Kleinertz, 2010; Ruckert et al., 2010; Palm et al., 2011;
Trematoda Palm et al., 2015; Mahardika et al., 2018

kakap putih Muhtadin, 2017
Cestoda kerapu Koesharyani et al., 2001; Kleinertz, 2010; Riickert et al.,

2010; Palm et al., 2015

kerapu Asmanelli et al., 1993; Koesharyani et al., 1998; Zafran
Ciliophora _ et al., 2000; Palm et al., 2011

kakap putih BPBL Batam, 2014; Zafran et al., 2019

giru BPBL Ambon, 2016; Utami et al., 2014
Crustacea kerapu _ Palm et al, 2015; Koesharyani et al., 2001

kakap putih BPBL Batam, 2014
Flagellata kgrapu Asmanelli et al., 1993; Zafran et al., 2000

giru BPBL Ambon, 2016

kerapu Koesharyani et al., 2001; Palm et al., 2011; Palm et al.,
Hirudinea 2015

kakap putih BPBL Batam, 2014

kerapu Kleinertz, 2010; Rickert, et al., 2010; Palm et al., 2011
Monogenea kakap putih BPBL Batam, 2014

giru Utami et al., 2014

kerapu Kleinertz, 2010; Palm et al., 2015
Nematoda kakap putih Ressa, 2007; Muhtadin, 2017

giru Utami et al., 2014
Microsporea kerapu

Palm et al., 2011; Palm et al., 2015

dan Myxozoa

Penyakit ikan karena serangan parasit umumnya menyebabkan kerusakan
pada permukaan tubuh sehingga patogen lain seperti bakteri dan virus akan
mudah menginfeksi jaringan yang telah terekspos (Holzer et al., 2006). Selain
infeksi parasit, ikan juga rentan terinfeksi penyakit yang disebabkan oleh
mikrorganisme patogen lainnya seperti bakteri. Penyakit bakterial, terutama pada
hewan air seperti ikan dilaporkan secara signifikan memengaruhi usaha budidaya
di seluruh dunia (Foysal & Lisa, 2018). Wabah penyakit bakteri dilaporkan dapat
menimbulkan masalah yang serius dalam produksi perikanan budidaya. Selain itu,
penyakit bakterial pada ikan tersebar secara luas dan memiliki dampak negatif
secara ekologi dan ekonomi baik pada ikan di alam liar maupun lingkungan
budidaya (Austin & Austin, 2007). Lebih lanjut, infeksi bakteri dilaporkan dapat
menginvasi dan merusak organ bagian dalam pada tubuh ikan, hingga
menyebabkan kematian (Palm et al., 2015). Toranzo et al. (2005) melaporkan
golongan berbagai jenis bakeri penyebab penyakit pada ikan laut. Misalnya bakteri
gram negatif seperti Listonella anguillarum (sebelumnya dikenal sebagai Vibrio

anguillarum) penyebab vibriosis pada kakap putih, striped bass, lele, red



seabream. Vibrio ordalii penyebab vibriosis pada Salmonidae, Vibrio salmonicida
pada Alantic salmon dan cod, Vibrio vulnificus pada eels dan seabass. Moritella
viscosa (sebelumnya dikenal dengan Vibrio viscosus) penyebab winter ulcer pada
salmon Atlantik, Photobacterium damselae subsp. piscicida (sebelumnya dikenal
dengan Pasteurella piscicida) penyebab photobacteriosis (pasteurellosis) pada
seabream, kakap putih, sole, striped bass, dan yellowtail. Pasteurella skyensis
penyebab pasteurellosis pada salmon Atlantik, dan Aeromonas salmonicida
subsp. salmonicida penyebab furunculosis pada Salmonidae. Tenacibaculum
maritimum (sebelumnya dikenal dengan Flexibacter maritimus) penyebab
flexibacteriosis pada kakap putih, gilthead dan red seabream. Pseudomonas
anguilliseptica penyebab pseudomonadiasis (winter disease) pada seabream, lele,
dan turbot. Sebaliknya, bakteri gram positif misalnya Lactococcus garvieae
(sebelumnya dikenal dengan Enterococcus seriolicida) penyebab streptococcosis
atau lactococcosis pada yellowtail dan lele. Streptococcus iniae penyebab
streptococcosis pada yellowtail dan kakap putih. Streptococcus parauberis pada
turbot dan Streptococcus phocae pada salmon Atlantik. Renibacterium
salmoninarum penyebab bacterial kidney disease (BKD) pada Salmonidae.
Mycobacterium marinum penyebab mycobacteriosis pada kakap putih dan turbot
serta Piscirickettsia salmonis penyebab piscirickettsiosis pada Salmonidae.

Selain itu, laporan terbaru mengungkapkan adanya infeksi Pseudomonas
dan Vibrio pada L. calcarifer (Fauzy et al., 2014; Zaenuddin et al., 2019). Bakteri
penyebab penyakit yang dikenal luas dan potensial pada ikan yakni Aeromonas,
Pseudomonas, dan Streptococcus iniae yang bertanggung jawab untuk motile
aeromonas septicemia (MAS), septikemia hemoragik, dan streptokokosis pada
ikan budidaya (Foysal et al., 2011). Di Indonesia, berbagai kegagalan panen
terhadap komoditas budidaya laut dan payau sering terjadi akibat infeksi bakteri.
Bakteri Vibrio penyebab vibriosis termasuk bakteri patogen yang dilaporkan sering
menginfeksi komoditas budidaya khususnya di Indonesia (Triyaningsih et al.,
2014; Fajriani et al., 2018). Hastari et al. (2014) mendapati vibriosis pada ginjal
dan limfa ikan kerapu macan. Austin & Austin (1999) mengidentifikasi 13 kelompok
bakteri yang terdiri dari 51 genus termasuk Mycobacterium, Aeromonas,
Flavobacterium, Pseudomonas dan Vibrio, yang merupakan penyebab utama
penyakit infeksi bakterial pada ikan.

Selain parasit dan bakteri, serangan virus pada ikan juga dilaporkan sebagai

penyebab kerugian yang sangat besar pada industri perikanan secara global.



Negara yang mengalami wabah penyakit akibat infeksi virus pada ikan akan
mengalami kerugian meliputi berkurangnya produksi, pendapatan, lapangan kerja,
akses pemasaran dan investasi (Darmono, 2014). Salah satu yang sering
menginfeksi ikan adalah virus dari golongan Iridoviridae. Iridoviridae dianggap
sebagai salah satu agen penyakit paling mengkhawatirkan dan menyebabkan
infeksi sistemik yang fatal yang berujung pada kematian massal pada ikan air
tawar dan air laut di seluruh dunia (Zhuo et al., 2020). Iridoviridae merupakan famili
virus yang memiliki spektrum inang yang luas seperti Invertebrata (termasuk
insecta) dan poikilotherm vertebrata (ikan, ampibi dan reptil) (Jancovich et al.,
2012). Berdasarkan ukuran partikel, inang, dan urutan Major Capsid Protein
(MCP), Iridoviridae terbagi menjadi lima genera yaitu Iridovirus, Chloriridovirus,
Ranavirus, Lymphocystivirus dan Megalocytivirus (Jancovich et al., 2012).
Menurut taksonomi virus terbaru (International Committee on Taxonomy of
Viruses, 2021) (ICTV-10) (https:// talk.ictvonline.org/taxonomy/), famili Iridoviridae
terbagi lagi menjadi dua subfamili, yaitu Alphairidovirinae termasuk genera
Lymphocystivirus, Megalocytivirus dan Ranavirus, dan Betairidovirinae termasuk
genera Chloriridovirus, Decapodiridovirus dan Iridovirus.

Infeksi Iridoviridae dilaporkan dapat menyebabkan penurunan nafsu makan,
letargik, pembengkakan organ sistemik hingga kematian massal dan mengganggu
corak (warna) pada ikan (Noga, 2010; Fu et al., 2011; Yanong, 2016). Infeksi
Lymphocystivirus, Iridovirus dan Megalocytivirus biasanya ditemukan pada organ
sistemik seperti ginjal, limfa, hati, insang dan seluruh permukaan tubuh (kulit dan
sirip) (Ciulli et al., 2015). Borrego et al. (2015) mengemukakan bahwa laju insiden
Lymphocystivirus mencapai 70% pada fasilitas akuakultur di seluruh dunia. Wabah
Iridoviridae ditengarai sebagai penyebab kerugian ekonomi yang signifikan pada
sektor perikanan budidaya ikan di Korea (Kitamura et al., 2006). Infeksi Iridoviridae
juga dilaporkan telah menyebabkan kerugian pada industri budidaya ikan di
Jepang dengan laju kematian beberapa spesies ikan budidaya mencapai 30% (Xu
et al., 2000). Di Indonesia telah dilaporkan infeksi Iridoviridae misalnya Johnny &
Roza (2009) melaporkan infeksi Iridovirus pada larva kerapu pasir dan
menyebabkan kematian hingga 70%. Selanjutnya infeksi Megalocytivirus telah
dilaporkan oleh Murwantoko et al. (2009) pada ikan kerapu. Data terbaru
mengungkapkan bahwa infeksi Iridoviridae pada kelompok grouper di Bali
menyebabkan mortalitas >90% (Fusianto et al., 2021). Laporan yang sama juga

menjelaskan bahwa Iridoviridae kadang tidak memperlihatkan gejala, namun



dapat menyebabkan penurunan kesehatan pada komoditas budidaya. Infeksi
berbagai patogen ditengarai juga dapat memengaruhi kesehatan jenis-jenis ikan
tertentu yang bernilai ekonomis tinggi (Musyaffak et al., 2010).

Sebagai lingkungan yang fluktuatif, lingkungan akuatik baik di alam liar
maupun lingkungan budidaya memungkinkan kompetisi dan interaksi
antarpatogen dalam inang yang sama. Konsekuensi interaksi tersebut dianggap
dapat menekan sistem kekebalan tubuh, sehingga inang menjadi lebih rentan.
Hingga kini interaksi lebih dari satu patogen pada inang yang sama secara
simultan atau dikenal dengan istilak koinfeksi masih minim perhatian khususnya
pada ikan budidaya di Indonesia. Sementara hal tersebut dianggap dapat
menyebabkan masalah yang lebih serius dengan kejadian yang cukup sering baik
di alam maupun pada lingkungan budidaya. Sejauh ini para peneliti di dunia hanya
fokus pada infeksi yang bersifat tunggal dan mengklasifikasikan agen lain sebagai
oportunistik dan lebih sering diabaikan (Cox, 2001; Bakaletz, 2004), sementara
interaksi antarpatogen yang menyerang sering secara drastis dan meningkatkan
kerentanan inang terhadap infeksi, tingkat keparahan dan durasi infeksi (Graham
et al., 2007; Telfer et al.,, 2008). Selain itu juga menyebabkan peningkatan
patogenisitas dari satu atau kedua patogen (Bradley & Jackson, 2008).

Infeksi berbagai jenis mikroorganisme patogen secara simultan pada ikan
dapat memicu kerugian yang lebih besar pada sektor perikanan. Beberapa alasan
koinfeksi bisa menjadi fokus kajian penting karena dianggap mampu
meningkatkan keparahan penyakit seperti durasi infeksi dan patologi inang
(Graham et al., 2007; Telfer et al., 2008). Penyakit pada ikan akibat koinfeksi
mikroorganisme memungkinkan peran yang signifikan dalam penurunan status
kesehatan ikan (Xu et al., 2014). Eksplorasi tentang infeksi simultan oleh lebih dari
satu patogen memungkinkan pemahaman yang lebih baik tentang interaksi
mereka dan dapat berkontribusi pada peningkatan kesehatan hewan (Stentiford et
al., 2017). Koinfeksi sangat umum di alam dan biasanya muncul ketika dua atau
beberapa patogen yang berbeda menginfeksi inang yang sama, baik secara
simultan atau sebagai infeksi sekunder dan berperan dalam peningkatan
keparahan penyakit (Kotob et al.,, 2016). Hal ini berpotensi menyebabkan efek
negatif yang lebih serius pada inang yang terpapar. Koinfeksi bakteri, parasit,
jamur, dan virus telah dijelaskan pada beberapa komoditas budidaya dan
berdampak serius pada kesehatan ikan (Abdel-Latif et al., 2020). Misalnya, infeksi

parasit dapat menyebabkan adanya infeksi sekunder seperti penularan bakteri



patogen dan virus (Holzer et al., 2006). Hal ini menimbulkan stres dan mengurangi
resistensi ikan terhadap patogenisitas agen infeksi sekunder lainnya. Hal tersebut
bisa menjadi pemicu terjadinya koinfeksi pada ikan (Bowers et al., 2000).

Sebagai contoh, dilaporkan bahwa ikan yang terinfeksi parasit Gyrodactylus
dan bakteri Streptococcus menunjukkan mortalitas yang lebih tinggi (>42%)
dibandingkan infeksi tunggal oleh parasit (0%) atau bakteri (6,7%) akibat
ketahanan tubuh ikan menjadi lemah dalam waktu singkat (Xu et al., 2007).
Beberapa penelitian sebelumnya telah menjelaskan interaksi antara infeksi parasit
dan bakteri yang meningkakan keparahan gejala penyakit dibanyak tempat
(Lhorente et al., 2014; Figueroa et al., 2017; Vasemagi et al., 2017). Hal serupa
juga dilaporkan terjadi pada koinfeksi parasit dan virus. Studi yang dilakukan oleh
Ogut & Cavus (2014) menunjukkan bahwa infeksi parasit Trichodina dapat
meningkatkan kerentanan inang terhadap Viral Hemorrhagic Septicemia Virus
(VHSV) pada Merlangius merlangus. Mendukung pola tersebut, sinergi infeksi
bakteri dan virus juga menunjukkan hal serupa. Koinfeksi antara Infectious
Pancreatic Necrosis Virus (IPNV) dengan bakteri Vibrio menyebabkan kematian
pada ikan salmon menjadi lebih cepat (empat hari), dibandingkan dengan infeksi
tunggal oleh Vibrio (delapan hari) (Landsberg et al., 2013).

Pemahaman tentang interaksi komunitas patogen dapat membantu praktik
manajemen alternatif di sektor budidaya dan mereduksi dampak negatif infeksi
(Gomes et al., 2019). Pasar perikanan saat ini menghendaki adanya pasokan
komoditas yang bebas dari hama dan penyakit. Oleh karena itu perlu adanya
tindakan awal dalam rangka pencegahan melalui pemeriksaan dan analisis
mendalam agar kemungkinan tersebarnya patogen secara luas dapat
diminimalisir. Berdasarkan hal tersebut maka dipandang perlu untuk melakukan
riset tentang infeksi patogen khususnya terkait infeksi tunggal dan koinfeksi pada
ikan budidaya laut, guna mendorong keberhasilan produk perikanan yang

berkualitas, bebas hama serta punya daya saing.
B. Rumusan Masalah

Sebagai sektor produksi pangan dengan pertumbuhan tercepat di dunia
(FAO, 2017), tentunya industri budidaya membutuhkan perhatian khusus terutama
pada hal-hal yang berkaitan dengan keamanan dan keberlanjutan produksi. Infeksi
agen patogen seperti parasit tercatat sebagai salah satu penyebab penyakit yang
sering dijumpai pada ikan di seluruh dunia. Penyakit ini berdampak pada

keamanan dan keberlanjutan produksi hingga kerugian ekonomi dan ekologis
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(Eroldogan et al., 2018). Infeksi parasit pada ikan umumnya menyebabkan
kerusakan pada permukaan tubuh atau organ yang terkena serangan. Masalah
akan menjadi lebih rumit ketika terjadi infeksi sekunder pada situs infeksi, sehingga
patogen lain seperti bakteri dan virus akan mudah menginfeksi jaringan yang
terekspose (Xu et al., 2012). Serangan parasit dianggap dapat meningkatkan risiko
infeksi sekunder oleh bakteri patogen sehingga dapat meningkatkan keparahan
wabah penyakit viral dengan tingkat mortalitas yang tinggi (Holzer et al., 2006;
Landsberg et al., 2013). Dalam dekade terakhir, peneliti hanya fokus pada infeksi
tunggal dan mengklasifikasikan patogen lain sebagai oportunistik serta
mengabaikannya (Cox, 2001; Bakaletz, 2004). Hal ini menjadi penting untuk
ditindaklanjuti karena dampak infeksi sebagai akibat interaksi antarpatogen pada
satu inang dapat meningkatkan keparahan penyakit, khususnya pada ikan
budidaya (Telfer et al., 2008).

Interaksi antarpatogen pada ikan yang hidup di alam liar dilaporkan sering
terjadi namun tidak menimbulkan keparahan penyakit seperti yang terjadi di
lingkungan budidaya (Abdel-Latif et al., 2020). Sebaliknya, dijelaskan bahwa
infeksi berbagai patogen secara simultan (koinfeksi) sangat berbahaya pada
komoditas budidaya. Misalnya marine aquabirnavirus (MABV) dan
Lymphocystivirus dilaporkan berkorelasi positif terhadap kejadian vibriosis dan
infeksi Streptococcus di Korea. Koinfeksi tersebut dianggap sebagai penyebab
kematian massal ikan olive flounder Paralichthys olivaceus (Oh et al., 2006; Jung
et al., 2008). Penyakit yang disebabkan oleh infeksi patogen secara simultan pada
satu inang berpotensi menimbulkan masalah yang lebih serius pada budidaya
ikan, dibandingkan dengan infeksi tunggal. Koinfeksi berperan dalam peningkatan
mortalitas karena infeksinya dapat mereduksi sistem kekebalan tubuh ikan. Lebih
lanjut, dijelaskan bahwa koinfeksi mampu meminimalisir fungsi vaksinasi pada
ikan (Hartgers & Yazdanbakhsh, 2006). Laporan lain menjelaskan bahwa infeksi
parasit dapat meningkatkan frekuensi infeksi bakteri dan menganggu homeostasis
dalam usus dan organ sistemik lainnya pada ikan (Vasemagi et al., 2017).

Interaksi antara berbagai keragaman mikroorganisme patogen dan
kesehatan ikan telah menjadi perhatian besar para peneliti karen memainkan
peran penting bagi inang, terutama yang berkaitan dengan promosi kesehatan dan
perlawanan terhadap patogen oportunistik (Buffie & Pamer, 2013). Selain itu,
koinfeksi telah dikaitkan dengan dampak negatif yang serius pada ikan karena

dianggap dapat menyebabkan wabah penyakit yang serius (Abdel-Latif et al.,



2020). Secara umum, koinfeksi memiliki efek serius seperti pola dan tingkat

keparahan penyakit ikan menjadi lebih besar. Namun, pemahaman tentang efek

spesifik koinfeksi masih terbatas dan data yang tersedia tentang hal ini masih

sangat langka (Kotob et al., 2016). Sejauh penelusuran dan studi literatur oleh

penulis, perhatian terkait masalah koinfeksi pada ikan budidaya di Indonesia

tergolong masih sangat minim. Sementara pengetahuan tentang hal tersebut

merupakan langkah penting dalam menyiapkan rencana penanganan strategis

terhadap penyakit ikan. Berdasarkan penjelasan tersebut dan uraian pada latar

belakang, maka rumusan masalah penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Patogen apa saja yang menginfeksi ikan budidaya laut di Indonesia?

2. Bagaimana hubungan tingkat infeksi parasit dengan kepadatan bakteri?

3. Bagaimana pengaruh ukuran ikan terhadap preferensi infeksi Trichodina
pada ikan kakap putih?

4. Bagaimana tingkat kerusakan jaringan tubuh ikan kakap putih akibat infeksi
patogen?

5. Bagaimana dampak koinfeksi Trichodina dan bakteri patogen terhadap
Kesehatan ikan kakap putih?

Bagaimana imunitas ikan kakap putih setelah terinfeksi oleh patogen?
C. Tujuan dan Kegunaan Penelitian

Berdasarkan uraian pada rumusan masalah, maka tujuan penelitian ini

adalah sebagai berikut:

1. Mengidentifikasi patogen yang menyerang ikan budidaya laut di Indonesia.

2. Menganalisis tingkat infeksi parasit dan patogenisitas bakteri serta korelasi
antar infeksi.

3. Mendeskripsikan preferensi infeksi Trichodina berdasarkan ukuran dan
organ ikan.

4.  Menguantifikasi tingkat kerusakan jaringan ikan akibat infeksi patogen.
Menganalisis dampak koinfeksi parasit dan bakteri terhadap hematologi,
fisiologi dan gejala klinis pada ikan.

6. Mengevaluasi imunitas ikan setelah infeksi tunggal dan koinfeksi.

Penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat dan memberikan informasi
tentang status keberadaan penyakit karena infeksi parasit, bakteri dan virus pada
ikan budidaya laut di Indoneisa. Selain itu, diharapkan dapat memberi informasi
baru terkait dampak single dan multiple infeksi terhadap kerusakan jaringan,

hematologi, fisiologi dan imunitas ikan.



D. Hipotesis Penelitian

Berdasarkan kajian pustaka, rumusan masalah, pertanyaan penelitian, dan
tujuan penelitian maka dapat dirumuskan hipotesis penelitian sebagai berikut:

1. Terdapat beberapa jenis patogen yang menginfeksi ikan di fasilitas budidaya

air laut.

2. Tingkat infeksi parasit berkorelasi dengan infeksi bakteri.

3. Parasit menginfeksi tubuh ikan berdasarkan ukuran dan organ ikan.

4.  Terdapat berbagai kerusakan pada jaringan ikan akibat infeksi pathogen.

5. Koinfeksi berdampak buruk terhadap hematologi, fisiologi dan gejala klinis
pada ikan.

6. Koinfeksi memengaruhi imunitas ikan.

E. Kebaharuan (Novelties)

Penyakit pada ikan budidaya akibat infeksi bakteri, parasit dan virus cukup
sering ditemukan. Namun pengetahuan tentang preferensi infeksi beberapa jenis
patogen secara spesifik, khususnya di lokasi budidaya masih sangat minim. Selain
itu, kajian tentang dampak koinfeksi mikroorganisme patogen pada ikan belum
pernah dilakukan di Indonesia. Kebaharuan penelitian ini adalah preferensi infeksi
mikroorganisme patogen secara spesifik berdasarkan stadia, ukuran, dan organ
inang. Selain itu, diperolehnya informasi baru tentang dampak koinfeksi Trichodina
dan bakteri patogen (Aeromonas, Pseudomonas, dan Photobacterium) pada ikan,

khususnya kakap putih yang dibudidayakan.
F. Kerangka Pikir Penelitian

Indonesia merupakan negara kepulauan yang besar dengan laut yang lebih
luas dibandingkan daratannya. Hal ini menjadikan Indonesia memiliki lebih banyak
potensi yang bisa dikembangkan pada sektor kelautan dan perikanan khususnya
budidaya ikan. Fluktuasi produksi ikan budidaya dipengaruhi oleh berbagai faktor,
salah satunya adalah penyakit. Agen penyakit pada ikan seperti parasit, bakteri,
dan virus dapat menyebabkan kematian sehingga memicu penurunan jumah
produksi. Studi ini mengungkapkan dampak infeksi tunggal dan simultan
mikroorganisme patogen pada ikan budidaya laut. ldentifikasi agen penyakit
dilakukan untuk mengetahui jenis patogen, infestasi parasit, dan kepadatan
bakteri. Selanjutnya dilakukan uji eksperimental untuk mengetahui preferensi
infeksi parasit serta uji koinfeksi parasit dan bakteri patogen untuk mengetahui

patogenisitas bakteri, gejala Kklinis, fisiologi, profil darah, titer antibodi dan globulin
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ikan uji. Analisis histopatologi juga dilakukan untuk mengetahui tingkat kerusakan
jaringan ikan baik karena infeksi tunggal maupun secara simultan. Kerangka pikir
penelitian ditunjukkan pada Gambar 1.

y
[ Produksi ikan budidaya laut J ................... .
|

’—[ Penyakit pada ikan ]7

Kematian ikan secara Agen: parasit, bakteri, | | Penurunan jumlah produksi
massal maupun individu dan virus dan kerugian finansial

 GRCREELEEEE { Infeksi tunggal dan koinfeksi \ ------------------- -

Pemeriksaan dan —[ Eksperimental }
identifikasi agen \

‘ [ Preferensi dan koinfeksi ]
|

Jenis patogen
Infestasi parasit
Kepadatan bakteri

""""""" Preferensi
Patogenisitas bakteri
Gejala Klinis
Fisiologi ikan
Profil darah
Titer antibodi
Globulin

Histopatologi (Kerusakan jaringan)

Informasi jenis agen dan patogenisitas, tingkat dan pola infeksi, serta dampak

infeksi (tunggal dan koinfeksi) terhadap hematologi, fisiologis, histopatologi
dan imunitas ikan budidaya laut.

Gambar 1. Kerangka pikir penelitian
G. Diagram Alir Penelitian

Berdasarkan latar belakang, rumusan masalah dan hipotesis serta
kerangka pikir penelitian, maka peneliti menyusun alur penelitian seperti pada
Gambar 2.
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----------------- ---------------------

¥ y

o ] - 1. Jenis parasit, bakteri dan
Investigasi parasit, Sampling ikan dan virus
bakteri dan virus isolasi 2. Morfologi parasit
3. Tingkat infeksi parasit
1. Karakterisasi 1. Morfologi sel dan koloni
| Identifikasi bakteri | morfologi bakteri
2. Pewarnaan gram 2. Karakteristik kimiawi bakteri
| 3. Uji biokimia 3. Jenis bakteri
Analisis patogenisitas bakteri, \l/ !
st lnﬂtesltas] raaraSI:,l _ Sampling dan 1. Hubungan antar variabel
Istopatologi, nematologi, .- . H .
fisiologi, gejala klinis, dan pem|I|han ikan 2. Desain eksperimen
imunitas ikan
| \L / \
1. Tingkat infeksi parasit dan
Analisi jumlah bakteri terhadap Pengamatan patogenisitas bakteri,
infestasi parasit, Eksperimen . . 2. Tingkat kerusakan
preferensi dan koinfeksi dampak infeks| jaringan, jumlah eritroit dan
leukosit, persentaase
diferensiasi leukosit,
3. Tingkah laku ikan dan
Analisis data gejala klinis ikan.
[ } 4. Titer antibodi dan globulin

—‘ Penarikan kesimpulan

dalam darah /

Gambar 2. Diagram alir penelitian
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[I. IDENTIFIKASI PARASIT, BAKTERI DAN DETEKSI VIRUS
IRIDOVIRIDAE PADA IKAN BUDIDAYA LAUT DARI BEBERAPA
LOKASI DI INDONESIA

Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi dan menganalisis patogen yang
menginfeksi ikan dari tiga lokasi budidaya. Investigasi parasit menggunakan
metode preparat ulas melalui pengerokan pada insang, sirip, lendir, usus,
lambung, hati dan ginjal ikan. Sebaliknya, isolasi bakteri dilakukan dengan metode
gores pada media TSA dan pemurnian pada media agar darah. ldentifikasi parasit
dilakukan berdasarkan ciri morfologi, sedangkan identifikasi bakteri dilakukan
menggunakan instrumen Vitek-2 compact system. Deteksi Iridoviridae dilakukan
secara molekuler melalui analisis polymerase chain reaction (PCR) menggunakan
lima macam primer. Analisis ragam dan regresi linier digunakan untuk mengetahui
pengaruh antar variabel penelitian. Hasil penellitian menunjukkan bahwa ikan A.
percula dari Takalar terinfeksi oleh parasit Gyrodactylus dan hanya diemukan pada
sirip (kecuali sirip dada), sedangkan ikan kakap putih L. calcarifer dari Takalar
serta kerapu hibrid Ephinephelus fuscoguttatus-lanceolatus dari Gondol dan
Situbondo terinfeksi oleh parasit Trichodina pada insang. Secara umum infestasi
Gyrodactylus mencapai prevalensi 100% terutama pada sirip ekor. Infestasi
Trichodina pada kerapu hibrid dari Situbondo adalah yang tertinggi dibandingkan
ikan dari lokasi lainnya. Pola infeksi Gyrodactylus dan Trichodina cenderung lebih
tinggi pada ikan berukuran yang lebih besar. Analisis bakteri menunjukkan
dominansi bakteri basil berspora. Jenis bakteri yang menginfeksi lendir, insang,
dan ginjal ikan yakni Bacillus mycoides, Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus,
Bordetella hinzii, dan Sphingomonas paucimobilis. Hasil analisis PCR dan
sekuens menunjukkan tidak terdapat infeksi Iridoviridae pada ikan laut. Penelitian
menyimpulkan bahwa ikan A. percula terinfeksi oleh cacing Gyrodactylus hanya
pada sirip, sedangkan L. calcarifer dan Ephinephelus fuscoguttatus-lanceolatus
terinfeksi oleh Trichodina pada insang. Ikan dari Situbondo memiliki infestasi
parasit tertinggi dibandingkan lokasi lainnya. Secara umum tingkat infeksi parasit
tinggi pada ikan yang lebih besar. Terdapat lima jenis bakteri yang menginfeksi
lendir, insang dan ginjal ikan, dengan dominansi bakteri basil berspora. Hasil
analisis sikuens DNA tidak menemukan infeksi Iridoviridae.

Kata kunci: budidaya laut, Gyrodactylus, penyakit ikan, Trichodina

Abstract

This study aims to identify and analyze the pathogens that infect fish from three
aguaculture locations. Investigation of parasites using the smear method
preparations through scraping on the gills, fins, mucus, intestines, stomach, liver,
and kidneys of fish. Isolation of bacteria was carried out by the streak method on
Tryptic Soy Agar (TSA) media and purification on blood agar media. Identification
of parasites was carried out based on morphological characteristics, while
identification of bacteria was carried out using the Vitek-2 compact system
instrument. The detection of Iridoviridae was carried out molecularly through
polymerase chain reaction (PCR) analysis using five primers. Analysis of variance
and linear regression was used to determine the effect between research
variables. The results showed that A. percula from Takalar was infected by
Gyrodactylus and found only on the fins (except the pectoral fins), while seabass
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L. calcarifer from Takalar and grouper hybrid Ephinephelus fuscoguttatus-
lanceolatus from Gondol and Situbondo were infected by Trichodina on the gills.
In general, Gyrodactylus infestations reach 100% prevalence, especially found on
the caudal fin. Trichodina infestation in hybrid grouper from Situbondo was the
highest compared to fish from other locations. The pattern of infection with
Gyrodactylus and Trichodina infections tends to be higher in fish with larger sizes.
Bacterial analysis showed the predominance of spore bacilli. The species of
bacteria on mucus, gills, and kidneys of fish are Bacillus mycoides, Bacillus
thuringiensis, Bacillus cereus, Bordetella hinzii, and Sphingomonas paucimobilis.
The study concluded A. percula was infected by Gyrodactylus on the fins, while L.
calcarifer and Ephinephelus fuscoguttatus-lanceolatus were infected by Trichodina
on the gills. Fish from Situbondo had the highest parasite infestation compared to
other locations. In general, parasite infection rates are high in larger fish. Five
spesies of bacteria were found from mucus, gills, and kidneys of fish, with the
predominance of spore-bacilli bacteria. The results of PCR and sequence analysis
showed that there was no Iridoviridae infection in marine fish.

Keyword: fish disease, Gyrodactylus, marine aquaculture, Trichodina

A. Pendahuluan

Pada sektor perikanan, budidaya merupakan salah satu industri yang paling
penting dan mengalami peningkatan di seluruh dunia. Hal ini disebabkan karena
pertumbuhan populasi manusia yang semakin meningkat, sehingga berdampak
pada peningkatan kebutuhan pangan dunia berupa protein hewani yang berasal
dari komoditas budidaya (FAO, 2020b). Dilaporkan lebih dari 50% produksi
perikanan dunia berasal dari perikanan budidaya dan sekiar +80% berasal dari
negara-negara Asia termasuk indonesia (Hartono & Nasution, 2006). Data FAO
(2020b) mengungkapkan bahwa produksi perikanan budidaya secara global
mencapai lebih dari 180 juta ton. Perkembangan sektor budidaya di Indonesia
cukup pesat khususnya budidaya laut. Data tahun 2010 menunjukkan produksi
perikanan budidaya mencapai >6 juta ton dan lebih dari 50% berasal dari budidaya
laut, serta meningkat menjadi >15 juta ton pada tahun 2020 (KKP, 2021).
Pertumbuhan industri budidaya dalam dekade terakhir juga tidak terlepas karena
teknologi di bidang budidaya yang semakin berkembang (Neori et al., 2001).

Di Indonesia, sektor budidaya khususnya berbagai spesies ikan laut hias dan
konsumsi sedang tumbuh dengan pesat. Salah satunya adalah ikan giru
Amphiprion, yang bisa diproduksi melalui budidaya (Wood, 2001). Budidaya ikan
hias laut dapat mendukung pengelolaan dan konservasi laut dengan mengurangi
penangkapan di alam yang merusak dan mengancam ekosistem (Lilley & Lilley,
2007). Ikan hias adalah komoditas unggulan ikan nonkonsumsi yang memberikan
kontribusi nilai produksi yang cukup tinggi pada perikanan budidaya. Produksi Ikan

hias hingga tahun 2020 mencapai 1,87 miliar ekor dengan kenaikan rata-rata
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7,34% per tahun pada periode tahun 2015-2019 (KKP, 2020). Menurut data
statistik ekspor dunia, nilai pasar ikan hias mencapai >350 juta USD (UNEP, 2013).
Selain itu, komoditas budidaya laut konsumsi yang cukup populer adalah ikan
kakap putih dan kerapu, karena mempunyai nilai ekonomis tinggi dan
pertumbuhan yang relatif cepat. Kakap putih telah dibudidayakan baik pada
keramba jaring apung (KJA) di laut maupun budidaya tambak, dengan produksi >8
ribu ton pada tahun 2017 (Tarwiyah, 2001; KKP, 2018). Sebaliknya, ikan kerapu
adalah komoditas yang juga telah berhasil dibudidayakan dan cukup digemari
karena punya pangsa pasar yang baik secara domestik maupun internasional
dengan produksi mencapai >3.500 ton secara nasional (Langkosono, 2007;
Triana, 2010; BPS, 2020).

Di sisi lain, perikanan budidaya dianggap sebagai sektor yang cukup rentan
mengalami hambatan karena ketersediaan lahan yang semakin sempit, sementara
permintaan terhadap komoditas budidaya terus meningkat. Food and Agriculture
Organization (FAO, 2020a) memprediksi bahwa permintaan terhadap komoditas
budidaya pada tahun 2030 akan mendekati angka 200 juta ton. Hal ini dapat
memicu terjadinya intensifikasi budidaya di seluruh dunia, termasuk di Indonesia,
sehingga menyebabkan ikan yang dibudidayakan akan dikelola dengan kondisi
yang jauh lebih padat dalam ruang terbatas. Hal tersebut memberi kemungkinan
bahwa ikan lebih stres dan sensitif dibandingkan yang hidup di alam liar (Hamed
et al., 2018). Pada media budidaya dan ikan dengan kondisi yang kurang optimal
akibat sress, dapat menyebabkan patogen mudah berkembang dan menjadi agen
infeksi. Hal ini menyebabkan ikan rentan terjangkit berbagai jenis penyakit dan
menimbulkan masalah yang serius serta kerugian bagi para pembudidaya. Seiring
perkembangan dan intensifikasi industri budidaya, kehadiran patogen merupakan
ancaman dan tidak bisa dikesampingkan (Senapin et al., 2019).

Penyakit pada organisme akuatik merupakan salah satu hal yang kompleks
dan masih menjadi tantangan dalam beberapa tahun terakhir karena berdampak
pada penurunan beberapa hal penting secara ekologis dan ekonomis (Foysal &
Lisa, 2018). Pada ikan, sering ditemukan penyakit yang disebabkan oleh
mikroorganisme patogen seperti parasit, bakteri, dan virus (Woo & Bruno, 2014).
Agen infeksius penyebab penyakit seperti parasit dan bakteri dilaporkan telah
banyak memengaruhi komoditas perikanan, khususnya pada sektor budidaya.
Infeksi parasit pada ikan dapat menyebabkan kerusakan organ dan bentuk tubuh

menjadi abnormal, sehingga berdampak pada penolakan konsumen yang
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berujung pada penurunan nilai jual. Keberadaan parasit pada ikan juga dianggap
dapat menjadi salah satu faktor predisposisi bagi infeksi mikroorganisme patogen
lainnya yang lebih berbahaya (Scholz, 1999). Pada skala budidaya, infeksi parasit
dapat menyebabkan peningkatan laju mortalitas ikan pada tahap tertentu
khususnya larva (Grabda, 1991). Menurut laporan yang ada, serangan parasit
pada ikan telah menyebabkan kerugian mencapai tiga milyar USD per tahun
(Subasinghe et al., 2001), dan penurunan jumlah produksi perikanan secara global
(Hill, 2005). Selain itu, kondisi stres akibat tidak seimbangnya parameter
lingkungan seperti padat penebaran, suhu dan oksigen dilaporkan juga dapat
meningkatkan penyebaran patogen lain seperti bakteri penyebab wabah yang
serius (Hastein et al., 2006; Pridgeon et al., 2012). Penyakit yang disebabkan oleh
infeksi bakteri dengan tingkat kelangsungan hidup ikan yang rendah juga
merupakan tantangan yang signifikan bagi pembudidaya ikan. Penyakit bakteri
telah menjadi hambatan utama pada industri budidaya karena kemampuan
patogen yang dapat bertahan hidup dengan baik di lingkungan perairan secara
independen dari inangnya, (Foysal & Lisa, 2018).

Patogen lainnya yang juga sering menginfeksi komoditas budidaya adalah
virus. Wabah akibat serangan virus dilaporkan menyebabkan kerugian yang
signifikan pada industri budidaya di beberapa negara di Asia (Saranya &
Sudhakaran, 2020). Dijelaskan bahwa serangan virus sering muncul saat kondisi
stres pada tempat budidaya maupun pada ikan yang hidup di alam liar. Salah satu
yang ditemukan sering menginfeksi ikan adalah golongan Iridoviridae. Di beberapa
negara di Asia dilaporkan adanya infeksi Iridovirdae pada ikan budidaya dengan
gejala khas seperti tubuh menghitam dan berenang lemah dan perlahan ke
permukaan air atau pada kolam pemeliharaan (Zhuo et al., 2020). Komoditas yang
terinfeksi oleh virus ini umumnya sulit untuk dikomersialisasikan karena perubahan
patologi yang dialami, dan hal itu akan berpengaruh secara ekonomi dan ekologis
(Cano et al.,, 2007). Lebih lanjut dijelaskan bahwa infeksi virus, termasuk
Iridoviridae dilaporkan juga sering menyebabkan kematian massal pada ikan
(Noga, 2010).

Pada sektor budidaya, identifikasi mikroorganisme patogen pada lingkungan
akuatik dinilai sangat penting terutama untuk hal-hal yang berkaitan dengan
penyakit yang mengganggu kesehatan komoditas budidaya. Dalam industri
akuakultur, perawatan dimulai dengan identifikasi patogen secara menyeluruh

(Stewart & Costerton, 2001). Oleh karena pentingnya langkah identifikasi dan
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bahaya penyakit ikan pada sektor perikanan budidaya, maka dianggap penting
untuk melakukan kajian pendahuluan terkait identifikasi patogen pada ikan
budidaya. Berdasarkan penjelasan tersebut, sehingga danggap penting untuk
mendiagnosa keberadaan patogen sebagai langkah awal mempersiapkan
pengelolaan berkelanjutan yang lebih baik. Penelitian ini bertujuan untuk
menganalisis keberadaan patogen (parasit, bakteri dan virus Iridoviridae) pada

ikan budidaya laut dari berbagai lokasi budidaya laut di Indonesia.
B. Metode Penelitian

Sampel ikan yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari tiga lokasi
budidaya yakni Balai Perikanan Budidaya Air Payau (BPBAP) Kabupaten Takalar
(kakap putih dan Amphiprion), Situbondo (kerapu hibrid), dan Balai Besar Riset
Budidaya Laut dan Penyuluhan Perikanan (BBRBLPP) Kabupaten Gondol (kakap
putih dan kerapu hibrid). Ukuran ikan yang digunakan bervariasi yakni 1-10 cm.
Ikan diangkut menggunakan kantong sampel dalam box styrofoam yang dilengkapi
sistem aerasi untuk diamati patogennya (parasit, bakteri dan deteksi virus
Iridoviridae). Pengamatan patogen dilakukan pada Laboraorium Parasit dan
Penyakit Ikan, FIKP-UNHAS. Ikan dari tiga lokasi budidaya disimpan dalam wadah
pemeliharaan yang dilengkapi dengan sistem aerasi, hingga dilakukan analisis
lebih lanjut.

1. Penanganan sampel di laboratorium dan pengamatan parasit

Ikan diambil dari stok pada wadah pemeliharaan dan diletakkan dalam
cawan petri, kemudian dianastesi menggunakan es batu. Pengamatan parasit
pada ikan diawali dengan mengukur panjang total (total length) ikan menggunakan
mistar. Kemudian berat ikan ditimbang menggunakan timbangan analitik dan
dicatat. Pengamatan parasit meliputi ektoparasit dan endoparasit dengan langkah
sebagai berikut:

a) Ektoparasit.

Pemeriksaan ektoparasit pada ikan dilakukan menggunakan metode
preparat ulas (smear method). Tahapan pemeriksaan meliputi pengerokan
(scrapping) pada permukaan tubuh, sirip dan insang ikan. Sampel ditempatkan
pada slide glass, kemudian ditetesi larutan fisiologis dan diratakan. Lalu slide
ditutup menggunakan kaca penutup, kemudian diamati di bawah mikroskop.
Parasit yang ditemukan difoto untuk dilakukan analisis dan identifikasi lebih lanjut.
Adapun organ target predileksi ektoparasit yang akan diperiksa adalah sebagai

berikut: Insang dan sirip: Pemeriksaan insang dan sirip ikan dilakukan dengan
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memotong lembaran insang menggunakan gunting dan pinset steril. Lembaran

insang dan sirip dikerok dan diletakkan pada kaca preparat, kemudian ditetesi

larutan fisiologis. Selanjutnya melakukan pengamatan di bawah mikroskop.

Sebaliknya, untuk Lendir: Pemeriksaan dilakukan dengan cara mengerok

(scrapping) permukaan tubuh ikan menggunakan pisau atau scapel, kemudian

letakkan sampel lendir di atas kaca objek dan ratakan. Selanjutnya mengamati di

bawah mikroskop.

b) Endoparasit.

Pemeriksaan endoparasit dilakukan dengan pembedahan untuk mengamati
parasit pada organ dalam ikan seperti usus, lambung, hati, dan ginjal. Masing-
masing organ disimpan dalam cawan petri berisi larutan fisiologis, kemudian
diamati di bawah mikroskop. Parasit yang ditemukan kemudian difoto untuk
dilakukan analisis dan identifikasi lebih lanjut.

c) Pembuatan preparat dan pewarnaan parasit Protozoa.

Pembuatan preparat dilakukan untuk mempermudah identifikasi parasit
yang ditemukan. Parasit yang menginfeksi organ target diambil menggunakan
pipet tetes dan meletakkannya di atas kaca objek. Pewarnaan parasit dari
golongan Protozoa termasuk Trichodina dilakukan berdasarkan protokol yang
dijelaskan oleh Anshary (2016), dengan prosedur sebagai berikut:

1) Parasit yang telah diisolasi diletakkan pada slide glass dan dikeringkan.

2)  Slide glass diberi larutan perak nitrat (AgNO3) 2% hingga menutupi sampel.

3) Disimpan + delapan menit hingga kering dan dibilas dengan akuades.

4)  Slide disimpan pada cawan petri yang telah diisi air dan disinari dengan
ultraviolet selama + 20-30 menit, lalu dikeringkan dan slide ditutupi dengan
cover glass.

5)  Cover glass diberi entellan pada bagian ujung atau sudut kemudian diamati
di bawah mikroskop dan didokumentasikan.

d) Identifikasi parasit.

Identifikasi parasit Ciliata Protozoa dilakukan melalui pengamatan ciri
morfologi berdasarkan Mizuno et al. (2016). Sebaliknya, identifikasi Monogenea
dilakukan berdasarkan ciri morfologi yang dijelaskan oleh Reed et al. (2012).
Pengamatan morfologi Monogenea dilakukan dengan mengisolasi spesimen dan
melakukan pengukuran morfometrik pada bagian keras (hard part) mengacu pada
Christison et al. (2005) dan Garcia-Vazques et al. (2015) (Gambar 3). Parasit

Monogenea secara individual dikeluarkan dari inang dan dibilas dengan akuades.
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Spesimen disiapkan dalam bentuk utuh dalam amonium pycrate glycerine
(Paladini et al., 2011). Bagian keras haptoral dari Monogenea dipelajari pada
mikroskop Olympus CX21FS1 (perbesaran 40x), beberapa bagian hard part hanya
menggunakan satu sampel karena kelangkaan spesimen dan kesulitan preparasi.
Pengukuran morfometrik dilakukan menggunakan software ImageJ 1.46r yang
terkalibrasi dengan menghitung dari gambar. Hasil pengukuran disajikan dalam

simpangan baku dan kisaran.

C

Gambar 3.  Detail kunci pengukuran hard part Gyrodactylus sp. A) whole body;
bl, body length; bw, body width; ol, opisthaptor length; ow, opisthaptor
width; phl, pharynx length; phw, pharynx width; pl, penis length; pw,
penis width. B), hamulus and connecting dorsal bar; dtl, dorsal bar total
length; dw, dorsal bar width; had, hamulus aperture distance; hpl,
hamulus point length; hrl, hamulus root length; hsl, hamulus shaft
length. C), ventral bar; vbml, ventral bar membrane length; vml, length
of the median portion of the ventral bar; vpl, ventral bar process length;
vpml, ventral bar process-to-mid length; vil, total length of the ventral
bar; vtw, total width of the ventral bar. D), marginal hook; mad, marginal
hook aperture distance; mdw, marginal hook distal width; mpw,
marginal hook proximal width; msh, marginal hook shaft length; msl,
marginal hook sickle length; mtl, marginal hook total length.

2. Pengamatan bakteri
a) Isolasi dan pemurnian bakteri.

Isolasi bakteri dilakukan secara aseptik menggunakan media TSA dalam
Laminar air flow (LAF) dengan teknik cawan gores pada lendir, insang dan ginjal
ikan. Isolasi dilakukan dengan menusuk ginjal dan menggores permukaan tubuh
(lendir) ikan menggunakan jarum ose steril. Kemudian menggoreskan ose tersebut
pada media agar. Sebaliknya, sampel insang dipotong menggunakan gunting steril

dan langsung digores menggunakan ose steril pada media agar. Cawan berisi
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media hasil goresan diinkubasi pada suhu 32°C selama 24 - 48 jam. Koloni bakteri
pada media TSA diinokulasi pada media agar darah (BAM) dengan teknik gores
untuk mendapatkan biakan murni, guna dilakukan identifikasi lebih lanjut.

b) identifikasi bakteri.

Identifikasi bakteri diawali dengan karakterisasi morfologi koloni. Krakterisasi
dilakukan melalui pengamatan bentuk (form), pinggiran (entire), ketinggian
(elevation), warna (colour), dan tekstrur permukaan bakteri berdasarkan
Cappuccino & Sherman, (1987) (Gambar 4).

e

Circular Irregular Filamentous Rhizaoid

Form

Elevation

Raised Convex Flat Umbonate Crateriform

Margin

P W' =N

Entire Undulate Filiform Curled Lobate

Gambar 4. Morfologi koloni bakteri.

Selanjutnya dilakukan pengamatan morfologi sel melalui pewarnaan gram
dengan meneteskan akuades pada gelas objek dan mencampurkan sampel
bakteri menggunakan ose bulat. Setelah tercampur rata, difiksasi dengan
melewatkannya di atas api kecil hingga kering. Selanjutnya melakukan pewarnaan
melalui empat tahapan: (1) menetesi preparat dengan kristal violet, didiamkan
selama satu menit kemudian dibilas dengan air mengalir; (2) meneteskan lodin,
didiamkan selama satu menit, dibilas dengan air mengalir; (3) meneteskan alkohol,
didiamkan selama 20-30 detik, dibilas dengan air yang mengalir; (4) meneteskan
safranin, diamkan selama 45 detik, dibilas dengan air mengalir. Kemudian preparat
dikeringkan dan melakukan pengamatan di bawah mikroskop.

Selanjutnya karakterisasi sifat kimia atau uji biokimia bakteri dilakukan
menggunakan analisis Rapid Identification of Microorganisms by Vitek-2 compact
system. Terdapat dua kartu kunci identifikasi yang digunakan dalam analisis Vitek-
2 yakni kartu identifikasi basil gram negatif (BGN) dan basil gram positif (BGP),
sehingga analisis ini dilakukan berdasarkan hasil pewarnaan gram. Protokol uiji
Vitek-2 yakni: Suspensi bakteri dari isolat murni diambil menggunakan cotton swab

steril dan diresuspended kedalam dispossible tube berisi NaCl hingga sepadan
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dengan kekeruhan standard 0,48-0,56 skala McFarland (diukur menggunakan
DensiCHECK, Gambar 5A). Selanjutnya memasang masing-masing 64-Well
Vitek-2 disposable target slide (kartu identifikasi) ke dalam masing-masing
dispossible tube dan pindahkan ke dalam kaset (Gambar 5B). Kaset berisi sampel
dimasukkan ke dalam alat Vitek-2 compact (Gamber 5C). Hasil identifikasi baik
menggunakan kartu BGP atau BGN dapat diketahui dalam kurun waktu kurang
dari 24 jam (10-12 jam).

Gambar 5. A) DensiCHECK; B) Kartu identifikasi yang terpasang dalam kaset;
C) Instrumen Vitek-2 compact.

3. Deteksi virus Iridoviridae melalui analisis molekuler

a) Preparasi sampel
Sampel ikan diukur panjang dan berat. Organ yang terkena gejala infeksi

seperti bagian sirip (ekor, punggung, abdomen) atau ginjal dan limfa diambil untuk

diekstraksi (Johnny & Roza, 2009). Menurut Siva et al. (2014), pada kulit luar ikan
yang terinfeksi iridoviridae biasanya muncul nodul warna putih yang dapat dilihat
dengan kasat mata.

b) Ektraksi DNA.

Ekstrasi DNA virus pada ikan dilakukan mengacu pada protokol Geneaid

Tissue DNA Extraction yakni sebagai berikut:

1. Organ ditimbang sebanyak 30 mg dan dimasukkan ke dalam tabung
eppendorf.

2. Ditambahkan 180 mikron buffer ATL, lalu disentrifugasi dan ditambahkan 20
mikron protein aseka. Kemudian dihomogenkan menggunakan vortex.
Selanjutnya diinkubasi menggunakan waterbath pada suhu 56°C selama 24
jam.

3.  Sampel disentrifugasi dan ditambahkan larutan buffer AL sebanyak 200

mikron. Kemudian dihomogenkan menggunakan vortex selama 15 detik.
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4.  Sampel diinkubasi menggunakan waterbath pada suhu 75°C selama 10
menit. Kemudian disentrifugasi lalu ditambahkan 200 uL ethanol absolute
dan dihomogenkan menggunakan vortex selama 15 detik.

5.  Sampe dipindahkan ke dalam GD column, kemudian disentrifugasi pada
kecepatan 8.000 rpm selama satu menit

6. Cairan yang tertampung dalam tabung pengumpul dibuang dan sampel
dipindahkan pada GD column yang baru lalu ditambahkan 500 uL buffer AW
I dan disentrifugasi kembali pada kecepatan 8.000 rpm selama satu menit.

7. Cairan yang tertampung dalam tabung pengumpul dibuang dan sampel
dipindahkan pada GD column yang baru lalu ditambahkan 500 uL buffer AW
Il dan disentrifugasi kembali pada kecepatan 14.000 rpm selama tiga menit

8. Larutan pada collection tube dibuang dan disentrifugasi kembali pada
kecepatan 14.000 rpm selama satu menit.

9. Sampel dipindahkan ke dalam tabung eppendorf dan ditambahkan 100
mikron destilate water, lalu diinkubasi pada suhu kamar selama satu menit.
Kemudian disentrifugasi pada kecepatan 8.000 rpm selama satu menit.

10. Pada tabung eppendorf ditambahkan 100 uL destilate water lalu diinkubasi
pada suhu kamar selama satu menit, kemudian disentrifugasi pada
kecepatan 8.000 rpm selam satu menit. Hasil elution DNA pada tabung
eppendorf selanjutnya siap untuk di PCR.

c¢) Amplifikasi DNA melalui teknik polymerase chain reaction (PCR).
Deteksi Iridoviridae (Lymphocystivirus, Megalocityvirus, dan Iridovirus) pada

ikan dilakukan melalui teknik PCR menggunakan metode dan primer yang

mengacu pada Go et al. (2006), Murwantoko et al. (2009), OIE (2009), dan Palmer
et al. (2012). Primer yang digunakan untuk mendeteksi Lymphocystivirus yaitu
primer satu (LC1-F): 5- AGG TTC AAG CGT CAC AAG -3’ dan (LC1-R): 5- GAA

AAC CCATTG ATC CGT -3’ serta Primer dua (F-Gll): 5 TGG GAT TCC AAY GGT

CAA TTA -3, (R-GlI): 5- TTA GAT TAT TGG GCA GCG TT -3, dan (F-Glll): 5'-

AGG AAA TAA CCG CAG TA GAA TGC A -3’. Untuk mendeteksi Megalocityvirus

yaitu primer tiga (MCP-Irido-F-Bam): 5’- ATC AGG ATC CAT GTC TGC AAT CTC

AGG TG -3, (MCP-Irido-R-Eco): 5- CGT CGA ATT CGT CGA CAG ATG TGA

AGT AG -3, dan (MCP-Irido-2R-Eco): 5’- CGT CGA ATT CTT ACA GGA TAG

GGA AG -3'. Sebaliknya, untuk Iridovirus digunakan primer empat (I-F): 5’- CTC

AAA CAC TCT GGC TCA TC -3’ dan (I-R): 5- GCA CCA ACA CAT CTC CTATC
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-3’ serta primer 5 (DNA Pol F): 5- CAAGGC TGT TGG ATT TTG AG -3’ dan (DNA
Pol R): 5- AGT CCT GTC CAA GTG CAA CC -3..

Polymerase chain reaction (PCR) untuk deteksi DNA Iridoviridae dilakukan
pada 20 pl campuran reaksi (Master mix) yang mengandung masing-masing 0,6
uL primer dengan konsentrasi 10 picomol, 10 pL PCR buffer (Toyobo, Japan),
empat pl dNTPs, 0,4 pl Kod FX Neo, satu pl ekstrak DNA dan 3,4 ul PCR grade
water atau nuclease free water (NFW). Amplifikasi DNA dilakukan pada berbagai
optimasi suhu annealing. Tahapan predenaturasi pada suhu 94°C selama 2 menit,
dan denaturasi 98°C selama 10 detik. Selanjutnya anneling pada suhu 50-55°C
selama 30 detik dan extension pada suhu 68°C selama satu menit. Kemudian final
exentension pada suhu 68°C selama tujuh menit. Amplifikasi dilakukan sebanyak
30 siklus.

Elektroforesis. Analisis hasil amplifikasi dilakukan melalui elektroforesis
pada 1,5% Agarose gel dengan kekuatan 120 Volt selama 40 menit dalam 1x TAE
Buffer. Sampel hasil PCR beserta kontrol positif dan kontrol negatif (destilate water
/ nuclease free water) dicampur dengan Loading Dye buffer 6x sebanyak tiga pL
di atas parafilm dan disuntikkan ke sumur agarose gel. Marker yang digunakan
adalah satu kb DNA ladder (250-10.000 bp, vivantis). Interpretasi dilakukan
dengan bantuan Ultraviolet Transiluminator.

Sekuensing. Tahap sekuensing dilakukan untuk mengkonfirmasi urutan
parsial genom virus yang menginfeksi ikan. Sekuen DNA dianalisis dengan
menyejajarkan urutan nukleotida dengan sekuens yang diduga terdapat dalam gen
bank menggunakan program MEGA 6,0. Daerah yang memiliki kesamaan urutan
sekuens dianalisis kembali menggunakan penyejajaran yang terdapat dalam
fasilitas penyejajaran Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) untuk
menentukan persentase kesamaan pasangan basa dengan isolat referensi yang
terdapat di gen bank.

4.  Analisis data

Data prevalensi, intensitas, dan kelimpahan parasit diuji secara statistik
menggunakan analisis ragam dan regresi linier sederhana untuk menentukan
pengaruh antar variabel penelitian. Prevalensi, intensitas, dan kelimpahan parasit
ditentukan menggunakan persamaan menurut Bush et al. (1997), sebagai berikut:

Prevalensi: P = gx 100%; Intensitas: I = %; Kelimpahan: K = %
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Keterangan: P = Prevalensi (%); | = Intensitas (parasit/ikan); K = Kelimpahan
(parasit/ikan); N = Jumlah ikan yang terinfeksi (ekor); n= Jumlah ikan yang diamati
(ekor); Pr = Jumlah parasit (spesimen).
C. Hasil

Hasil pengamatan menunjukkan terdapat dua jenis ektoparasit dan lima jenis
bakteri yang menginfeksi sampel ikan dari tiga lokasi budidaya (Tabel 2 dan 3).
Parasit cacing Monogenea ditemukan hanya menginfeksi sirip. Sebaliknya, parasit
Protozoa hanya ditemukan menginfeksi insang ikan.
1. Identifikasi parasit dan analisis tingkat infeksi

Pada ikan Amphiprion percula dari BPBAP Takalar ditemukan infeksi parasit
cacing dari golongan Monogenea (Gambar 6 dan 7). Sebaliknya, parasit dari
golongan Protozoa ditemukan menginfeksi kakap putih (dari Takalar) dan kerapu
hibrid (dari Situbondo dan Gondol) (Gambar 8). Bagian keras (hard part)
Monogenea ditunjukkan pada Gambar 7. Hasil pengamatan mengonfirmasi tidak
ditemukan parasit yang menginfeksi ikan kakap putih dari BBRBLPP Gondol, Bali.
Hasil pengukuran morfometrik parasit cacing Monogenea ditunjukkan pada Tabel
4,

Tabel 2. Ektoparasit yang menginfeksi ikan dari semua lokasi penelitian.

Lokasi Jenis | Organ yang Jenis Jumlah
sampling enis ikan terinfeksi ektoparasit parasit
Takalar Amphiprion percula Sirip Gyr_odact_ylus sp. 1.908
Lates calcarifer Insang Trichodina sp. 630
Situbondo Eﬁggglﬂ:g;’u%e-lra(féeolatus) Insang Trichodina sp. 3.476
Gondol ?yb“d grouper (E. Insang Trichodina sp. 580
uscoguttatus-lanceolatus)
Lates calcarifer - - 0
Tabel 3. Hasil identifikasi bakteri berdasarkan instrumen Vitek-2 compact.
Kode isolat Warna gram Spesies bakteri
41A Basil gram positif Bacillus mycoides
4 MA Basil gram negative Bordetella hinzii
4 GA Basil gram negative Sphingomonas paucimobilis
1IKR Basil gram negative Sphingomonas paucimobilis
2 MKR Basil gram positif Bacillus cereus
1 GKR Basil gram negative Sphingomonas paucimobilis
3 IKP Basil gram positif Bacillus thuringiensis
1 MKP Basil gram positif Bacillus cereus
2 GKP Basil gram negative Sphingomonas paucimobilis

Identifikasi parasit Monogenea dilakukan berdasarkan ciri morfologi
(Gambar 6 dan 7) dan karakter morfometrik (Tabel 4). Hasil pengamatan
menunjukkan cacing ini memiliki marginal hook dan central hook (Gambar 7A)
pada opisthaptornya untuk menempel pada permukaan organ inangnya. Selain itu,

hasil pemeriksaan menunjukkan cacing memiliki embrio, faring, dan seminal

24



receptacle (Gambar 6A). Selanjutnya parasit ini juga memiliki cephalic lobe pada
bagian anterior tubuh (Gambar 6B, panah putih). Panjang tubuh total (n=10)
246,65+64,14 um dan total lebar tubuh (n=10) 69,02+012,83 um (Tabel 4).

A" [

Gambar 6. Gyrodactylus sp. pada Amphiprion percula dari Takalar. A) Parasit bagian ventral
(panah merah: embryo; panah hitam: pharynx; panah putih: seminal receptacle. B)
Garis merah: panjang badan; panah kuning: lebar badan; panah putih: chepalic
lobes. C) Parasit bagian dorsal. D) parasit pada sirip Amphiprion percula. A-C)
Perbesaran 40x. D) Perbesaran 10x. Skala bar: A-C= 50 pm; D=300 pm.

Gambar 7. Bagian keras Opisthaptoral Gyrodactylus sp. pada Amphiprion percula. A) Hamuli;
Panah kuning: ventral bar; panah merah: Dorsal bar. B) Marginal hook dan D)
Marginal hook sickle. Skala: 5 pm.

Gambar 8 menunjukkan parasit Protozoa yang menginfeksi ikan kakap putih
dari BPBAP Takalar serta kerapu hibrid dari BPBAP Situbondo dan BBRBLPP
Gondol. Parasit Protozoa yang ditemukan memiliki ciri-ciri tubuh berbentuk

cakram, dikelilingi oleh membran, memiliki cincin dentakel dan bersilia.

PR, I

Gambar 8. Trichodina sp. yang menginfeksi kakap putih dari Takalar (A, B, C) dan kerapu hibrid
dari Situbondo (D) dan Gondol (E); F). Panah merah: Trichodina sp. di sekitar insang.
A-E): perbesaran 100x; F: perbesaran 40x. Skala: A-E)= 50 pum; F)= 500 pum.
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Tabel 4. Pengukuran morfometrik Gyrodactylus sp. pada Amphiprion percula.
Hasil pengukuran (um)
n=10 Kisaran (Rerata +SD)

Item pengukuran

TBL 246,65+64.14 (173,51-339,91)
TBW 69,02+12,83 (56,35-97,42)
HTL 23,37+

HA 17,35

HPSW 3,43+

HPL 11,46

HDSW 2,81*

HSL 17,76

HICL 8,90*

HAA 8,50

HPCA 2,04*

IHAA 4,35+

HRL 7,35*

VBL 3,79

VBW 4,32+

DBL 3,54*

DBW 1,48*

MHTL 18,36+6,41 (9,82-28,90)
MHSL 13,42+6,02 (6,16-23,16)
MHSIL 4,94+1,41 (2,37-7,23)
MHSIPW 2,92+0,43 (2,49-3,36)
MHToeL 1,84+0,21 (1,63-2,06)
MHSIDW 3,22+0,40 (2,82-3,62)
MHA 6,89+0,43 (6,46-7,33)
MHI/AH 1,03+0,05 (0,98-1,08)

Keterangan: TBL: Total body length, TBW: Total body width, HTL: Hamulus total length, HA:
Hamulus aperture, HPSW: Hamulus point shaft width, HPL: Hamulus point length,
HDSW: Hamulus distal shaft width, HSL: Hamulus shaft length, HICL: Hamulus inner
curve length, HAA: Hamulus aperture angle, HPCA: Hamulus point curve angle,
IHAA: Inner hamulus aperture angle, HRL: Hamulus root length, VBL: Ventral bar
length, VBW: Ventral bar width, DBL: Dorsal bar length, DBW: Dorsal bar width,
MHTL: Marginal hook total length, MHSL: Marginal hook shaft length, MHSIL:
Marginal hook sickle length, MHSIPW: Marginal hook sickle point width, MHToeL.:
Marginal hook toe length, MHSIDW: Marginal hook sickle distal width, MHA: Marginal
hook aperture, MHI/AH: Marginal hook instep/arch height. (*hanya satu spesimen
yang diperiksa).

Hasil perhitungan infestasi parasit pada ikan yang berasal dari tiga lokasi
budidaya menunjukkan bahwa parasit Trichodina pada ikan kerapu hibrid dari
BPBAP Situbondo merupakan yang tertinggi. Selanjutnya diikuti oleh infestasi
parasit Monogenea Gyrodactylus sp. pada sampel A. percula dari BPBAP Takalar
(Tabel 5). Trichodina sp. hanya ditemukan menginfeksi organ insang pada kakap
putih dan kerapu hibrid. Sebaliknya, Gyrodactylus sp. pada A. percula hanya
menginfeksi sirip. Infestasi parasit cacing Monogenea berdasarkan ukuran ikan

dan organ yang terinfeksi disajikan pada Tabel 5 dan 6 serta Gambar 9 dan 10.
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Tabel 5. Infestasi Gyrodactylus sp. berdasarkan interval panjang dan organ
Amphiprion percula.

Jumlah ikan

Interval an Jumlah Prevalensi Intensitas rerata
panjang Organ di yerigsa parasit
(cm) (pekor) (spesimen) (%) (parasit/ikan)

Sirip ekor 20 197 100 9,85+ 3,13
Sirip 20 61 90 3,39 + 1,57
punggung

1.0-2.0 Sirip dubur 20 66 80 4,13+241
Sirip perut 20 38 50 3,80+ 2,45
Sirip dada 20 0 0 0
Insang 20 0 0 0
Sirip ekor 30 993 100 33,10+ 12,2
Sirip
puNgguNg 30 101 86,67 3,88+2,10

25.3¢ Sirip dubur 30 191 86,67 7,35+ 5,80
Sirip perut 30 261 90 9,67 +5,40
Sirip dada 30 0 0 0
Insang 30 0 0 0

Tabel 6. Infestasi parasit Gyrodactylus sp. berdasarkan interval berat ikan
Amphiprion percula.

Jumlah ikan Jumlah

Interval yang ikan yang J;ggn Prevalensi Intrzr::tlgas
berat (g) diperiksa terinfeksi pare (%) S
(ekor) (ekor) (spesimen) (parasit/ikan)
0,18-0,38 23 23 542 100 23,57+ 0,0556
0,39-0,59 17 17 889 100 52,29+ 0,0512
0,60-0,80 4 4 167 100 41,75+ 0,0510
0,81-1,00 6 6 310 100 51,67+ 0,0557

Parasit Monogenea Gyrodactylus sp. ditemukan pada semua A. percula
yang diperiksa, dengan prevalensi 100% pada sirip. Secara total, 1908 spesimen
Gyrodactylus diperoleh pada semua sirip kecuali sirip dada (Tabel 5). Hasil
perhitungan menunjukkan bahwa sirip ekor merupakan yang paling banyak
terinfeksi dibandingkan sirip lainnya dengan prevalensi 100% dan intensitas 33,10
parasit/ikan. Gyrodactylus sp. pada interval panjang memiliki prevalensi yang
sama hingga 100% pada sirip ekor. Selanjutnya diikuti oleh prevalensi pada sirip
perut (90%), sirip punggung dan sirip dubur (86,67%) pada interval panjang 2,5-
3,6 cm. Sebaliknya, prevalensi Gyrodactylus pada sirip punggung yakni 90% diikuti
sirip dubur (80%) dan sirip perut (50%) pada interval panjang 1,0-2,0 cm. Intensitas
Gyrodactylus lebih tinggi pada ekor (33,10), diikuti oleh sirip perut (9,67), sirip
dubur (7,35), dan sirip punggung (3,88) pada ikan dengan interval panjang 2,5-3,6
cm. Sebaliknya, intensitas pada ikan dengan interval panjang 1,0-2,0 cm adalah
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9,85 (sirip ekor) diikuti oleh sirip dubur (4,13), sirip perut (3,80), dan sirip punggung
(3,39). Gyrodactylus memiliki prevalensi yang sama hingga 100% pada sirip ekor

dari empat interval berat (Tabel 6).

Prevalensi (%) [ Intensitas (parasit/ikan)
100 - 100 100 100 100
3
§ 80 -
-]
§ 60 -
(G}
= 40 -
5
g*_, 20 A
£
0

0.18-0.38 0.39-0.59 0.60-0.80 0.81-1.00
Interval berat (g)

Gambar 9. Infestasi Gyrodactylus sp. pada Amphiprion percula berdasarkan
interval berat.

# Caudal = Dorsal .:Anal - Abdominal # Caudal ~ Dorsal .» Anal - Abdominal

# Caudal <« Dorsal ' Anal - Abdominal # Caudal <+ Dorsal '+ Anal - Abdominal

Gambar 10. Prevalensi (atas) dan rata-rata intensitas (bawah) Gyrodactylus sp.
pada sirip Amphiprion percula berdasarkan interval panjang 2,5-3,6
cm (kiri) dan 1,0-2,0 cm (kanan) (P<0,05).

Berdasarkan interval berat, diketahui bahwa yang paling banyak terinfeksi
adalah ikan pada cluster teringan (0,18-0,38 g) yakni sebanyak 23 ekor. Namun
tingkat infeksi tertinggi terdapat pada cluster kedua (0,39-0,59 g) yakni total 889
parasit dengan intensitas 52,29. Secara statistik, infestasi Gyrodactylus berbeda

antarsirip dan berat ikan berpengaruh tehadap infestasi (P<0,05; Lampiran 1 dan
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2), sebaliknya, panjang ikan tidak berpengaruh (Lampiran 3). Semua interval
memiliki prevalensi 100% dan infestasi parasit berkorelasi positif dan tergolong

hubungan yang kuat (mendekati satu) dengan ukuran ikan (Gambar 11 dan 12).
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Panjang ikan (cm)
Gambar 11. Model regresi dan nilai korelasi infestasi Gyrodcatylus sp.
berdasarkan panjang Amphiprion percula, dengan pearson’s
coefficient= 0,774 (Korelasi positif).
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Gambar 12. Model regresi dan nilai korelasi infestasi Gyrodactylus sp.
berdasarkan berat Amphiprion percula, dengan pearson’s
coefficient= 0,602 (korelasi positif).

Hasil pengamatan menunjukkan Trichodina sp. hanya menginfeksi insang
ikan. Berdasarkan lokasi, tingkat infeksi Trichodina sp. lebih tinggi pada kakap
putih yang berasal dari Situbondo dengan prevalensi 100% dan intensitas 115,87,
sedangkan yang terendah adalah pada kakap putih dari Gondol yakni tidak
terdapat infeksi parasit (Tabel 7). Berdasarkan interval panjang, prevalensi
tertinggi Trichodina sp. pada kakap putih dari Takalar yakni pada cluster >7 cm
(93,33). Data menunjukkan bahwa kerapu hibrid dari Situbondo dan Gondol pada
semua interval panjang dan berat memiliki prevalensi yang sama yakni 100%.
Selain itu, ikan dengan panjang >3,5 cm memiliki intensitas dan kelimpahan yang

lebih tinggi dibandingkan ikan dengan panjang <3,5 cm.
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Tabel 7. Infestasi Trichodina sp. pada insang kakap putih dan kerapu hibrid

berdasarkan lokasi.

Jumlah .
Jumlah ikan Intensitas Prevalensi Kelimpahan
Ikan/Lokasi parasit . . (parasit/ pa
; terinfeksi : (%) (parasitfikan)
(spesimen) ikan)
(ekor)
Kakap putih/ 630 28 23,33 93,33 19,33
Takalar
Kakap putih/
Gondol 0 0 0 0
Kerapu hibrid/ 3.476 30 115,87 100 115,87
Situbondo
Kerapu hibrid/ 580 30 19,33 100 19,33

Gondol

Berdasarkan interval berat, prevalensi Trichodina sp. mencapai 100%,

kecuali cluster teringan pada kakap putih dari Takalar. Tingkat infeksi Trichodina

sp. berdasarkan interval panjang dan berat untuk semua lokasi ditunjukkan pada

Tabel 8 dan 9. Uji statistik mengonfirmasi panjang ikan berpengaruh terhadap

infestasi parasit (P<0,05; Lampiran 4 dan 5) pada kerapu hibrid dari Situbondo dan

kakap putih dari Takalar, sedangkan interval berat tidak berpengaruh (Lampiran 6

dan 7. Sebaliknya, ikan dari Gondol menunjukkan pengaruh berat (P<0,05;

Lampiran 8), sedangkan interval panjang tidak berpengaruh (P>0,05; Lampiran 9).

Tabel 8. Infestasi Trichodina sp. pada kakap putih dari Takalar (T), kerapu hibrid
dari Situbondo (S) dan Gondol (G) berdasarkan interval panjang ikan.
Interval nglah ‘]l.Jmlah Jumlah . .
Lokasi panjang |_kan o |ka_n parasit Prev. Inten_S|_tas Kehmpa_han
terinfeksi diperiksa : (%) (parasit/ikan) (parasit/ikan)
(cm) (spesimen)
(ekor) (ekor)
6,0-6,5 4 5 52 80,00 13,00 10,40
T 6,6-7,1 10 11 215 90,91 21,50 19,55
7,2-7,7 14 14 363 93,33 25,93 25,93
2,5-29 10 10 1.133 100 113,30 113,30
S 3,0-3,4 14 14 1.426 100 101,86 101,86
3,5-4,9 6 6 917 100 152,83 152,83
2,5-29 11 11 134 100 12,18 12,18
G 3,0-3,4 12 12 227 100 18,92 18,92
3,5-3,9 7 7 219 100 31,29 31,29
Tabel 9. Infestasi Trichodina sp. pada kakap putih dari Takalar (T), kerapu hibrid
dari Situbondo (S) dan Gondol (G) berdasarkan interval berat ikan.
Jumlah  Jumlah
ke Lnetfa:/al t i'k?nk - iqull ‘:)L;g:ir; l(jojiv' (Inten_si/t_is ) (Kelim.pi;':}Ean)
erinteksi Iperiksa . (1] arasit/ikan parasit/ikan
(gram) (ekor) Fekor) (spesimen) P
2,30-2,55 15 17 276 88,24 18,40 16,24
T 2,56-2,80 7 7 167 100 23,86 23,86
2,81-3,55 6 6 187 100 31,17 31,17
0,25-0,49 13 13 1.405 100 108,08 108,08
S 0,50-0,74 9 9 975 100 108,33 108,33
0,75-0,99 8 8 1.096 100 137,00 137,00
0,25-0,49 15 15 199 100 13,27 13,27
G 0,50-0,74 12 12 295 100 24,58 24,58
0,75-0,99 3 3 86 100 28,67 28,67
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2. Identifikasi bakteri

Hasil pengamatan bakteri menunjukkan bahwa bakteri berbentuk batang
(basil) mendominansi pada semua sampel dan organ ikan yang dianalisis. Isolat
murni serta morfologi koloni dan sel bakteri ditunjukkan pada Tabel 10, Gambar
13 dan 14. Hasil uji biokimia disajikan pada Tabel 11.

Tabel 10. Morfologi koloni bakteri dari lendir, insang dan ginjal kakap putih Lates
calcarifer, kerapu hibrid Ephinephelus fuscoguttatus-lanceolatus, dan
clowh fish Amphiprion percula.

Isolat Organ Bentuk Elevasi Pinggiran Warna Permukaan
41A Insang giru Circular Flat Undulate  White Smooth
4LA Lendir giru Filamentous Flat Filiform White  Smooth
4GA  Ginjal giru Circular Convex Entire White  Smooth
1IKR Insang Kerapu Circular Flat Serrate White Rough
2LKR  Lendir kerapu Circular Crateriform Entire White  Smooth
1GKR Ginjal kerapu Irreguler Umbonate Lobate White  Smooth
3IKP  Insang kakap putih Circular Flat Entire White  Smooth
1LKP  Lendir kakap putih Circular Raised Entire White  Smooth
2GKP Ginjal kakap putih  Circular Raised Entire White  Smooth

Keterangan = I: Insang; A: Amphiprion; L: Lendir; G: Ginjal; KP: Kakap putih; KR: Kerapu

Gambar 13. Isolat murni bakteri yang berasal dari: A, B, C) Lendir, insang dan
ginjal kakap putih; D, E, F) Lendir, insang dan ginjal kerapu hibrid;
G, H, I) Lendir, insang dan ginjal giru.

Karakterisasi morfologi koloni bakteri menunjukkan bahwa koloni berbentuk
bulat (circular) adalah yang dominan, yakni ditemukan pada tujuh isolat (insang,
lendir, dan ginjal kakap putih; insang dan lendir kerapu; serta insang dan ginjal A.

percula). Bentuk koloni lainnya yakni filamentous pada lendir A. percula dan
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irregular ditemukan pada ginjal kerapu. Hasil perwarnaan gram menunjukkan
bahwa bakteri yang tergolong gram positif ditemukan pada insang (kakap putih,
kerapu, giru) dan lendir (kakap putih, kerapu). Sebaliknya, empat bakteri lainnya
tergolong bakteri gram negatif ditemukan pada lendir (A. percula) dan ginjal (L.
calcarifer, Ephinephelus fuscoguttatus-lanceolatus, dan A. percula). Selain itu,
hasil pengamatan menunjukkan bahwa semua isolat bakteri memiliki sel berbentuk

batang (basil).

dan giru. A) Bacillus cereus; B) Bacillus thuringiensis; dan C)
Sphingomonas paucimobilis dari lendir, insang dan ginjal kakap
putih. D. Bacillus cereus; E) Sphingomonas paucimobilis; dan F)
Sphingomonas paucimobilis dari lendir, insang dan ginjal kerapu.
G) Bordetella hinzii; H) Bacillus mycoides; dan ) Sphingomonas
paucimobilis dari lendir, insang dan ginjal Amphiprion percula.
Perbesaran 100x. Skala: 0,5 um.

Hasil identifikasi bakteri berdasarkan analisis instrumen Vitek-2 compact
menunjukkan terdapat lima jenis bakteri yang menginfeksi ikan yakni Bacillus
mycoides, Bacillus thuringiensis Bacillus cereus, Bordetella hinzii, dan

Sphingomonas paucimobilis. Analisis pewarnaan gram mengonfirmasi bahwa
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ginjal dan insang adalah organ yang banyak terinfeksi oleh bakteri gram negatif,
sedangkan pada lendir dominan terinfeksi oleh bakteri gram positif.
Tabel 11. Hasil uji biokimia isolat bakteri yang berasal dari lendir, insang dan

ginjal ikan kakap putih, kerapu hibrid dan giru. *\GP= gram positif; GN=
gram negatif

Jenis Uji Kode isolat bakteri GP Jenis Uji Kode isolat bakteri GN
41A 1IKR 2MKR 3IKP LMKP 4AMA 4GA 1GKR 2GKP

BXUL LeuA /- /- -/- -- -- APPA IARL -/- -+ -+ -+
BGAL AlaA -+ -+ A+ A+ [+ H2S Dglu -/~ -+ -+ -/-
APPA GLYG -+ -+ ++ +/- -+ BGLUAMNE -+ -- +/- -/+
ELLM MTE +- +H+ /- -l- +/+ ProA TyrA -+ +/- +/- +/+

AMNE ~ PLE  +- -+ +- +- -+ SAC CIT - - -  -I-
BMAN  AGLU -+ - -+~ ILATKNAGA i, <+ - o+
INU  PSCNa -- -+ - - -+ GlyA IHISa - - -~ -
OLD POLYB R - +- 4+ /() +- OI129RELLM -+ - - -+
LysA PheA  -/- - -+ -l- -~ ADO dCEL -+ -[+ +/+ -I+
PA  TyA - -+ - 4 -+ BNAG GGT +- () 4
CDEX  INO  +- - +- - - dMAL BXYL - - -  -I-
MdX  GlA - - - - - LP URE - - -+ -
dMLZ  IRHA -~ -+ - - -+ dTAG MNT /- - -  -I-
PHC  dTAG - - +- +- - AGLUAGAL -- - +- -
deLu NSl e s o+ o+ ODC OMT W+ - A e
6.5%

ESC ProA -l- +H+ /- -I- -+ GGAAILATa +/- -/- -/- +/-
AspA BNAG  -/- -/- -/- -l- - PyrA BGAL -/+ +/- +/+ I+
AGAL MdG -- - - -- -I- AGLTp OFF -/- - +/- -/-
dGAL dMAN /- -+  +/- -l- -~ dMAN BAlap -/- -I- +/- -/-
AMAN BGLU -l- -/ -/- -/- -/- PLE dSOR -/- -/- +/- -/-
NAG dTRE  +/- +/- +/- -[- -~ dTRE 5KG +/+ -/- -/- +/+
PVATE KAN -- - -l -[- +/- SUCTPHOS +/- -[- +/- +/+
dRIB -l- -l -/- -/- -/- LDC BGUR + - - +
TTZ - + - - +/- IMLTa + - - +

3. Deteksi Iridoviridae

Sebanyak masing-masing 30 ekor ikan dari tiga lokasi budidaya telah
diperiksa. Masing-masing organ (sirip, hati, limfa, dan ginjal) telah dianalisa secara
molekuler menggunakan lima macam primer dengan berbagai optimasi. Hasil
analisis duplex PCR menggunakan primer satu dan dua menunjukkan tidak
terdapat pita DNA Lympocystivirus. Hal yang sama juga ditemukan pada hasil
analisis PCR menggunakan primer empat dan lima, yakni tidak terdapat pita DNA
Iridovirus. Sebaliknya, hasil PCR menggunakan primer tiga menunjukkan terdapat
pita DNA yang teramplifikasi dari ikan kakap putih yang berasal dari BPBAP
Ambon dan Amphiprion dari BPBAP Takalar, namun hasil sikuensing
menunjukkan bukan DNA target (Megalocytivirus). Hasil analisis PCR ditunjukkan
pada Gambar 15.

33



T2 3R 4m5w6" ] 8

Gambar 15. Hasil PCR menggunakan primer 3. KIRI= 1: 1Kb Marker; 2-3:
Amphiprion percula; 4-7: Kakap putih; 8: Kontrol negatif. KANAN=
1kb: Marker; 1-5: Kakap putih.

D. Pembahasan
1. Identifikasi dan tingkat infeksi parasit
a) ldentifikasi Gyrodactylus sp.

Berdasarkan hasil identifikasi diketahui bahwa ektoparasit yang menginfeksi
A. percula adalah golongan Monogenea. Hasil penjelasan yang mengacu pada
Gambar 6 dan 7 mengonfirmasi bahwa parasit tersebut teridentifikasi sebagai
genus Gyrodactylus (Reed et al., 2012). Sejauh penelusuran penulis, informasi ini
merupakan laporan pertama tentang infeksi cacing Gyrodactylus pada ikan hias
air laut A. percula atau pada keluarga ikan ini (famili Pomacentridae, subfamili
Amphiprioninae), maupun pada kerabat terdekatnya yakni damselfish. Bahkan
hingga kini ini belum ada laporan tentang identifikasi Gyrodactylus pada
ornamental fish hingga level spesies di Indonesia. Infeksi Gyrodactylus dalam
penelitian ini menambah fauna Gyrodactylus yang diketahui dari masing-masing
inang seperti yang ditunjukkan pada Tabel 12. Tercatat lebih dari 470 spesies dari
genus Gyrodactylus von Nordmann, 1832 telah dideskripsikan pada ikan air tawar
dan laut di seluruh dunia (Boeger et al., 2020; Konczal et al., 2020). Parasit ini
memiliki bentuk tubuh yang lonjong dan pipih dengan salah satu ujungnya lebih
besar (posterior), yang merupakan tempat menempel pada inangnya. Bagian
posterior merupakan organ terpenting yaitu opisthaptor yang memiliki pengait
(hook) dan dilengkapi middle hook (anchor) serta tidak memiliki bintik mata. Bagian

anterior berbentuk seperti dua tonjolan atau lobus (Reed et al., 2012).
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Tabel 12. Beberapa contoh infeksi cacing genus Gyrodactylus pada ikan hias.

Spesies Inang Lokasi Referensi

G. rivularae Abbottina rivularis Cina You et al., 2010

G. sprostonae Carassius gibelio Polandia Zietara & Lumme, 2004

G. sp. Cyprinus carpio Indonesia Putri et al., 2016

G. sp. Cyprinus carpio Indonesia Saputra & Gunawan, 2020
G. sp. Carrasius auratus Indonesia Haryono et al., 2016

G. kobayashii Carassius auratus Cina Tuetal., 2015

G. sp. Carassius auratus Pakistan Igbal & Imtiaz 2016

G. sp. Carrasius auratus Singapura Trujillo-Gonzéalez et al., 2018
G. gurleyi Carrasius auratus Malaysia  Trujillo-Gonzélez et al., 2018
G. gurleyi Carrasius auratus Thailand  Trujillo-Gonzalez et al., 2018
G. kobayashii Carrasius auratus Malaysia Trujillo-Gonzélez et al., 2018
G. sp. Carrasius auratus Pakistan Igbal & Rehaman, 2014

G. katherineri Guppy Srilanka  Thilakaratne et al., 2003

G. sp. Poecilia reticulata Indonesia Alifuddin et al., 2007

G. turnbulli Gold fish Srilanka  Woo, 2006

G. katherineri Cyprinus carpio Italia Galli et al., 2002

G. mojarrae Cichlid fishes Meksiko  Mendoza-Palmero et al., 2019
G. tepari Goodea atripinnis Meksiko  Garcia-Vasquez et al., 2018a
G. montealbani Profundulus Meksiko  Garcia-Vasquez et al., 2018b
G. zapoteco Profundulus Meksiko  Garcia-Vasquez et al., 2018b
G. pseudobullatarudis Xiphophorus helleri Meksiko  Garcia-Vasquez et al., 2015
G. xtachuna Poecilia Mexicana Meksiko  Garcia-Vasquez et al., 2015
G. apazapanensis Poecilia Mexicana Meksiko  Garcia-Vasquez et al., 2015
G. actzu Poecilia Mexicana  Meksiko  Garcia-Vasquez et al., 2015
G. apazapanensis Poecilia Mexicana Meksiko  Garcia-Vasquez et al., 2015
G. pungitii Poecilia mexicana  Meksiko  Garcia-Vasquez et al., 2015
G. gondae Pomatoschistus Belanda Huyse et al., 2004

Gyrodactylus merupakan cacing tingkat rendah yang termasuk dalam filum
Platyhelminthes, famili Gyrodactylidae dan menyebabkan gyrodactyliasis. Parasit
ini sangat beragam dengan lebih dari 400 spesies yang dijelaskan pada ikan
Teleostei air tawar dan laut (Cone et al., 2013). Di Indonesia, parasit ini diketahui
telah menginfeksi banyak ikan air tawar seperti nila, lele dan ikan mas (Putri et al.,
2016). Penulis meyakini bahwa ini adalah laporan pertama yang mengonfirmasi
keberadaan Gyrodactylus pada ikan hias air laut khususnya Amphiprion dari
Indonesia dengan analisis morfometrik. Infeksi Monogenea yang berada di dalam
sistem budidaya akan menimbulkan tingkat kerentanan dan kematian ikan yang
tidak terkontrol. Jika dibiarkan akan berujung pada kerugian ekonomi bagi
pembudidaya ikan. Selain itu, infeksi yang menyebar dapat disebabkan oleh
kerentanan ikan, yang dipengaruhi kondisi lingkungan yang buruk (Harris et al.,
2000).

Pada sistem budidaya, Monogenea termasuk Gyrodactylus seringkali
menjadi patogen karena mereka menyebar dengan cepat dan berpindah-pindah
di antara inang (Thoney & Hargis, 1991). Parasit ini dapat berpindah dari ikan yang

satu ke ikan lain melalui kontak langsung antara ikan hidup dan ikan mati (Bakke

35


https://www.cabi.org/isc/search/index?q=au:%22Thilakaratne,%20I.%20D.%20S.%20I.%20P.%22
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1383576918302757#!

etal., 1992). Infeksi dari inang baru dapat terjadi melalui transmisi langsung ketika
inang yang terinfeksi melakukan kontak kulit dengan ikan lain dan sentuhan sirip
(Harris, 1993). Ada beberapa profil transmisi dasar Gyrodactylus yaitu melalui
kontak dengan inang hidup dan inang mati, dengan parasit terpisah yang hanyut
di kolom air, dan oleh parasit yang menempel pada substrat padat. Namun,
penularan dari inang yang mati dilaporkan kemungkinan lebih mudah daripada
yang hidup, karena tingginya risiko penularan di air yang mengalir dan
meningkatnya kontak dengan inang baru selama aktivitas makan memakan
(Bakke et al., 2002). Lebih lanjut Olstad et al. (2006) menyatakan bahwa infeksi
dari ikan mati mungkin juga menguntungkan untuk kelangsungan hidup
Gyrodactylus.

Schelkle (2012) telah menggambarkan penularan parasit terutama melalui
kontak langsung dengan ikan hidup potensial dan pada ikan mati. Setelah terlepas,
Gyrodactylus memiliki kesempatan untuk melekat kembali selama lebih dari 20
jam. El-Naggar et al. (2004) menyatakan bahwa Gyrodactylus berenang untuk
meningkatkan kemungkinan penularan ke inang baru. Ini menunjukkan
kemungkinan bahwa parasit dapat mendeteksi pergerakan air yang terkait dengan
inang yang mendekat menggunakan reseptor mekano-kimia. Penularan
Gyrodactylus tidak memerlukan inang perantara. Cara perkembangbiakan parasit
ini adalah vivipar yang mampu melahirkan individu hidup berukuran penuh dan
memungkinkan pertumbuhan populasi yang cepat pada inangnya (Grano-
Maldonaldo, 2014a). Ektoparasit Gyrodactylus dapat menyebabkan infeksi
sekunder sehingga penyakit lain seperti jamur, bakteri, dan virus akan lebih mudah
terpapar pada jaringan ikan yang terinfeksi (Woo, 2006). Infeksi berat
menyebabkan kerusakan serius pada permukaan jaringan tubuh inang dan juga
membawa potensi infeksi sekunder patogen lain, yang menyebabkan kerugian
ekonomi yang cukup besar dalam budidaya (Tu et al., 2015).

Gyrodactylus menunjukkan mekanisme infeksi yang sangat efisien karena
mampu berenang terarah dengan cara meregangkan tubuh agar dapat mencapai
inangnya. Lapisan epidermis dan permukaan tubuh inang dapat menjadi
penghalang bagi keberhasilan infeksi Gyrodactylus (Grano-Maldonaldo et al.,
2018). Oleh karena itu, Gyrodactylus akan memilih inang secara spesifik,
memungkinkan untuk dapat diinfeksi dan memberikan nutrisi yang optimal
(Buchmann & Bresciani, 2001). Infeksi parasit ini dapat merusak lapisan epidermis

ikan melalui organ perlekatannya dan menyebabkkan borok. Pencernaan
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enzimatik yang dilakukan Gyrodactylus sebagai akibat kemampuan predasi parasit
pada tempat perlekatannya mengakibatkan hilangnya integritas osmotik epidermis
organ inang, yang dikaitkan dengan penyebab utama kematian ikan (Harms,
1996). Gyrodactylus merupakan ektoparasit yang selalu hidup di sirip dan insang
ikan Teleostei. Infeksi parasit ini menyebabkan morbiditas dan mortalitas pada
ikan khususnya larva dan juvenil dalam sistem budidaya (Forwood et al., 2016).

Penjelasan lain mengungkapkan bahwa parasit ini diketahui dapat
menembus jaringan inang dan sel epitel dan mendorong potensi infeksi sekunder
yang dapat memainkan peran penting dalam patogenisitas Gyrodactylus (Tu et al.,
2015). Meskipun Gyrodactylus berpotensi sangat patogen (Bakke et al., 2002),
patogenisitas spesies Gyrodactylus sangat bervariasi dan kematian inang karena
induksi parasit ini akan sangat tergantung pada spesies dan ukuran inang (Bakke
et al., 2007). Beberapa laporan bahkan mengungkapkan bahwa belum ada cara
yang memuaskan dan senyawa yang efektif untuk mengendalikan infeksi
Gyrodactylus (Reverter et al., 2014; de Moraes, 2015). Buchmann & Uldal (1994)
melaporkan bahwa Gyrodactylus mampu menyebabkan mortalitas pada ikan
meski dengan tingkat infeksi yang rendah dan durasi singkat.

b) Tingkat infeksi Gyrodactylus sp.

Secara umum, semua ikan ditemukan terinfeksi dengan prevalensi hingga
100%. Hasil pemeriksaan menunjukkan bahwa Amphiprion terinfeksi oleh parasit
Gyrodactylus hanya pada sirip (kecuali sirip dada) dan tidak ditemukan infeksi
pada insang (Tabel 5). Ada kemungkinan bahwa parasit dapat mendeteksi
pergerakan air yang terkait dengan inang terdekat menggunakan reseptor
mekano-kimia dan fotosensitif (Grano-Maldonado et al., 2014b). Aliran air yang
kompleks, misalnya karena pergerakan sirip ikan dilaporkan dapat meningkatkan
transmisi Gyrodactylus (Tytell, 2006). Penelitimenemukan bahwa pergerakan sirip
ikan mampu menghasilkan pusaran melingkar yang khas dan mampu mengangkut
beberapa partikel termasuk parasit ke tubuh ikan (Drucker & Lauder, 2003).
Turbulensi air dianggap dapat menjadi rute transmisi tambahan bagi Gyrodactylus
(Grano-Maldonado et al., 2018). Beberapa Gyrodactylus menunjukkan spesifisitas
mikrohabitat yang signifikan dan sangat bervariasi antarspesies (Buchmann,
2020). Beberapa studi menemukan bahwa parasit yang melekat pada sirip
punggung atau sirip perut ikan dapat menjadi strategi untuk menghindari predasi
inang, kompetisi, dan respon imun (Jones, 2001; Whittingon & Erns, 2002). Selain

itu, setiap fase perkembangan parasit yang menghuni sirip ikan yang berbeda
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dapat memperoleh makanan secara spasial dan menghindari kompetisi (Truijillo-
Gonzéalez et al., 2015).

Berdasarkan interval panjang ikan, tingkat infeksi Gyrodactylus lebih tinggi
pada bagian ekor dibandingkan organ lainnya (Gambar 10). Sebaliknya,
berdasarkan interval berat, cluster 0,39-0,59 g memiliki intensitas tertinggi dan
cluster 0,18-0,38 g memiliki intensitas terendah. Prevalensi pada semua interval
berat memiliki prevalensi 100% (Tabel 6 dan Gambar 9). Hasil analisis statistik
menunjukkan perbedaan yang signifikan antara infestasi parasit setiap organ pada
interval panjang ikan 1,0-2,0 cm dan 2,5-3,6 cm (P<0,05). Nilai koefisien yang
diamati antara jumlah Gyrodactylus pada interval panjang (0,77) dan berat ikan
(0,602) menunjukkan korelasi positif (Gambar 11 dan 12). Menurut William &
Bunkley (1996), prevalensi parasit 99-100% tergolong infeksi sangat parah dengan
tingkat serangan “selalu”, sehingga infeksi parasit pada A. percula terutama pada
sirip ekor tergolong sangat parah (100%). Variasi tingkat infeksi ektoparasit pada
ikan dapat disebabkan oleh beberapa faktor seperti ukuran dan asal ikan,
pertahanan biologis ikan, serta perubahan lingkungan dan musim (Machado et al.,
1994).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ukuran ikan kemungkinan memiliki
peran terhadap nilai infeksi parasit. Ikan yang lebih besar memungkinkan lebar
permukaan yang besar untuk manifestasi parasit sehingga parasit dapat tumbuh
dengan cepat, daripada ikan yang lebih kecil. Machado et al. (1994)
menggambarkan peningkatan ukuran ikan yang menyebabkan infeksi parasit akan
meningkat secara signifikan. Monogenea termasuk Gyrodactylus umumnya
menyerang benih berumur sekitar dua bulan, sehingga umur dan ukuran ikan juga
memengaruhi infeksi parasit ini (Ozturk, 2005). Hasil penelitian Maulana et al.
(2017) di Aceh, Indonesia, menemukan bahwa infeksi ektoparasit lebih tinggi pada
ikan yang berukuran lebih besar daripada yang lebih kecil. Arpia et al. (2012)
menyatakan bahwa faktor lain yang memengaruhi prevalensi dan intensitas parasit
pada ikan yang lebih besar diduga dipengaruhi oleh kemampuan pergerakan
parasit. Selain itu, cara perkembangbiakan parasit juga berpengaruh terhadap
tingkat infeksi parasit. Gyrodactylus bereproduksi dengan cara beranak (vivipar)
pada parasit dewasa. Perkembangan embrio terjadi secara penuh dalam sauran
reproduksi (ovary). Kemampuan reproduksi ini memungkinan Gyrodactylus
berkembang biak dengan cepat dalam lingkungan perairan (Klinger & Floyd, 2013)
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¢) Identifikasi Trichodina sp.

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa ikan kakap putih L. calcarifer dari
Takalar dan kerapu hibrid E. fuscoguttatus-lanceolatus dari Situbondo dan Gondol
terinfeksi oleh parasit dari golongan Protozoa. Parasit ini menunjukkan adanya
denticles dan adoral ciliary spiral yang merupakan ciri umum morfologi genus
Trichodina (Mizuno et al., 2016). Genus Trichodina merupakan salah satu yang
paling umum dari ikan air tawar dan laut (Dar et al., 2016). Ektoparasit ini adalah
kelompok Protozoa bersilia yang beragam dan tersebar luas. Sampai saat ini,
sekitar 400 jenis telah diidentifikasi di seluruh dunia, dan sebagian besar
dilaporkan menginfeksi berbagai organisme akuatik termasuk ikan (Wang et al.,
2017). Siklus hidup Trichodina terbilang cukup sederhana yaitu hanya melalui
inang definitif atau tanpa inang perantara, dengan reproduksi melalui pembelahan.
Mizuno et al. (2016) menyatakan bahwa Trichodina biasanya menginfeksi
permukaan tubuh dan insang ikan.

Banyak Trichodina telah diselidiki baik secara morfologi maupun molekuler
(Deng et al., 2015; Wang et al., 2016). Terdapat berbagai spesies Trichodina yang
menginfeksi ikan dan diketahui melalui karakteristik morfologinya. Mizuno et al.
(2016) menjelaskan bahwa Trichodina memiliki ciri-ciri tubuh berbentuk cakram,
dikelilingi oleh membran, sisi lateral berbentuk lonceng dan memiliki cincin
denticles sebagai alat perlekatan serta memiliki silia. Umumnya, taksonomi
Trichodina sebagian besar didasarkan pada struktur adhesive disk dan denticles
yang dapat dilihat melalui pewarnaan silver impregnation (Foissner, 2014).
Menurut Lom & Dykova. (1992), bentuk denticles dan adoral ciliary spiral
merupakan ciri umum morfologi Trichodina. Terdapat beberapa parameter
morfologi yang digunakan untuk mengidentifikasi Trichodina yaitu diameter tubuh
serta jumlah dan dimensi denticles (Xu et al., 2000; Mizuno et al., 2016). Sebagian
besar Trichodina menunjukkan spesifisitas inang yang rendah, variabilitas
intraspesifik yang tinggi, dan kesamaan antarspesies yang membuat identifikasi
spesies hanya berdasarkan karakteristik morfologi menjadi sulit (Kreier 2013; Tang
etal., 2017; Wang et al., 2017).

Protozoa dari genus Trichodina dikenal luas sebagai ektoparasit yang
menyebabkan kerusakan parah pada inangnya, dengan konsekuensi kerugian
ekonomi di banyak negara (Lom, 1995). Keberadaan Trichodina telah dilaporkan
pada ikan laut baik di lokasi budidaya maupun alam liar oleh beberapa peneliti.

Misalnya pada kelompok grouper (Umasugi & Burhanuddin, 2015; Ningsih et al.,
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2016; Hasnidar, 2018; Ridhwan et al., 2018; Zafran et al., 2019), seabass (Paperna
& Laurencin, 1979; Irianto & Asmanelli, 1992; Zafran et al., 2019), belanak
(Paperna, 1975), lkan botana atau surgeonfish (Basson et al., 1990), sidat
(Madsen et al., 2000; Grano-Maldonado et al., 2011), dan Acipenser persicus atau
dikenal dengan nama sturgeon (Adel et al., 2016). Namun penelusuran pustaka
oleh penulis mengungkapkan hingga kini belum terdapat laporan identifikasi
Trichodina hingga level spesies pada kakap putih maupun kerapu hibrid, di
Indonesia.

Parasit ini diketahui mampu memengaruhi kesehatan dari banyak jenis ikan
budidaya. Lebih lanjut dikatakan bahwa Trichodina merupakan ektoparasit bersilia
dan sering menyerang epitel kulit dan insang baik ikan air tawar maupun air laut.
Setelah menembus epitel, parasit akan memulai tahap pembelahan. Infeksi
Trichodina pada ikan akan menghancurkan sel epitel dan menyebabkan stres.
Akibatnya, tanda-tanda klinis pada inang yang terinfeksi bervariasi seperti
kekurangan oksigen hingga menyebabakan kematian (Tang & Zhao, 2007
Valladao et al., 2014). Penyakit ini juga diakui sebagai salah satu yang paling
patogen dari golongan parasit Eukariota (Matthews, 1994). Zheila (2013)
mengemukakan bahwa tubuh ikan yang berhubungan langsung dengan
lingkungan luar termasuk insang merupakan habitat yang disukai ektoparasit
Trichodina. Umara et al. (2014) dan Valladao et al. (2014) menemukan infeksi
Trichodina pada permukaan tubuh dan insang serta pada ikan budidaya dan ikan
di alam liar. Infeksi Trichodina pada ikan dilaporkan dapat mereduksi fungsi sistem
imun dalam mekanisme pertahanan tubuh. Hal tersebut memungkinkan
pertumbuhan dan proliferasi parasit di jaringan tertentu menjadi lebih cepat (Peters
et al., 2021). Trichodina dilaporkan dapat menyebabkan mortalitas hingga 100%
pada kelompok catfish (Matthews, 1994).

d) Tingkat infeksi Trichodina sp.

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa Trichodina sp. hanya ditemukan
pada insang. Insang adalah organ yang paling menarik untuk diinvasi berbagai
jenis parasit, diikuti oleh sirip dan organ lainnya. Aliran air yang konstan melintasi
insang dapat menghasilkan stimulus mekanis yang kuat dan menjadikannya target
menarik untuk perlekatan parasit (Kallert et al., 2009). Selain itu, selama periode
invasi, insang merupakan organ yang paling sensitif dibandingkan area
permukaan seperti sirip, kulit dan lendir. Oleh karena itu wilayah tubuh yang

merespon rangsangan mekanis yang intens ini lebih disukai oleh parasit. Lebih
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lanjut dijelaskan bahwa kemungkinan butuh lebih banyak waktu bagi parasit untuk
mencapai bagian tubuh yang kurang aktif (Eszterbauer et al., 2019).

Pengamatan infestasi Trichodina sp. diketahui bahwa pada kerapu hibrid
yang berasal dari Situbondo lebih tinggi (3.476 spesimen) dibandingkan ikan dari
Gondol (580 spesimen). Parasit Protozoa dari dua lokasi tersebut juga memiliki
prevalensi yang sama hingga 100%. Intensitas serangan parasit pada ikan dari
Situbondo sebesar 115,87, sedangkan pada ikan dari Gondol sebesar 19,33.
Menurut kriteria yang dijelaskan oleh William & Bunkley (1996), infeksi Trichodina
pada ikan kerapu hibrid dari Situbondo tergolong sangat parah berdasarkan
prevalensi dan intensitas. Sebaliknya, pada ikan kerapu hibrid dari Gondol, Bali
tergolong infeksi sedang. Selanjutnya Infestasi Trichodina pada ikan kakap putih
dari Takalar tergolong infeksi parah berdasarkan prevalensi (93,33%), sedangkan
berdasarkan intensitas tergolong infeksi sedang (23,33). Variasi tingkat infeksi
ekoparasit pada ikan dapat disebabkan oleh interaksinya dengan inang seperti
ukuran, umur dan asal ikan. Hal ini berkaitan dengan pertahanan biologis ikan dan
perubahan lingkungan bagi parasit. Infeksi Trichodina umumnya ditemukan
menginfeksi kulit dan insang ikan yang berasal dari air yang mengandung bahan
organik tinggi (Mizuno et al., 2016).

Secara umum, hasil penelitian menunjukkan kecenderungan panjang dan
berat ikan berpengaruh terhadap tingkat infeksi Trichodina. Hasil ini mendukung
riset terdahulu, misalnya Alifuddin et al. (2007) menyatakan bahwa ukuran dan
umur ikan menyebabkan nilai prevalensi dan intensitas parasit akan semakin
tinggi. Selain itu, semakin luas permukaan tubuh ikan maka koloni parasit juga
akan semakin meningkat. lkan yang terinfeksi Trichodina sangat berbahaya
terutama karena pergerakan inang maupun parasitnya sehingga dapat
menjangkau wilayah yang lebih luas. Umur ikan juga akan menyebabkan kontak
yang lebih lama dengan parasit sehingga tingkat infeksi akan cenderung semakin
tinggi dengan bertambahnya umur. Selain itu dikatakan bahwa luas permukaan
tubuh ikan menyebabkan tingkat infeksi Trichodina yang berbeda (Rokhmani,
2009).

Hasil uji statistik mengonfirmasi panjang ikan berpengaruh terhadap infestasi
parasit (P<0,05) pada kerapu hibrid dari Situbondo dan kakap putih dari Takalar.
Selanjutnya sampel ikan dari Gondol menunjukkan perbedaan signifikan pada
interval berat (P<0.05) dan tidak berbeda pada interval panjang (P>0,05).

Pengaruh ukuran umur inang dapat menjadi alasan variasi tingkat infeksi. Hasil
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penelitian Maulana et al. (2017) di Aceh menemukan bahwa infeksi ektoparasit
termasuk Trichodina lebih tinggi pada ikan dengan panjang dan berat yang besar
daripada pada ikan yang lebih kecil. Umasugi & Burhanuddin (2015) melaporkan
infeksi Trichodina yang tinggi pada ikan kerapu berukuran 10-17 cm pada insang
dan sisik. Trichodina truttae ditemukan menginfeksi ikan budidaya laut dan
menyebabkan hiperplasia jaringan epidermis dan kematian mencapai 56% (Urawa
& Yamao, 1992). Beberapa spesies lele dilaporkan mengalami 100% kematian
akibat infeksi Trichodina (Dar et al., 2016). Faktor lain yang memengaruhi
prevalensi dan intensitas parasit pada ikan besar dipengaruhi oleh makanan yang
dikonsumsi. Infeksi Trichodina banyak ditemukan pada komoditas perikanan
budidaya terutama pada stadia juvenil (Arpia et al., 2012).

2. Identifikasi bakteri

Hasil analisis bakteri menunjukkan bahwa yang menginfeksi ikan
didominansi oleh bakteri dengan bentuk koloni bulat utuh dan sel berbentuk batang
serta memiliki spora. Sebaliknya, hasil pewarnaan gram menunjukkan terdapat
dominansi bakteri gram negatif terutama pada organ ginjal dan insang ikan. Telah
dijelaskan bahwa umumnya bakteri patogen adalah yang berasal dari golongan
gram negatif dan memiliki sel berbentuk batang seperti Aeromonas, Pseudomonas
dan Sphingomonas, pada ikan budidaya (Sari, 2011; Isroni et al.,, 2019). Di
lingkungan perairan, bakteri adalah agen penyakit yang sering terjadi bersama
dengan patogen lain. Misalnya bakteri berbentuk basil seperti Aeromonas sering
ditemukan pada ikan budidaya. Penyakit karena serangan bakteri diketahui dapat
bersifat mematikan akibat kehilangan nafsu makan, pendarahan, dan
pembengkakan pada organ tertentu seperti insang, ginjal dan limfa (Ashari et al.,
2014).

Laporan terdahulu telah mengungkapkan banyak jenis bakteri patogen yang
memengaruhi kesehatan ikan budidaya. Toranzo et al. (2005) melaporkan
golongan bakteri gram negatif penyebab penyakit pada ikan laut yakni Listonella
anguillarum pada seabass, eel, dan red seabream. Vibrio ordalii pada salmonids,
Vibrio salmonicida pada salmon Atlantik dan cod. Vibrio vulnificus pada eels dan
seabass. Moritella viscosa pada salmon Atlantik. Photobacterium damselae pada
seabream, kakap putih, sole, striped bass, dan yellowtail. Pasteurella skyensis
pada salmon Atlantik, Aeromonas salmonicida pada salmonids. Tenacibaculum
maritimum pada kakap putih, gilthead and red seabream. Pseudomonas

anguilliseptica pada seabream, eel, dan turbot. Sebaliknya, bakteri gram positif
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misalnya Lactococcus garvieae pada Yellowtail dan lele. Streptococcus iniae pada
yellowtail, kakap putih. Streptococcus parauberis pada Turbot, Streptococcus
phocae, Renibacterium salmoninarum, dan Piscirickettsia salmonis pada salmon.
Mycobacterium marinum pada kakap putih dan turbot.

Lebih lanjut dijelaskan bahwa laporan terbaru mengungkapkan adanya
infeksi Pseudomonas dan Vibrio pada kakap putih L. calcarifer (Fauzy et al., 2014;
Zaenuddin et al., 2019). Di Indonesia, berbagai kegagalan panen pada komoditas
budidaya sering terjadi akibat Vibrio dan Aeromonas (Triyaningsih et al., 2014;
Fajriani et al., 2018). Hastari et al. (2014) mendapati vibriosis pada ginjal dan limfa
ikan kerapu macan. Infeksi Aeromonas ditemukan pada beberapa komoditas
budiday seperti ikan baung, nila, kerapu, lele, patin, mas, dan gurami (Saputra &
Indaryanto, 2018). Austin & Austin (1999) mengidentifikasi kelompok bakteri
termasuk Mycobacterium, Aeromonas, Flavobacterium, Pseudomonas dan Vibrio,
yang merupakan penyebab utama penyakit infeksi bakterial pada ikan. Selain itu,
bakteri patogen Aeromonas, Pseudomonas, dan Streptococcus iniae, dilaporkan
bertanggung jawab atas motile aeromonas septicemia (MAS) dan septicemia
hemorrhagic (Foysal et al., 2011).

Bacillus spp. pembentuk spora, merupakan salah satu bakteri yang memiliki
ketahanan karena tahap sporulasi dalam siklus hidupnya stabil terhadap panas,
asam lambung, dan lingkungan ekstrim lainnya (Cui et al., 2019). Yifang et al.
(2020) menyatakan bahwa lebih dari 60% isolat bakteri (39 isolat dari 65 yang
diteliti, 36 di antaranya merupakan genus Bacillus) menunjukkan aktivitas
hemolitik, yang mungkin dikaitkan dengan faktor virulensi bakteri, dan
menghasilkan enterotoksin dan berbagai toksin mirip surfaktin sitotoksik. Lebih
lanjut dijelaskan bahwa isolat dari genus Bacillus diketahui kemampuannya
menghasilkan terutama empat toksin, termasuk tiga enterotoksin (Hbl, Nhe, dan
CytK1) dan satu toksin peptida (cereulide) (Bottonee, 2010). Berbagai penyakit
bakteri telah dilaporkan pada ikan budidaya laut di seluruh dunia, terutama bakteri
dari golongan gram negatif (Terceti et al., 2016). Botella et al. (2002) melaporkan
banyak bakteri basil yang menyerang sistem imun dan mengganggu organ
penghasil antibodi seperti ginjal. Selain itu dilaporkan kekhawairan terhadap
kemampuan resistensi bakteri melawan berbagai antibiotik seperti ampisilin,
amoksilin, ciprofloxacin, chloramphenicol, enrofloxacin, nitrofurantoin,
oksitetrasiklin, trimetoprim-sulfametoksazol, dan novobiosin (Zorrilla et al., 2003;
Labella et al., 2011).
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Patogenisitas bakteri dianggap sebagai salah satu yang paling banyak
dipelajari karena penyebarannya yang luas dan dampak ekonomi negatif pada
ikan liar dan budidaya (Toranzo et al., 2005; Austin & Austin, 2007). Laporan
terdahulu mengungkapkan bahwa penyakit bakterial termasuk paling berpengaruh
dan berkontribusi dalam masalah penyakit dan memiliki dampak besar pada stok
ikan budidaya laut di seluruh dunia (Ben et al., 2006; Snoussi et al., 2008). Lebih
lanjut dijelaskan bahwa bakteri basil gram negatif lebih berbahaya dan umum di
lingkungan berkadar garam tinggi baik pada fasilitas budidaya maupun alam liar
(Abdel-Aziz et al., 2013). Banyak bakteri basil gram negatif menyukai lingkungan
perairan laut atau payau dan menyesuaikan diri dengan baik pada kisaran salinitas
yang luas. Kelompok ini biasanya ditemukan pbaik yang dibudidayakan maupun
di alam liar (Nithya et al., 2007). Berbagai jenis bakteri basil gram negatif telah
diisolasi dari lingkungan perairan dan berperan sebagai agen penyebab infeksi
sistemik pada berbagai hewan air dan manusia (Santiago et al., 2004; Osorio &
Lemos, 2011).

Infeksi bakteri patogen ditengarai dapat memengaruhi beberapa spesies
ikan budidaya termasuk kelompok kerapu dan kakap putih di Asia dan Eropa serta
menyebabkan wabah epizootic. Selain itu, patogen bakterial juga telah dilaporkan
dapat menyebabkan terancamnya kemanan produksi pada sektor budidaya
(Labella et al., 2011). Selanjutnya, bakteri basil berspora umumnya memiliki
ketahanan terhadap panas atau lingkungan ekstrim (Cui et al., 2019). Dilaporkan
banyak bakteri dari genus Bacillus yang menghasilkan enterotoksin seperti Hbl,
Nhe, dan CytK1l. Bacillus juga dikenal dengan kemampuannya menghasilkan
toksin peptida (Bottonee, 2010; Yifang et al., 2020). Dijelaskan bahwa enterotoksin
yang diproduksi oleh bakteri pathogen bersifat tahan panas dan dapat menjadi
racun, sehingga menyebabkan keracunan pada makanan (Gorman et al., 2009).
3. Deteksi Iridoviridae melalui teknik polymerase chain reaction (PCR)

Polymerase chain reaction (PCR) merupakan teknik amplifikasi
(penggandaan) segmen DNA dalam waktu singkat secara in vitro. Dalam bidang
biologi molekuler, PCR adalah metode enzimatis yang bertujuan untuk
memperbanyak urutan nukleotida tertentu secara eksponensial (Yuwono, 2006).
Huang et al. (2022) menyatakan bahwa polymerase chain reaction (PCR)
memainkan peran penting dalam analisis DNA forensik. Hasil penelitian melalui
analisis PCR menggunakan berbagai macam primer menunjukkan bahwa primer

satu dan dua (untuk Lympocystivirus) serta primer tiga dan empat (untuk Iridovirus)
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tidak berhasil mengamplifikasi DNA pada sampel ikan. Hanya primer tiga (untuk
Megalocityvirus) yang berhasil mengamplifikasi DNA, namun hasil sikuensing
menunjukkan bahwa pita DNA yang teramplifikasi menggunakan primer tiga bukan
DNA target. Hal ini diduga karena sampel ikan yang memang tidak terinfeksi oleh
Iridoviridae atau pemilihan primer yang tidak tepat. Preparasi sampel atau
ekstraksi DNA juga dapat menjadi alasan tidak terdeteksinya Iridovirdae,
berdasarkan hasil sikuensing DNA.

Selain itu, tahapan dalam metode PCR perlu dioptimasi khususnya suhu
annealing. Hal ini diperlukan karena sebuah primer membutuhkan kondisi suhu
optimum yang spesifik untuk dapat menempel pada cetakan DNA (Lim et al.,
2019). Optimasi suhu pada tahap annealing merupakan salah satu faktor yang
memengaruhi proses amplifikasi DNA template. Ketika kondisi suhu optimum dan
sesuai maka primer dapat menempel pada DNA template dan bereplikasi dengan
sempurna, sedangkan apabila kondisi suhu tidak optimum maka primer akan
menempel pada sembarang tempat dan mengakibatkan terjadinya replikasi DNA
yang tidak diinginkan (non target), sehingga menyebabkan hasil sikuensing tidak
terbaca sebagai DNA yang diharapkan (Ludyasari, 2016). Oleh karena itu tahap
annealing sangat penting untuk mendapatkan jumlah maksimum DNA yang dapat
menempel dengan sempurna. Lebih lanjut dijelaskan bahwa analisis PCR
dianggap rentan mengalami kegagalan secara teknis terutama pada amplifikasi
nukleotida yang urutannya lebih pendek (<1000 base pair) (Assal & Lin, 2021).
Selain itu, alasan lain yang diduga paling mungkin adalah kehati-hatian dalam
preparasi atau tahap ekstraksi DNA. Kesalahan yang berkaitan dengan volume
larutan dan berbagai reagen yang digunakan dapat memengaruhi sensitivitas
teknik, terutama dalam analisis molekuler (Brichler et al., 2013).

E. Kesimpulan

Penelitian menyimpulkan bahwa ikan Amphiprion terinfeksi oleh
Gyrodactylus sp. hanya pada sirip. Sebaliknya, kakap putih dan kerapu hibrid
terinfeksi oleh Trichodina sp. hanya pada insang. Infestasi ektoparasit pada
Amphiprion dan kerapu hibrid dari Situbondo dan Gondol tergolong sangat parah.
Sebaliknya, ektoparasit pada ikan kakap putih dari Takalar tergolong infeksi parah.
Pola infeksi parasit cenderung lebih tinggi pada ikan berukuran lebih besar.
Identifikasi bakteri menunjukkan terdapat lima jenis bakteri yang menginfeksi
lendir, insang, dan ginjal ikan yakni B. mycoides, B. thuringiensis, B. cereus, B.

hinzii, dan S. paucimobilis. Ditemukan dominansi bakteri basil berspora, yakni
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golongan bakteri yang melimpah di lingkungan akuatik, hidup di berbagai relung,
dan memiliki ketahanan tubuh yang baik. Analisis molekuler mengungkapkan

bahwa ikan yang berasal dari berbagai lokasi budidaya tidak terinfeksi oleh virus
Iridoviridae.
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lll. PREFERENSI PARASIT Trichodina sp. PADA IKAN KAKAP PUTIH
Lates calcarifer

Abstrak

Parasit Trichodina diketahui dapat berkembang biak dengan cepat melalui
pembelahan pada inang dalam kondisi lemah akibat stres dan faktor lingkungan
yang tidak optimal. Selain itu, parasit ini diketahui bertransmisi langsung dalam
waktu singkat, sehingga keberadaanya dianggap sebagai ancaman pada ikan
budidaya. Dilaporkan bahwa ukuran dan umur inang cukup berpengaruh terhadap
transmisi parasit, hingga berdampak pada peningkatan infestasi. Penelitian ini
bertujuan untuk menganalisis preferensi Trichodina berdasarkan ukuran inang dan
distribusi spasial parasit berdasarkan insang. Penelitian dilakukan secara
eksperimental dengan metode pemeliharaan bersama (kohabitasi) antara ikan
sehat dan ikan sakit. Pemilihan ukuran ikan dilakukan berdasarkan ukuran ikan
sehat dan ikan terinfeksi Trichodina sp. yang diperoleh dari Balai Perikanan
Budidaya Kabupaten Takalar. Terdapat tiga perlakuan yakni ikan sehat berukuran
A: 1-2 cm; B: 2-6 cm; dan C: >10 cm, masing-masing empat kali ulangan, yang
dipelihara bersama dengan ikan sakit berukuran 6-10 cm sebagai sumber infeksi.
Eksperimen dilakukan pada bak bervolume +800 Liter yang diberi sekat hingga
membentuk 12 kotak, menggunakan jaring. Parameter tingkat dan pola infeksi
diamati setiap satu kali sepekan selama empat pekan. Analisis data menggunakan
regresi linier untuk mengetahui pengaruh antar variabel. Setelah dikohabitasi
dengan ikan sakit berukuran 6-10 cm, hasil menunjukkan bahwa tingkat infeksi
Trichodina sp. lebih tinggi pada ikan berukuran 2-6 cm (P<0,05), diikuti oleh ikan
berukuran >10 cm. Sebaliknya, pada ikan berukuran 1-2 cm tidak ditemukan
infeksi Trichodina sp. Infeksi Trichodina sp. pada ikan berukuran >10 cm hanya
ditemukan pada pekan ketiga percobaan, sedangkan pada ikan berukuran 2-6 cm
ditemukan setiap pekan dengan peningkatan dari pekan pertama hingga terakhir
percobaan. Tingkat infeksi juga menunjukkan Trichodina sp. pada ikan berukuran
2-6 cm lebih banyak pada insang kiri (P<0,05). Penelitian menyimpulkan bahwa
setelah kohabitasi, Trichodina sp. lebih banyak pada ikan berukuran 2-6 cm
dibandingkan ukuran lainnya (1-2 dan >10 cm). Sementara berdasarkan insang,
Trichodina lebih banyak pada insang kiri.

Kata kunci: insang, preferensi, Trichodina

Abstract

The Trichodina are known to be able to reproduce rapidly through fission in weak
hosts due to stress and environmental factors that are not optimal. In addition, this
parasite is known to transmit directly in a short time, therefore its presence is
considered a threat to cultured fish. This study aimed to analyze the preferences
of Trichodina based on host size and the spatial distribution of parasites based on
gills. The research was conducted experimentally through cohabitation between
healthy fish of various sizes and infected fish. The fish selection was based on the
size of healthy fish and infected fish by Trichodina sp. which collected from the
brackfish aquaculture institute of Takalar Regency. There are three treatments,
namely healthy fish of size A: 1-2 cm; B: 2-6 cm; and C: >10 cm in four replicates
each, which were cohabitated with 6-10 cm infected fish as a source of infection.
The experiment was carried out in a £800 Liter volume tank which was bordered
to form 12 boxes, using a net. Parameters of the level and pattern of infection were
observed once a week for four weeks. Data analysis used linear regression to
determine the effect between variables. After cohabitation with infected fish (6-10
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cm), the results showed the infection rate of Trichodina sp. was higher on fish
measuring 2-6 cm (P<0,05), followed by fish measuring >10 cm. While no infection
on fish measuring 1-2 cm. The infection of Trichodina sp. in fish measuring >10 cm
was only found in the 3rd week of the experiment, while in fish measuring 2-6 cm
was found every week with an increase from the first week to the last week of the
experiment. The infection rate also showed that fish measuring 2-6 cm, Trichodina
sp. was higher on the left gills (P<0,05). The study concluded after cohabitation,
Trichodina sp. was higher in fish measuring 2-6 cm compared to other sizes tested
(1-2 and >10 cm). While based on the gills, Trichodina sp. was higher on the left
gills.

Keyword: gills, preference, Trichodina

A. Pendahuluan

Kakap putih L. calcarifer adalah ikan katadromus yang tersebar luas di
kawasan tropis Indo-Pasifik dan merupakan ikan bernilai ekonomis tinggi (Silvaraj
et al.,, 2021). Lates calcarifer adalah ikan predator besar yang ditemukan di
lingkungan pesisir, muara dan air tawar. Ikan Ini tergolong spesies yang tumbuh
cepat. Menurut Rayes et al. (2013), kakap putih dapat mencapai laju pertumbuhan
harian sebesar 0,51% perhari dengan kelangsungan hidup hingga 86%. Hal ini
menjadikan L. calcarifer menjadi spesies yang populer untuk dibudidayakan
dengan nilai> 65 juta dollar (Tucker et al., 2002; Petersen et al., 2016). Data FAO
tahun 2019 dalam Irmawati et al., 2021 menunjukkan produksi kakap putih pada
lima negara produsen di Asia (Ausralia, Indonesia, Thailand, Malaysia dan Taiwan)
mencapai 90 ribu ton. Kakap putih di Indonesia telah dibudidayakan pada keramba
jaring apung (BPBAP Situbondo, Bali, Ambon, Batam) dan juga telah berhasil
melewati masa uji coba budidaya pada tambak (Anggraini et al., 2019; Asdary et
al., 2019; Zafran et al., 2019; Susilowati, 2020). Budidaya kakap putih di Indonesia
dilaporkan juga telah dilakukan menggunakan sistem resirkulasi raceway (Asdary
etal., 2019).

Di Indonesia, kakap putih merupakan spesies yang memiliki permintaan
pasar yang cukup tinggi baik dalam negeri maupun ekspor ke luar negeri (Irmawati
et al., 2021). Pasar ekspor ikan kakap putih mencakup kawasan Australia, USA,
Eropa dan negara-negara Timur Tengah. Data statistik menunjukkan produksi
perikanan budidaya kakap putih dalam skala nasional mencapai + 10 ribu ton pada
tahun 2018 dan Indonesia menjadi produsen kakap putih terbesar keempat dan
memasok setidaknya 8,2% kebutuhan kakap putih di seluruh dunia (FAO, 2020a).
Permintaan yang cukup tinggi terhadap komoditas ini mengakibatkan terjadinya
eksploitasi, sehingga ketersediaannya di alam semakin menurun. Hal ini

mendorong intensifikasi budidaya kakap putih di seluruh dunia termasuk Indonesia
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(Irmawati et al., 2021). Sebagai akibat dari intensifikasi praktik budidaya, ancaman
besar bagi keberlanjutan industri ini secara ekologi dan ekonomi dapat terjadi
secara global yakni ikan budidaya akan rentan stres sehingga mudah terinfeksi
oleh patogen pada media budidaya. Laporan hasil penelitian telah
mengungkapkan wabah penyakit infeksius pada komoditas kakap putih di
Indonesia (Anggraini et al., 2019; Zafran et al., 2019). Secara global, Silvaraj et al.
(2021) melaporkan wabah penyakit termasuk infeksi parasit dalam pengembangan
budidaya ikan kakap putih L. calcarifer di seluruh dunia.

Trichodina merupakan ektoparasit Protozoa yang sangat umum pada ikan
budidaya dan patogen yang cukup berbahaya, termasuk pada ikan kakap putih.
Transmisi langsung Trichodina dapat menyerang inang dalam waktu singkat,
terutama pada ikan yang hidup dalam kondisi kurang optimal (Lom, 1995).
Ektoparasit Protozoa seperti Trichodina dianggap sebagai ancaman bagi ikan
budidaya karena penyebaran dan transmisinya yang cepat. Trichodina adalah
ektoparasit yang tergolong cukup berbahaya pada ikan budidaya, bahkan Abdel-
Meguid (2001) menyatakan bahwa parasit ini dianggap sebagai salah satu
penyebab utama kematian ikan. Selain itu, umumnya ektoparasit Protozoa dapat
menyebabkan kerusakan parah dan kematian pada ikan juvenil (Hassan, 1999).

Beberapa penelitian telah menunjukkan sensitivitas parasit terhadap ukuran
dan umur inang. Tahap larva ikan dilaporkan adalah yang paling sensitif terhadap
perkembangan penyakit Protozoa (Valladao et al.,, 2014). Sampai saat ini,
Trichodina adalah salah satu parasit Protozoa berbahaya yang dijelaskan bahwa
proliferasinya sangat mungkin didorong oleh hubungan antarfaktor parasit itu
sendiri dan perubahan inang seperti variasi ukuran (Martins et al., 2015). Laporan
lain menjelaskan bahwa immunogen pada tingkatan ukuran dan jenis ikan dapat
menjadi alasan spesifikasi penyebaran mikroorganisme patogen pada ikan
(Mikkelsen et al., 2011). Induksi antigen yang bersifat imunogenik akan direspons
oleh tubuh ikan dengan membentuk antibodi spesifik, sehingga patogen akan
susah bertahan hidup pada tubuh inang yang relatif besar (Haenen et al., 2014).
Selain itu, telah dijelaskan bahwa mikroorganisme yang hidup bersama
memainkan peran yang beragam dan penting dalam biologi ikan, tetapi keragaman
dan interaksinya dengan faktor abiotik dan biotik sebagian besar masih belum
diketahui (Vasemagi et al., 2017).

Namun, Wang et al. (2017) menyatakan bahwa penelitian tentang hubungan

antara inang dan ektoparasit termasuk Trichodina jarang menjadi perhatian utama
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pada ikan. Berdasarkan penelusuran penulis, minimnya kajian pada aspek
tersebut juga terjadi di Indonesia. Sementara interaksi tersebut memiliki peran
penting dalam pengelolaan budidaya ikan. Selain itu, efek negatif dari infeksi
parasit dalam berbagai aspek dan tahap pertumbuhan pada ikan juga tidak bisa
diabaikan (Adel et al., 2016), sehingga pemahaman tentang ukuran dan organ
spesifik ikan yang disukai oleh parasit perlu ditingkatkan. Hal itu dapat membantu
keberhasilan terutama dalam hal teknis budidaya di lapangan. Pengetahuan
tentang preferensi Trichodina sangat penting sebagai informasi dasar guna
menunjang keberhasilan budidaya ikan dalam rangka penanganan dan
pencegahan. Oleh karena itu, penelitian bertujuan untuk menganalisis preferensi

Trichodina sp. terhadap inang yakni ukuran dan organ ikan.
B. Metode Penelitian

Ikan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kakap putih L. calcarifer
yang berasal dari Balai Perikanan Budidaya Air Payau (BPBAP) Kabupaten
Takalar, berdasarkan hasil penelitian pendahuluan (Lihat Bab 2). Kakap putih
berukuran <2 cm hingga >10 cm diangkut menggunakan kantong sampel dalam
box styrofoam ke fasilitas Hatchery FIKP-UNHAS, untuk dilakukan eksperimen
lebih lanjut. Pengamatan parasit dilakukan di Laboratorium Parasit dan Penyakit
Ikan, FIKP-UNHAS.

1. Desain eksperimen (sumber, ukuran, dan aklimatisasi ikan)

Eksperimen preferensi infeksi parasit Trichodina dilakukan berdasarkan
Mizuno et al. (2016) dan Mahardika et al. (2018) dengan beberapa modifikasi.
Terdapat empat kelompok ukuran ikan yang digunakan yakni <2 cm, 2-6 cm, 6-10
cm, dan >10 cm. Ikan berukuran 6-10 cm adalah kelompok ikan sakit (terinfeksi
secara alami oleh Trichodina), sedangkan ukuran <2 cm, 2-6 cm dan >10 cm
merupakan ikan sehat (tidak terinfeksi oleh Trichodina). Eksperimen dilakukan
dengan cara pemeliharaan bersama (kohabitasi) antara ikan sakit dan ikan sehat
berbagai kelompok ukuran selama + empat pekan, dengan aklimatisasi selama
satu pekan agar ikan terbiasa dengan lingkungan baru. Eksperimen dilakukan
pada bak penampungan bervolume 1000 Liter (dengan sistem aerasi) yang diberi
sekat menggunakan jaring, dengan tiga perlakuan masing-masing empat kali
ulangan. Air laut yang digunakan merupakan air laut steril yang berasal dari
BPBAP Takalar. Bagian bawah bak diisi dengan ikan yang terinfeksi oleh
Trichodina sp. berukuran 6-10 cm sebanyak 50 ekor sebagai sumber infeksi.

Bagian atas bak yang terbagi menjadi 12 sekat diisi dengan masing-masing 15
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ekor ikan sehat (tidak terinfeksi Trichodina, dibuktikan dengan pemeriksaan
mikroskopis) per sekat untuk masing-masing ulangan pada setiap kelompok

ukuran (Gambar 16).

4 Y4 )
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Ikan sumber infeksi
(ukuran 6-10 cm)
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Gambar 16. Desain bak eksperimen preferensi infeksi Trichodina sp. Kiri)
Tampak dari atas; Kanan) Tampak dari samping. A) lkan ukuran 1-
2 cm; B) Ukuran 2-6 cm; C) Ukuran >10 cm.

2. Penanganan ikan dan pengamatan ektoparasit

Ikan dari wadah pemeliharaan diletakkan dalam cawan petri, kemudian
dianastesi menggunakan es batu. Pemeriksaan ektoparasit menggunakan metode
preparat ulas (smear method), dengan mengukur panjang total (total length),
ditimbang dan catat. Selanjutnya insang, lendir, dan sirip ikan dikerok (scrapping).
Sampel diletakkan dalam kaca preparat dan ditetesi larutan fisiologis lalu ditutup
menggunakan cover glass. Kemudian diamati di bawah mikroskop. Perhitungan
jumlah parasit dilakukan setiap satu kali dalam sepekan selama empat pekan pada
masing-masing lima sampel ikan untuk setiap ulangan.
3. Pengukuran kualitas air

Parameter kualitas air diukur satu kali per pekan selama empat pekan.
Parameter yang diukur yakni suhu menggunakan termometer, pH menggunakan
pH-meter, oksigen terlarut menggunakan DO-meter, dan amoniak menggunakan
Tetra Ammonia Test Kit.
4.  Analisis data

Parameter yang diamati meliputi tingkat infeksi (prevalensi dan intensitas)
parasit, preferensi organ dan ukuran ikan serta pola infeksi dan parameter kualitas
air. Data yang diperoleh diuji secara statistik menggunakan analisis regresi linier
untuk mengetahui pengaruh ukuran ikan dan preferensi insang terhadap tingkat
infeksi Trichodina sp. Prevalensi dan intensitas parasit ditentukan menggunakan

persamaan sebagai berikut (Bush et al., 1997):

Prevalensi P = %x 100%
Intensitas = %
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:K:&

Kelimpahan =

Keterangan: P= Prevalensi (%); |I= Intensitas (parasit/ikan); K= Kelimpahan
(parasit/ikan); N = Jumlah ikan yang terinfeksi (ekor); n= Jumlah ikan yang diamati

(ekor); >Pr = Jumlah parasit (spesimen).

C. Hasil

Hasil pengamatan preferensi menunjukkan kelompok ukuran 2-6 cm
merupakan yang paling terinfeksi setelah dikohabitasi dengan ikan yang terinfeksi
oleh Trichodina. Tingkat infeksi Trichodina mengalami peningkatan dari pekan
pertama hingga pekan keempat percobaan. Sebaliknya, ukuran 1-2 cm tidak
ditemukan ikan yang terinfeksi oleh parasit. Sementara ikan ukuran >10 cm hanya
terinfeksi parasit pada pekan ketiga percobaan. Tingkat infeksi Trichodina sp. pada
kakap putih berbagai ukuran yang dikohabitasi dengan ikan yang terinfeksi
ditunjukkan pada Tabel 13. Sebaliknya, prevalensi dan intensitas Trichodina sp.
pada kakap putih setelah dikohabitasi, berdasarkan insang setiap pekan disajikan
pada Gambar 17 dan 18.
Tabel 13. Tingkat infeksi Trichodina sp. pada kakap putih Lates calcarifer

berbagai ukuran setelah dikohabitasi dengan ukuran yang terinfeksi (6-
10 cm), setiap pekan.

Pekan
PL | Il 1" v
P (%) Intensitas P (%) Intensitas P (%) Intensitas P (%) Intensitas
A 0 0 0 0 0 0 0 0
B 30 3,6 80 55 80 55 100 9,45
C 0 0 0 0 15 2 0 0

Keterangan: PL= Perlakuan; A= 1-2 cm; B=2-6 cm; C= >10 cm; P= Prevalensi.

Secara umum, tingkat infeksi Trichodina (Gambar 17 dan 18) lebih tinggi
pada insang kiri. Hal tersebut berlaku baik berdasarkan prevalensi maupun
intensitas. Prevalensi Trichodina sp. paling tinggi ditemukan pada insang kiri ikan
ukuran 2-6 cm, pekan keempat (95%). Intensitas tertinggi ditemukan pada insang
kiri ikan ukuran 2-6 cm, pekan ketiga (7,2). Hasil mengungkapkan bahwa tidak ada
infeksi Trichodina pada ikan ukuran 1-2 cm, sedangkan pada ikan ukuran >10 cm

ditemukan infeksi Trichodina sp. hanya pada pekan ketiga percobaan.
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Gambar 17. Prevalensi Trichodina sp. berdasarkan posisi insang kakap putih
Lates calcarifer berbagai ukuran (B: 2-6 cm; C: >10 cm), setelah
dikohabitasi dengan ikan yang terinfeksi (6-10 cm).
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Gambar 18. Intensitas Trichodina sp. berdasarkan posisi insang kakap putih
Lates calcarifer berbagai ukuran (B: 2-6 cm; C: >10 cm), setelah
dikohabitasi dengan ikan yang terinfeksi (6-10 cm).

Tingkat infeksi parasit pada ikan ukuran 2-6 cm menunjukkan
kecenderungan peningkatan pada setiap pekan percobaan. Hal itu terlihat pada
pola nilai prevalensi maupun intensitas parasit (P<0,05; Lampiran 10 dan 11).
Selain itu, kecenderungan peningkatan infestasi Trichodina sp. juga ditemukan
pada tingkat infeksi berdasarkan posisi insang yang menunjukkan bahwa insang
kiri adalah yang paling banyak terinfeksi. Hasil pengukuran parameter kualitas air
menunjukkan rentang rata-rata salinitas 34,33-35 ppt, suhu 32,33-33,58°C, pH
7,13-7,42, DO 6,91-7,38 ppm, dan amoniak 0,02-0,03 ppm (Tabel 14).
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Tabel 14. Rata-rata parameter kualitas air selama eksperimen preferensi
Trichodina sp.

. . Perlakuan
Parameter kualitas air
A B C D

Salinitas (ppt) 35,00 34,50 34,42 34,33
Suhu (°C) 33,00 32,83 32,33 33,58
pH 7,38 7,13 7,42 7,29
DO (ppm) 6,91 7,13 7,38 7,13
Amoniak (Nh3) (ppm) 0,02 0,02 0,02 0,03

D. Pembahasan

Parasit Protozoa dari genus Trichodina adalah salah satu parasit yang umum
pada ikan di seluruh dunia (Dar et al., 2016). Dalam kondisi lingkungan yang buruk,
populasi parasit ini meningkat dengan cepat dan dapat menyebabkan kerusakan
epitel dengan invasi sekunder berikutnya oleh bakteri dan jamur. Menurut Tang et
al. (2017), hingga saat ini terdapat lebih dari 400 spesies Trichodina telah
diidentifikasi di seluruh dunia, terutama dilaporkan menginfeksi dari ikan. Banyak
Protozoa adalah patogen serius dan merupakan hama utama dalam budidaya air
tawar atau laut. Trichodina biasanya terdapat pada insang dan kulit ikan air tawar
dan laut. Infestasi parasit akan sangat tergantung pada sejumlah faktor di
lingkungan eksternal dan cara hidup inangnya. Parasit mengatur hubungan timbal
balik mereka dengan lingkungan eksternal melalui media inang. Selanjutnya timbul
ketergantungan luar biasa mereka pada berbagai aspek ekologi dan biologi
inangnya. Ukuran dan umur ikan merupakan salah satu faktor penting yang
memengaruhi tingkat infeksi (Su, 1993).

Secara umum, hasil penelitian tentang preferensi Trichodina sp.
menunjukkan pengaruh ukuran dan organ inang terhadap tingkat infeksi dan
mengalami peningkatan infeksi hingga pekan terakhir percobaan. Pada ikan
ukuran 2-6 cm, prevalensi Trichodina menunjukkan peningkatan dari pekan
pertama hingga pekan terakhir percobaan (Gambar 17). Intensitas parasit
Trichodina mengalami peningkatan dari pekan pertama hingga pekan ke ketiga,
dan pekan terakhir percobaan mengalami penurunan (Gambar 18). Dijelaskan
bahwa kerentanan ikan budidaya terhadap infeksi patogen terkadang
berhubungan dengan ukuran, umur inang, dan lama pemaparan (Haenen et al.,
2014; Yanong, 2016). Ikan pada ukuran yang lebih kecil dan benih juga dilaporkan

sangat rentan terhadap parasitisme Trichodina sp. (Lom, 1995). Pada larva ikan,
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Trichodina bisa menjadi lebih tinggi selain juga faktor pakan dan kualitas air
(Rokhmani, 2009).

Selain itu, infestasi Trichodina ditemukan lebih banyak khususnya pada
insang kiri (Gambar 17 dan 18). Parasit insang seperti Trichodina merupakan
parasit yang memiliki inang yang sangat umum di lingkungan akuatik. Rohde
(1994) menyatakan bahwa parasit dengan kelimpahan inang yang tinggi akan
lebih menyukai ruang relung yang tersedia di insang, sehingga berpengaruh
terhadap distribusi mikrohabitat. Sebaliknya, parasit dengan kelimpahan inang
yang rendah akan menghindari relung insang untuk meminimalisir kompetisi.
Laporan lain mengungkapkan bahwa sebaran parasit pada area insang ikan juga
sangat dipengaruhi oleh aliran air, yakni sisi yang dilewati air secara maksimal
lebih disukai oleh parasit (Adou et al., 2017; Blahoua et al., 2019). Wootten (1974)
menemukan infeksi ektoparasit yang lebih tinggi untuk insang kiri pada ikan
Atherinosoma  microstoma dan Leptatherina  presbyteroides. Peneliti
mendeskripsikan bahwa mungkin ada beberapa perbedaan morfologi atau fisiologi
antara kedua sisi ikan, atau beberapa model perilaku ikan yang mungkin
menguntungkan parasit untuk mencapai insang Kiri.

Hingga saat ini, riset tentang komparasi infestasi parasit antarinsang masih
sangat langka, khususnya tentang parasit Protozoa. Beberapa laporan terdahulu
memberi gambaran bahwa sisi insang yang banyak terinfeksi parasit sangat
mungkin karena lengkung dan luas permukaan yang lebih besar serta daerah arus
pernapasan dengan volume yang besar (Wootten, 1974; Paling, 1968). Hal ini
didukung oleh teori bahwa tingkat infeksi parasit pada organ tertentu pada ikan
dipengaruhi secara langsung pola aliran air pembawa oksigen di insang (Hughes
& Morgan, 1973; Lu et al., 2018). Berkenaan dengan dampak infeksi, parasit
Trichodina dapat menyebabkan sekresi lendir yang berlebihan, kerusakan epitel
dan borok yang memungkinkan masuknya bakteri oportunistik. Hal tersebut pada
akhirnya dapat menyebabkan borok dan kematian pada ikan dewasa dan benih
(Khan, 1991; Urawa & Arthur, 1991).

Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa ukuran ikan maupun
kombinasinya dengan posisi insang berpengaruh terhadap tingkat infeksi
Trichodina sp. Pengaruh tersebut dapat dikaitkan dengan perbedaan lokasi
pengambilan sampel, status kekebalan ikan dan ketahanan terhadap penyakit
terutama untuk benih dan juvenil, yang merupakan tahap paling kritis dalam

produksi ikan budidaya laut (Grisez et al., 1997). Hasil studi ini menunjukkan
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ukuran ikan >10 cm memiliki infestasi parasit yang rendah dibandingan ukuran 2-
6 cm (Tabel 13). Studi tentang efek parasitisme menurut tahap kehidupan inang
masih tergolong langka, meskipun terdapat laporan yang telah mengungkapkan
bahwa tempat penetasan dapat sangat berpengaruh. Parasitisme secara langsung
memengaruhi larva atau ikan berukuran kecil, karena mekanisme pertahanan
utamanya belum berkembang dengan sempurna seperti sisik yang tampaknya
menjadi penghalang utama bagi infeksi parasit (Tavares-Dias et al., 2008). Selain
ukuran ikan, variasi infestasi ektoparasit juga dapat disebabkan oleh beberapa
faktor perubahan lingkungan, musim, asal, dan pertahanan biologis ikan (Mizuno
et al.,, 2016). Partikel yang tersusun dari bahan anorganik, organik, dan/atau
biologis yang terdapat di lingkungan budidaya secara alami dapat memengaruhi
kesehatan ikan melalui interaksi kimia, mekanik dan biologis (Lu et al., 2018).

Kemampuan parasit untuk menyerang ikan umumnya menurun seiring
dengan bertambahnya umur dan ukuran inang. Penjelasan untuk hubungan positif
antara infeksi parasite dan usia serta ukuran ikan adalah kebiasaan makan intensif
ikan dewasa selama tahap pertumbuhan. Oleh karena itu semakin besar ukuran
dan semakin tua ikan, semakin kecil serangan ektoparasit karena sistem
ketahanan ikan yang lebih baik (Rustikawati et al., 2004). Ini mungkin hasil dari
respon imun yang meningkat pada ikan dengan ukuran yang lebih besar (Stubbs,
1985). Dalam analisis hubungan antara infeksi parasit dan umur ikan, beberapa
faktor telah dipertimbangkan terhadap kaitannya dengan variasi infeksi parasit
(Rokhmani et al., 2017). Ini termasuk perubahan komposisi dan kuantitas
makanan inang seiring bertambahnya usia. Hal itu Dberkaitan dengan
pengembangan kekebalan tubuh yang diperoleh seiring bertambahnya usia.
Akumulasi umur ikan juga berpengaruh pada migrasinya sebagai salah satu faktor
yang berpengaruh dalam hal infestasi parasit (Arthur et al., 1982).

Madsen et al. (2000) melaporkan bahwa tingkat infeksi parasit Cliata
termasuk Trichodina secara signifikan berkorelasi positif baik dengan berat dan
panjang ikan. Dalam beberapa kasus, parasit Protozoa menurun dengan usia dan
ukuran ikan. Meskipun infestasi bisa tinggi pada ukuran di atas larva, juvenil atau
ikan dewasa memiliki sisik yang lebih berkembang dan kulit yang lebih keras,
sehingga intensitas dan lesi bisa berkurang di tubuh mereka. Perubahan ini
diamati pada frekuensi rendah dan selalu dikaitkan dengan daerah baik tanpa sisik
atau dengan sedikit sisik, berbeda dengan situasi yang diamati pada larva yang

terinfeksi di seluruh kulitnya (Su, 1993). Namun, ikan yang lebih besar juga
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memiliki kemungkinan terinfestasi lebih banyak oleh parasit. Ikan yang lebih besar
dan lebih tua memakan jumlah dan variasi makanan yang besar dibandingkan
dengan yang kecil. Hal ini akan kemungkinan membawa lebih banyak parasit ke
dalam ikan karena invertebrata yang menyusun makanan ikan dapat berperan
dalam pelekatan spora atau telur parasit (Khan et al., 1986) atau bertindak sebagai
inang perantara parasit (EI-Matbouli & Hoffmann, 1989).

Penjelasan lain menerangkan bahwa preferensi parasit pada ikan juga
bergantung pada adaptasi fisiologi yang dilakukan oleh parasit itu sendiri.
Beberapa cara adaptasi seperti adaptasi indera penglihatan dan pernapasan
dianggap mampu meningkatkan pertahanan parasit pada tubuh inang (Hardi,
2015). Ikan muda dianggap mungkin kurang tahan terhadap infeksi penyakit
karena sistem kekebalan yang belum berkembang. Sebaliknya, ikan berukuran
lebih besar yang dibudidayakan dalam kepadatan tinggi pada akhirnya akan stres
dan selanjutnya rentan terhadap penyakit (Firdaus-Nawi et al., 2013; Zamri-Saad
et al., 2014). Riset terdahulu menjelaskan bahwa parasit menggunakan
kemosreseptor yang dipancarkan oleh inang untuk mencapai inang. Parasit
biasanya menggunakan CO; sebagai produk sampingan respirasi, dalam
kombinasi dengan bahan kimia spesifik yang dimiliki oleh inang (Chaisson &
Hallem, 2012).

Banyak ektoparasit bergantung pada isyarat kemosensorik untuk
menemukan inang dan pasangan, memilih situs oviposisi, dan menemukan
sumber makanan (Carey & Carlson, 2011). Lebih lanjut dijelaskan bahwa parasit
menggunakan kemosensorik yang berperan dalam bantuan untuk mencari makan
dan cara menemukan inang dan akan aktif saat parasit hidup bebas.
Kemosensorik menjadi regulator penting terutama berkaitan dengan spesifikasi
inang (Langeland et al., 2021). Dalam membangun infeksi, parasit dalam inang
harus terlebih dahulu menemukan inangnya dan melakukan penetrasi ke
inangnya. Studi terperinci tentang pencarian inang oleh ektoparasit menunjukkan
adanya isyarat tertentu sebelum mencapai inang. Parasit Protozoa dapat bertahan
cukup lama sambil menunggu untuk menemukan inang yang benar. Setelah
menemukan inang yang benar, ektoparasit akan menembus jaringan epitel dan
memulai proses parasitisme (Hallem et al., 2007; Hallem et al., 2011). Selain itu,
preferensi parasit terhadap inang juga bisa dipengaruhi oleh faktor imunogenik

inang selama tahap hidupnya. Willem et al. (1997) mengemukakan bahwa infeksi
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parasit mampu mereduksi aktifitas imunogenik pada inang, sehingga menjadi lebih
rentan terhadap berbagai serangan mikroorganisme patogen termasuk parasit.
E. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian maka disimpulkan bahwa setelah dikohabitasi
dengan ikan sakit berukuran 6-10 cm, ikan berukuran 2-6 cm merupakan kelompok
yang paling banyak terinfeksi dibandingkan ukuran 1-2 cm dan >10 cm. Hal ini erat
kaitannya dengan ukuran dan imunitas ikan, yakni ukuran >10 cm diduga memiliki
sistem pertahanan dan imunitas yang lebih baik daripada ikan dengan ukuran yang
lebih kecil. Selain itu, insang kiri merupakan organ yang paling banyak terinfeksi

oleh Trichodina.
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V. TRICHODINIASIS DAN BAKTERI YANG BERASOSIASI PADA
KAKAP PUTIH Lates calcarifer

Abstrak

Bakteri merupakan salah satu agen penyakit yang sering menyerang komoditas
budidaya termasuk kakap putih L. calcarifer. Penyakit yang disebabkan oleh
infeksi bakteri atau koinfeksi dengan parasit diketahui menyebabkan masalah
kesehatan yang parah pada industri akuakultur. ldentifikasi patogen dan
pemahaman tentang kemungkinan interaksi antarpatogen memainkan peran
penting untuk pencegahan penularan dan akurasi terapi penyakit ikan. Penelitian
ini bertujuan untuk mengidentifikasi bakteri pada L. calcarifer yang dibudidayakan
dan menganalisis hubungannya dengan tingkat infeksi Trichodina dan ukuran ikan.
Sampel diambil dari Balai Budidaya ikan Kabupaten Takalar, Sulawesi Selatan dan
diangkut menggunakan wadah plastik steril berisi air laut yang memiliki aerasi,
kemudian dianalisis di Laboratorium Parasit dan Penyakit lkan, Universitas
Hasanuddin, Makassar. Bakteri diisolasi dari insang dan lendir berdasarkan kriteria
tingkat infeksi parasit pada spesimen ikan. Media marine agar (MA) digunakan
untuk menumbuhkan bakteri dan diinkubasi pada suhu 32°C selama 24-48 jam.
Koloni bakteri dimurnikan pada media agar darah (BAM), kemudian dilakukan
karakterisasi morfologi dan pewarnaan gram. Karakterisasi biokimia dari isolat
terpilih dilakukan dengan menggunakan instrumen Vitek-2 compact system.
Penelitian ini menunjukkan bahwa delapan spesies bakteri yang teridentifikasi dari
lendir dan insang ikan yang terinfeksi Trichodina, tergolong bakteri basil berspora.
Variasi tingkat infeksi parasit berpengaruh terhadap jumlah bakteri (P<0,05).
Temuan kami juga menunjukkan kecenderungan peningkatan jumlah bakteri dan
parasit dengan peningkatan ukuran inang (P<0,05). Hasil penelitian juga
menunjukkan adanya hubungan infeksi bakteri dengan tingkat infeksi Trichodina
pada kakap putih dan menegaskan bahwa peningkatan infeksi parasit
menyebabkan peningkatan kepadatan bakteri.

Kata kunci: budidaya laut, penyakit ikan, Trichodina, Vitek-2.

Abstract

Bacteria is one of the disease agents that frequently attack aquaculture
commodities including barramundi (Lates calcarifer) in aquaculture facilities.
Diseases caused by bacterial infection or co-infection with parasites are known to
cause severe health problems in aquaculture industry. Identification of pathogens
and understanding of the possible interaction between pathogens plays an
important role for the prevention of transmission and for the fish disease
therapeutic accuracy. The study aimed to identify bacteria in cultured L. calcarifer
and to analyze their relationship with Trichodina infection rate and fish size. The
samples were collected from the Takalar fish farm, South Sulawesi, and
transported using sterile plastic containers filled with seawater and having an
aeration, then analyzed at the Fish Parasites and Diseases Laboratory,
Hasanuddin University, Makassar. Bacteria were isolated from gills and mucus
based on the criteria of the parasitic infection rate in the fish specimens. The
marine agar media used to grow bacteria was incubated at 32°C for 24-48 hours.
The bacterial colonies were purified on blood agar media, then a morphological
characterization and a gram staining were performed. The biochemical
characterization of the selected isolate was performed using the rapid identification
of microorganisms by a Vitek-2 compact system. This study shows that all of the 8
species of identified bacteria from the mucus and gills of infected fish belong to the
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Bacillus genus. The variance of the parasites’ infection rate shows an impact on
the number of bacteria (P<0,05). Our finding also demonstrated a tendency to
increase in bacteria and parasite numbers with the increase of the host size
(P<0,05). The results show the relation of the bacterial infection with Trichodina in
sea bass and confirmed that an increase of the parasite infection rate caused the
increase of bacterial density.

Keyword: fish disease, marine aquaculture, Trichodina, Vitek-2.

A. Pendahuluan

Kakap putih L. calcarifer merupakan salah satu komoditas ekonomi penting
di sektor budidaya laut (Toranzo et al., 2005). Lates calcarifer yang juga dikenal
sebagai barramundi, adalah salah satu spesies ikan laut komersial terpenting di
negara-negara Asia Tenggara termasuk Malaysia, Thailand, Vietnam, Indonesia,
dan Filipina (FAO, 2020b). Lates calcarifer banyak dibudidayakan di Indonesia,
karena selain memiliki nilai pasar yang tinggi, kisaran toleransi fisiologis yang luas,
fekunditas yang tinggi, juga pertumbuhan yang relatif cepat (Hidayat et al., 2014;
Petersen et al., 2016). Produksi kakap putih di Indonesia umumnya berasal dari
daerah Kepulauan Riau, Bali, Jawa Timur, Aceh, dan Sumetra Utara (Irmawati et
al., 2020) dan dibudidayakan pada keramba jaring apung (KJA) di beberapa balai
perikanan budidaya seperti BPBAP Situbondo, Bali, Ambon, dan Batam (Anggraini
etal., 2019; Asdary et al., 2019; Zafran et al., 2019; Susilowati, 2020). Kakap putih
juga dilaporkan telah berhasil dibudidaya pada tambak di BPBAP Jepara (Dirjen
Perikanan Budidaya, 2020). Budidaya kakap putih di Indonesia dilaporkan juga
telah dilakukan menggunakan sistem resirkulasi raceway (Asdary et al., 2019).
Data FAO Tahun 2019 menunjukkan produksi kakap putih secara global mecapai
>80 ribu metrik ton, dan Indonesia memasok lebih dari 8% kebutuhan kakap putih
dunia (Irmawati et al., 2021).

Permintaan ikan yang cukup tinggi mendorong intensifikasi budidaya kakap
putih (Irmawati et al., 2021), sehingga menimbulkan masalah seperti peningkatan
eksposur terhadap berbagai macam penyakit, terutama karena faktor stres. Hal
tersebut merupakan ancaman nyata bagi keberlanjutan industri budidaya kakap
putih baik secara ekologi maupun ekonomi (Senapin et al., 2019). Terdapat
banyak faktor yang dapat menyebabkan penyakit ikan, yakni kondisi lingkungan
yang tidak mendukung, kualitas pakan yang buruk atau indukan yang tidak
memadai. Selain penggunaan teknik budidaya yang tidak tepat, kontaminasi dari
alat budidaya dan pekerja juga dapat menyebabkan penularan penyakit yang

cepat (Chatterjee & Haldar 2012). Infeksi parasit Ciliata merupakan penyakit yang
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sering terjadi di lingkungan budidaya ikan. Parasit bersilia seperti Trichodina sering
ditemukan menginfeksi ikan budidaya di dunia, baik di lingkungan air tawar
maupun air laut. Umumnya Trichodina merupakan ektoparasit yang menyerang
insang atau permukaan tubuh ikan (Kotob et al., 2016). Infeksi ini dianggap cukup
berbahaya karena dapat menyebabkan infeksi sekunder lainnya seperti bakteri
dan virus. Hal ini bisa menadi stimulus mortalitas yang signifikan pada ikan
budidaya (Xu et al., 2015). Di Indonesia, infeksi Trichodina sp. pada kakap putih
telah banyak dilaporkan (Ruckert et al., 2008).

Dalam lingkungan perairan, bakteri adalah agen patogen yang sering terjadi
dan muncul bersama dengan patogen lain termasuk parasit. Penyakit bakteri
diketahui menyebabkan beberapa masalah, seringkali mematikan pada ikan
karena kerusakan permukaan tubuh, kehilangan nafsu makan, pendarahan, dan
pembengkakan pada organ tertentu seperti insang, ginjal dan limpa. Hal ini dapat
meningkatkan kematian ikan dan menurunkan produksi industri perikanan
budidaya (Ashari et al., 2014). Telah dilaporkan bahwa L. calcarifer telah
mengalami penurunan kesehatan yang signifikan dalam dekade terakhir karena
wabah bakteri (Toranzo et al., 2005; Fauzy et al., 2014).

Infeksi bakteri juga dilaporkan sangat mungkin untuk berinteraksi dengan
patogen lain (parasit dan virus) di lingkungan budidaya ikan. Bahkan interaksi
tersebut meningkatkan keberadaan berbagai penyakit mematikan pada organisme
budidaya (Kotob et al., 2016). Bowden et al. (2007) menyatakan bahwa parasit
Ciliata menyebabkan kerusakan epitel insang ikan dan menyebabkan infeksi
bakteri sekunder. Mikroorganisme merupakan bagian dari komunitas ekologi, oleh
karena itu dianggap memiliki hubungan yang kompleks antarjenis maupun
golongan yang berbeda. Metabolit dari satu mikroba mungkin memfasilitasi nutrisi
bagi yang lain sehingga menghasilkan mutualisme. Dalam kondisi ekstrim,
organisme lain mungkin lebih memperoleh keuntungkan, yang mengarah pada
pertumbuhan dan reproduksi yang cepat, akhirnya menjadi spesies yang dominan
di lingkungan (Mekuto et al., 2018). Namun, interaksi antara infeksi parasit dan
keberadaan bakteri pada inang ikan dan kemungkinan dampaknya terhadap
wabah penyakit masih kurang dipahami (Colquhoun & Duodun, 2011; Soto et al.,
2012).

Sampai saat ini, informasi mengenai hubungan patogenisitas antara infeksi
bakteri dan parasit Trichodina, khususnya pada budidaya L. calcarifer di Indonesia

masih terbatas. Oleh karena itu penelitian ini berhipotesis bahwa infeksi Trichodina
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dapat meningkatkan kerentanan L. calcarifer terhadap bakteri patogen. Penelitian
ini bertujuan untuk mengidentifikasi bakteri pada budidaya L. calcarifer dan
menganalisis potensi interaksi antara parasit dan bakteri yang menginfeksi L.
calcarifer.

B. Metode Penelitian

1. Sampel ikan dan desain penelitian

Ikan kakap putih L. calcarifer yang digunakan dalam penelitian ini merupakan
hasil budidaya pada Balai Perikanan Budidaya Air Payau (BPBAP) Kabupaten
Takalar. Sebanyak 30 ekor L. calcarifer berbagai ukuran (2-10 cm) yang terinfeksi
oleh Trichodina (dibuktikan dengan pengamatan mikroskopis) diangkut dari
BPBAP Takalar ke Laboratorium Parasit dan Penyakit Ikan, FIKP-UNHAS
menggunakan kantong sampel berisi air laut dengan sistem aerasi dalam box
stryofoam. Selanjutnya dilakukan pengamatan parasit Trichodina pada ikan untuk
kemudian dikategorisasi sendiri menjadi tiga kelompok infeksi yakni infeksi ringan
(light), sedang (moderate), dan berat (heavy) berdasarkan infestasi parasit yang
diperoleh, yakni tingkat infeksi parasit 0-5 dikategorikan infeksi rendah; 12-15
infeksi sedang; dan >80 infeksi berat. Pada masing-masing ikan dengan tingkat
infeksi parasit dan ukuran yang berbeda, dilakukan analisis bakteri yakni
perhitungan jumlah koloni dan identifikasi jenis. Hasil pengamatan dianalisis
statistik untuk menentukan hubungan antar parameter.

2. Penanganan sampel ikan dan pengamatan Trichodina sp.

Stok ikan diambil dari wadah pemeliharaan dan diletakkan dalam cawan
petri, kemudian dibius (anastesi) menggunakan es batu. Pemeriksaan Trichodina
dilakukan menggunakan metode preparat ulas pada permukaan tubuh, sirip dan
insang ikan. Tahapan pemeriksaan meliputi pengerokan (scrapping) pada masing-
masing organ, kemudian sampel ditempatkan pada slide glass, menetesi larutan
fisiologis lalu diratakan, dan amati di bawah mikroskop.

3. Isolasi bakteri

Bakteri diisolasi dari sampel lendir dan insang kakap putih menggunakan
media TSA dengan teknik pegulasan. Sampel lendir dan insang diencerkan (3 kali
pengenceran bertingkat) menggunakan larutan fisologis NaCl 0.9%. Sampel dipilih
dan dikategorisasi sendiri menjadi tiga kelompok berdasarkan tingkat infeksi
parasit yang ditemukan. Pengenceran dilakukan dengan menyiapkan tiga tabung
eppendorf masing-masing berisi 1,5 mL NacCl fisiologis 0,9%, lalu sampel lendir

dan insang dimasukkan ke dalam masing-masing tabung pertama dan
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dihomogenkan menggunakan vortex (pengenceran pertama). Kemudian 100 uL
sampel diambil dari tabung pertama menggunakan mikropipet dan masukkan ke
dalam tabung kedua (pengenceran kedua). Prosedur tersebut diulangi hingga
tabung ketiga (pengenceran ketiga). Isolasi dilakukan dengan mengambil sampel
pada pengenceran kedua (10?) dan ketiga (10%) menggunakan mikropipet
sebanyak 100 pL, lalu memasukkannya ke dalam cawan berisi media agar (TSA)
dan diulas menggunakan batang L hingga rata. Selanjutnya cawan diinkubasi
pada suhu 32°C selama 24-48 jam.
4, Karakterisasi morfologi koloni, sel dan sifat kimiawi bakteri

Koloni bakteri yang tumbuh pada media agar plate dihitung kepadatannya
dan koloni dipilih berdasarkan dominansi karakter morfologi (Lihat Bab 2) untuk
dimurnikan. Pemurnian bakteri dilakukan pada media agar darah (BAM)
menggunakan metode gores untuk identifikasi lebih lanjut. Koloni bakteri yang
telah murni diidentifikasi melalui Teknik pewarnaan gram dan uji biokimia
menggunakan Rapid Identification of Microorganism by Vitek-2 compact system
(Lihat Bab 2).
5. Perhitungan bakteri

Perhitungan koloni bakteri dilakukan menggunakan metode standar plate
count (SPC) dengan menandai koloni bakteri menggunakan spidol agar tidak
terjadi pengulangan hitungan. Jumlah koloni dtentukan menggunakan persamaan

sebagai berikut (Fardiaz, 1993):
1

X x10
faktor pengenceran

Cfu/mL = Jumlah koloni/cawan

6. Analisis data

Parameter yang diamati meliputi infestasi parasit, total koloni, dan jenis
bakteri. Intensitas parasit dianalisis berdasarkan tiga kelompok ukuran ikan yakni
1= 1-3,5 cm; 2= 3,6-7,0 cm; dan 3= 7,1-9,5 cm. Sebaliknya, jumlah bakteri
dianalisis berdasarkan lima kelompok ukuran ikan (Tabel 15) dan infestasi parasit.
Data diuji secara statistik menggunakan analisis ragam (one-way Anova atau
Kruskal-Wallis) pada taraf kepercayaan 95%. Analisis statistik dilakukan

menggunakan aplikasi SPSS versi 25.

C. Hasil
Hasil pengamatan morfologi koloni bakteri (Tabel 16) menunjukkan terdapat
dominansi bentuk koloni bulat utuh (circular) dengan warna putih dan kuning.

Secara umum ukuran koloni bakteri yakni besar (large) dengan elevasi rata (flat).
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Hasil uji biokimia bakteri (Tabel 17) mengonfirmasi bahwa terdapat delapan

spesies bakteri (Tabel 18) yang ditemukan pada insang dan lendir kakap putih L.

calcarifer. Penampakan isolat bakteri pada media TSA disajikan pada Gambar 19

dan 20, sedangkan isolat murni bakteri pada media agar darah ditunjukkan pada
Gambar 21.

Tabel 15. Kepadatan bakteri berdasarkan infestasi Trichodina sp. dan ukuran
kakap putih Lates calcarifer.

Panjang

Jumlah

Kode ikan parasit Faktor Sampel Total (Cfu/mL)
sampel (cm) (Spesimen)pengenceran Insang Lendir Insang Lendir
11 9,5 82 1072 235 241 2,35x10° 2,41x10°
1.2 9,5 82 103 93 95 9,30x10° 9,50x10°
21 8,5 15 102 243 232 2,43x10° 2,32x10°
2.2 8,5 15 103 20 16 - -
3.1 71 12 102 110 229 1,1x10° 2,29x10°
3.3 7,1 12 103 24 12 - -
4.1 6,5 5 1072 201 244 2,0x10° 2,44x10°
4.2 6,5 5 103 46 18 4,6x10° -
5.1 2,8 0 102 13 20 - -
5.2 2,8 0 103 6 18 - -

Keterangan: (-) Jumlah bateri tidak memenuhi syarat perhitungan SPC (30-300 koloni).

Tabel 16. Morfologi koloni bakteri pada insang dan lendir ikan kakap putih Lates

calcarifer.

Kode isolat Warna Bentuk Pinggiran Elevasi Permukaan Ukuran
Insang (1.2W) Putih Bulat Utuh Convex Halus Besar
Insang (2.1Y) Kuning Bulat Utuh Flat Halus Besar
Insang (2.2W) Putih Bulat Bergerigi Raised Kasar Besar
Insang (2.2Y) Kuning Bulat Utuh Flat Halus Besar
Insang (3.2W) Putih Bulat Bergelombang  Flat Halus Besar
Insang (3.2Y) Kuning Bulat Tidak beraturan Flat Halus Besar
Insang (4.1W) Putih Bulat Bergerigi Flat Halus Besar
Insang (4.1Y) Kuning Bulat Utuh Flat Halus Kecil
Lendir (1Y) Kuning Bulat Bergerigi Flat Halus Kecil
Lendir (2.1Y) Kuning Bulat Utuh Flat Halus Kecil
Lendir (3.1W) Putih Bulat Utuh Flat Halus Kecil
Lendir (3.1Y) Kuning Bulat Utuh Flat Halus Kecil
Lendir (4.1W) Putih Bulat Utuh Raised Kasar Besar
Lendir (4.1Y) Kuning Bulat Utuh Flat Halus Kecil
Lendir (5.2W) Putih Bulat Utuh Flat Kasar Besar

Keterangan: Y= Yellow; W= White.
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Tabel 4. Hasil uji biokimia bakteri menggunakan instrumen Vitek-2 compact.

Jenis Uji Kode isolat bakteri GN Jenis Uji Kode isolat bakteri GP
Gl.2W G2.1Y M1lY M2.1Y M4.1W M5.2W G2.2W G3.2W G3.2Y G4.1W
APPA 1ARL -/- -/- -/- -/- -/- --  BXUL LeuA -/- -[+ -+ -I+
H2S  Dglu -/+ -[+ +/+ -+ -/+ -/[+ BGAL AlaA -[- I+ [+ -/-
BGLU dMNE  -/+ -1+ +/+ +- -+ -+ APPA  GLYG -+ -I- +- -/+
ProA TyrA +/- +/+ -/- -/- +/+ -- ELLM MTE -I+ +/- +/- +/+
SAC CIT +/- -1+ +/- +- -+ -I- dMNE PLE -I- -I- -I- -/-
ILATK NAGA -/- +/- -/- -/- +/- -- BMAN AGLU -/(+) -/- -/- I+
GlyA [HISa -/- -/+ -/- -/- -/+ -/- INU PSCNa -/- -/- -I- -/-
POLYB

0O129R ELLM -I- +/- +/+ -I(-) +/- -/- OLD R /+ -I- -I- -1+
ADO dCEL -/- -/- -I+ -/- -/- -l-  LysA PheA  -/+ -I+ +/+ -I+
BNAG GGT -I- -1+ +/- +- -+ +-  PyrA TyrA  +/- ++ )+ +/+
dMAL BXYL +/- -/- +/- -/- -/- +/- CDEX INO -/- -/- -/- -/-
LIP  URE -/- -I- -/- -I- -/- (-)-  MdX GlyA -I- /- -I+ -/-
dTAG MNT -/- -1+ -/- -I- -+ /- dMLZ IRHA /- -I- -I- -/-
AGLU AGAL -/ A4 H- o H 4~ PHC  dTAG - - A
ODC CMT 4+ 4+ 4 e odolu ML e
GGAA ILATa  -/- ++ -/- -I- -+ -- ESC ProA  +/- -I- -I- +/-
PyrA BGAL -/- -/- -/- -/- -/- +/-  AspA BNAG -/+ +/- +/+ I+
AGLTp OFF -I- +- -/- -I- -I- -+ AGAL MdG -I- -I- +- -/-
dMAN BAlap -/- -/+ +/- -/- -/- -/- dGAL dMAN /- -/- +/- -/-
PLE dSOR -/- -/- -/- -/- -/- -- AMAN BGLU -/- -/- +/- -/-
dTRE 5KG +/- +- +/- -I- -I- +/-  NAG dTRE  +/+ -I- -I- ++
SUCT PHOS /- +/- -/- -/- +/- -[+ PVATE KAN +/- -/- +/- +/+
LDC BGUR -/- -/- -/- -/- -/- +/- dRIB + - - +
IMLTa - + - - +/- - TTZ + - - +

Keterangan: GP= gram positif; GN=gram negatif

Tabel 5. Hasil identifikasi bakteri berdasarkan instrumen Vitek-2 compact.

Kode isolat

Warna gram

Spesies bakteri

Insang (1.2W)
Insang (2.1Y)
Insang (2.2W)
Insang (2.2Y)
Insang (3.2W)
Insang (3.2Y)
Insang (4.1W)
Insang (4.1Y)
Lendir (1Y)
Lendir (2.1Y)
Lendir (3.1W)
Lendir (3.1Y)
Lendir (4.1W)
Lendir (4.1Y)
Lendir (5.2W)

Basil gram negatif
Basil gram negatif
Basil gram positif
Basil gram positif
Basil gram positif
Basil gram positif
Basil gram positif
Tercampur
Coco-basil gram negatif
Basil gram negatif
Basil gram positif
Basil gram negatif
Basil gram negatif
Tercampur

Basil gram negatif

Sphingomonas paucimobilis
Pseudomonas aeruginosa
Bacillus sp.

Unidentified

Brevibacillus chosinensis
Licinubacillus fusiformis
Bacillus sp.

Unidentified

Aeromonas caviae
Sphingomonas paucimobilis
Unidentified

Unidentified

Pseudomonas putida
Unidentified
Photobacterium damselae

Keterangan: Y= Yellow; W= White
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Gambar 19. Koloni bakteri yang berasal dari insang kakap putih Lates calcarifer pada
media TSA. A) 1.1 (10%), B) 1.2 (10%), C) 2.1 (10%), D) 2.2 (10%), E) 3.1
(10%), F) 3.2 (10%), G) 4.1 (10%), H) 4.2 (10%) 1) 5.1 (10%) J) 5.2 (103).

Gambar 20. Koloni bakteri yang berasal dari lendir k;kap putih Lates calcarifer pada
media TSA. A) 1.1 (10%), B) 1.2 (10%), C) 2.1 (10%), D) 2.2 (103, E) 3.1
(10%), F) 3.2 (10%), G) 4.1 (10%), H) 4.2 (10%) 1) 5.1 (10?) J) 5.2 (10%).
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Gambar 21. Isolat murni bakten dari msang dan lendir kakap putih Lates
calcarifer pada BAM. A) G1.2W; B) G2.1Y; C) G2.2Y; D) G2.2W; E)
G3.2Y; F) G3.2W; G) G4.1Y; H) G4.1w; I) M1Y; J) M2.1Y; K)
M3.1Y; L) M3.1W; M) M4.1Y; N) M4.1W; O) M5.2W. Skala: 2 cm.

Karakterisasi sel bakteri dilakukan melalui pewarnaan gram menunjukkan
bahwa semua sel bakteri berbentuk basil, kecuali satu yang berupa coco-basil.
Sebanyak 15 isolat yang diwarnai, tujuh isolat diklasifikasikan sebagai gram-
negatif dan enam isolat gram positif. Sebaliknya, dua isolat lainnya tercampur
antara dua kelompok bakteri gram negatif dan positif, seperti yang ditunjukkan
pada isolat 3.2Y dan 4.1Y dari insang (Gambar 22). Pemilihan isolat untuk
identifikasi lebih lanjut dilakukan berdasarkan dominansi karakter koloni seperti
ukuran dan pigmentasi. Kemudian, sebagai perwakilan ukuran yakni koloni besar

dan kecil dipilih di setiap cawan.
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Gambar 22. HIewnaan gram bakteri dari insang dan lendir kakap putih
Lates calcarifer. A) G1.2W; B) G2.1Y; C) G2.2Y; D) G2.2W; E)
G3.2Y; F) G3.2W; G) G4.1Y; H) G4.1W; I) M1Y; J) M2.1Y; K)
M3.1Y; L) M3.1W; M) M4.1Y; N) M4.1W; O) M5.2W. Skala: 2 pm.
Berdasarkan hasil pewarnaan gram dan karakterisasi biokimia
menggunakan Vitek-2 compact, teridentifikasi delapan spesies bakteri dari insang
dan lendir kakap putih L. calcarifer (Tabel 18). Jenis bakteri yang ditemukan pada
insang L. calcarifer adalah: S. paucimobilis (probabilitas 96%), P. aeroginosa
(probabilitas 92%), B. sp. (probabilitas 93%), B. choshinensis (probabilitas 98%),
B. sp. (probabilitas 97%) dan L. fusiformis (probabilitas 89%), sedangkan spesies
bakteri yang ditemukan dari sampel lendir adalah: A. caviae (probabilitas 95%), S.
paucimobilis (probabilitas 96%), P. putida (probabilitas 99%), Ph. damselae
(probabilitas 95%). Terdapat 5 isolat yang tidak teridentifikasi. Persentase
probabilitas mewakili tingkat akurasi identifikasi spesies pada instrumen.
Uji statistik non-parametrik digunakan dalam penelitian ini untuk mengetahui
perbedaan jumlah bakteri berdasarkan tingkat infeksi parasit. Hal ini juga

diterapkan untuk mengetahui perbedaan jumlah bakteri berdasarkan ukuran ikan
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dan rata-rata intensitas parasit berdasarkan interval panjang ikan. Hasil analisis
statistik disajikan pada Gambar 23, 24, dan 25.

Rata-ratajumah bakteri (Cfu/mL x 109

o NS I S T w o)} ~N
1

Rendah Sedang Berat

Tingkat infeksi

Gambar 23. Jumlah bakteri berdasarkan infeksi Trichodina sp. pada kakap putih
Lates calcarifer (P value: 0,039). Kelas= Rendah: 0-5 parasit/ikan;
Sedang: 12-15 parasit/ikan; Berat:>80 parasit/ikan.
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Ratta-rata jumlah bakteri (Cfu/mL x 10°)
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Kelas panjang (cm)

Gambar 24. Jumlah bakteri berdasarkan interval panjang ikan (P value: 0,031).
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Gambar 25. Intensitas Trichodina sp. berdasarkan interval panjang ikan (P
value: 0,044).
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Perhitungan jumlah bakteri dan infestasi parasit menunjukkan
kecenderungan jumlah yang lebih tinggi pada ikan yang lebih besar (Gambar 24
dan 25). Jumlah bakteri juga lebih tinggi pada peningkatan infeksi parasit (Gambar
23). Hasil analisis statistik menggunakan uji Kruskal-Wallis (non-parametrik
ANOVA) menunjukkan perbedaan signifikan (P<0,05) pada rata-rata jumlah
bakteri berdasarkan infeksi parasit Trichodina (P value=0,039; Lampiran 12)
(Gambar 23). Hasil yang serupa diperoleh pada analisis statistik untuk jumlah
bakteri berdasarkan interval panjang ikan (P value=0,031; Lampiran 13) (Gambar
24) dan jumlah parasit berdasarkan interval panjang ikan terinfeksi (P value
=0,044; Lampiran 14) (Gambar 25).

D. Pembahasan

Setelah semua isolat terpilih diidentifikasi, diperoleh delapan jenis bakteri
yang semuanya tergolong bakteri basil. Khan & Ghosh (2013) menyatakan bahwa
sebagian besar genus bakteri Bacillus termasuk aerobik dan anaerobik fakultatif,
yang dapat menjadi indikator bahwa mereka dapat hidup di berbagai relung, yang
menjelaskan kelimpahannya di lingkungan perairan. Beberapa peneliti
melaporkan bahwa genus Bacillus banyak ditemukan di industri akuakultur (Budd,
2015). Golongan bakteri yang termasuk dalam genus ini umumnya motil dan hidup
di berbagai habitat, termasuk lingkungan perairan dan sedimen (Nicholson et al.,
2000). Beberapa anggota bakteri berbentuk batang (basil) telah ditemukan
menyebabkan penyakit pada ikan. Sebagai contoh, telah dilaporkan bahwa
Aeromonas dapat menyebabkan pembengkakan perut dan kerusakan ginjal pada
komoditas perikanan budidaya di Kabupaten Ngawi, Indonesia (Rejeki et al.,
2016). Aeromonas juga merupakan kelompok basil penyebab motile aeromonas
septicemia (MAS) pada komoditas budidaya seperti ikan mas dan lele. Bakteri
basil lain misalnya Pseudomonas dianggap bertanggung jawab atas septikemia
hemoragik pada ikan (Foysal et al., 2011; Kyeon et al., 2016) dan Photobacterium
damselae menyebabkan beberapa penyakit sistemik pada lebih dari 40 spesies
ikan, termasuk Sparus aurata dan L. calcarifer (Candan et al., 1996; Santiago et
al., 2004; Labella et al., 2011).

Penelitian ini juga menunjukkan hubungan antara jumlah bakteri dan tingkat
infeksi parasit pada ikan ukuran tertentu. Ikan yang lebih besar memiliki jumlah
bakteri yang jauh lebih banyak dan memiliki tingkat infeksi yang lebih tinggi.
Jumlah bakteri cenderung lebih tinggi pada infeksi berat Trichodina dibandingkan

pada infeksi sedang dan ringan. Hasil analisis uji statistik menunjukkan perbedaan
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yang signifikan untuk semua parameter yang diuji. Hasil penelitian ini
mengonfirmasi bahwa kepadatan bakteri dan infestasi parasit, kepadatan bakteri
dengan panjang inang, dan infestasi parasit dengan panjang ikan sangat terkait
(uji Kruskall-Wallis; P<0,05; Gambar 23, 24, dan 25). Hal ini membuktikan bahwa
dari segi kelimpahan populasi, tingkat infeksi parasit memengaruhi kepadatan
bakteri. Serangan ringan Trichodina biasanya terdapat pada insang, sirip dan kulit
ikan yang tampak sehat. Tanda-tanda Klinis trichodiniasis hanya muncul pada ikan
dengan infeksi berat dan kasus sedang yang biasanya terkena lebih dari satu
faktor stres (Hassan, 1999).

Haenen et al. (2014) menyatakan bahwa kerentanan terjadi pada ikan
budidaya ketika ada hubungan antara bakteri dan mikroorganisme lain atau
variabel lain seperti ukuran inang baik dari segi panjang maupun berat. Infeksi
simultan sering terjadi pada ikan, oleh karena itu interaksi antarmikroorganisme
patogen juga sering terjadi dan berdampak tidak terduga (Kotob et al., 2016). Hasil
penelitian ini memberikan pemahaman awal yang lebih baik tentang hubungan
infeksi bakteri dengan infeksi Trichodina bersilia pada budidaya kakap putih L.
calcarifer. Hahn & Hofle (2001) melaporkan hubungan potensial antara
kelimpahan bakteri dan parasit Protozoa dan mengungkapkan hubungan mereka
dengan kematian L. calcarifer. Selain itu, kemungkinan terjadinya wabah penyakit
yang disebabkan oleh infeksi Protozoa dan bakteri di budidaya ikan air juga telah
ditinjau (Declercq et al., 2013). Bagaimanapun, bakteri dan Protozoa bersilia
adalah mikroorganisme yang paling banyak ditemukan di lingkungan perairan
(Lom & Dykova 1992).

Hasil yang diperoleh dalam penelitian ini menunjukkan risiko infeksi bakteri
yang lebih tinggi pada ikan yang lebih besar, yang dimediasi oleh hubungan antara
patogen dan parasit Trichodina pada kakap putih L. calcarifer. Hasil ini mendukung
riset terdahulu, misalnya mengenai kepadatan bakteri yang menunjukkan bahwa
bakteri dapat ditularkan oleh infeksi parasit sebagai situs infeksi sekunder dan
mendorong koinfeksi (Sun et al., 2009; Xu et al., 2015). Pemahaman hubungan
antara kemunculan bakteri dan parasit Protozoa dapat mendukung praktik
manajemen alternatif dalam budidaya ikan dan meminimalkan kerugian ekonomi
(Gomes et al., 2019). Meskipun tidak dipahami dengan baik, keberadaan penyakit
dilingkungan perairan disebabkan oleh kombinasi interaksi agen, tingkat resistensi
imun inang dan parameter lingkungan yang penting (Balebona et al., 1998).

Kombinasi beberapa variabel lingkungan yang penting dianggap bertanggung
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jawab atas keberadaan berbagai penyakit dan agennya (Vezzulli et al., 2002).
Variasi tingkat infeksi patogen pada ikan dapat disebabkan oleh beberapa faktor
seperti ukuran dan asal inang, gangguan mikroorganisme lain, pertahanan biologis
inang, perubahan lingkungan dan musim (Mizuno et al., 2016).
E. Kesimpulan

Penelitian ini menyimpulkan terdapat delapan jenis bakteri yang diidentifikasi
dari lendir dan insang L. calcarifer serta didominansi oleh golongan bakteri basil,
yang merupakan golongan bakteri paling melimpah di perairan. Temuan ini
menunjukkan hubungan kepadatan bakteri dengan infestasi Trichodina dan
ukuran ikan. Penelitian ini mengungkapkan kemungkinan interaksi antara infeksi
bakteri dan infestasi parasit pada kakap putih L. calcarifer di Indonesia, terutama

pada insang dan lendir ikan.
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V. STUDI KOINFEKSI Trichodina sp. DAN BEBERAPA SPESIES
BAKTERI PATOGEN PADA KAKAP PUTIH Lates calcarifer

Abstrak

Dampak infeksi lebih dari satu patogen secara bersamaan pada ikan terutama
kakap putih, sebagian besar belum dapat dijelaskan. Penelitian ini bertujuan untuk
mengungkap dampak koinfeksi antara Trichodina sp. dan bakteri patogen
berdasarkan beberapa indikator kesehatan (hematologi, fisiologi, histopatologi,
dan imunitas) ikan. Eksperimen menggunakan rancangan acak lengkap dengan
delapan perlakuan (A=ikan sehat; B=ikan terinfeksi Trichodina sp.; C= ikan sehat
diinjeksi Aeromonas caviae; D= ikan terinfeksi Trichodina sp. dan diinjeksi A.
caviae; E=ikan sehat diinjeksi Pseudomonas aeruginosa; F=ikan terinfeksi
Trichodina sp. dan diinjeksi Ps. aeruginosa; G= ikan sehat diinjeksi
Photobacterium damselae; H=ikan terinfeksi Trichodina sp. dan diinjeksi Ph.
damselae) dan masing-masing tiga ulangan. lkan dikumpulkan dari lokasi
budidaya yang terletak di Takalar, Sulawesi Selatan, Indonesia. Data diuji secara
statistik menggunakan analisis ragam dan regresi linier. Temuan ini
mengungkapkan lebih banyak kerusakan yang disebabkan oleh koinfeksi
dibandingkan infeksi tunggal untuk semua bakteri yang diuji. Secara statistik,
patogenisitas A. caviae, eritrosit, limfosit, monosit, neutrofil, basofil, globulin, dan
titer antibodi berbeda nyata (P <0,05). Bakteri A. caviae lebih mematikan daripada
bakteri lain yang diuji. Secara histopatologi, infeksi tunggal Trichodina sp.
menunjukkan akumulasi sel inflamasi dan hemoragi yang rendah. Sebaliknya,
koinfeksi Trichodina sp. dengan masing-masing bakteri menyebabkan kerusakan
parah pada jaringan ikan. Produksi titer antibodi dan globulin lebih tinggi pada
perlakuan dengan infeksi A. caviae. Globulin tertinggi pada infeksi tunggal A.
caviae (P<0,05), sedangkan titer antibodi lebih tinggi pada koinfeksi dengan A.
caviae (P<0,05).

Kata kunci: A. caviae, koinfeksi, L. calcarifer, Ph. damselae, Ps. aeruginosa,
Trichodina

Abstract

The impact of multiple pathogen infections on fish, especially seabass, is mostly
undescribed. This study aims to reveal the effect of coinfection between Trichodina
sp. and pathogenic bacteria based on several health indicators (hematology,
physiology, histopathology, and immunity). The experiment used a completely
randomized design with eight treatments (A= healthy fish; B= fish infected by
Trichodina sp.; C= healthy fish injected with Aeromonas caviae; D = fish infected
byTrichodina sp. and injected with A. caviae; E= healthy fish injected with
Pseudomonas aeruginosa; F= fish infected by Trichodina sp. and injected with Ps.
aeruginosa; G= healthy fish injected with Photobacterium damselae; H= fish
infected by Trichodina sp. and injected with Ph. damselae) and three replicates
each. Fish were collected from a farm located in Takalar, South Sulawesi,
Indonesia. The data were statistically tested using analysis of variance and linear
regression. This finding revealed more damage caused by co-infection than a
single infection for all bacteria tested. Statistically, the pathogenicity of A. caviae,
erythrocytes, lymphocytes, monocytes, neutrophils, basophils, histopathology
guantification, globulins, and antibody titers were significantly different (P<0,05).
Results showed A. caviae was more lethal than other bacteria tested.
Histologically, a single infection of Trichodina sp. showed a low accumulation of
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inflammatory cells and hemorrhage. While the co-infection with the respective
bacteria causing severe damage to fish tissues. Production of antibody titer and
globulin were higher in infection with A. caviae infection. Globulin was highest in a
single infection with A. caviae (P<0,05), while antibody titer was higher in co-
infection with A. caviae (P<0,05).

Keyword: A. caviae, Co-infection, L. calcarifer Ph. damselae, Ps. aeruginosa,
Trichodina

A. Pendahuluan

Ikan kakap putih telah menjadi salah satu komoditas penting yang
dibudidayakan di beberapa negara Asia, termasuk Indonesia karena potensi
ekonominya yang sangat tinggi (Maharajan et al., 2016). Permintaan terhadap
komoditas ini secara nasional dan internasional cukup tinggi, sehingga mendorong
intensifikasi budidaya kakap putih yang berujung pada kerentanan ikan terhadap
eksposur patogen akibat stres (Senapin et al., 2019; Irmawati et al., 2021). Lebih
lanjut, dijelaskan bahwa masalah teknis dan infeksi penyakit infeksius masih
menghantui pengembangan budidaya ikan ini di beberapa wilayah Indonesia
(Irmawati et al., 2020). Misalnya, wabah parasit dan bakteri pada ikan kakap putih
telah dilaporkan pada beberapa lokasi budidaya di Gerokgak, Bali dan Situbondo,
Jawa Timur (Zafran et al., 2019; Zaenuddin et al., 2019). Penyakit menular yang
terkait dengan parasit dan bakteri merupakan ancaman serius yang memengaruhi
industri budidaya termasuk kakap putih, karena menyebabkan kerugian ekonomi
yang besar bagi negara-negara pembudidaya ikan (Dong et al., 2017).

Trichodina merupakan ektoparasit yang umum ditemukan menginfeksi ikan
air tawar dan laut di seluruh dunia (Wang et al., 2017). Parasit ini memiliki mode
serangan menempel pada kulit dan insang dan transmisi secara langsung (Tantry
et al., 2016). Infestasi ektoparasit ini pada ikan dapat sangat merusak kulit ikan
dan memudahkan patogen lain seperti bakteri dan virus untuk masuk dan
menginfeksi ikan yang terekspos (Xu et al., 2012; Xu et al., 2014). Masalah
menjadi lebih rumit ketika ada infeksi sekunder, sehingga patogen lain seperti
bakteri mudah terpapar. Ini merupakan serangkaian proses dalam patologi ikan
dan menyebabkan kerusakan parah pada inangnya (Landsberg et al., 2013; Scott
& Bollinger, 2014).

Banyak peneliti hanya berfokus pada infeksi yang bersifat tunggal dan
mengklasifikasikan agen lain sebagai oportunistik serta mengabaikannya (Cox,
2001). Penyakit yang disebabkan oleh infeksi bakteri dan parasit berpotensi

menimbulkan masalah yang cukup serius karena frekuensi kejadiannya yang
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tinggi terutama pada budidaya ikan. Di Indonesia (salah satu hasil penelitian ini),
Sufardin et al. (2021) melaporkan infeksi bakteri pada ikan kakap putih
menunjukkan kemungkinan kaitannya dengan infeksi Trichodina sp. Sejauh ini,
interaksi antara parasit dan bakteri patogen pada ikan dan kemungkinan dampak
epidemi tidak dipahami dengan baik (Abdel-Latif et al., 2020). Faktanya, efek
koinfeksi ektoparasit (misalnya Trichodina) sebagai agen yang memfasilitasi
infeksi bakteri sekunder masih belum dilaporkan dan tidak diketahui dengan baik.
Infeksi lebih dari satu patogen mampu menimbulkan wabah penyakit yang serius
pada ikan budidaya. Jika infeksi terjadi secara simultan maka penyakit yang
ditimbulkannya akan semakin parah (Garcia-Rosado et al., 2007), melebihi infeksi
tunggal dan menyebabkan dampak yang signifikan pada sistem budidaya dan
ekonomi (Kotob et al., 2016).

Dalam banyak kasus infeksi yang bersifat ganda, agen patogen dapat
menekan sistem imun dari inang sehingga patogen lain memiliki kesempatan
untuk memulai infeksi baru. Hal tersebut dilaporkan dapat menyebabkan tingkat
keparahan infeksi menjadi meningkat hingga kematian pada ikan yang terinfeksi
(Telfer et al., 2008). Oleh karena itu mempelajari koinfeksi parasit dan bakteri
patogen pada ikan khususnya kakap putih sangat penting, guna memberikan
informasi tentang tingkat patogenisitas agen dan menyiapkan rencana
penanganan yang strategis. Studi ini menyelidiki konsekuensi kesehatan ikan yang
diwakili oleh fitur hematologi dan histopatologi organ sistemik organ akibat
koinfeksi Trichodina sp. dengan beberapa bakteri patogen pada ikan kakap putih
L. calcarifer. Selain itu, penelitian ini juga bertujuan memberikan gambaran
kekebalan ikan melalui analisis globulin dan titer antibodi setelah tantangan infeksi
ganda secara eksperimen.

B. Metode Penelitian
1. Sumber ikan dan rancangan eksperimen

Ikan kakap putih L. calcarifer yang digunakan dalam penelitian merupakan
hasil budidaya pada Balai Perikanan Budidaya Air Payau Kabupaten Takalar,
berukuran 8-10 cm. Penelitian ini menggunakan 24 akuarium bervolume 40 Liter,
yang dilengkapi dengan filtrasi dan aerasi. Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dilakukan dengan delapan perlakuan infeksi dan masing-masing perlakuan
dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali sehingga terdapat 24 satuan

percobaan:
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A= kontrol atau ikan sehat (tidak terinfeksi Trichodina);

B= ikan terinfeksi alami Trichodina sp.;

C= ikan sehat yang diinjeksi dengan A. caviae;

D= ikan terinfeksi alami Trichodina sp. dan diinjeksi dengan A. caviae;

E= ikan sehat yang diinjeksi dengan Pseudomonas aeruginosa;

F= ikan terinfeksi alami Trichodina sp. dan diinjeksi dengan Ps. aeruginosa;
G= ikan sehat yang diinjeksi dengan Photobacterium damselae;

H= ikan terinfeksi alami Trichodina sp. dan diinjeksi dengan Ph. damselae.

Pengamatan awal Trichodina sp. dilakukan untuk perlakuan B, D, F dan H
untuk memastikan bahwa ikan telah terinfeksi oleh Trichodina seperti yang
diharapkan. Ikan yang tidak terinfeksi Trichodina sp. diperoleh dari tangki kultur
yang berbeda dengan ikan yang terinfeksi. Setiap akuarium berisi delapan ekor
ikan yang diberi pakan komersial (KAIO, 50%) dengan frekuensi pemberian tiga
kali sehari selama empat pekan. Sebelum perlakuan C, D, E, F, G, dan H
dilakukan, konsentrasi letal (LCso) bakteri uji perlu ditentukan dengan injeksi
intramuscular dengan A. caviae (C), Ps. aeruginosa (E), dan Ph. damseale (G)
pada ikan sehat dan ikan yang secara alami terinfeksi Trichodina sp. (D, F, dan
H). Uji LCsp dilakukan untuk memastikan setidaknya setengah dari ikan uji dapat
bertahan hidup dari konsentrasi bakteri yang diinjeksikan. Injeksi dilakukan pada
konsentrasi bakteri 10° 107, dan 10° CFU/mL, dengan masing-masing tiga
ulangan untuk setiap konsentrasi. LCso yang dihitung berdasarkan pengujian ini
digunakan untuk menginjeksi ikan pada perlakuan C, D, E, F G dan H.

2. Pengukuran parameter kualitas air

Parameter kualitas air yang diukur adalah salinitas (refraktometer), suhu
(termometer), pH (pH-meter), oksigen terlarut (DO-meter), dan amonia (Tetra
Amonia Test Kit). Parameter diamati secara rutin selama tiga sampai empat
pekan.

3. Pengamatan parasit

Ikan diambil dari wadah pemeliharaan dan diletakkan dalam cawan petri,
kemudian dianastesi menggunakan es batu. Selanjutnya panjang total (cm) diukur
dan berat (g) ikan ditimbang, kemudian parasit diperiksa dengan metode preparat
ulas (smear method) untuk mengetahui keberadaan infeksi Trichodina. Sejumlah
kecil jaringan sampel diperoleh dengan mengikis permukaan tubuh, sirip, atau
insang dan ditempatkan pada slide glass. Beberapa tetes air yang dipakai pada

saat penelitian dari bak pemeliharaan ditambahkan, lalu diratakan. Kaca penutup
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ditempatkan di atas slide, kemudian diamati di bawah mikroskop. Ikan yang
ditemukan terinfeksi oleh Trichodina sp. ditempatkan di akuarium untuk perlakuan
koinfeksi (B, D, F dan H), sedangkan ikan yang tidak terinfeksi ditempatkan di
akuarium untuk perlakuan infeksi tunggal (A, C, E, dan G).
4. Persiapan bakteri dan injeksi

Larutan bakteri disiapkan pada berbagai konsentrasi (10° 107, dan 10°
Cfu/mL). Larutan standar 0,5 McFarland (blanko) dibuat dengan membandingkan
asam sulfat (H.SO4) dan barium klorida (BaCl,) dalam 10 tabung reaksi berturut-
turut, dan konsentrasi bakteri ditentukan berdasarkan standar tersebut. Bakteri
berumur 24 jam diambil dari agar miring Tryptic Soy Agar (TSA) menggunakan
inokulasi loop steril, kemudian dihomogenkan dalam tabung reaksi yang berisi 9
mL larutan fisiologis NaCl 0,9%. Kekeruhan larutan blanko dan suspensi bakteri
diukur menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 640 nm.
Kekeruhan larutan blanko dianalisis untuk membuat kurva standar dan
menghasilkan rumus regresi. Kepadatan suspensi bakteri kemudian dihitung
dengan cara substitusi ke dalam rumus regresi yang dihasilkan oleh kurva standar.
Kepadatan suspensi yang diperoleh diencerkan menggunakan larutan fisiologis
NaCl 0,9 % untuk memperoleh kepadatan yang diharapkan (10° 107, dan 10°
Cfu/mL). Sejumlah 0,2 mL dari setiap suspensi diinjeksikan melalui injeksi
intramuscular ke ikan yang dipelihara (Li et al., 2011). lkan yang mati selama
percobaan dihitung untuk menentukan LCso 96 jam dari masing-masing bakteri
yang akan diterapkan pada masing-masing perlakuan infeksi.
5. Pengamatan tingkah laku ikan

Tingkah laku ikan diamati menurut Mangunwardoyo et al. (2010) dan SK-
BKIPM (2015). Pengamatan langsung dan berkala terhadap perilaku ikan seperti
cara berenang, gerakan insang, dan respon terhadap makan. lkan lesu dianggap
sebagai tanda awal stres, misalnya menghabiskan lebih banyak waktu di dasar
akuarium atau bersandar di dinding daripada berenang di tengah akuarium.
Kemudian perilaku abnormal diamati seperti kesulitan berenang karena ikan mulai
menghabiskan waktu yang tidak normal di dekat permukaan tangki, juga sesekali
berenang naik turun dengan perubahan nafsu makan. Selanjutnya ikan yang stres
menunjukkan perilaku seperti berenang dengan cepat atau tidak menentu di
sekitar akuarium dan kurang nafsu makan. Perubahan lebih lanjut dalam perilaku
termasuk gerakan insang yang sangat cepat, yang merupakan tanda ikan stres.

Akhirnya, kejang atau gerakan tidak menentu dengan ikan yang tampak terengah-
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engah karena kekurangan oksigen di permukaan tangki hingga mengalami
kematian. Gejala klinis juga diamati seperti pembengkakan dan pendarahan.
Pengamatan perilaku ikan dilakukan dengan menghitung jumlah ikan yang
mengalami perubahan perilaku yang disajikan dalam persen.
6. Persiapan analisis darah

Pada akhir percobaan, sampel darah ikan dianalisis jumlah sel, diferensiasi
leukosit, titer antibodi, dan globulin dengan tiga kali ulangan untuk setiap
perlakuan. Sampel darah diperoleh dengan cara memasukkan spuit steril ke dalam
pembuluh darah di sekitar ekor. Darah yang telah diambil dimasukkan ke dalam
tabung mikro yang mengandung 3,8% natrium sitrat sebagai agen antikoagulan.
7. Analisis profil darah

Parameter hematologi dinyatakan dalam standar internasional (Sl), yaitu sel
darah merah dan sel darah putih (RBC; 10'° cm® dan WBC; 10%® cm®)
menggunakan standar Neubauer-hemocytometry (Goda et al., 2020). Sampel
darah diisolasi untuk pengamatan eritrosit dengan mengisi pipet eritrosit Thoma
sampai batas satu dan pengenceran dengan larutan Hayem sampai batas 101.
Sampel diamati di bawah mikroskop menggunakan hemositometer yang ditutup
dengan cover glass. Untuk pengamatan leukosit, pipet leukosit Thoma diisi sampel
darah hingga batas 0,5 dan larutan Turk ditambahkan hingga batas 11 pada skala.
Sampel darah diteteskan pada hemasitometer dan ditutup perlahan dengan cover
glass untuk menghindari udara terperangkap yang membentuk gelembung.

Rumus yang digunakan untuk menghitung jumlah sel eritrosit dan leukosit adalah:

L . 1
(Eritrosit / Leukosit)=Jumlah sel x Volume kotak X Jumlah kotak

Sampel darah diteteskan pada slide glass untuk pengamatan diferensiasi
leukosit. Slide glass lain disiapkan dan ditempatkan di atas kaca dengan sampel
darah pada sudut 30-45°. Kaca bagian atas kemudian perlahan-lahan ditarik dari
kiri ke kanan hingga membentuk lapisan tipis, kemudian kedua kaca dikeringkan.
Preparat direndam dalam larutan metanol selama lima menit dilanjutkan dengan
pewarna Giemsa selama 20 menit kemudian dibilas menggunakan air mengalir.
Sampel yang telah disiapkan kemudian diamati di bawah mikroskop. Diferensiasi
leukosit dinyatakan dalam persen.

8. Pengukuran klinis indikator imun
Indikator imun yang digunakan dalam penelitian ini adalah titer antibodi dan

globulin dalam serum darah. Pengukuran titer antibodi dilakukan menurut Hardi et
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al. (2018). Serum yang diperoleh dari sampel darah disentrifugasi selama 3 menit
pada kecepatan 3000 rpm. Kemudian dimasukkan 25 uL larutan PBS ke dalam
sumur 1-12 pada microplate. Sebanyak 25 L serum ditambahkan ke sumur 1-11.
Bakteri ditambahkan sebanyai 25 pL ke dalam sumur 1-12 dan microplate
dihomogenkan menggunakan mikropipet. Diinkubasi selama dua hingga tiga jam
pada suhu ruang. Titer antibodi spesifik positif ditandai oleh reaaksi
penggumpalan, sedangkan negatif jika tidak ada gumpalan dan titik terkonsentrasi
pada dasar sumur.

Pengukuran globulin pada darah ikan dilakukan melalui pengurangan nilai
total protein dengan nilai albumin. Total protein dalam serum diukur dengan
metode biuret menurut Peyghan et al. (2014). Reagen biuret dipipet sebanyak 500
puL ke dalam masing-masing tabung standard, blanko (akuades) dan tabung uji
(serum). Kemudian sebanyak 10 mikron akuades dipipet ke dalam tabung blanko,
10 mikron serum ke dalam tabung uji, dan 10 mikron larutan standard ke tabung
standard. Dihomogenisasi dan inkubasi pada suhu 37° C selama 5 menit.
Suspensi diukur absorbansinya pada panjang gelombang 540 nm. Selanjutnya
pengukuran albumin dilakukan menurut metode yang dijelaskan oleh Sulfitri et al.
(2020), dengan menambahkan 2,5 mL reagen biuret ke dalam masing-masing
tabung standard, blanko (akuades) dan tabung uji (serum). Selanjutnya serum
darah dipipet sebanyak 25 pL ke dalam tabung uji dan 10 pL larutan standard ke
tabung standard. Diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruang. Kemudian diukur
abosrbansi suspensi pada panjang gelombang 620 nm.

9. Pengamatan histopatologi

Analisis histopatologi dilakukan pada organ sistemik di akhir eksperimen
berdasarkan Espinosa et al. (2019). Organ insang, hati dan ginjal diperoleh dan
dipilih dari ikan secara acak dari masing-masing perlakuan. Organ sampel di
simpan dalam phosphate buffer formalin (PBS) 10% selama 24 jam dan dicuci
menggunakan larutan fisiologis (NaCl 0,9%). Sampel kemudian didehidrasi secara
bertingkat menggunakan alkohol 70-100%, dibersihkan menggunakan xylol, dan
diembedded dalam parafin. Selanjutnya jaringan dipotong menggunakan
mikrotom 3-5 pm, diwaxing, direhidrasi menggunakan ethanol absolut, dan
diwarnai meggunakan pewarna hematoxylin-eosin (HE). Kemudian amati di bawah
mikroskop. Hasil pengamatan dikategorisasi menjadi patologi ringan, sedang dan

berat berdasarkan tingkat kerusakan jaringan.
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10. Analisis data

Data yang diperoleh (jumlah eritrosit dan leukosit, diferensiasi leukosit,
patogenisitas bakteri, titer antibodi, globulin dan kuantifikasi histopatologi) diuji
secara statistik menggunakan analisis ragam dan regresi linier untuk melihat
variasi dan pengaruh antar variabel penelitian. Analisis statistik dilakukan
menggunakan IBM SPSS versi 25.
C. Hasil
1. Penampakan tubuh dan organ sistemik ikan setelah eksperimen

Organ ikan kakap putih L. calcarifer menunjukkan beberapa kerusakan
(Gambar 26) setelah diinjeksi dengan bakteri patogen. Ditemukan variasi
kerusakan seperti permukaan tubuh (A), mata (B dan E), perdarahan (C), rahang
bawah (D), dan operkulum (F). Temuan ini menunjukkan bahwa Ps. aeruginosa
dan Ph. damselae yang diinjeksikan tidak menimbulkan kerusakan pada
permukaan tubuh ikan dan perdarahan seperti infeksi A. caviae. Sebaliknya,
injeksi Ph. damselae menyebabkan kerusakan pada mata dan injeksi Ps.

aeruginosa menyebabkan kerusakan pada rahang bawah seperti infeksi A. caviae.

Gambar 26. Penampakan keruskan tubuh ikan kakap putih Lates calcarifer
setelah diinjeksi dengan. A, B and C) Aeromonas caviae; D)
Pseudomonas aeruginosa; E and F) Photobacterium damselae.
Panah merah: lower jaw; panah kuning: bleeding; panah hijau: kulit;
panah hitam: bola mata; panah putih: operkulum. Skala: 1 cm.
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Hasil pemeriksaan organ sistemik ikan kakap putih L. calcarifer (Gambar 27)
menunjukkan adanya bercak putih pada insang (A) setelah injeksi A. caviae.
Sebaliknya, ginjal dan hati kakap putih L. calcarifer tampak lebih gelap (D) setelah
injeksi A. caviae dibandingkan dengan injeksi dengan bakteri lain (E dan F).
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Gambar 27. Penampakan organ sistemik ikan kakap putih Lates calcarifer.
Insang setelah diinjeksi dengan: A) Aeromonas caviae; A)
Pseudomonas aeruginosa; C) Photobacterium damselae. Ginjal
(panah hitam) dan hati (panah putih) setelah diinjeksi dengan: D)
Aeromonas caviae; E) Pseudomonas aeruginosa; and E)
Photobacterium damselae. Skala: 0,5 cm.
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2. Tingkah laku ikan selama eksperimen

Tingkah laku ikan selama percobaan seperti yang ditunjukkan pada Tabel
19 dan 20, menunjukkan ikan mengalami letargik (100%) pada 24 jam pertama
untuk semua perlakuan karena fase adaptasi. Kemudian, pada 48 jam percobaan
sebanyak 70,83% ikan mengalami letargik setelah diinjeksikan Ps. aeruginosa,
dan 66,67% setelah diinjeksikan Ph. damselae masih menunjukkan letargik pada
infeksi tunggal.

Tabel 6  Fisiologi ikan kakap putih Lates calcarifer yang sehat setelah diinjeksi

bakteri.
Perlakuan 24 jam 48 jam 72 jam >72 jam
Letargik di Letargik di Muncul nafsu makan Gerak reflek dan
A. caviae dasar akuarium dasar akuarium  berenang lambat operkulum cepat
(100%) (100%) (62,5%) (70,83%)
Letargik di Letargik di Muncul nafsu makan
Ps. . . Gerak operkulum pelan
aeruginosa dasar akuarium dasar akuarium  berenang cepat (83,83%)
9 (100%) (70,83%) (79,17%) o370
Ph. Letargik di . Letargik di . Muncul nafsu makan Gerak operkulum pelan
damselae dasar akuarium dasar akuarium  berenang cepat (79.17%)
(100%) (66,67%) (70,83%) R
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Tabel 7.  Fisologiikan kakap putih Lates calcarifer yang terinfeksi Trichodina sp.
setelah diinjeksi bakteri.

Perlakuan 24 jam 48 jam 72 jam 72-96 jam
. . Leargik di dasar . Muncul nafsu  Berenang lemah dan
Trichodina sp. . Berenang naik
+ A caviae akuarium turun (58,33%) makan gerak operculum cepat
' (100%) ' (83,33%) (95,83%)
Letargik di Letargik di Muncul nafsu

Trichodina sp.
+ Ps. aeruginosa

makan dan Gerak operkulum cepat

dasar akuarium dasar akuarium gerak reflek (83,33%)

0, 0,
(100%) (91,67%) (75%)
A N Muncul nafsu
Trichodina sp. Letargik di . Letargik di . makan dan Gerak operkulum cepat
+ Ph. damselae dasar akuarium dasar akuarium gerak reflek  (91,67%)
' (100%) (83,33%) '

(75%)

Ikan menunjukkan berenang naik turun pada perlakuan koinfeksi dengan A.
caviae sebanyak 58,33% pada 48 jam percobaan. Sebaliknya, pada perlakuan
koinfeksi dengan Ps. aeruginosa menunjukkan letargik sebanyak 91,67% dan
83,33% pada koinfeksi Ph. damselae. Pada infeksi tunggal dengan A. caviae,
62,50% ikan menunjukkan nafsu makan namun berenang perlahan pada 72 jam
percobaan. Kemudian, pada >72 jam, 70,83% ikan menunjukkan gerak refleks dan
gerakan operkulum lambat setelah injeksi A. caviae. Pada 72 jam setelah infeksi
tunggal Ps. aeruginosa, 79,17% ikan menunjukkan adanya nafsu makan dan
berenang cepat, kemudian pada >72 jam sebanyak 83,33% ikan menunjukkan
gerakan operkulum lambat. Selanjutnya 70,83% ikan menunjukkan nafsu makan
dan berenang cepat serta 79,17% menunjukkan gerakan operkulum cepat, setelah
infeksi tunggal Ph. damselae.

Sebaliknya, pada ikan koinfeksi, sebanyak 83,33% menunjukkan nafsu
makan yang kurang pada 72 jam percobaan setelah penyuntikan A. caviae.
Kemudian, 95,83% ikan menunjukkan cara berenang yang lemah dan gerakan
operkulum cepat. Pada koinfeksi dengan penyuntikan Ps. aeruginosa, percobaan
di 72 jam sebanyak 75% ikan menunjukkan nafsu makan dan gerakan refleks,
serta 83,33% menunjukkan gerakan operkulum yang cepat. Perlakuan koinfeksi
dengan injeksi Ph. damselae menunjukkan 75% ikan muncul nafsu makan dengan

gerak refleks, dan 91,67% menunjukkan gerakan operkulum yang cepat.
3. Patogenisitas bakteri pada kakap putih selama eksperimen

Patogenisitas bakteri menunjukkan A. caviae pada ikan yang terinfeksi
Trichodina sp. lebih mematikan dibandingkan bakteri lainnya (Tabel 21 dan
Gambar 28). Hal ini ditunjukkan dengan nilai LCsg terendah yaitu 5 Cfu/mL diikuti

oleh A. caviae dan Ph. damselae pada ikan sehat yaitu 6 dan 6,1 Cfu/mL. Bakteri
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dengan LCsx tertinggi adalah Ps. aeruginosa dan Ph. damselae pada ikan tidak
terinfeksi Trichodina sp. yaitu 8,1 dan 7,6 Cfu/mL berturut-turut diikuti oleh Ps.
aeruginosa pada ikan yang tidak terinfeksi dengan LCso 7,4 cfu/mL (Tabel 22 dan
Lampiran 15). Uji statistik pada persen mortalitas ikan menunjukkan tidak terdapat
perbedaan yang signifikan antar semua perlakuan (P<0,05; Lampiran 16).
Sebaliknya, hanya bakteri A. caviae yang berbeda nyata (P<0,05; Lampiran 17)
antara infeksi tunggal dan koinfeksi, sedangkan bakteri lainnya tidak berbeda
(Lampiran 18 dan 19).

Tabel 28. Patogenisitas bakteri pada ikan kakap putih Lates calcarifer yang
terinfeksi parasit.

. Konsentrasi Jumlah ikan (ekor) Rasio LCso -96
Bakteri — - - . .
(Cfu/mL) Diperiksa Mati Hidup Mortalitas jam
1,3x10° 30 9 21 9/30
A caviae 1,3 x 107 30 7 23 7/30 50
1,3x10° 30 3 27 3/30 ’
Kontrol 30 0 10 0/30
1,3x10° 30 7 23 7/30
Ps. aeruginosa 1,3 x 107 30 2 28 2/30 7.4
1,3x10° 30 0 30 0/30 ’
Kontrol 30 0 10 0/30
1,3x10° 30 6 24 6/30
1,3 x 107 30 5 25 5/30
Ph.damselae ) 5 105 30 1 29 1/30 6.1
Kontrol 30 0 10 0/30

Tabel 9. Patogenisitas bakteri pada ikan kakap putih Lates calcarifer yang sehat.

. Konsentrasi Jumlah ikan (ekor) Rasio LCso -96
Bakteri — - - : ;
(Cfu/mL)  Diperiksa Mati Hidup Mortalitas jam
1,3 x10° 30 5 25 5/30
A caviae 1,3 x 107 30 2 28 2/30 60
1,3x10° 30 1 29 1/30 '
Kontrol 30 0 30 0/30
1,3 x10° 30 4 26 4/30
Ps. aeruginosa 1,3x 107 30 1 29 1/30 8,1
1,3x10° 30 0 30 0/30 '
Kontrol 30 0 30 0/30
1,3x10° 30 5 25 5/30
1,3 x 107 30 2 28 2/30
Ph.damselae 5 105 30 0 30 0/30 5
Kontrol 30 0 30 0/30
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Gambar 28. Mortalitas (%) ikan setelah infeksi tunggal dan koinfeksi dengan
Aeromonas caviae (P<0,05), Pseudomonas aeruginosa (P>0,05),
dan Photobacterium damselae (P>0,05). (A: kontrol; B: x10°
Cfu/mL; C: X107 Cfu/mL; D: x10° Cfu/mL). Keterangan: IT= Infeksi
tunggal; K= Koinfeksi.

4. Gambaran darah kakap putih setelah eksperimen

Penampakan dan profil darah kakap putih ditunjukkan pada Gambar 29 dan

Tabel 23. Secara statistik, eritrosit berbeda nyata antarperlakuan (P<0,05;

Lampiran 20), sedangkan leukosit tidak berbeda (Gambar 30 dan Lampiran 21).

Sebaliknya, untuk diferensiasi leukosit (Gambar 31), limfosit dan monosit masing-

masing berbeda nyata (P<0,05; Lampiran 22 dan 23) pada infeksi tunggal dan

koinfeksi dengan A. caviae (P<0,05). Selanjutnya, neutrofil berbeda nyata pada

infeksi tunggal dan koinfeksi dengan Ps. Aeruginosa (P<0,05; Lampiran 24).

Secara umum basofil berbeda nyata antarperlakuan (P<0,05; Lampiran 25).

Tabel 10. Profil darah (rata-rata + SD) ikan kakap putih Lates calcarifer semua
perlakuan setelah eksperimen.

PR A B C D E F G H

RB 8,0+1,53 7,6+1,15 6,0£0,58 5,2+2,19 5,5¢0,88  6,1+2,33 5,8+1,76  5,30,58

WB 3,7+0,58 4,1+1,20 4,6+2,33 8,4+1,34 4,1+1,45 5,8+2,19 4,0+0,33 6,1+1,53

L 31+2,31 64+1,89 52,33+0,98 72+0,94 42,33t+0,88 47+1,15 40+2,52 42,67+1,20
M 44+2,89 15+1,41 21,3340,27 11+1,89 28,33+2,96 28+1,53 25+2,58 23+3,51
N 25+0,58 21+2,87 26,33+0,72 17+0,94 29,33+2,19 25+2,08 21,33+5,04 22,33+3,53

B O 0 0 0 0 0 13,67+2,73 12,00+1,53

Keterangan= PR: Parameter; RB (RBCC): Erythrocytes count; WB (WBCC): Leukocytes count (x
101° mm-=3); L: Lymphocyte, M: Monocyte, N: Neutrophil dan B: Basophil (%); ; A=
kontrol; B= ikan terinfeksi Trichodina sp.; C= ikan sehat yang diinjeksikan dengan A.
caviae; D= ikan terinfeksi Trichodina sp. dan diinjeksikan dengan A. caviae; E= ikan
sehat diinjeksikan dengan Pseudomonas aeruginosa; F= ikan terinfeksi Trichodina
sp. dan diinjeksikan dengan Ps. aeruginosa; G= ikan sehat diinjeksikan dengan
Photobacterium damselae; H= ikan terinfeksi Trichodina sp. dan diinjeksikan dengan
Ph. damselae.
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Gambar 29. Sel darah ikan kakap putih Lates calcarifer. (A, B, C, D and E: diferensiasi leukosit;
F: Eritrosit sebelum pewarnaan giemsa. Panah merah: Basofil; panah kuning:
Monosit; panah hijau: Limfosit; panah biru: Neutrofil, panah putih: Eritrosit).
Perbesaran 40x. Skala: 10 um.
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Gambar 30. Eritrosit (x 10 mm-=) (P<0,05) dan leukosit (x 108 mm=3) (P>0,05) pada serum
darah kakap putih Lates calcarifer untuk semua perlakuan. A= kontrol; B= ikan
terinfeksi Trichodina sp.; C= ikan sehat yang diinjeksikan dengan A. caviae; D=
ikan terinfeksi Trichodina sp. dan diinjeksikan dengan A. caviae; E= ikan sehat
diinjeksikan dengan Pseudomonas aeruginosa; F= ikan terinfeksi Trichodina sp.
dan diinjeksikan dengan Ps. aeruginosa; G= ikan sehat diinjeksikan dengan
Photobacterium damselae; H= ikan terinfeksi Trichodina sp. dan diinjeksikan
dengan Ph. damselae.
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Gambar 31. Differensiasi leukosit (%) ikan kakap putih Lates calcarifer pada semua perlakuan.

A= kontrol; B= ikan terinfeksi Trichodina sp.; C= ikan sehat yang diinjeksikan
dengan A. caviae; D= ikan terinfeksi Trichodina sp. dan diinjeksikan dengan A.
caviae; E= ikan sehat diinjeksikan dengan Pseudomonas aeruginosa; F= ikan
terinfeksi Trichodina sp. dan diinjeksikan dengan Ps. aeruginosa; G= ikan sehat
diinjeksikan dengan Photobacterium damselae; H= ikan terinfeksi Trichodina sp.
dan diinjeksikan dengan Ph. damselae.
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5. Histopatologi ikan kakap putih L. calcarifer setelah eksperimen

Hasil

pengamatan histopatologi disajikan secara kuantitatif melalui skoring

kerusakan jaringan (Tabel 24 dan 25). Histopatologi organ sistemik L. calcarifer

menunjukkan banyak perubahan pada infeksi tunggal bakteri serta koinfeksi

bakteri dan

Trichodina sp.. Histopatologi organ sistemik (insang, ginjal, hati) dan

kulit ikan kakap putih L. calcarifer ditunjukkan pada Gambar 32 (ikan sehat dan

terinfeksi Trichodina sp.), Gambar 33 dan 34 (injeksi A. caviae), Gambar 35 (injeksi

Ps. aeruginosa), serta Gambar 36 (injeksi Ph. damselae).

Tabel 11. Skoring hasil pengamatan histopatologi pada organ ikan kakap putih Lates
calcarifer yang sehat dan diinjeksi bakteri.
PL Organ Sel Nekrosis Melano — Jaringan Vakuola Hemoragi
radang makrofag Ikat
Kontrol Ginjal +
Hati +
Insang + +
A. caviae Ginjal +++ +++ +++ +++
Hati ++ ++ ++ ++
Insang ++ ++ +++
Ph. Kulit +
damselae dan
Otot
Ginjal  +++ +++ +++ +++
Hati + + ++
Insang  ++ ++ ++
Ps. - +++ +++ +++ +++
. Ginjal
aeruginosa
Insang + + ++
Hat| + + +
Tabel 12. Skoring hasil pengamatan histopatologi pada organ ikan kakap putih Lates
calcarifer yang terinfeksi oleh Trichodina sp. dan diinjeksi bakteri.
PL Organ Sel Nekrosis Melano — Jaringan Vakuola Hemoragi
radang makrofag Ikat
Kontrol Ginjal +++ ++
Hati ++ +
Insang ++ ++
A. caviae Ginjal +++ +++ ++ ++ ++ ++
Hati +++ ++ + ++ ++
Insang +++ ++ +++
Kulit dan ++ +
Otot
Ph. Insang ++ ++ ++
damselae
Ginjal +++ +++ +++ + ++
Hati +++ ++ +++
Kulit dan ++ ++ ++ +
Otot
Ps. Hati ++ +++ +
aeruginosa
Ginjal +++ +++ +++ ++ + +++
Insang ++ ++ ++
Keterangan:  PL= Perlakuan; + = perubahan patologi ringan; ++ = perubahan patologi sedang;

+++ = perubahan patologi berat.
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Gambar 32.
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Histopatologi kakap putih Lates calcarifer yang tidak terinfeksi (A:
ginjal; B: hati; C: insang) dan yang hanya terinfeksi oleh Trichodina
sp. secara alami (D: ginjal; E: hati; F: Insang). Panah kuning:
inflammasi; panah merah: hemoragi; panah hijau:
melanomakrofag). Perbesaran 100x. Skala: 200 pum.

Gambar 33.

Histopatologi kakap putih Lates calcarifer pada infeksi tunggal
Aeromonas caviae (A: ginjal; B: hati; C: insang; D: kulit. Panah
hitam: nekrosis; panah kuning: inflamasi; panah merah: hemoragi;
panah hijau: melanomakrofag). Perbesaran 100x. Skala: 200 um.
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Gambar 34.

Histopatologi ikan kakap putih Lates calcarifer pada koinfeksi
dengan Aeromonas caviae (A: ginjal; B: hati; C: insang; D: kulit.
Panah hitam: nekrosis; panah kuning: inflamasi; panah merah:
hemoragi; panah hijau: melanomakrofag; panah biru: jaringan ikat;
panah putih: vakuola). Perbesaran 100x. Skala: 200 um.

Gambar 35.

Histopatologi kakap putih Lates calcarifer pada infeksi tunggal (A:
insang; B: ginjal; C: hati)) dan koinfeksi dengan Pseudomonas
aeruginosa (D: insang; E: ginjal; F: hati). Panah hitam: nekrosis;
panah kuning: inflamasi; panah merah: hemoragi; panah hijau:
melanomakrofag; panah biru: jaringan ikat. Perbesaran 100x.
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Gambar 36. Histopatologi ikan kakap putih Lates calcarifer pada infeksi tunggal
(A: insang; B: ginjal; C: hati) dan koinfeksi dengan Photobacterium
damselae (D: insang; E: ginjal; F: hati; G: kulit). Panah hitam:
nekrosis; panah kuning: inflamasi; panah merah: hemoragi; panah
hijau: melanomakrofag; panah putih: vakuola). Perbesaran 100x.
Skala: 200 pm.

Secara umum, terdapat lebih banyak kerusakan jaringan akibat koinfeksi
dibandingkan dengan infeksi tunggal. Ikan infeksi tunggal menunjukkan sedikit
melano-makrofag (Gambar 32A) dan hemoragi (Gambar 32B dan 32C) tetapi tidak
ada peradangan dan nekrosis. Ikan yang tidak terinfeksi mengalami hemoragi
yang sangat kecil di hati dan insang (Gambar 32E dan 32F), dan melanomakrofag
di ginjal (Gambar 32D). Pada infeksi tunggal dengan A. caviae (Gambar 33)
ditemukan nekrosis, inflamasi, hemoragi dan melanomakrofag yang rendah.
Sebaliknya, koinfeksi Trichodina dan A. caviae (Gambar 34) ditemukan akumulasi
sel radang (inflamasi), hemoragi, vakuola, melano-makrofag, jaringan ikat, dan
nekrosis yang besar. Hal serupa juga ditemukan pada infeksi tunggal dan koinfeksi
dengan Ps. Aeruginosa (Gambar 35), dan Ph. damselae (Gambar 36). Namun,

vakuola hanya ditemukan pada koinfeksi dengan A. caviae dan infeksi tunggal Ph.
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damselae. Berdasarkan perubahan pada jaringan ikan, kerusakan paling parah

ditemukan pada koinfeksi Trichodina sp. dan A, caviae (Tabel 35 dan Gambar 34).

6. Imunitas ikan

Evaluasi kekebalan ikan kakap putih L. calcarifer ditentukan dengan
mengukur indikator kekebalan yakni globulin dan titer antibodi (Lampiran 26)
dalam darah ikan setelah eksperimen. Globulin dan titer antibodi serum darah
ditunjukkan pada Gambar 37 dan 38. Secara statistik, titer antibodi dalam darah
kakap putih berbeda nyata (P<0,05) antar semua perlakuan (Lampiran 27), serta
antara infeksi tunggal dan koinfeksi dengan bakteri A. caviae (Lampiran 28).
Sebaliknya, dua bakteri lainnya tidak berbeda (P>0,05" Lampiran 29 dan 30).
Selanjutnya, globulin berbeda nyata (P<0,05) antar semua perlakuan (Lampiran
31 dan 32), serta antar infeksi (tunggal dan koinfeksi) pada A. caviae dan Ps.
Aeruginosa (Lampiran 32 dan 34. Sebaliknya, pada Ph. damselae tidak berbeda
(P>0,05; Lampiran 35).
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OKontrol EA. caviae P. aeruginosa Ph. damsellae

Gambar 37. Globulin pada serum darah ikan kakap putih Lates calcarifer yang
tinfeksi tunggal dan konfeksi.

4.00 -~
3.50 ~
3.00 H
2.50 A

2.00 H
1.50 A
1.00 A
0.50 -+
0.00

Rata-rata titer antibodi (g/dL)

e e e e e e e e T T e e e
e e e e e e e e T T e e e
e e e e e e e e T T e e e

e
vﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁv
vﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁv
vﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁvﬁv

Infeksi tunggal Koinfeksi
EA. caviae P. aeruginosa [@Ph. damsellae

Gambar 38. Titer antibodi dalam darah ikan kakap putih Lates calcarifer yang
terinfeksi tunggal dan koinfeksi.
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7. Parameter kualitas air dan infestasi Trichodina sp.

Parameter kualitas air yang sebagai data pendukung adalah: rerata salinitas
33,75-34,83 ppt, suhu 28-29°C, pH 7-7,42, DO 6,5-7,62 ppm, dan amonia 0,02-
0,03 ppm (Tabel 26). Investigasi infestasi parasit menunjukkan prevalensi hingga
100% untuk semua ikan yang terinfeksi alami hanya pada insang. Intensitas rata-
rata ektoparasit tidak berbeda secara statistik antarperlakuan (berkisar 131,13 —

209,75; P>0,05) (Tabel 27).

Tabel 13. Nilai rerata parameter kualitas air selama eksperimen infeksi tunggal
dan koinfeksi.

Kode Perlakuan

Parameter

A B C D E F G H
Salinitas (ppt) 34,75 34,00 34,67 34,67 3483 3483 3375 34,75
Suhu (°C) 28,33 28,00 28,33 28,33 2833 2833 29,00 29,00
pH 725 7,33 7,33 7,00 7,25 7,42 742 742
DO (ppm) 752 733 650 7,13 7,62 7,17 713 717

Amoniak (ppm) 0,03 0,02 0,02 0,02 0,03 0,02 0,03 0,02

Tabel 14. Rerata dan simpangan baku intensitas Trichodina sp. pada ikan
terinfeksi alami (perlakuan B, D, F, dan H)

Kode Pperlakuan

lkan 5e—B2 b2 DI BI D3 F2 F3 HL H3 Fl H2
1 201 123 157 196 133 139 195 145 165 146 129 162
2 213 214 116 134 108 139 189 192 129 137 122 144
3 134 156 122 237 106 165 205 205 114 118 111 127
4 125 175 145 226 160 201 198 190 122 216 132 156
5 152 154 115 214 182 158 187 189 105 138 152 141
6 167 172 215 225 101 132 165 144 166 102 114 126
7 190 146 145 215 203 123 209 176 133 115 172 214
8 122 168 129 231 129 167 149 154 116 152 117 153

Rerata Int. 163 163,5 143 209,75 140,25 153 187,12 174,37 131,25 140,5 131,13152,88

Simbpai”uga”.z,sz 9,32 11.60 11,70 13,37 8,87 7,23 836 808 12,33 7,43 9,86

D. Pembahasan

Sampai saat ini, laporan tentang keterkaitan komposisi bakteri dan
hubungannya dengan kematian ikan akibat Protozoa Ciliata di lingkungan
budidaya masih sangat terbatas. Studi ini menggabungkan beberapa indikator
kesehatan seperti fisiologi, hematologi, histopatologi, dan indikator imun sebagai
pendekatan inovatif untuk lebih memahami infeksi parasit Protozoa bersilia dan
hubungannya dengan infeksi bakteri. Pemahaman hubungan ini dalam budidaya
ikan dapat membantu praktik manajemen alternatif di sektor budidaya dan
mereduksi dampak negatif akibat kerugian (Gomes et al., 2019). Investigasi
simultan pada beberapa komunitas patogen dalam komoditas dan sistem

akuakultur memungkinkan pemahaman yang lebih baik tentang interaksi mereka
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dan berkontribusi pada peningkatan kesehatan hewan (Rud et al., 2016; Stentiford
et al., 2017).

Pengamatan ektoparasit mengungkapkan lokasi spesifik Trichodina sp. yang
dominan di insang kakap putih L. calcarifer. Temuan ini sama dengan pernyataan
Mizuno et al. (2016) bahwa preferensi lokasi ektoparasit Trichodina sering pada
bagian tubuh ikan yang terpapar langsung dengan lingkungan luar seperti insang
dan permukaan tubuh. Infestasi ektoparasit baik pada perlakuan tunggal maupun
koinfeksi sangat tinggi, mencapai prevalensi hingga 100% pada semua perlakuan
dengan intensitas rata-rata 131,13 — 209,75. Prevalensi parasit 99-100% dengan
intensitas rata-rata lebih dari 100 parasit/ikan tergolong infeksi sangat parah
(William & Bunkley, 1996). Tanda-tanda klinis trichodiniasis pada ikan adalah
gerakan lamban, kehilangan nafsu makan, nekrosis dan borok di berbagai bagian
tubuh, sisik terlepas dan akumulasi lendir yang berlebihan di sekitar insang
(Hassan, 1999).

Hasil penelitian juga menunjukkan perilaku berenang ikan yang lemah akibat
infeksi bakteri patogen, yang diamati selama percobaan (Tabel 19 dan 20) dengan
warna tubuh tergolong pucat. Gejala klinisnya mirip dengan hasil penelitian
terdahulu oleh Triyaningsih et al. (2014), yang menemukan lesi pada permukaan
tubuh dan pergerakan yang lemah pada ikan yang terinfeksi Aeromonas. Selain
itu, tanda-tanda Kklinis seperti letargik, berenang lemah, dan perdarahan yang
terlihat dalam penelitian ini sejalan dengan laporan sebelumnya (Chu & Lu, 2008;
Shen et al., 2013; Dash et al., 2014). Gejala lain yang terlihat adalah borok pada
sirip punggung dan kecenderungan untuk berenang dengan lemah baik di
permukaan maupun di dasar akuarium. Zhang et al. (2018) telah melaporkan
gejala klinis termasuk sirip gelap, berenang lambat, pendarahan permukaan,
edema perut, dan pendarahan pada ikan yang terinfeksi Aeromonas.

Analisis patogenisitas bakteri menunjukkan bahwa A. caviae lebih
mematikan daripada bakteri lain yang diuji. Temuan ini mungkin menunjukkan
infeksi sekunder difasilitasi oleh parasit yang berkoloni seperti yang dijelaskan
sebelumnya oleh Scott & Bollinger (2014). Uji statistik menunjukkan perbedaan
yang signifikan dalam patogenisitas A. caviae pada infeksi tunggal dan koinfeksi
dengan Trichodina sp. Hal ini menunjukkan bahwa infeksi A. caviae dapat
menyebabkan kematian baik pada ikan yang sebelumnya sehat maupun ikan yang
terinfeksi Trichodina. Aeromonas adalah salah satu bakteri patogen yang paling

umum di habitat air tawar dan laut di seluruh dunia (Jagruthi et al., 2014).
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Triyaningsih et al. (2014) juga melakukan uji patogenisitas infeksi Aeromonas,
menemukan bahwa suspensi dengan kepadatan 1,25 x 10° CFU/mL
mengakibatkan kematian 50%. Gejala klinis ikan yang terinfeksi A. caviae, baik
infeksi tunggal maupun koinfeksi, menunjukkan beberapa jenis kerusakan yang
mencolok pada permukaan tubuh, insang, dan bola mata. Selain itu, ditemukan
bercak merah pada perut di sekitar sirip dada, perut, dan dubur (Gambar 26). Pada
berbagai jenis ikan hias air tawar dan air laut ditemukan penyakit seperti
septikemia, rot pada sirip, borok, dan pembengkakan yang disebabkan oleh infeksi
Aeromonas (Ye et al., 2013).

Data hematologi menunjukkan peningkatan leukosit pada ikan koinfeksi
(Tabel 23), diduga merupakan bukti bahwa ikan merespons infeksi patogen dalam
tubuh, yang memiliki banyak tindakan untuk melindungi diri dari serangan
eksternal. Sel darah putih adalah sel pertahanan ikan dan kadarnya memiliki
indikasi untuk respon imun dan kemampuan ikan untuk menghadapi infeksi
patogen dan garis utama pertahanan imunologi (Tierney et al., 2004). Sel-sel ini
mampu menghasilkan antibodi dan dapat melakukan aktivitas makrofag pada ikan
termasuk kakap putih (Villegas & Mulero, 2014). Ketika ikan menerima induksi
patogen seperti infeksi bakteri, sel adhesi dapat bertindak sebagai penghalang
infeksi dalam tubuh (Guttman & Finlay, 2009; Howell & de Leeuw, 2018).
Pertahanan non-spesifik ikan terdiri atas sel fagosit (neutrofil dan makrofag)
(Robertsen et al., 1994). Makrofag memainkan peran sentral dalam pertahanan
non-spesifik seluler (Dalmo & Seljelid, 1995). Selanjutnya, sel monosit dan
makrofag menghasilkan prostaglandin yang memodulasi fungsi imun (Kinsella &
Lokesh, 1990). Selain itu, makrofag yang diisolasi dari darah kakap putih
menunjukkan kemampuan yang lebih besar untuk menelan bakteri dibandingkan
dengan yang diisolasi dari kepala-ginjal (Scapigliati et al., 2002). Lebih lanjut
dijelaskan bahwa limfosit bertanggung jawab untuk aktivasi dan pemeliharaan
respons imun yang disesuaikan dan memediasi imunitas seluler dan humoral
(Netea et al., 2005). Interaksi neutrofil dengan mikroba patogen menyebabkan
aktivasi oksigen dalam membran plasma vakuola fagosit dan dianggap sebagai
sistem pertahanan penting pada ikan (Biller-Takahashi et al., 2013). Hubungan
positif ini dapat dikaitkan dengan efek pada modulasi bakteri sehingga mengurangi
tekanan patogen (Lickstadt, 2008), sehingga mendukung mekanisme pertahanan

alami ikan.
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Hasil pengamatan profil darah menunjukkan peningkatan leukosit
khususnya limfosit yang cukup cepat dengan proporsi monosit dan neutrofil yang
lebih rendah pada ikan koinfeksi (Tabel 23). Limfosit memainkan peran sentral
dalam pertahanan non-spesifik inang terutama berperan dalam memerangi infeksi
patogen dalam tubuh, sehingga penting untuk mengetahui kegunaannya untuk
penilaian kesehatan ikan (Alejo & Tafalla, 2011; Vallejos-Vidal et al., 2016).
Hematologi dapat menjadi alat yang berguna untuk memantau status kesehatan
dan diagnosis penyakit pada ikan (Shahsavani et al., 2010; Haniffa & AbdulKader
Myden, 2011). Leukosit tertinggi yang dialami ikan koinfeksi kemungkinan terkait
dengan kandungan protein serum. Ini bisa menjadi indikator sebagai cara
diagnosis sistem pertahanan non-spesifik pada ikan, dan memainkan peran
penting dalam mengenali antigen alami yang ada pada organ sistemik ikan (Uribe
et al.,, 2011). Selanjutnya, neutrofil dianggap sebagai konstituen penting dari
pertahanan inang sehingga evaluasi fungsi neutrofil berguna untuk penilaian
status kesehatan ikan (Palic et al., 2005). Evaluasi fungsi neutrofil diperlukan untuk
penilaian kesehatan umum ikan (Cerezuela et al., 2012), dengan berbagai aktivitas
fagositosis, bakterisida, dan pernapasan. Namun, ada variasi antarindividu yang
luas dalam spesies ikan di sebagian besar parameter kekebalan, termasuk
aktivitas neutrofil (Sahoo et al., 2005).

Jumlah sel darah menunjukkan jumlah eritrosit terendah ditemukan pada
ikan koinfeksi, sedangkan tertinggi pada ikan pada perlakuan kontrol. Sebaliknya,
jumlah leukosit yang tinggi terjadi pada koinfeksi dan terendah pada ikan sehat
(Tabel 23 dan Gambar 30). Gambaran darah dan penanda fisiologis dapat
digunakan untuk mengenali kemungkinan bahaya lingkungan terhadap kesehatan
hewan air akibat penyakit menular (Burgos-Aceves et al., 2019). Darah dalam
tubuh ikan juga dikaitkan dengan kandungan protein serum dan dapat menjadi
indikator peningkatan sistem kekebalan ikan, serta berperan penting dalam
mengenali antigen alami yang ada di kulit, organ sistemik dan ditemukan dalam
plasma ikan (Magnadottir, 2010; Uribe et al., 2011). Sistem kekebalan bawaan
memberikan respons non-spesifik awal yang penting untuk melawan patogen
(Kordon et al., 2018). Pemeriksaan respon imun bawaan dapat memberikan
pemahaman tentang biomarker yang berguna untuk menilai status kesehatan ikan
selama budidaya (Abreu et al., 2009). Kimia dan fisiologi darah merupakan
parameter penting untuk mengevaluasi kondisi fisiologis umum tubuh, terutama

digunakan sebagai indikator stres pada ikan (Docan et al., 2012). Faktor stres
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diketahui menyebabkan menurunnya daya tahan tubuh (imunosupresi) pada ikan
dan berperan sebagai penghambat fungsi neutrofil sebagai fagositosis khususnya
pada organ sistemik ikan (Palic et al., 2005).

Di antara organ sistemik, insang adalah salah satu struktur tubuh ikan yang
paling halus dan sensitif terhadap kondisi lingkungan dan patogen (Saraiva et al.,
2015). Ada beberapa laporan tentang efek histopatologi yang disebabkan oleh
berbagai faktor patogen pada insang ikan laut termasuk parasit. Di antara parasit
insang, Trichodina bersilia mungkin yang paling sering terdeteksi. Pada penelitian
ini, ginjal dan hati menunjukkan organ yang paling terpengaruh secara
histopatologi. Ikan Teleostei tidak memiliki rongga meduler di tubuhnya sehingga
ginjal berfungsi sebagai organ hematopoietik utama (Agius & Roberts, 2003).
Gejala klinis dan histopatologi dalam penelitian ini mendukung hasil penelitian
sebelumnya oleh Santoro et al. (2017) dan Sonia & Lipton (2012). Ginjal adalah
organ penting penghasil antibodi utama pada ikan Teleostei (Geven & Klaren,
2017). Organ ini memainkan peran kunci dalam mengelola reaksi stres, yang
mencakup kontak yang kuat dengan sistem saraf, kekebalan dan endokrin. Ini
mengandung sitokin yang menghasilkan sel limfoid dari sistem kekebalan tubuh
dan sel endokrin yang mengeluarkan hormon stres (kortisol dan katekolamin)
(Tort, 2011).

Dalam penilaian kesehatan ikan, parameter histopatologi telah banyak
diterapkan untuk studi perubahan patologi akibat agen infeksi sebagai penanda
biologis (Forouhar et al., 2018). Pada penelitian ini, perubahan patologi tambahan
akibat infeksi Trichodina sp. dan A. caviae pada kakap putih L. calcarifer dicatat.
Dampak histopatologi pada organ ikan tercatat dalam beberapa analisis
perubahan patologi jaringan yaitu insang, hati, ginjal, kulit, dan otot. Kuantifikasi
kerusakan jaringan menunjukkan perbedaan yang signifikan secara statistik
(P<0,05) antarperlakuan (Lampiran 36, 37 dan 38). Perlakuan kontrol tidak
menunjukkan kerusakan yang berarti baik pada insang, ginjal, maupun hati
(Gambar 32A, 32B, dan 32C). Namun organ ikan yang mengalami infeksi tunggal
Trichodina sp. menunjukkan akumulasi sel inflamasi di insang, ginjal, dan hati.
Selain itu, melano-makrofag ditemukan di ginjal dan perdarahan di hati dan insang.
Organ ikan yang diinfeksi tunggal oleh A. caviae, terutama ginjal, mengalami
berbagai jenis kerusakan, yaitu akumulasi sel inflamasi, melano-makrofag,
perdarahan, dan nekrosis. Infeksi Ph. damselae dan Ps. aeruginosa seperti

nekrosis dan hemoragik pada insang dan ginjal ditemukan pada hasil penelitian
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ini. Penelitian terdahulu juga melaporkan infeksi Ph. damselae subsp.
menyebabkan kerugian terbesar dalam produksi budidaya L. calcarifer (Afonso et
al., 2005). Dilaporkan terjadi kematian ikan akibat lesi histopatologi yang khas,
seperti nekrosis pembuluh darah arteri pada organ sistemik pada ginjal ikan
(Kurtovic et al., 2008).

Kriteria hematologi umumnya digunakan sebagai indikator awal penilaian
status kesehatan ikan dan telah terbukti dapat diandalkan untuk mengukur
dampak perubahan lingkungan pada ekologi ikan (Sheikh & Ahmed, 2016).
Kurtovic et al. (2008) menyatakan ginjal mengacu pada jumlah yang lebih tinggi
dari pusat melano-makrofag dan atrofi glomerulus sebagai fitur umum dari ginjal
ikan kakap yang rusak akibat koinfeksi mikroorganisme patogen. Kehadiran
perdarahan dan nekrosis pada ikan budidaya telah dikaitkan dengan banyak
bahaya mikroorganisme patogen di lingkungan perairan (Roberts, 2012).
Keuntungan penggunaan fitur histopatologi sebagai biomarker pada organisme
akuatik adalah mampu mengintegrasikan antara pengaruh faktor abiotik dan biotik
terhadap fungsi organ dan kesehatan ikan (van Dyk et al., 2009). Selain itu, survei
histopatologi pada jaringan ikan biasanya mengacu pada perubahan yang lebih
serius dan jelas bahkan jika perubahan tersebut hanya ada pada beberapa
spesimen. Namun, penting untuk diingat bahwa ikan yang sehat tidak ditandai
dengan tidak adanya histopatologi, tetapi dapat menunjukkan gangguan struktural
sedang atau reaksi inflamasi ringan (Bernet et al., 2004).

Analisis imunitas ikan menujukkan bahwa infeksi A. caviae menghasilkan
globulin tertinggi baik pada infeksi tunggal maupun ikan koinfeksi (Gambar 37).
Selain itu, titer antibodi juga menunjukkan hasil tertinggi pada ikan setelah diinfeksi
dengan A. caviae baik infeksi tunggal maupun ikan koinfeksi (Gambar 38). Hal ini
diduga karena infeksi patogen menjadi stimulus produksi antibodi pada tubuh ikan.
Protein dalam serum (albumin dan globulin) adalah elemen humoral dari sistem
imun non-spesifik dan koinfeksi mungkin terkait dengan peningkatan respons imun
non-spesifik pada ikan. Globulin sangat penting untuk menjaga sistem kekebalan
tubuh agar tetap sehat. Gamma globulin adalah sumber dari semua protein yang
diperlukan untuk fungsi kekebalan dalam darah (Wiegertjes et al., 1996). Data
parameter hematologi dalam penelitian ini menunjukkan bahwa koinfeksi dapat
memengaruhi pertahanan alami kakap putih karena interaksi antarmikroorganisme
yang diuji. Jadi, ikan yang dibudidayakan dapat meningkatkan stres,

membahayakan kompetensi kekebalan dan mengurangi kemampuan mereka
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untuk memerangi infeksi, serta berujung pada terjadinya wabah penyakit (Kotob et
al., 2016). Kadar globulin dan protein total secara tidak langsung mencerminkan
kondisi imunitas humoral spesifik (Stosik et al., 2001), karena mereka memainkan
peran penting dalam imunitas dan inflamasi dengan mengatur sitokin inflamasi
(Azab et al., 2013). Namun dalam kimia klinis, total serum protein merupakan
indikator terpenting dari kondisi kesehatan ikan (Yang & Chen, 2003).

Selain itu, titer antibodi merupakan cerminan dari kemampuan tubuh
terhadap infeksi patogen melalui imun spesifik. Antibodi yang beredar akan
menetralkan molekul antifagosit dan eksotoksin lain yang dihasilkan oleh bakteri
(Skinner, 2009). Produksi antibodi dipengaruhi oleh serangan patogen, dan sel
limfosit berperan dalam memproduksi antibodi dalam tubuh ikan (Rukyani et al.,
1997). Sistem kekebalan sangat penting untuk pemeliharaan kesehatan dan
memainkan peran kunci dalam melawan patogen. Kepala ginjal merupakan salah
satu komponen utama dari sistem kekebalan. Selain itu, kepala ginjal adalah organ
limfoid terkenal pada L. calcarifer dan sering kaya akan pusat melano-makrofag,
yang mencerminkan peran yang berkaitan dengan dengan sistem kekebalan
(Azad et al., 2009). Parameter kekebalan non-spesifik berguna untuk menentukan
status kesehatan ikan dan untuk mengevaluasi zat imunomodulator pada ikan
budidaya sebagai marker pencemaran dan resistensi penyakit (Sahoo et al.,
2005).

Koinfeksi Trichodina sp. dan A. caviae berkontribusi terhadap kerusakan
yang lebih parah pada ginjal dan hati (Gambar 34) daripada perlakuan infeksi
tunggal, terutama akumulasi sel inflamasi dan nekrosis. Selain itu, akumulasi sel
inflamasi ditemukan pada semua ikan baik pada infeksi tunggal terinfeksi koinfeksi.
Secara histopatologi, kerusakan yang diamati pada permukaan tubuh dan insang
ikan yang terinfeksi merupakan tanda yang jelas dari cedera akibat pembuangan
racun bakteri dan septikemia. Selain itu, melanomakrofag yang besar mungkin
menunjukkan respons defensif jaringan hematopoietik terhadap kerusakan radikal
bebas yang disebabkan oleh infeksi Aeromonas (Kathirkaman et al., 2018).
Meseguer et al. (1994) melaporkan adanya Melanomakrofag pada ginjal dan hati
L. calcarifer akibat infeksi bakteri dan parasit. Oleh karena itu, organ ini dianggap
sebagai salah satu yang berperan penting dalam respon imun pada ikan.

Dalam penelitian ini, tampaknya koinfeksi telah menyebabkan aktivasi
beberapa indikator imun-fisiologis dalam profil hematologi. Jumlah leukosit dan

diferensiasi leukosit seperti limfosit, monosit, dan neutrofil termasuk di antara sel-
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sel pertahanan yang terlibat dalam respon imun ikan (Uribe et al., 2011). Tavares-
Dias et al. (2008) menyatakan jumlah leukosit ikan merupakan salah satu cara
paling dasar untuk menilai sistem kekebalan tubuh. Hal ini mendukung penjelasan
Tierney et al. (2004) bahwa kuantitas dan kualitas sel leukosit umumnya
digunakan untuk mengetahui reaksi imun yang disebabkan oleh penyakit. Temuan
kami mengungkapkan bahwa infeksi tunggal Trichodina sp. hanya menghasilkan
akumulasi sel inflamasi dan beberapa perdarahan, sedangkan koinfeksi dengan
A. caviae berkontribusi pada perubahan patologi lainnya seperti peradangan,
nekrosis, vakuola, melano-makrofag, dan jaringan parut. Hasil serupa dilaporkan
oleh Moustafa et al. (2020) dengan nekrosis, inflamasi, dan melano-makrofag
pada hati ikan nila yang ditemukan akibat infeksi Aeromonas. Juga, percobaan
serupa pada ikan mas hitam mengungkapkan pendarahan dan kerusakan jaringan
yang parah (Zhang et al., 2018). Akumulasi makrofag di ginjal dan organ sistemik
lainnya dikaitkan dengan respon imun terhadap bahan patogen melalui fagositosis
(Steinel & Bolnick, 2017).

Parasit Ciliata berpotensi memiliki dampak signifikan pada ikan budidaya,
karena kemampuannya berkembang biak dengan cepat sebagai respons terhadap
perubahan parameter lingkungan (Gomes et al., 2016). Beberapa penelitian
melaporkan peningkatan kematian pada ikan koinfeksi oleh parasit dan bakteri.
Misalnya koinfeksi yang disebabkan oleh Trichodina sp. dan bakteri patogen
menyebabkan kematian serius pada nila hibrida Oreochromis niloticus (Xu et al.,
2015), kemungkinan karena kerusakan fisik epitel oleh parasit dan memfasilitasi
infeksi bakteri sekunder (Kotob et al., 2016). Pada dasarnya, koinfeksi parasit dan
bakteri patogen telah memengaruhi kesehatan ikan seperti yang dilaporkan oleh
Xu et al. (2014). Studi ini membuktikan pengaruh perubahan patologi pada
hubungan yang kuat antarmikroorganisme. Penurunan imunitas juga diduga
berperan penting dalam respon fisiologis tubuh ikan. Telah dijelaskan koinfeksi
ektoparasit dan bakteri dapat memengaruhi peningkatan yang signifikan dalam
kematian, kerusakan pada permukaan tubuh. Studi lain telah melaporkan
keparahan gejala penyakit yang disebabkan oleh koinfeksi bakteri dan ektoparasit
pada ikan rainbow trout (Bandilla et al., 2006), nila (Xu et al., 2009), dan salmon
Atlantik (Lhorente et al., 2014).

E. Kesimpulan
Penelitian ini mengungkapkan bahwa infeksi tunggal Trichodina sp.

mengakibatkan akumulasi sel inflamasi dan hemoragi yang rendah di beberapa
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organ. Sementara itu, koinfeksi Trichodina sp. dan bakteri patogen berkontribusi
terhadap kerusakan parah yang terlihat melalui profil darah dan histopatologi
organ sistemik ikan. A. caviae merupakan bakteri yang paling letal dibandingkan
Pseudomonas aeruginosa dan Photobacterium damselae. Evaluasi imunitas ikan
menunjukkan produksi titer antibodi tertinggi pada ikan koinfeksi dengan A. caviae.

Sebaliknya, globulin lebih tinggi pada infeksi tunggal dengan A. caviae.
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VI. PEMBAHASAN UMUM

Pertumbuhan populasi manusia menyebabkan peningkatan permintaan
ikan, untuk memenuhi kebutuhan protein hewani. Hal tersebut menjadikan negara-
negara penghasil ikan, perusahaan, dan nelayan atau pembudidaya untuk
meningkatkan produksi ikan di seluruh dunia, sehingga memicu intensifikasi
budidaya. Menurut Dey et al. (2008), Negara-negara Asia memasok 60% produksi
ikan dunia, dimana 13% dari pengeluaran digunakan untuk membeli pangan
berupa ikan. Pertumbuhan penduduk terus meningkat menyebabkan produksi
perikanan baik dari penangkapan maupun budidaya akan menjadi semakin
penting di masa depan (Sadovy et al., 2012). Indonesia memainkan peran penting
dalam penyediaan ikan budidaya di Asia (Lau & Parry-Jones, 2000; Pet-Soede et
al., 2004; Johnston & Yeeting, 2006).

Namun, intensifikasi sektor budidaya memiliki beberapa kendala dan
dampak yakni dari segi menurunnya kesehatan ikan yang disebabkan oleh infeksi
virus, bakteri, jamur, parasit akibat stres dan faktor kondisi yang kurang optimal
(Zafran et al., 1998; Koesharyani et al., 2001; Bondad-Reantaso et al., 2005). Hal
ini menyebabkan ikan rentan terinfeksi penyakit dan menimbulkan masalah yang
serius serta kerugian bagi para pembudidaya. Dilaporkan bahwa masalah utama
yang sering dihadapi oleh pembudidaya ikan, baik air laut maupun air tawar di
Indonesia, adalah serangan penyakit (Rahayu et al., 2013). Faktor yang berperan
dalam timbulnya suatu penyakit adalah faktor internal dan eksternal. Faktor
internal merupakan faktor yang berasal dari lingkungan dalam seperti gangguan
genetik, kekebalan, dan metabolisme tubuh. Faktor eksternal yang memengaruhi
penyakit bersifat patogen adalah parasit, virus, jamur, dan bakteri, sedangkan non-
patogen disebabkan oleh suhu, kualitas air, pH, gas beracun dan nutrisi (Bondad-
Reantaso et al., 2005). Serangan parasit dan bakteri dapat menimbulkan
gangguan kesehatan dan menyebabkan kerugian besar bagi pembudidaya, antara
lain kematian massal terutama pada benih dan larva, penurunan bobot, serta
rendahnya fekunditas (Gunawan et al., 2011).

Indonesia sebagai pusat keanekaragaman parasit di dunia kemungkinan
memiliki lebih banyak spesies agen infeksi penyebab penakit yang belum
dilaporkan atau dideskripsikan (Sorvillo et al., 2002). Penyakit ikan yang terjadi
akibat infeksi parasit biasanya menyebabkan kerusakan pada permukaan tubuh

ikan sehingga agen penyakit lain seperti jamur, bakteri, dan virus, akan lebih
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mudah terpapar pada ikan yang telah terinfeksi parasit tersebut. Utami et al. (2014)
melaporkan bahwa parasit yang sering menginfeksi ikan budidaya laut adalah dari
kelompok cacing dan Protozoa. Umasugi & Burhanuddin (2015) menjelaskan
tentang infeksi Protozoa pada budidaya kerapu dengan prevalensi >50%.
Sebaliknya, Hadiroseyani et al. (2006) melaporkan infeksi parasit cacing dengan
prevalensi hingga 100% dan intensitas mencapai lebih dari 50 parasit/ikan pada
insang ikan yang berasal dari Bogor. Infeksi parasit pada ikan juga dapat
berdampak pada ekosistem laut dan sumber daya hayati (Buchman & Bresciani,
2001). Gyrodactylus adalah salah satu cacing Monogenea yang ditemukan
menginfeksi ikan, tersebar luas, dan memengaruhi banyak spesies ikan di dunia.
Sebagai patogen ikan yang penting, Gyrodactylus dilaporkan dapat menyebabkan
kerugian ekonomi yang signifikan dalam industri akuakultur. Selain itu,
Gyrodactylus berpotensi membahayakan populasi ikan liar (Bakke et al., 2007).
Parasit cacing ini mampu merusak jaringan ikan karena kemampuannya
menembus sel epidermis inang. Selain itu, organ perlekatan dan borok yang
dihasilkan oleh pencernaan enzimatik mengakibatkan hilangnya integritas osmotik
epidermis, yang tampaknya menjadi penyebab utama kematian ikan (Tu et al.,
2015).

Hasil pengamatan infestasi parasit (Bab 2) menunjukkan cenderung
peningkatan infeksi seiring dengan bertambahnya ukuran ikan. Hal ini serupa
dengan beberapa hasil penelitian sebelumnya (Alifuddin et al., 2013; Maulana et
al., 2017). Laporan terdahulu banyak yang menganggap bahwa ikan yang lebih
besar akan lebih tahan terhadap serangan parasit, baik melalui pengamatan
sampel dari alam atau dari hasil eksperimen. Hal itu bekaitan dengan sistem imun
yang lebih baik pada ikan dewasa dibandingkan ikan kecil atau larva (Su, 1993;
Martins et al., 2010). Parasitisme khusunya Trichodina dapat menyebabkan lesi
pada inangnya sebagai akibat dari proliferasi yang cepat. Perubahan patologi
seperti hiperplasia lamela sekunder (Yemmen et al., 2010; Yemmen et al., 2011),
pengelupasan seluler, fusi lamela (Abdel-Baki et al., 2011), pembengkakan
subepitel dengan perpindahan epitel lamela sekunder (Valladao et al., 2014) dan
nekrosis insang (Yemmen et al., 2011) umumnya terkait dengan trichodiniasis.
Parasit ini sering dikaitkan dengan lesi pada permukaan tubuh yang menyebabkan
infeksi sekunder seperti bakteri oportunistik dan menyebabkan kematian (Khan,
2009; Valladéo et al., 2014).

101



Selain parasit, infeksi penyakit bakterial juga sering ditemukan menyerang
komoditas ikan budidaya. Telah banyak dilaporkan bahwa umumnya bakteri
patogen ikan yakni golongan gram negatif, seperti Aeromonas sp., Pseudomonas
sp., Flexibacter sp., dan Vibrio sp. Bakteri-bakteri ini hampir selalu ditemukan dan
hidup di air kolam, di permukaan tubuh ikan, dan pada organ-organ tubuh bagian
dalam ikan. Pencegahan infeksi bakteri ini terletak pada pengelolaan kualitas air
yang baik sehingga ikan terhindar dari stres. Laporan lain menyatakan bahwa ikan
budidaya dilaporkan sering terserang bakteri seperti Aeromonas hydrophilla,
Aeromonas salmonicida, dan, Sphingomonas, Pseudomonas flourescens (Sari,
2011). Komunitas bakteri pada hewan akuatik diduga memiliki pengaruh terhadap
pertumbuhan dan kemampuan bertahan hidup inang. Pada ikan, mikrobiota
dilaporkan dapat berpengaruh hingga pada ekspresi gen inangnya, terutama yang
berperan dalam imunitas dan nutrisi (Widya et al., 2016). Timbulnya wabah
penyakit ikan dapat dikaitkan dengan penekanan sistem kekebalan ikan (Moustafa
et al., 2020).

Secara umum, studi koinfeksi parasit dan bakteri mengungkapkan pengaruh
terhadap kesehatan ikan budidaya. Data histopatologi, hematologi, dan imunitas
ikan menunjukkan peningkatan keparahan penyakit akibat koinfeksi parasit dan
bakteri (Bab 5). Sinergi serupa antara bakteri dan parasit yang meningkatkan
keparahan gejala penyakit dilaporkan di banyak tempat (Lhorente et al., 2014;
Figueroa etal., 2017; Vasemagi et al., 2017). Studi terbaru membuktikan pengaruh
perubahan patologi pada hubungan yang kuat antarmikroorganisme. Penurunan
imunitas juga diduga berperan penting dalam respon fisiologis tubuh ikan. Sistem
kekebalan bawaan menyediaan wadah pertahanan pertama melawan patogen
yang menyerang melalui pengenalan patogen potensial (Eggestol et al., 2018).
Tkachenko et al. (2014) menggambarkan efek dari infeksi bakteri patogen pada
jaringan inang sebagai bagian yang terkait dengan induksi stres. Kehadiran
beberapa patogen dilaporkan dapat memengaruhi kesehatan ikan budidaya terkait
wabah penyakit, sementara infeksi patogen secara simultan pada ikan budidaya
dapat menambah keparahan penyakit (Garcia-Rosado et al., 2007).

Seringkali dalam beberapa kasus infeksi, satu patogen mengubah respon
imun dari inang yang memungkinkan patogen lain untuk membangun infeksi baru
yang menyebabkan kematian pada ikan yang terkena (Telfer et al., 2008).
Dijelaskan bahwa interaksi antara agen infeksi secara simultan juga menghasilkan

kerentanan yang sangat beragam pada ikan budidaa (Cox, 2001). Penelitian ini

102



menjelaskan bahwa infeksi tunggal Trichodina sp. menyebabkan inflamasi yang
rendah pada jaringan target. Telah dilaporkan bahwa kerusakan yang paling
banyak disebabkan oleh parasit adalah inflamasi dan nekrosis sel epidermis
(Hassan, 1999). Sementara itu, koinfeksi parasit dan bakteri menyebabkan
kerusakan parah yang terindikasi dari histopatologi dan hematologi (Bab 5).
Bakteri A. caviae menunjukkan patogenisitas yang lebih besar setelah eksperimen
koinfeksi dibandingkan infeksi tunggal Trichodina atau infeksi tunggal bakteri

lainnya.
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VIl. KESIMPULAN UMUM DAN REKOMENDASI

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian, maka dapat disimpulkan bahwa:

Ikan laut yang berasal dari beberapa fasilitas budidaya di Indonesia telah
terinfeksi oleh dua jenis ektoparasit yakni Gyrodactylus sp. pada ikan giru
dan Trichodina sp. pada kakap putih dan kerapu hibrid. Trichodina
merupakan parasit Ciliata yang umum pada ikan budidaya dan
menyebabkan penyakit gatal-gatal di permukaan tubuh atau kulit ikan.
Sebaliknya, Gyrodactylus adalah cacing Monogenea yang dilaporkan sangat
patogen pada ikan karena mampu menembus epitel kulit inang. Kedua
ektoparasit ini diketahui dapat menyebabkan infeksi sekunder yang lebih
berbahaya pada ikan. Identifikasi bakteri menunjukkan ikan budidaya laut
terinfeksi oleh 12 jenis bakteri yang didominansi oleh bakteri basil dan
berspora. Ini merupakan golongan bakteri paling melimpah di perairan dan
memiliki ketahanan yang kuat sehingga dapat hidup di berbagai relung.
Selain itu deteksi Iridoviridae menunjukkan hasil negatif.

Tingkat infeksi parasit pada tiga lokasi budidaya tergolong sangat parah
berdasarkan prevalensi. Berdasarkan intensitas, infeksi parasit pada ikan
dari Situbondo tergolong sangat parah, namun ikan dari Takalar dan Gondol
tergolong infeksi sedang. Selain itu, pola tingkat infeksi parasit secara umum
cenderung lebih tinggi pada ikan dengan ukuran yang lebih besar. Tingkat
infeksi parasit yang tinggi diduga terkait fakor kondisi yakni ikan yang
cenderung stres menyebabkan ketahanan tubuh menurun, sehingga mudah
terinfeksi oleh patogen. Selain itu, bakteri A. caviae merupakan yang paling
mematikan dibandingkan bakteri uji lainnya.

Ikan sehat berukuran 2-6 cm merupakan kelompok yang paling banyak
terinfeksi oleh Trichodina dibandingkan ukuran <2 cm dan >10 cm, setelah
dikohabitasi dengan ikan yang terinfeksi ukuran 6-10 cm. Selain itu, insang
kiri merupakan organ yang paling banyak terinfeksi. Pola ini diduga ini erat
kaitannya dengan ukuran dan imunitas ikan, yakni ukuran ikan yang lebih
besar sangat mungkin memiliki sistem pertahanan dan imunitas yang lebih
baik daripada ikan dengan ukuran yang lebih kecil, sehingga ukuran >10 cm
memiliki tingkat infeksi parasit yang rendah. Lama pemaparan juga
berpengaruh terhadap infestasi parasit, sehingga tingkat infeksi Trichodina

meningkat dari pekan pertama hingga pekan terakhir percobaan.
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Profil darah kakap putih menunjukkan lebih banyak peningkatan jenis
leukosit pada koinfeksi dibandingkan infeksi tunggal, yang merupakan salah
satu indikator bahwa tubuh ikan merespon serangan patogen melalui respon
imun non spesifik. Selanjutnya fisiologis ikan umumnya mengalami
kekurangan nafsu makan, berenang lemah dan pergerakan operkulum yang
cepat setelah koinfeksi.

Secara histopatologi, infeksi tunggal menyebabkan kerusakan yang ringan,
sedangkan koinfeksi berkontribusi terhadap kerusakan yang lebih parah. Hal
ini jelas merupakan dampak dari infeksi simultan Trichodina dan bakteri
patogen sehingga jaringan ikan mengalami berbagai kerusakan.

Titer antibodi dan globulin dalam serum darah ikan kakap putih menunjukkan
nilai tertinggi setelah infeksi dengan bakteri A. caviae baik secara tunggal
maupun koinfeksi, dibandingkan perlakuan infeksi lainnya. Dalam hal ini
koinfeksi Trichodina dan bakteri patogen menyebabkan produksi antibodi
ikan meningkat, yang merupakan indikator bahwa respon imun spesifik ikan
bekerja melawan infeksi patogen.

Rekomendasi

Beradasarkan hasil penelitian, maka dianggap perlu memberikan beberapa

rekomendasi sebagai berikiut:

1.

Untuk mendorong keberhasilan budidaya ikan, perlu perhatian yang lebih
terhadap riset yang terkait dengan infeksi simultan beberapa komunitas
patogen pada ikan, karena hal ini masih sangat jarang dilakukan di
Indonesia, khususnya pada budidaya laut.

Diperlukan riset yang lebih komprehensif terkait koinfeksi pada beberapa
komoditas penting untuk menunjang keberhasilan produk perikanan

budidaya di Indonesia, baik air tawar maupun air laut.
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Lampiran 1. Uji Kruskal-Wallis Infestasi Gyrodactylus sp. berdasarkan sirip

Ranks
sirip N Mean Rank
numberparasite siripekor 30 104.87
sirippuggung 30 32.73
siripdubur 30 45.42
siripperut 30 58.98
Total 120

Test Statistics®P

numberparasite
Kruskal-Wallis H 73.989
df 3
Asymp. Sig. .000

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: sirip
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Lampiran 2. Regresi liner infestasi Gyrodactylus sp. terhadap interval berat ikan

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,982328
R Square 0,964969
Adjusted R Square 0,947453
Standard Error 0,295935
Observations 4
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 4,824844 4,824844 55,09211 0,017672
Residual 2 0,175156 0,087578
Total 3 5

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 0,580525 0,297945 1,948429 0,190706 -0,70143 1,862479 -0,70143 1,862479
X Variable 1 0,004024 0,000542 7,422406 0,017672 0,001691 0,006357 0,001691 0,006357
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Lampiran 3. Uji Kruskal-Wallis intensitas Gyrodactylus sp. berdasarkan interval

panjang ikan

Ranks
kelaspanjang Mean Rank
prevalensi 1-2cm 4 6.00
2.5-3.6 4 3.00
Total 8

Test Statistics?P

prevalensi
Kruskal-Wallis H 3.000
df 1
Asymp. Sig. .083

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable:

kelaspanjang
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Lampiran 4. Regresi linier infestasi Trichodina sp. terhadap interval panjang ikan dari Takalar

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,999613
R Square 0,999225
Adjusted R Square 0,99845
Standard Error 0,039366
Observations 3
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 1,99845 1,99845 1289,613 0,017723
Residual 1 0,00155 0,00155
Total 2 2

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 0,650564 0,043916 14,81395 0,042909 0,092563 1,208565 0,092563 1,208565
X Variable 1 0,006426 0,000179 35,91119 0,017723 0,004152 0,0087 0,004152 0,0087

139



Lampiran 5. Regresi linier Infestasi Trichodina sp. terhadap interval panjang ikan dari Situbondo

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,996208
R Square 0,99243
Adjusted R Square 0,984859
Standard Error 0,123049
Observations 3
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 1,984859 1,984859 131,0918 0,054462
Residual 1 0,015141 0,015141
Total 2 2

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept -2,51825 0,400967 -6,28045 0,100522 -7,61302 2,576517 -7,61302 2,576517
X Variable 1 0,0039 0,000341 11,44953 0,055462 -0,00043 0,008227 -0,00043 0,008227

140



Lampiran 6. Regresi linier Infestasi Trichodina sp. terhadap interval berat ikan dari Takalar

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,766899
R Square 0,588135
Adjusted R Square 0,17627
Standard Error 0,907596
Observations 3
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 1,17627  1,17627 1,427979 0,443597
Residual 1 0,82373 0,82373
Total 2 2

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 4,775468 2,380981 2,005673 0,294447 -25,4778 35,02869 -25,4778 35,02869
X Variable 1 -0,01322 0,01106 -1,19498 0,443597 -0,15375 0,127314 -0,15375 0,127314
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Lampiran 7. Regresi linier Infestasi Trichodina sp. terhadap interval berat ikan dari Situbondo

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,69675
R Square 0,48546
Adjusted R Square -0,02908
Standard Error 1,014435
Observations 3
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 0,970921 0,970921 0,943485 0,509257
Residual 1 1,029079 1,029079
Total 2 2

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 5,640691 3,793628 1,486886 0,376919 -42,5619 53,84331 -42,5619 53,84331
X Variable 1 -0,00314 0,003235 -0,97133 0,509257 -0,04425 0,037961 -0,04425 0,037961
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Lampiran 8. Regresi linier Infestasi Trichodina sp. terhadap interval berat ikan dari Gondol

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,998899
R Square 0,997799
Adjusted R Square 0,995599
Standard Error 0,06634
Observations 3
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 1,995599 1,995599 453,436 0,029875
Residual 1 0,004401 0,004401
Total 2 2

Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 0,153991 0,094776 1,624801 0,351229 -1,05025 1,358229 -1,05025 1,358229
X Variable 1 0,009548 0,000448 21,29404 0,029875 0,003851 0,015246 0,003851 0,015246
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Lampiran 9. Regresi linier Infestasi Trichodina sp. terhadap interval panjang ikan dari Gondol

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,902218
R Square 0,813998
Adjusted R Square 0,627996
Standard Error 0,609921
Observations 3
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 1,627996 1,627996 4,376286 0,283875
Residual 1 0,372004 0,372004
Total 2 2

Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 5,384364 1,655679 3,252059 0,189917 -15,653 26,42175 -15,653 26,42175
X Variable 1 -0,01751 0,008368 -2,09196 0,283875 -0,12383 0,088819 -0,12383 0,088819
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Lampiran 10. Regresi linier prevalensi Trichodina sp. berdasarkan kelompok ukuran ikan yang diuiji

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,649344
R Square 0,421648
Adjusted R Square 0,363813
Standard Error 2,875837
Observations 12
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 60,29563 60,29563 7,290502 0,02231
Residual 10 82,70437 8,270437
Total 11 143

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 8,051913 1,00973  7,97432 1,21E-05 5,802094 10,30173 5,802094 10,30173
X Variable 1 -0,06106 0,022614 -2,70009 0,02231 -0,11145 -0,01067 -0,11145 -0,01067
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Lampiran 11. Regresi linier intensitas Trichodina sp. berdasarkan kelompok ukuran ikan yang diuiji

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,623633
R Square 0,388918
Adjusted R Square 0,32781
Standard Error 2,95609
Observations 12
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 55,61532 55,61532 6,364424 0,030243
Residual 10 87,38468 8,738468
Total 11 143

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 8,039953 1,049198 7,66295 1,71E-05 5,702194 10,37771 5,702194 10,37771
X Variable 1 -0,70802 0,280652 -2,52278 0,030243 -1,33336 -0,08269 -1,33336 -0,08269
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Lampiran 12. Uji Kruskal-Wallis jumlah bakteri berdasarkan tingkat infeksi parasit

Ranks
infection_rate Mean Rank
number_ofbacteria light 9 9.78
moderate 9 10.11
heavy 4 18.50
Total 22

Test Statistics?P

number ofbacteria

Kruskal-Wallis H
df
Asymp. Sig.

6.501
2
.039

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: infection_rate
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Lampiran 13. Kruskal-Wallis jumlah bakteri berdasarkan panjang ikan

Ranks

fishlength N Mean Rank
numberofbacteria 9.5 4 17.00

8.5 4 9.75

7.1 4 8.00

6.5 4 12.75

2.8 4 5.00

Total 20

Test Statistics®P

bactnumberofbacteria

Kruskal-Wallis H 10.599
df 4
Asymp. Sig. .031

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: fishlength
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Lampiran 14. Kruskal-Wallis infestasi parasit berdasarkan panjang ikan

Ranks
fishlengthinterval N Mean Rank
parasitesnumber 1-3.5 5 5.00
3.6-7.0 5 7.20
7.1-9.5 4 11.00
Total 14

Test Statistics?P

parasitesnumber

Kruskal-Wallis H 6.263
df 2
Asymp. Sig. .044

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable:

fishlengthinterval
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Lampiran 15. Patogenisitas bakteri

Patogenisitas bakteri pada ikan sehat (tidak terinfeksi Trichodina sp.)
Perlakuan Y lkan (Ind.) Mortalitas LCso

Bakteri (Cfu/mL)  Diperiksa Mati Hidup Rasio %
1,3 x 10° 30 5 25 5/30 16,67
. 1,3 x 107 30 2 28 2/30 6,67
A. caviae 6,0
1,3 x 10° 30 1 29 1/30 3,33
Kontrol 30 0 30 0/30 0,00
1,3 x 10° 30 4 26 4/30 13,33
Ps. 1,3 x 107 30 1 29 1/30 3,33 g1
aeruginosa 4 34 105 30 0 30  0/30 0,00 '
Kontrol 30 0 30 0/30 0,00
1,3 x 10° 30 5 25 5/30 16,67
Ph. 1,3 x 107 30 2 28 2/30 6,67
damselae 1,3x10° 30 0 30 0/30 0,00 7.6
Kontrol 30 0 30 0/30 0,00
Patogenisitas bakteri pada ikan yang terinfeksi Trichodina sp.
_ Perlakuan >lkan (Ind.) Mortalitas LCso
Bakteri . - . -
(Cfu/mL)  Diperiksa Mati Hidup Rasio %
1,3 x10° 30 9 21 9/30 30,00
. 1,3 x 107 30 7 23 7130 23,33
A. caviae 5,0
1,3 x 10° 30 3 27 3/30 10,00
Kontrol 30 0 30 0/30 0,00
1,3 x 10° 30 7 23 7130 23,33
Ps. 1,3 x 107 30 2 28 2/30 6,67 4
aeruginosa 1,3 x 10° 30 0 30 0/30 0,00 ’
Kontrol 30 0 30 0/30 0,00
1,3 x10° 30 6 24 6/30 20,00
Ph. 1,3 x 107 30 5 25 5/30 16,67
damselae 1,3 x10° 30 1 29 1/30 3,33 6.1
kontrol 30 0 30 0/30 0,00
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Lampiran 16. Regresi linier persen mortalitas ikan pada semua perlakuan

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,327488
R Square 0,107248
Adjusted R Square 0,066669
Standard Error 6,831293
Observations 24
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 123,3356 123,3356 2,642911 0,118254
Residual 22 1026,664 46,66657
Total 23 1150
Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 10,43058 1,88807  5,52447 1,49E-05 6,514967 14,3462 6,514967 14,3462
X Variable 1 0,24833 0,152752 1,625703 0,118254 -0,06846 0,565119 -0,06846 0,565119
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Lampiran 17. Regresi linier persen mortalitas ikan pada infeksi tunggal dan koinfeksi dengan Aeromonas caviae

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,795562
R Square 0,632919
Adjusted R Square 0,571739
Standard Error 1,602986
Observations 8
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 26,58261 26,58261 10,34518 0,01822
Residual 6 15,41739 2,569564
Total 7 42
Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 2,528126 0,834895 3,028075 0,023155 0,485211 4,571042 0,485211 4,571042
X Variable 1 0,175278 0,054495 3,216393 0,01822 0,041933 0,308622 0,041933 0,308622
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Lampiran 18. Regresi persen mortalitas ikan pada infeksi tunggal dan koinfeksi dengan Pseudomonas aeruginosa

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,59487
R Square 0,35387
Adjusted R Square 0,246181
Standard Error 2,126714
Observations 8
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 14,86253 14,86253 3,286054 0,119818
Residual 6 27,13747 4,522911
Total 7 42

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 3,499819 0,932626 3,752651  0,00948 1,217766 5,781872 1,217766 5,781872
X Variable 1 0,171484 0,094599 1,812748 0,119818 -0,05999 0,40296 -0,05999 0,40296
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Lampiran 19. Regresi linier persen mortalitas ikan pada infeksi tunggal dan koinfeksi dengan Photobacterium damselae

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,671948
R Square 0,451514
Adjusted R Square 0,360099
Standard Error 1,95944
Observations 8
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 18,96357 18,96357 4,939196 0,06797
Residual 6 23,03643 3,839405
Total 7 42

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 2,973059 0,975692 3,047128 0,022595 0,585626 5,360493 0,585626 5,360493
X Variable 1 0,192856 0,086777  2,22243  0,06797 -0,01948 0,405193 -0,01948 0,405193
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Lampiran 20. Regresi linier eritrosit pada semua perlakuan bakteri

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,755738
R Square 0,57114
Adjusted R Square 0,499663
Standard Error 1,732635
Observations 8
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 23,98786 23,98786 7,990566 0,030086
Residual 6 18,01214 3,002023
Total 7 42

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 16,01509 4,119402 3,887721 0,008098 5,935272 26,0949 5,935272 26,0949
X Variable 1 -1,82417 0,645323 -2,82676 0,030086 -3,40322 -0,24512 -3,40322 -0,24512
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Lampiran 21. Regresi linier leukosit pada semua perlakuan bakteri

SUMMARY OUTPUT 2
Regression Statistics
Multiple R 0,285273
R Square 0,08138
Adjusted R Square -0,07172
Standard Error 2,535811
Observations 8
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 3,417978 3,417978 0,531539 0,493425
Residual 6 38,58202 6,430337
Total 7 42

Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0% Upper 95,0%
Intercept 2,265169 3,193749 0,709251 0,504782 -5,54965 10,07999 -5,54965 10,07999
X Variable 1 0,438202 0,601045 0,729067 0,493425 -1,0325 1,908906 -1,0325 1,908906
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Lampiran 22. Regresi linier limfosit darah ikan pada infeksi tunggal dan koinfeksi dengan Aeromonas caviae

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,84639
R Square 0,716376
Adjusted R Square 0,64547
Standard Error 1,113936
Observations 6
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 12,53658 12,53658 10,10318 0,033582
Residual 4 4,963418 1,240855
Total 5 17,5

Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept -5,50991 2,870846 -1,91926 0,127379 -13,4807 2,460832 -13,4807 2,460832
X Variable 1 0,144932 0,045597 3,178551 0,033582 0,018335 0,271528 0,018335 0,271528
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Lampiran 23. Regresi linier monosit darah ikan pada infeksi tunggal dan koinfeksi dengan Aeromonas caviae

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,852109
R Square 0,72609
Adjusted R Square 0,657612
Standard Error 1,094695
Observations 6
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 12,70657 12,70657 10,60332 0,03119
Residual 4 4,793431 1,198358
Total 5 17,5

Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 7,649957 1,350536 5,664385 0,00479 3,900267 11,39965 3,900267 11,39965
X Variable 1 -0,2567 0,078832 -3,25627 0,03119 -0,47557 -0,03783 -0,47557 -0,03783
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Lampiran 24. Regresi linier neutrofil darah ikan pada infeksi tunggal dan koinfeksi dengan Pseudomonas aeruginosa

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,827349
R Square 0,684507
Adjusted R Square 0,605634
Standard Error 1,174854
Observations 6
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 11,97887 11,97887 8,678571 0,042139
Residual 4 5,521127 1,380282
Total 5 17,5

Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0% Upper 95,0%
Intercept 13,83099 3,539501 3,907609 0,017429 4,003755 23,65822 4,003755 23,65822
X Variable 1 -0,38028 0,129087 -2,94594 0,042139 -0,73868 -0,02188 -0,73868 -0,02188
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Lampiran 25. Regresi linier basofil darah ikan pada semua perlakuan

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,74563
R Square 0,55597
Adjusted R Square 0,48196
Standard Error 1,76302
Observations 8
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 23,3506 23,350599 7,512499  0,0336958
Residual 6 18,6494 3,1082335
Total 7 42

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 3,51639 0,71924 4,889012 0,002741 1,7564663 5,27632 1,7564663 5,2763204
X Variable 1 0,30654 0,11184 2,7408937 0,033696 0,0328786 0,5802 0,0328786 0,5801991
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Lampiran 26. Parameter imun (titer antibodi dan globulin)

Titer antibodi (log2) pada darah kakap putih yang terinfeksi oleh Trichodina sp.

Perlakuan 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 Log2
Kontrol 1 - - - - - - - - - - - 0,00
Kontrol 2 - - - - - - - - - - - 0,00
Kontrol 3 - - - - - - - - - - - 0,00
A. caviael + + + + o+ + + + - - - 4,21
A. caviae 2 + + + + o+ + + + - - - 3,61
A. caviae 3 + + + + 4+ + o+ - - - - 3,01
Ps. aeruginosal + + + + + + o+ + - - - 3,61
Ps. aeruginosa2 + + + + 4+ + + + - - - 2,41
Ps. geruginosa3 + + + + 4+ + - - - - - 2,41
Ph. damselae 1 + + 4+ + + o+ o+ + - - - 3,61
Ph. damselae 2 + + + + o+ o+ - - - - - 2,41
Ph. damselae 3 + + 4+ + + o+ 4+ - - - - 3,01

Titer antibodi (log2) pada darah kakap putih yang tidak terinfeksi Trichodina sp.

Perlakuan 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 Log2
Kontrol 1 - - - - - - - - - - - 0,00
Kontrol 2 - - - - - - - - - - - 0,00
Kontrol 3 - - - - - - - - - - - 0,00
A. caviael + + + + o+ + + + - - - 3,01
A. caviae 2 + + + + 4+ + - - - - - 3,01
A. caviae 3 + + + + o+ + - - - - - 2,41
Ps. aeruginosal + + + + + - - - - - - 3,01
Ps. aeruginosa2 + + + + + - - - - - 2,41
Ps. geruginosa3 + + + + + + + - - - - 2,41
Ph. damselae 1 + + + + o+ - - - - - - 2,41
Ph. damselae 2 + + + + o+ + - - - - - 3,01
Ph. damselae 3 + + + 4+ o+ 4+ - - - - - 1,81

Globulin (g/dL) pada darah ikan kakap putih setelah eksperimen koinfeksi
Perlakuan Ulangan Infeksi tunggal Koinfeksi
1 2,15 1,32
Kontrol 2 2,40 1,44
3 2,04 1,24
1 3,27 2,31
A. caviae 2 3,00 2,52
3 2,85 2,59
1 2,68 1,15
Ps. aeruginosa 2 2,20 1,38
3 1,20 1,20
1 2,63 1,85
Ph. damselae 2 1,51 1,41
3 1,09 1,52
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Lampiran 27. Regresi linier rata-rata antibodi pada semua perlakuan bakteri

SUMMARY OUTPUT rata2 antarbakteri

Regression Statistics

Multiple R 0,879834
R Square 0,774107
Adjusted R Square 0,717634
Standard Error 0,994123
Observations 6
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 13,54688 13,54688 13,70751 0,020792
Residual 4 3,953125 0,988281
Total 5 17,5

Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 14,92188 3,111602 4,79556 0,008676 6,282682 23,56107 6,282682 23,56107
X Variable 1 -3,97074 1,072488 -3,70237 0,020792 -6,94845 -0,99304 -6,94845 -0,99304
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Lampiran 28. Regresi linier titer antibodi pada infeksi tunggal dan koinfeksi dengan injeksi Aeromonas caviae

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,931589
R Square 0,867857
Adjusted R Square 0,834821
Standard Error 0,760345
Observations 6
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 15,1875 15,1875 26,27027 0,00686
Residual 4 2,3125 0,578125
Total 5 17,5
Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 12,5 1,783168 7,009996 0,00218 7,549132 17,45087 7,549132 17,45087
X Variable 1 -2,80288 0,546854 -5,12545 0,00686 -4,32119 -1,28457 -4,32119 -1,28457
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Lampiran 29. Regresi linier titer antibodi pada infeksi tunggal dan koinfeksi dengan Pseudomonas aeruginosa

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,574989
R Square 0,330612
Adjusted R Square 0,163265
Standard Error 1,711307
Observations 6
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 5,785714 5,785714  1,97561 0,232566
Residual 4 11,71429 2,928571
Total 5 17,5

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 9,285714 4,175161 2,224037 0,090206 -2,30639 20,87782 -2,30639 20,87782
X Variable 1 -2,13553 1,519337 -1,40556 0,232566 -6,35388 2,082831 -6,35388 2,082831
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Lampiran 30. Regresi linier titer antibodi pada infeksi tunggal dan koinfeksi dengan Photobacterium damselae

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,662541
R Square 0,438961
Adjusted R Square 0,298701
Standard Error 1,566699
Observations 6
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 7,681818 7,681818  3,12963 0,151603
Residual 4 9,818182 2,454545
Total 5 17,5

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 8,818182 3,07348 2,869119 0,045509 0,284833 17,35153 0,284833 17,35153
X Variable 1 -1,96296 1,109595 -1,76908 0,151603 -5,04369 1,117772 -5,04369 1,117772
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Lampiran 31. Regresi linier globulin pada semua perlakuan bakteri

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,535853
R Square 0,287139
Adjusted R Square 0,254736
Standard Error 6,104358
Observations 24
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 330,2098 330,2098 8,861553 0,006958
Residual 22 819,7902 37,26319
Total 23 1150

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 23,47194 3,8907 6,032832 4,51E-06 15,40312 31,54076 15,40312 31,54076
X Variable 1 -5,60866 1,884101 -2,97684 0,006958 -9,51604 -1,70127 -9,51604 -1,70127

166



Lampiran 32. Regresi linier globulin ikan sehat dan ikan terinfeksi Trichodina sp.

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,886894
R Square 0,786582
Adjusted R Square 0,733227
Standard Error 0,966284
Observations 6
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 13,76518 13,76518 14,74254 0,018466
Residual 4 3,73482 0,933705
Total 5 17,5
Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 9,462096 1,602116 5,905999 0,004114 5,013909 13,91028 5,013909 13,91028
X Variable 1 -3,37796 0,879768 -3,8396 0,018466 -5,82059 -0,93533 -5,82059 -0,93533
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Lampiran 33. Regresi linier globulin pada infeksi tunggal dan koinfeksi dengan Aeromonas caviae

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,820144
R Square 0,672635
Adjusted R Square 0,590794
Standard Error 1,196754
Observations 6
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 11,77112 11,77112 8,218794 0,045613
Residual 4 5,72888  1,43222
Total 5 17,5

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 15,56285 4,235979 3,673966 0,021317 3,801882 27,32381 3,801882 27,32381
X Variable 1 -4,37588 1,526376 -2,86684 0,045613 -8,61378 -0,13798 -8,61378 -0,13798
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Lampiran 34. Regresi linier globulin pada infeksi tunggal dan koinfeksi dengan Pseudomonas aeruginosa

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,819326
R Square 0,671295
Adjusted R Square 0,589119
Standard Error 1,199202
Observations 6
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 11,74766 11,74766 8,168964 0,046016
Residual 4 5,752339 1,438085
Total 5 17,5

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 7,376373 1,441913 5,115684 0,006907 3,372979 11,37977 3,372979 11,37977
X Variable 1 -2,37087 0,829515 -2,85814 0,046016 -4,67397 -0,06777 -4,67397 -0,06777
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Lampiran 35. Regresi linier globulin pada infeksi tunggal dan koinfeksi dengan Photobacterium damselae

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,513054
R Square 0,263225
Adjusted R Square 0,079031
Standard Error 1,795381
Observations 6
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 4,60643  4,60643 1,429063 0,297943
Residual 4 12,89357 3,223392
Total 5 17,5

Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 6,51967 2,630195 2,478779 0,0683 -0,78292 13,82226 -0,78292 13,82226
X Variable 1 -1,80999 1,514088 -1,19543 0,297943 -6,01377 2,393789 -6,01377 2,393789
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Lampiran 36. Regresi linier kuantifikasi histopatologi antarperlakuan pada infeksi tunggal

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,646034
R Square 0,417361
Adjusted R Square 0,364393
Standard Error 3,10484
Observations 13
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 75,95962 75,95962 7,879601 0,017058
Residual 11 106,0404 9,640034
Total 12 182

Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 10,30653 1,459132 7,063466 2,09E-05 7,095003 13,51806 7,095003 13,51806
X Variable 1 -0,58883 0,209769 -2,80706 0,017058 -1,05053 -0,12714 -1,05053 -0,12714
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Lampiran 37. Regresi linier alterasi organ antarperlakuan pada koinfeksi

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,611307
R Square 0,373696
Adjusted R Square 0,321504
Standard Error 3,44582
Observations 14
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 85,01588 85,01588 7,160029 0,020192
Residual 12 142,4841 11,87368
Total 13 227,5

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 12,59619 2,115505 5,954224 6,67E-05 7,986901 17,20548 7,986901 17,20548
X Variable 1 -0,66679 0,249191 -2,67582 0,020192 -1,20973 -0,12385 -1,20973 -0,12385
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Lampiran 38. Regresi linier alterasi organ semua perlakuan pada infeksi tunggal dan koinfeksi

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,38842
R Square 0,15087
Adjusted R Square 0,116905
Standard Error 7,458886
Observations 27
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 247,1256 247,1256  4,44191 0,045264
Residual 25 1390,874 55,63498
Total 26 1638

Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 8,99239 2,775952 3,239389 0,003373 3,275209 14,70957 3,275209 14,70957
X Variable 1 0,751142 0,356399 2,107584 0,045264 0,017123 1,48516 0,017123 1,48516
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