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INTISARI

Ikan tongkol (Euthynnus affinis) merupakan ikan konsumsi yang disukai masyarakat.Pengetahuan tentang bakteri
yang ditemukan pada tubuh ikan ini sangat penting untuk tujuan kesehatan masyarakat dan kajian biologi ikan.
Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi bakteri yang berasosiasi dengan ikan tersebut.Bakteri dari usus
ikan diambil secara aseptis dan ditumbuhkan pada Blood Agar dan Nutrient Broth. DNA total dari kultur agar cair
diisolasi dengan chelax, gen 16S RNA diamplifikasi dengan PCR menggunakan primer universal dengan produk
sekitar 1300 bp. Produk PCR dirunut dengan metode Big-Dye termination. Hasilnya disepadankan dan dianalisis
dengan MEGA 6.0. Pada penelitian ini, 14 spesies bakteri yang memiliki > 99% kesamaan dengan data GenBank
teridentifikasi, yaitu Photobacterium leiognathi, Uruburuella testudinis, Aeromonas molluscorum, Psychrobacter
celer, Psychrobacer faecalis, Acinetobacter johnsonii, Vibrio gallicus, Bacillus megaterium, Vagococcus fessus,
Shewanella baltica, Shewanella algae, Rothia nasimurium, Myroides phaeus dan Yersinia ruckeri. Peran bakteri-
bakteri tersebut dalam biologi ikan dan kesehatan masyarakat perlu dikaji lebih lanjut.

Kata kunci : Tkan tongkol, bakteri, 16S rRNA
ABSTRACT

Tongkol fish (Euthynnus affinis) is a favorite fish consumed by communities. The knowledge of bacteria residing
in this fish is important for public health as well as for the biology of the fish. The main aim of this study was
to identify bacteria associated with the tongkol fish. Samples were collected aseptically from the fish gut and
inoculated into Blood Agar and Nutrient Broth. Total DNA was isolated using chelax from liquid agar, and
the 16S RNA gene was amplified using PCR with universal primer set which generated 1300 bp fragments. The
PCR product was sequenced using Big-Dye termination method. The sequence was aligned and analyzed using
MEGA 6.0. Fourteen bacterial species with >99% nucleotide homology to GenBank data, were identified. These
species included Photobacterium leiognathi, Uruburuella testudinis, Aeromonas molluscorum, Psychrobacter
celer, Psychrobacer faecalis, Acinetobacter johnsonii, Vibrio gallicus, Bacillus megaterium, Vagococcus fessus,
Shewanella baltica, Shewanella algae, Rothia nasimurium, Myroides phaeus and Yersinia ruckeri. The role of
those bacteria in public health and the biology of the fish needs to be further elucidated.

Keywords: tongkol fish, bacteria, 16S rRNA

PENDAHULUAN

Ikan tongkol merupakan ikan yang memiliki
kandungan protein tinggi (21,6-26,3 g/100 g) dan
merupakan ikan yang banyak diminati oleh masyarakat
karena kandungan proteinnya yang hampir sama dengan
ikan tuna, namun harganya lebih terjangkau (Milo, et
al., 2011). Ikan tongkol merupakan bahan pangan yang
mudah rusak, sama seperti ikan dari famili scombridae
lainnya. Penurunan kualitas dapat terjadi segera setelah
ikan tersebut mati, dan salah satu penyebab penurunan

mutu ini adalah kontaminasi bakteri (Djafaar, 2007 dan
Rahayu, et al., 1992).

Bakteri pada ikan tongkol dan ikan lain belum banyak
diungkap di Indonesia. Pengetahuan ini penting untuk
mengetahui kaitan konsumsi ikan dengan kesehatan
masyarakat, contohnya reaksi alergi yang dapat timbul
setelah mengkonsumsi ikan tongkol yang sudah
mengalami penurunan mutu (Putro, 2008). Disamping
itu, pengetahuan itu akan menjadi dasar yang baik untuk
kajian biologi ikan.
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METODE PENELITIAN

Ikan tongkol yang dijadikan sampel diambil sebanyak
10 ekor dari Pasar Ikan Kedonganan Bali lalu dibedah
dengan menggunakan pinset dan gunting.Isi usus bagian
belakang ikan yang dekat dengan anus diambil secara
aseptis dan dimasukkan ke dalam tabung ependrof.

Penanaman bakteri dilakukan pada 2 media, media
pertama adalah media Blood Agar yang merupakan
media pembiakan bakteri secara umum, setelah koloni
tumbuh pada media padat yang diinkubasi selama 24
jam di suhu 37 °C, diambil sebanyak 5 koloni yang
secara kasat mata terlihat bebeda satu sama lain, dari
warna, permukaan maupun bagian tepi koloni yang
tumbuh untuk diinokulasi pada media kedua yaitu
media nutrient broth(media cair). Setelah tumbuh pada
media cair, suspensi sel diambil sebanyak 100 pL untuk
diwarnai dengan pewarnaan Gram, dan diekstraksi untuk
mendapatkan DNA bakteri.

Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan chelex 10%
yang tersusun atas styrenedivinylbenzenecopolymers,
ion iminodiacetate dan resin yang berfungsi untuk
mengikat Mg2* yang terdapat dalam DNAasses (enzim
yang terdapat di jaringan tubuh) agar tidak mampu
mendegradasi DNA pada sampel. Sebanyak 100 pl
media cair yang diinokulasi dengan bakteri dipipet dan
dimasukkan ke dalam tabung ependrof untuk disentrifuse
selama 5 menit pada kecepatan 5000 rpm, supernatannya
dibuang, dan pellet bakterinya dicampur dengan chelex.
Setelah itu, chelex divortex selama 30 detik, disentrifuse
selama 1 menit pada kecepatan 8000 rpm, diinkubasi
pada suhu 95°C selama 30 menit, divortex kembali
selama 30 detik, dan disentrifuse selama 1 menit pada
kecepatan 8000 rpm.

Amplifikasi DNA bakteri menggunakan primer 16S
rRNA menurut prosedur yang dilakukan Marchesi et
al., (1998) dan Obsorn et al., (2000). Primer forward
untuk gen bakteri adalah 63f dengan sekuenss’—
CAGGCCTAACACATGCAA GTC-3’dan untuk
primer reversenya adalah 1387r dengan sekuens 5'-—
GGGCGGWGTGTACAAGGC-3'. PCR reaction mixes
sebanyak 25 pL terdiri dari 14.5 pL ddH,0, 2.5 pl 10X
PCR Buffer (hot start), 2.5 uL. dNTPs (8 mM), 2.0 pL
MgCl,Solution (25 mM), 1.25 mL dari masing-masing
primer (10 uM), 0.125 uL. Amplitaqg hot start(5 units/
uL) dan 1 puL DNA template. Amplifikasi dilakukan
menggunakan menggunakan alat Thermal Cycler
(Applied Biosystem) dengan tahapan : Pre-PCR selama
10 detik pada suhu 80°C, dilanjutkan dengan suhu 94°C
selama 15 detik. PCR dilakukan sebanyak 35 siklus :
denaturasi selama 1 menit pada suhu 94°C, annealing
selama 1 menit pada suhu 58°C, dan extention selama
1 menit pada suhu 72°C. Setelah 35 siklus diselesaikan,
dilakukan Post PCR selama 5 menit pada suhu 72°C dan
1 menit pada suhu 24°C.

Setelah amplifikasi, sebanyak 4 pL produk PCR
ditambahkan dengan 1pL Loading Dye (Bromphenol-

blue dan Cyline Cyanol) dan selanjutnya dielektroforesis
pada agarose 1% (0,75 gram agarose ditambah dengan
75 mL Buffer) yang telah diisi etidium bromide
(EtBr). Elektroforesis dilakukan pada tegangan 100V,
dengan arus 400 mA. Pada proses elektroforesis ini
digunakan low mass markerDNA Ladder (invitrogen).
Elektroforesis dilakukan selama 30 menit, dan hasilnya
divisualisasi di bawah sinar ultraviolet dan difoto
menggunakan kamera digital. Hasil positif yang diperoleh
dikirim ke Berkeley Sequencing Facility di USA untuk
dilakukan sekuensing. Hasil sekuensing dianalisis dengan
menggunakan program MEGA.6. Setelah dirunut pada
MEGA.6, hasil runutan di BLAST pada situs NCBI untuk
membandingkan sekuen yang didapat dengan data yang
pada GenBank.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil
Koloni bakteri yang tumbuh pada media Blood Agar

dan hasil amplifikasi DNA yang divisualisasi dengan
sinar UV ditunjukkan berturut-turut pada Gambar 1

dan Gambar 2.
Koloni
bakteri

7

Gambar 1.  Koloni yang tumbuh pada media Blood Agar berwarna

putih.

Pada gambar 2 tampak dengan jelas bahwa 16S rRNA
bakteri yang diamplifikasi dengan menggunakan primer
63f dan 1387r menghasilkan fragment-fragment dengan
panjang basa sebesar 1200 bp dengan intensitas cukup
tinggi.

Pada tahap sekuensing yang dilakukan di Berkeley
Sequencing Facility, USA, diperoleh hasil bahwa 35
produk PCR dapat disekuen dan dapat terbaca dengan
baik.Panjang sekuens berada pada kisaran 461 — 1244 bp.
Data sekuens ini sudah diregistrasi di GenBank dengan
kode akses KM007038 — KM007072. Spesies yang
dikonfirmasi menunjukkan homologi > 99% dengan data
sekuens yang ada pada GenBank. Hal ini berdasarkan
pada publikasi Hagstrom et al. (2000) yang mengatakan
bahwa bila suatu isolat dengan sekuens 16S rRNA yang
homologinya lebih besar dari pada 97% dengan data
sekuens yang ada pada GenBank, maka nama spesies
isolat tersebut sama dengan spesies yang ada pada data
GenBank (Tabel 1).

Berdasarkan pada data homologi isolat yang diperoleh
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Gambar 2.

Hasil PCR yang divisualisasi pada agarose 1%.Pada lajur
kiri adalah marker Low mass DNA ladder (invitrogen).
Posisi panjang basa (bp) pada marker itu ditunjukkan
dalam gambar sampel 1-7 berturut-turut B1, B2, Cs, Fs5,
G3, dan I1.

pada penelitian ini yang dibandingkan dengan data yang
ada pada GenBank, maka diperoleh identitas isolat
seperti yang ditampilkan pada Tabel 2.

Pembahasan

Keberadaan bakteri di alam sangat banyak dan
beragam.Berdasarkan kompleksitas kebutuhan
nutrisinya, sebagian besar bakteri — bakteri tersebut
tidak dapat dikultur (unculturable) secara in-vitro pada
media sintetis.Hanya sebagian kecil dari bakteri tersebut
dapat ditumbuhkan secara in-vitro (culturable) (Delmont
et al., 2011). Fenomena yang samajuga berlaku pada
bakteri yang hidup berasosiasi dengan ikan tongkol.

Berdasarkan penelitian ini, sebanyak 14 spesies
bakteri dapat teridentifikasi yaitu Photobacterium
leiognathi, Rothia nasinurium, Psychrobacter celer,
Bacillus megaterium, Myroides phaeus, Psychrobacter
faecalis, Acinetobacter johnsonii, Vagococcus fessus,
Vibrio gallicus, Shewanella baltica, Shewanella algae.
Yersinia ruckeri, Uruburuella testudinisdan Aeromonas
mulluscorum.Bakteri yang paling banyak teridentifikasi
adalah Photobacterium leiognathi.Bakteri ini dapat
masuk ke dalam organ tubuh ikan tongkol, karena saat
fase juvenile ikan tongkol berada di permukaan laut yang
hangat dan mencerna biota-biota laut yang berukuran
kecil.Menurut Balows (1992) bakteri ini merupakan
bakteri biota permukaan laut yang dikenal dengan sebutan
bakteri berpendar.Bakteri ini juga pernah ditemukan oleh
Ramaiah (1991) pada ikan kodok (Antennarius hispidus).
Selain itu, bakteri ini juga ditemukan oleh Dunlap pada
Chlorophthalamus albatrossis di tahun 2005 dan pada
silver ponyfish (Nuchecuquula nuchalis) pada tahun 2008.

Acinetobacter johnsonii yang ditemukan pada
penelitian ini kemungkinan disebabkan ikan yang
dijadikan sampel berada di area laut yang tercemar

Tabel 1 Takson dalam pusat data GenBank dengan sekuen gen 16S
rRNA yang paling mirip dengan sekuen parsial masing-
masing isolat

I%ode Akses

Ii\;%rlr;? Spesies yang teridentifikasi rrif)(l)o- ﬁflcnisségn d?;_ér{fig}%
gi (%) dari Gen-
Bank

A1 Photobacterium leiognathi 99 AB243239.1 KMo007038
A2 Photobacterium leiognathi 99 AB243239.1 KMo007039
A3  Uruburuella testudinis 99 JX966324.1 KMo007040
A5 Photobacterium leiognathi 99 AB243239.1 KMo007041
B1 Photobacterium leiognathi 99 FJ240416.1 KMo007042
B2 Photobacterium leiognathi 100 AB243250.1 KMo007043
B3 Photobacterium leiognathi 99 AB243250.1 KMo007044
B4 Photobacterium leiognathi 100 AB243245.1 KMo007045
B5 Photobacterium leiognathi 99 AB243245.1 KMo007046
C1  Photobacterium leiognathi 99 AB243250.1 KMo007047
C2 Rothia nasimurium 100 JX501729.1  KMo007048
C3 Bacillus megaterium 100 KF956576.1 KMO007049
C4 Photobacterium leiognathi 99 AB243250.1 KMo007050
C5 Rothia nasimurium 100 [|JX501729.1 KMoo7051
D1 Photobacterium leiognathi 99 AB243239.1 KMoo7052
D2 Photobacterium leiognathi 99 AB243239.1 KMo007053
D3 Photobacterium leiognathi 99 AB243239.1 KMo007054
D4 Photobacterium leiognathi 100 AB243239.1 KMo007055
E1 Psychrobacter celer 99 KF471505.1 KMoo07056
E2 Psychrobacter celer 99 JX501675.1  KMoo7y057
E3 Psychrobacter faecalis 99 KJ401058.1 KMoo7058
F1 Vagococcus fessus 98 NR_025360.1 KM007059
F2 Vibrio gallicus 99 AJ440009.1 KMo007060
F4 Psychrobacter celer 100 JX501675.1 KMO007061
F5 Psychrobacter celer 99 JF710993.1 KMo07062
G2 Muyroides phaeus 99 GU253339.1 KMoo07063
G3 Acinetobacter johnsonii 99 KJ623585.1 KMo007064
G4 Acinetobacter johnsonii 100 KFo049130.1 KMo007065
G5 Shewanella baltica 100 KC969079.1 KMo007066
H4 Muyroides phaeus 99 GU253339.1 KMo007067
Hs Shewanella algae 99 KF896607.1 KMo007068
I1 Aeromonas molluscorum 99 NR_115351.1 KMoo07069
I2 Aeromonas molluscorum 99 NR_115351.1 KMoo7070
13 Yersinia ruckeri 99 KF413425.1 KMoo7071
J1: Aeromonas molluscorum 100 NR_115351.1 KMoo07072

Tabel 2. Jumlah koloni dan haplotype dari spesies bakteri yang
diidentifikasi dari ikanTongkol asal Pasar Ikan Kedongan
Bali

No Spesies yang ditemukan Jumlah koloni  haplotipe
Photobacterium leiognathi 14 3
Uruburuella testudinis

Rothia nasimurium
Bacillus megaterium
Psychrobacter celer
Psychrobacter faecalis
Vagococcus fessus
Vibrio gallicus
Myroides phaeus
Acinetobacter johnsonii
Shewanella baltica

O 0N NG A~ W N R

T
N = O

Shewanella algae
Aeromonas molluscorum

—
w
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Yersinia ruckeri

-
N
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oleh minyak. Menurut Kuan Wang, et al., (2009) bakteri
Acinetobacter johnsonii terdapatpada sampel minyak
yang diambil di salah satu pelabuhan di China dan Lee et
al., (2012), menyatakan bahwa Acinetobacter johnsonii
merupakan bakteri yang menggunakan minyak sebagai
sumber energi. Acinetobacter johnsonii merupakan
bakteri yang patogen pada ikan.Hal ini dibuktikan
oleh Kozinska, et al., (2014) pada ikan trout pelangi di
Polandia. Bakteri ini memiliki gen yang mengekspresikan
resistansi pada antibiotik.

Rothia nasimurium juga ditemukan diantara koloni
sampel ikan tongkol.Bakteri ini merupakan flora normal
pada manusia (Daneshvar et al., 2004).Keberadaan
bakteri ini pada sampel ikan tongkol bisa disebabkan
oleh kontaminasi saat pengerjaan inokulasi.Berdasarkan
penelitian Kwan Soo, et al. (2009), Rothia nasimuruim
ditemukan pada darah manusia.Selain pada manusia,
bakteri ini juga pernah diisolasi dari Panda oleh
Yingzhi pada tahun 2013.Bakteri ini pernah dilaporkan
sebagai penyebab infeksi serius seperti endocarditis dan
bakterimia (Daneshvar et al., 2004).

Vibrio gallicus teridentifikasi pada penelitian ini.Bakteri
ini ditemukan pada ikan tongkol karena merupakan salah
satu biota yang hidup di laut.Bakteri ini pernah ditemukan
oleh Sawabe, et al.,, (2004) pada abalone (Haliotis
tuberculata). Selain itu, Austin and Austin(2007) juga
menemukan pada ikan trout (Oncorhynchus mykiss) dan
dilaporkan sebagai bakteri yang patogen.

Bakteri lain yang ditemukan adalah Aeromonas
molluscorum. Bakteri ini ditemukan pada ikan tongkol
dikarenakan bakteri ini merupakan mikroba laut.Menurut
Austin and Austin (2007), bakteri ini merupakan bakteri
patogen di perairan laut yang menyebabkan septicaemia
dan hemorrhagic pada ikan.Selain pada ikan, bakteri
Aeromonas molluscorum ini pernah ditemukan pada
kerang laut oleh Minana-Galbis di tahun 2004.

Psychrobacter merupakan bakteri gram negatif. Pada
penelitian ini ditemukan 2 spesies bakteri dari genus
yang sama yaitu Psychrobacter celer dan Psychrobacter
faecalis. Kedua bakteri ini merupakan bakteri flora
normal dari biota laut.Hal ini diperkuat oleh penelitian
dari Gonzales pada tahun 2000 yang mengatakan bahwa
banyak bakteri yang berhubungan dengan ikan dari
perairan, seperti dari genus Psychrobacter.Selain itu,
Jung-Hoon (2005) berhasil mengisolasi Psychrobacter
celer dari pantai utara Korea.

Yersinia ruckeri merupakan salah satu bakteri
yang ditemukan pada penelitian ini.Belum pernah
ada penelitian tentang bakteri ini pada ikan tongkol.
Hal ini berdasarkan dari 2 penelitian tentang Yersinia
ruckeri oleh Akhlaghi (2008) dan Tobback (2009), yang
mengatakan bahwa bakteri ini ditemukan pada ginjal
ikan trout (Oncorhyncus mykiss) dan bakteri ini juga
merupakan salah satu biota laut yang menyebabkan
patogenitas pada ikan maupun manusia.

Shewanella merupakan genus bakteri yang patogen
pada manusia dan binatang perairan.Bakteri ini dapat

menyebabkan bakterimia(Aspiroz, et al., 2004).Pada
penelitian ini, ditemukan 2 spesies dari genus Shewanella
yaitu Shewanella algae dan Shewanella baltica.Pada
penelitian Vikas (2012), Shewanella algae diisolasi dari
jaringan tubuh terinfeksi dari pasien diabetes.Shewanella
baltica belum teridentifikasi dengan baik dan belum ada
publikasi tentang penelitian dari bakteri ini.

Bacillus merupakan bakteri Gram positif yang
paling sering ditemukan di alam.Seperti misalnya
pada penelitian ini, ditemukan satu spesies bacillus
yang merupakan salah satu mikroba dari biota laut
yaitu Bacillus megaterium.Rodrigues-Contreras
(2013) mengatakan pada penelitiannya bahwa Bacillus
megaterium merupakan bakteri yang hidup di lingkungan
perairan yang tingkat salinitasnya tinggi.

Uruburuella merupakan bakteri gram negatif.Bakteri
ini merupakan bakteri yang unik dan langka.Pengetahuan
tentang bakteri ini sangat minim.Pada penelitian ini
ditemukan bakteri Uruburuella testudisnis.Penelitian
tentang bakteri ini belum pernah dipublikasi oleh
penemunya, sehingga belum dapat dipastikan asal dari
bakteri ini atau peran bakteri ini.

Beberapa bakteri yang ditemukan pada penelitian ini
dapat menyebabkan penyakit seperti Bakterimia dan
septicaemia. Bakterimia dan septicaemia merupakan
penyakit yang disebakan oleh adanya bakteri di dalam
aliran darah. Fakor penyebab pemicu bakterimia
dan septicaemia adalah adanya perubahan sistem
pertahanan tubuh manusia (Wibowo, 2006).Perubahan
ini bisa disebabkan oleh penyakit atau tindakan
seperti pemasangan infus.Penderita bakterimia dapat
sembuh tanpa pengobatan apapun, karena gejala yang
ditimbulkan pada bakterimia hanya meriang, sakit pada
bagian perut dan demam. Untuk septicaemia, infeksi
yang disebabkan oleh bakteri ini menyebar atau bereaksi
secara cepat dan akan menyebabkan sakit yang serius
yang dapat mengancam nyawa dari penderita (Hall, et
al., 2011). Infeksi ini dapat timbul di seluruh bagian
tububh, seperti paru-paru, perut dan saluran kemih.Pasien
yang mengidap septicaemia harus segera dirawat pada
bagian ICU (Intensive Care Unit).Gejala yang timbul
ada pasien septicaemia adalah demam, nafas cepat,
menggigil, dan detak jantung cepat. Namun gejala ini
akan cepat berubah menjadi penurunan suhu tubuh
yang drastis (hipotermia), penurunan tekanan darah,
kebingungan atau perubahan lain dalam status mental
dan penggumpalan darah yang menimbulkan bintik-
bintik merah pada kulit (Hall, et al., 2011).

Fenomena keragaman genetik pada berbagai spesies
bakteri juga tampak pada penelitian ini.Istilah haplotipe
diberikan mengingat bahwa kromosom bakteri bersifat
haploid, mirip dengan mitokondria eukariot (Madigan
et al., 2009).Sebanyak masing-masing tiga variasi
sekuens ditemukan pada Photobacterium leiognathi dan
Aeromonas molluscurum, sedangkan 2 variasi sekuens
ditemukan pada Myroides phaeus dan Acinetobacter
johnsonti.
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Simpulan dan Saran

Hasil penelitian diperoleh 14 spesies bakteri yang
berasosiasi dengan saluran pencernaan ikan tongkol.
Spesies bakteri yang paling dominan teridentifikasi
dari sampel usus ikan tongkol adalah Photobacterium
leiognathi.

Bakteri-bakteri yang ditemukan pada penelitian ini,
beberapa merupakan bakteri yang patogen baik bagi
ikan maupun manusia.Peran bakteri ini perlu dikaji
lebih lanjut.
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