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RINGKASAN 

 
MULIANDANY RIBKASARI TAMBUNAN. Dugaan Cemaran  Aeromonas 
hydrophila Pada Ikan Lele (Clarias sp) Konsumsi yang dijual di Pasar Dinoyo, 
Kota Malang (di bawah bimbingan Dr. Ir. Hartati Kartikaningsih, M.Si.) 
 

  
 Pasar Dinoyo merupakan salah satu pasar tradisional di Malang yang 

mempunyai keterkaitan sejarah dengan perkembangan sosial ekonomi 

masyarakat Malang. Pasar Dinoyo menjual mulai dari pakaian, perabotan rumah 

tangga, daging, ayam, aneka sayuran, dan berbagai hasil perikanan seperti ikan 

lele. Ikan lele merupakan komoditas ikan air tawar yang digemari masyarakat 

karena cita rasa yang enak dan harganya ekonomis Peningkatan permintaan 

ikan lele saat ini juga diiringi dengan resiko keamanan ikan lele dari dugaan 

infeksi bakteri Aeromonas hydrophila yang dapat menyebabkan penyakit MAS 

pada ikan. Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian mengenai dugaan cemana 

Aeromonas hydrophila pada ikan lele (Clarias sp.) konsumsi yang di jual Pasar 

Dinoyo, Malang. Penelitian dilakukan pada bulan Januari hingga Maret tahun 

2020 di Laboratorium Ilmu Teknologi Hasil Perikanan, Divisi Keamanan Hasil 

Perikanan dan Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Kedokteran, Universitas 

Brawijaya.  

 Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode deskriptif 

yang bersifat studi kasus. Teknik pengambilan sampel yang digunakan adalah 

purposive sampling dengan karakteristik sampel yang menunjukkan gejala klinis 

infeksi Aeromonas hydrophila . Pengujian biokimia yang dilakukan menggunakan 

microbact system.  

 Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan 

bahwa tidak terdapat resiko infeksi Aeromonas hydrophila yang dijual di Pasar 

Dinoyo. Bakteri yang terindentifikasi dari ikan lele di Pasar Dinoyo yaitu 

Citrobacter freundii, Enterococcus faecalis, Salmonella typhi, Proteus mirabilis 

dan bakteri Proteus mirabilis. Hal ini menandakan bahwa ikan lele tersebut tidak 

layak dikonsumsi karena keamanan dan kebersihannya kurang diperhatikan. 

 Maka dari itu keamanan ikan lele konsumsi merupakan faktor penting 

yang harus diperhatikan, seiring meningkatnya konsumsi ikan lele dimasyarakat. 

Saran yang dapat diberikan adalah perlu dilakukannya sosialisasi terhadap 

konsumen atau masyarakat dan para pedagang mengenai keamanan ikan lele 

(Clarias sp.) dari bakteri dengan mengenali gejala klinis yang ditimbulkan. 
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1.  PENDAHULUAN 

1.1  Latar Belakang  

 Ikan lele Clarias sp. merupakan salah satu jenis ikan unggulan air tawar 

yang teknologi budidayanya sudah dikuasai dan memiliki permintaan pasar yang 

cukup tinggi. Seiring perkembangan teknologi budidaya, produksinya selalu 

diikuti dengan berbagai permasalahan yang muncul, yaitu mahalnya harga 

pakan, kualitas lingkungan yang buruk, serta permasalahan penyakit. Penyakit 

yang biasa menyerang ikan lele adalah penyakit MAS (Motile Aeromonas 

Septicemia) yang disebabkan oleh infeksi bakteri Aeromonas hydrophila.  

Menurut Thanikachalam et al. (2010), timbulnya penyakit terjadi karena 

kepadatan tinggi saat pemeliharaan, transportasi benih, penanganan, dan 

kualitas air yang buruk. 

 Penyakit MAS atau bercak merah disebabkan oleh bakteri Aeromonas 

hydrophila. Bakteri Aeromonas hydrophila merupakan bakteri normal yang 

berada di perairan air tawar. Namun akibat perubahan kondisi lingkungan seperti 

perubahan temperatur menyebabkan bakteri menjadi patogen. Menurut Hossain 

et al. (2008), bahwa penyebaran penyakit dapat terjadi karena kontak langsung 

dengan ikan yang terinfeksi. Infeksi bakteri Aeromonas hydrophila dapat 

menimbulkan penyakit dengan gejala diantaranya kulit mudah terkelupas, bercak 

merah pada seluruh tubuh, insang berwarna kebiruan atau pucat, exopthalmia 

(bola mata menonjol keluar), sirip punggung, sirip dada, sirip perut, dan sirip ekor 

terlepas, terjadinya pendarahan pada anus, dan hilang nafsu makan. 

 Kebersihan merupakan faktor yang harus diperhatikan selama proses 

budidaya dan penanganan ikan lele. Aeromonas hydrophila dapat melakukan 

penularan dengan berbagai perantara seperti melalui air, kontak dengan tubuh 

ikan yang terinfeksi dan dapat melalui peralatan budidaya yang terkontaminasi 
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bakteri tersebut (Kabata, 1995). Hal tersebut memperlihatkan kemudahan 

penularan bakteri Aeromonas hydrophila kepada ikan. Selain itu, bakteri yang 

berada pada ikan lele dapat menginfeksi manusia dan dapat membahayakan 

kesehatan manusia jika dalam jumlah yang tinggi. 

 Ikan atau bahan pangan yang terkontaminasi Aeromonas hydrophila 

dapat menularkan bakteri tersebut kepada manusia. Pengolahan dengan 

memasak produk secara menyeluruh dapat meminimalkan resiko penularan 

bakteri. Namun, berbagai bentuk pengolahan yang dilakukan terhadap produk 

tidak selalu dapat menghilangkan kontaminasi Aeromonas hydrophila (Igbinosa 

et al., 2012). Bakteri tersebut dilaporkan mampu berkembang baik dalam ikan 

pada penyimpanan dengan suhu -2 hingga 100C (Balbuena et al., 2011). Pada 

penelitian yang telah dilakukan oleh Granum et al., (1998), terdapat 3 kasus 

penyakit akibat dari mengonsumsi ikan terfermentasi yang mengandung 

Aeromonas hydrophila sebesar 107 CFU/g. Pada umumnya, penyakit yang 

diakibatkan bakteri tersebut adalah gastroenteristis atau diare. 

 Sejauh ini belum terdapat data yang menyebutkan bahwa keamanan ikan 

lele konsumsi yang di jual di Pasar Dinoyo Malang yang terinfeksi Aeromonas 

hydrophila aman untuk dikonsumsi oleh manusia. Maka dari itu keamanan ikan 

lele konsumsi merupakan faktor penting yang harus diperhatikan, seiring 

meningkatnya konsumsi ikan lele dimasyarakat. Berdasarkan permasalahan 

tersebut perlu dilakukannya penelitian mengenai keamanan ikan lele dari infeksi 

bakteri Aeromonas hydrophila di Pasar Dinoyo Malang 
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1.2  Perumusan Masalah 

 Perumusan masalah dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui 

bagaimanakah keamanan ikan lele (Clarias sp.) konsumsi dari bakteri 

Aeromonas hydrophila yang dijual di Pasar Dinoyo Malang. 

1.3  Tujuan  

 Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui apakah terdapat ikan 

lele (Clarias sp.) konsumsi yang terinfeksi bakteri Aeromonas hydrophila yang 

dijual di Pasar Dinoyo Malang 

1.4 Kegunaan 

 Pada penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai 

keamanan ikan lele (Clarias sp.) dari bakteri Aeromonas hydrophila yand dijual di 

Pasar Dinoyo Malang. Sehingga masyarakat dapat mengetahui dan memahami 

keamanan pangan, khususnya ikan lele dari infeksi bakteri Aeromonas 

hydriphila. Selain itu, penelitian ini juga diharapkan dapat menjadi sumbangan 

informasih untuk pihak yang membutuhkan. 

1.5 Tempat dan Waktu 

 Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari – Februari 2020 di 

Laboratorium Ilmu Teknologi Hasil Perikanan Divisi Keamanan Hasil Perikanan 

dan Divisi Perekayasaan Hasil Perikanan, Universitas Brawijaya.  
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2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Pasar Dinoyo 

 Pasar Dinoyo merupakan salah satu pasar tradisional di Malang yang 

mempunyai keterkaitan sejarah dengan perkembangan sosial ekonomi 

masyarakat Malang. Pasar Dinoyo didirikan pada tahun 1976 lokasi tepatnya di 

Jl. MT. Haryono 175 Kelurahan Dinoyo Kecamatan Lowokwaru Kota Malang. 

Masyarakat yang tinggal di sekitar Dinoyo lebih memanfaatkan pasar tradisional 

untuk memenuhi kebutuhan sehari-hari sehingga bisa dikatakan pasar dinoyo 

merupakan bagian penting minimal secara ekonomi bagi masyarakat. Kondisi 

saat ini penggusuran pasar dinoyo akan digantikan sebuah mall.  

 Pasar Dinoyo juga merupakan salah satu pasar tradisional di Kota 

Malang yang memiliki kontribusi pendapatan asli daerah yang cukup tinggi yaitu 

sebesar Rp. 341.255.700,- untuk tahun 2010. Sedangkan memiliki potensi 

sebesar Rp. 416.373.750,-. Peraturan Daerah Kota Malang Nomor 12 Tahun 

2001 tentang Pengaturan Usaha dan Pemungutan Retribusi di Bidang Industri 

dan Perdagangan sebagaimana telah diubah dengan Peraturan Daerah Kota 

Malang Nomor 11 Tahun 2007 kemudian Peraturan Menteri Perdagangan Nomor 

53/M-DAG/PER/12/2008 tentang Pedoman Penataan dan Pembinaan Pasar 

Tradisional, Pusat Perbelanjaan dan Toko ModernLuas Pasar Dinoyo yaitu 9.980 

m², lokasi pasar terbagi dua bagian yaitu bagian Pasar Dinoyo Barat lantai I & II 

dan bagian Pasar Dinoyo Timur. Gambar lokasi pasar besar dapat dilihat pada 

Gambar 1. 
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 Jumlah pedagang sampai tahun 2011 berjumalah 719 pedang yang 

terbagi menjadi tiga bagian yaitu, Gol A: 11 orang,  Gol B: 320 orang dan Gol C: 

549 orang, jumah PKL 325 unit, jumlah mushola 2 unit, jumlah MCK 2 unit dan 

jumlah TPS 1 unit. Aktivitas Pasar Dinoyo Timur dimulai pukul 01.00-07.30 WIB. 

Sedangkan untuk Pasar Dinoyo Barat lantai I & II dimulai pulul 01.00-13.00 WIB. 

2.2 Ikan Lele (Clarias sp.) 

 Ikan lele merupakan ikan air tawar yang umumnya diketahu memiliki ciri 

tubuh tidak bersisik serta licin dan berbentuk pipih memanjang. Ikan lele memiliki 

sirip punggung dan sirip anus yang berukuran panjang hamper menyatu dengan 

sirip ekor. Kepala ikan lele memiliki bagian keras diatasnya dilengkapi mata 

berukuran kecil dan mulut yang cukup lebar. Disekitar mulut terdapat sungut 

yang digunakan sebagai sensor untuk mengelani lingkungan. Ikan Lele juga 

memiliki alat penapasan tambahan yang disebut arborescent. Pada kedua sirip 

dada lele terdapat sepasang duri (patil), berupa tulang berbentuk duri yang 

tajam. Patil ini digunakan untuk mlindungi dirinya dari serangan atau ancaman 

luar yang membahayakan dirinya (Witjaksono, 2009). Keadaan Ikan Lele sehat 

dapat dilihat pada Gambar 1. 

 

Gambar 1. Pasar Dinoyo Malang 
 (Sumber: Malang Times, 2020) 
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 Ikan lele (Clarias sp.) mempunyai sirip dorsal sebanyak 68-79, sirip 

pectoral sebanyak 9-10, sirip ventral sebanyak 5-6, dan sirip anal sebanyak 50-

60. Selain itu, ikan lele mempunyai sungut sebanyak 4 pasang. Sirip pectoral 

pada ikan lele dilengkapi duri tajam dan patil yang memiliki panjang maksimum 

400 mm terutama pada ikan dewasa. Gigi ikan lele berbentuk viliform dan 

posisinya berdekatan atau menempel pada bagian rahang (Rahardjo dan 

Muniarti, 1984). 

 Menurut Afifi (2014), mata ikan lele dumbo (Clarias sp.) berbentuk bulat 

dan terletak di dorsolateral again kepala. Ikan lele memiliki jumlah sirip punggung 

68 – 79, sirip dada 9 – 10, sirip perut 5 – 6, sirip ana; 50 – 60 dan sungut (barbel) 

sebanyak 4 pasang, 1 pasang diantaranya memiliki ukuran yang lebih besar dan 

panjang. Berikut morfologi ikan lele terinfeksi bakteri Aeromonas hydrophila 

dapat dilihat pada Gambar 3 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Ikan lele (Clarias sp.) 
 (Data Primer, 2020) 

 

Gambar 3. Morfologi Ikan Lele Terinfeksi 
Aeromonas hydrophila 

(Sumber: Data Primer, 2020) 
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 Protein yang terdapat dalam ikan merupakan protein yang amat penting 

dan istimewa karena bukan hanya berfungsi sebagai penambah jumlah protein 

konsumsi tetapi juga sebagai pelengkap mutu protein dalam pola makan. Ikan 

lele selain mengandung gizi yang penting seperti protein juga mengandung asam 

amino esensial.  

 Menurut Handayani dan Kartikawati (2015), kandungan protein ikan lele 

(Clarias sp) tergolong tinggi yaitu 17,09%. Komposisi gizi ikan lele kandungan air 

75,10%, protein 18,79%, lemak 4,03%, dan mineral 2,08%. Komposisi nilai gizi 

pada ikan lele (Clarias sp) dapat dilihat pada Tabel 1. 

 

 Menurut Venugoval (2008) ikan yang tergolong berlemak rendah, jika 

kadar lemaknya kurang dari 3%, berlemak sedang memiliki kadar lemak 3-5% 

dan berlemak tinggi mempunyai kadar lemak lebih dari 7%. Ikan lele dumbo 

termasuk ikan yang berlemak sedang dan kandungan proteinnya tinggi sehingga 

cocok diproses menjadi KPI.  

2.3 Deskripsi dan Klasifikasi Aeromonas hydrophila 

 Menurut Rezeki et al., (2016) aeromonas merupakan bakteri yang 

berasal dari lingkungan perairan dan dapat menyebabkan berbagai penyakit 

pada ikan. Aeromonas hydrophila merupakan bakteri Gram negatif yang bersifat 

patogen. Bakteri ini menginfeksi ikan lele dan menyebabkan penyakit penyakit 

bercak merah. Gejala yang ditimbulkan oleh penyakit ini seperti kehilangan nafsu 

makan, luka pada permukaan tubuh, pendarahan pada insang, perut membesar 

No Komposisi Presentase(%b/b) 

1. Protein 17,09 ± 0,52 

2. Lemak 2,75 ± 0,23 

3. Karbohidrat 0,86 ± 0,32 

4. Kadar Air 78,05 ± 0,27 

5. Kadar Abu 1,25 ± 0,50 

Tabel 1. Komposisi Kandungan Gizi Ikan Lele 
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berisi cairan, pembengkakan dan kerusakan pada jaringan hati, ginjal dan limfa. 

Infeksi bakteri ini menyebabkan masalah yang serius bagi petani ikan. Dampak 

penyakit tersebut dapat menurunkan kualitas daging dan menimbulkan kerugian 

ekonomi. Adapun Klasifikasi Aeromonas hydrophila menurut Holt et.al., (1994) 

adalah sebagai berikut:  

Filum  : Protophyta  
Kelas   : Schizomycetes  
Ordo   : Pseudanonadeles  
Family  : Vibrionaceae  
Genus  : Aeromonas  
Spesies: Aeromonas hydrophila 

2.4  Morfologi Aeromonas hydrophila 

 Aeromonas hydrophila merupakan bakteri heterotrofik uniseluller, 

tergolong prostista prokariot yang dicirikan dengan tidak adanya membrane yang 

memisahkan inti dengan sitoplasma. Bakteri ini biasanya berukuran 0,7 – 1,8 x 

1,0 – 1,5 µm dan bergerak menggunakan flagel tunggal. Bakteri ini berbentuk 

batang sampai dengan kokus dengan ujung membulat, fakultatif anaerob, dan 

bersifat mesofilik dengan suhu optimum 20 – 300C (Haryani, et al., 2012). 

 Aeromonas hydrophila yang diisolasikan pada agar akan membentuk 

koloni berwarna putih sampai kuning tua. Selain itu, koloninya berbentuk bulat 

namun secara morfologi berbentuk batang pendek dengan ukuran bervariasi 

(lebar: 0,8-1,0 mikron; panjang: 1,0-3,5 mikron), dan bersifat motil. Morfologi 

koloni permukaannya agak menonjol, mengilat, krem dengan tepian entire serta 

berdiameter 2—3 mm (Arwin et al., 2016). Bentuk bakteri Aeromonas hydrophila  

dapat dilihat pada Gambar 4.  
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2.5 Lingkungan dan Penyebaran Aeromonas hydrophila 

 Aeromonas hydrophila adalah bakteri yang biasanya dapat ditemukan 

diperairan tawar. Bakteri tersebut umumnya dapat bertahan dalam lingkungan 

aerob maupun anaerob. Selain itu, bakteri ini resisten terhadap senyawa kimia 

chlorine dan juga suhu dingin yang mencapai 4oC (Krieg dan Holt, 1984). 

Kemampuan Aeromonas hydrophila untuk tumbuh pada rentang suhu dan kadar 

oksigen yang luas menyebabkan A. hydrophila ini menjadi salah satu bakteri 

yang paling sering ditemukan pada perairan dan menyebabkan sakit pada 

berbagai jenis ikan budidaya. 

 Penularan bakteri Aeromonas hydrophila dapat melalui berbagai 

perantara. Penyebaran bakteri tersebut dapat terjadi dengan cepat melalui air, 

kontak bagian tubuh ikan hingga dapat menular melalui peralatan budidaya yang 

digunakan terkontaminasi bakteri. Bakteri ini dapat menyebar secara cepat 

dengan padat penebaran yang tinggi hingga akhirnya dapat menyebabkan 

kematian mencapai 100% (Kabata, 1985). 

 

Gambar 4. Aeromonas hydrophila 
(Sumber: Data Primer, 2020) 
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2.6  Patogenitas Aeromonas hydrophila  

 Kemampuan Aeromonas hydrophila dalam menimbulkan penyakit cukup 

tinggi. Patogenisitas yang ditunjukkan dengan LD50 cukup bervariasi, yaitu 

berkisar antara 104 - 106 sel/ml. Bakteri Aeromonas hydrophila dapat ditemukan 

dimanamana, terutama di perairan yang mengandung bahan organik tinggi. 

Disamping itu, bakteri ini dapat tumbuh pada suhu 4 ºC - 45ºC, meskipun lambat 

dan tumbuh optimum pada suhu 37ºC.Bakteri Aeromonas hydrophila 

menghasilkan bermacam-macam enzim, seperti gelatinase, caseinase, elastase, 

lipase, lecithinase, staphylolyase, deoxyribonuclease dan ribonuclease.Selain itu, 

Aeromonas hydrophila menghasilkan bermacam-macam toksin antara lain 

eksotoksin, seperti α dan β hemolisin, cytotoksin, enterotoksin dan endotoksin, 

yaitu LPS (Lipopolisakarida) (Olga, 2014). 
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3. MATERI DAN METODE PENELITIAN 

3.1.  Alat dan Bahan Penelitian  

 Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi beaker glass, 

gelas objek, cover glass, cawan petri, rak tabung, tabung reaksi, ose loop, 

erlenmeyer, beaker glass, pipet tetes, mikroskop cahaya binokuler, Laminary Air 

Flow (LAF) merk Biobase, bunsen, gelas ukur, spatula, timbangan digital, 

timbangan analitik ketelitian 10-3 merk Radwag AS220, oven merk Memmert, 

inkubator merk Memmert, showcase merk Polytron, autoklaf manual, kompor, 

crushable tang, mortal, alu, aquarium, aerator, pisau, telenan, baskom, nampan, 

selang, section set, sectio set, washing bottle, corong. 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi ikan lele 

(Clarias sp.), media TSA (Tryptone Soya Agar), media RS (Rhimler Shoots), 

media gelatin, Blood Agar, media TSIA (Triple Sugar Iron Agar), violet ungu, 

iodin, alkohol 70%, safranin, aquades, kapas, alumunium foil, plastik wrap, 

spiritus, klorin, kertas label, tissue, sarung tangan lateks, masker, karet gelang, 

kertas bekas, plastik klip. 

3.2 Metode Penelitian 

 Metode yang digunakan dalam penelitian keamanan ikan lele (Clarias sp.) 

konsumsi dari bakteri aaeromonas hydrophila yang dijual di Pasar Dinoyo, Kota 

Malang adalah metode deskriptif yang bersifat studi kasus. Studi kasus 

mempelajari objek secara mendalam pada waktu, tempat, dan populasi yang 

terbatas, sehingga memberikan gambaran tentang situasi dan kondisi secara 

lokal dan hasilnya tidak berlaku untuk tempat dan waktu yang berbeda (Sari et 

al., 2014). 
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3.3 Teknik Pengambilan Sampel 

 Metode sampling yang digunakan adalah menggunakan metode 

purposive sampling. Menurut Purwanto dan Sulistyastuti (2007), purposive 

sampling adalah pengambilan sampel berdasarkan keperluan penelitian, artinya 

teknik pengambilan sampel yang dilakukan secara sengaja dengan 

pertimbangan tertentu oleh peneliti. Pengambilan sampel dilakukan secara 

selektif terhadap ikan yang menunjukkan gejala serangan Aeromonas sesuai 

Austin dan Austin (1987). Sampel diambil berdasarkan adanya gejala berupa 

luka seperti borok pada kulit, luka kemerahan pada mulut, mata menonjol dan 

perut membengkak. 

 Menurut Rezeki et al (2016), pengambilan sampel dilakukan secara acak 

melalui berbagai pasar dan diambil 3 pedagang ikan lele (Clarias sp)  yang 

berbeda. Pengambilan sampel dilakukan secara selektif terhadap ikan yang 

menunjukkan gejala serangan Aeromonas hydropila. Sampel yang memiliki ciri-

ciri gejala eksternal terinfeksi aeromonas yaitu muncul luka seperti borok merah 

pada bagian kulit, perut membengkak dan sirip geripis. Gejala internal 

menunjukan warna ginjal berubah menjadi lebih gelap 

3.4 Prosedur Penelitian 

 Prosedur penelitian dilakukan dengan tujuan mengetahui deteksi mikroba 

pada ikan lele (Clarias sp.) dalam satu tahap, yakni penelitian utama. Persiapan 

penelitian utama meliputi pengamatan gejala klinis dan pengambilan sampel di 

Pasar Dinoyo Malang, kemudian dilakukan isolasi bakteri dari ikan lele ke media 

RS, peremajaan bakteri Aeromonas hydrophila dari media RS ke media TSA, 

dan dilakukan pengujian presumptive meliputi pewarnaan gram serta melakukan 

pengujian determinative yaitu uji biokimia untuk mempertegas ciri-ciri bakteri 

Aeromonas hydrophila.  
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3.4.1  Sterilisasi Alat dan Bahan  

Tahap awal yang perlu dilakukan sebelum memulai proses kerja di 

laboratorium ialah sterilisasi alat dan bahan. Proses sterilisasi pada penelitian ini 

menggunakan dua macam sterilisasi, yakni sterilisasi basah dan sterilisasi 

kering. Sterilisasi basah menggunakan autoklaf manual bersuhu 121°C dengan 

tekanan 1 atm selama 15 menit. Sterilisasi basah digunakan untuk alat-alat 

setelah dan sebelum pemakaian serta untuk pembuatan media. Sedangkan 

sterilisasi kering menggunakan oven merk Memmert dengan suhu bervariasi 

yang dapat diatur sesuai tujuan penggunaan. Sterilisasi kering digunakan untuk 

alat-alat yang telah melalui proses sterilisasi basah. Sterilisasi bertujuan untuk 

membebaskan alat dan bahan dari mikroba yang mempengaruhi keberhasilan 

penelitian. Adapun sterilisasi kering menurut Andriani (2016) yaitu menggunakan 

oven dengan suhu 160 - 170°C selama 1 - 2 jam. Sterilisasi panas kering pada 

temperatur lebih dari 160°C efektif menghancurkan mikroorganisme hidup 

dengan sebuah proses kehilangan kelembaban pada alat. Sterilisasi panas 

kering (oven) biasa digunakan untuk alat-alat gelas atau kaca (cawan petri dan 

tabung reaksi) dan bahan-bahan lain yang memiliki kemampuan bertahan pada 

suhu yang digunakan. 

3.4.2  Pembuatan Media RS  

Media RS (Rimler Shotts-Medium) digunakan sebagai media uji 

kepadatan bakteri Aeromonas hydrophila secara selektif. Media RS merupakan 

media padat. Berdasarkan petunjuk penggunaan pada kemasan produk media 

RS di laboratorium Keamanan Hasil Perikanan, bahan dasar yang digunakan 

adalah RS sebanyak 45 gram untuk penggunaan akuades sebanyak 1000 ml 

didalam Erlenmeyer. Kemudian timbang media Rimler-shoots sebanyak 0,91 

gram dan larutkan dengan 20 ml aquades didalam erlenmeyer serta ditutup 
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dengan kapas dan alumunium foil. Setelah itu, dilakukan perebusan media 

selama 15 menit. Setelah perebusan tersebut media didiamkan hingga hangat. 

Hal ini dilakukan agar saat penuangan media Rimler-shoots kedalam cawan petri 

tidak menimbulkan uap yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri. kemudian 

dilakukan penuangan media ke dalam cawan petri di dalam LAF dengan bunsen 

menyala dan tunggu hingga membentuk gel. Setelah itu, cawan petri yang berisi 

media Rimler-shoots yang sudah menjadi gel ditutup menggunakan kapas dan 

plastik wrap. Lalu simpan di dalam LAF dengan suhu ruang (27OC) selama 24 

jam, selanjutnya dimasukkan ke dalam lemari pendingin. Menurut Hamny, et al. 

(2019), Aeromonas hydrophila yang tumbuh pada goresan T-streach media RS 

adalah koloni dengan karakteristik berwarna kuning tanpa titik hitam di 

tengahnya. Diagram alir pembuatan media Rimler-shoots (RS) dapat dilihat pada 

Lampiran 1. 

3.4.3  Pembuatan Media TSA  

Media TSA (Tryptic Soy Agar) merupakan media untuk peremajaan 

bakteri Aeromonas hydrophila yang didapat dari kultur murni. Berdasarkan 

petunjuk penggunaan pada kemasan produk media TSA di laboratorium 

Keamanan Hasil Perikanan, bahan dasar yang digunakan adalah TSA sebanyak 

40 gram untuk penggunaan akuades 1000 ml. Bahan dasar TSA berbentuk 

serbuk yang berwarna kuning apabila telah larut dalam akuades. Media TSA 

merupakan media yang berbentuk solid. Selanjutnya sebanyak 0,8 gram serbuk 

TSA dilarutkan dalam 20 ml akuades di erlenmeyer, ditutup alumunium foil dan 

kapas. Kemudian media direbus untuk mengaktifkan agar selama 15 menit. 

Selanjutnya disterilisasi menggunakan autoklaf. Setelah itu media TSA 

didiamkan hingga hangat. Hal tersebut dilakukan agar saat penuangan TSA 

kedalam cawan petri tidak menimbulkan uap yang dapat menghambat 
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pertumbuhan bakteri. Kemudian dilakukan penuangan media ke dalam cawan 

petri di dalam LAF dengan bunsen menyala dan tunggu hingga membentuk gel. 

Setelah itu, cawan petri yang berisi media TSA yang sudah menjadi gel ditutup 

menggunakan kapas dan plastik wrap. Lalu simpan di dalam LAF dengan suhu 

ruang (27OC) selama 24 jam, selanjutnya dimasukkan ke dalam lemari pendingin. 

Menurut Yusriana et al. (2014), peremajaan bakteri merupakan suatu cara 

untuk merawat bakteri agar tetap memiliki nutrisi yang baik. Peremajaan 

dilakukan pada media TSA dalam media miring dengan metode gores dan 

diinkubasi selama 24 jam. Cara ini juga merupakan cara yang paling tradisional 

untuk menyimpan koleksi mikroba yang belum diketahui cara penyimpanan 

jangka panjangnya. Banyak bakteri yang dapat bertahan hidup dalam tabung 

miring hingga sepuluh tahun atau lebih baik di suhu ruang maupun kulkas 

(Machmud, 2001). Diagram alir pembuatan TSA dapat dilihat pada Lampiran 2. 

3.4.4 Pembuatan Media TSIA 

 Media TSIA (Triple Sugar Iron Agar) merupakan media solid berbentuk 

serbuk dan berwarna merah apabila telah larut dalam aquades. Pembuatan 

media TSIA dilakukan sesuai petunjuk yang terdapat dikemasan, 40 gram media 

TSIA dilarutkan dalam 1000 ml aquades. Selanjutnya timbang media TSIA 

sebanyak 0,8 gram dan larutkan dengan 20 ml aquades didalam erlenmeyer 

serta ditutup dengan kapas dan alumunium foil. Setelah itu, dilakukan perebusan 

media selama 15 menit untuk mengaktifkan agar. Media yang telah melalui 

perebusan kemudian disterilisasi basah menggunakan autoklaf. Selanjutnya 

media TSIA didiamkan hingga hangat. Hal tersebut dilakukan agar saat 

penuangan media TSIA kedalam cawan petri tidak menimbulkan uap yang dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri. kemudian dilakukan penuangan media ke 

dalam tabung reaksi dalam LAF dengan bunsen menyala dan miringkan tabung 
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sehingga terbentuk TSIA miring menjadi gel. Setelah itu, tabung reaksi yang 

berisi media TSIA yang sudah menjadi gel ditutup menggunakan kapas dan 

plastic wrap. Lalu simpan di dalam LAF dengan suhu ruang (27OC) selama 24 

jam, lalu dimasukkan ke dalam lemari pendingin. 

Media TSIA ditimbang sebanyak 6,6 gram lalu dimasukkan ke dalam 

erlenmeyer. Lalu ditambahkan 100 ml akuades ke dalam erlemeyer dan 

dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer sambil dipanaskan di atas hot 

plate hingga mendidih. Selanjutnya media disterilkan dengan autoklaf. Setelah itu 

masukan media steril sebanyak 5 ml kedalam tabung reaksi dan dibiarkan pada 

posisi miring selama 24 jam. Kemudian media dimasukkan ke dalam lemari 

pendingin (Anggraini et al., 2016). Diagram alir pembuatan TSIA dapat dilihat 

pada Lampiran 3. 

3.4.5 Pembuatan Media Gelatin 

 Media gelatin merupakan media semi solid yang berbentuk serbuk 

berwarna kuning apabila larut didalam aquades. Pembuatan media Gelatin 

dilakukan sesuai petunjuk yang terdapat dikemasan, 40 gram media Gelatin 

dilarutkan dalam 1000 ml aquades. Selanjutnya timbang media Gelatin sebanyak 

0,8 gram dan larutkan dengan 20 ml aquades didalam erlenmeyer serta ditutup 

dengan kapas dan alumunium foil. kemudian dilakukan perebusan media selama 

15 menit untuk mengaktifkan agar. Media yang telah melalui perebusan 

kemudian disterilisasi basah menggunakan autoklaf. Setelah itu media Gelatin 

didiamkan hingga hangat. Hal ini dilakukan agar saat penuangan media Gelatin 

kedalam cawan petri tidak menimbulkan uap yang dapat menghambat 

pertumbuhan bakteri. Selanjutnya dilakukan penuangan media ke dalam tabung 

reaksi dalam LAF dengan bunsen menyala dan miringkan tabung sehingga 

terbentuk Gelatin miring menjadi gel. Setelah itu, tabung reaksi yang berisi media 
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Gelatin yang sudah menjadi gel ditutup menggunakan kapas dan plastic wrap. 

Lalu simpan di dalam LAF dengan suhu ruang (27OC) selama 24 jam. Diagram 

alir pembuatan Gelatin dapat dilihat pada Lampiran 4. 

3.4.6 Preparasi Sampel  

 Pada tahap prepsrasi sampel dilakukan yaitu ikan lele yang telah 

diamati morfologi dan gejala klinis serta menunjukkan gejala terinfeksi bakteri 

Aeromonas hydrophila dibersihkan permukaan tubuh lele menggunakan kapas 

yang telah dibasahi dengan alcohol 70%. Kemudian bedah ikan lele tersebut 

menggunakan mata pisau steril. Lalu ambil organ target ginjal dan sterilkan 

permukaannya setelah itu siap dilakukan isolasi. Isolasi dapat juga dilakukan dari 

permukaan tubuh yang luka (kulit) atau sediaan darah. Preparasi sampel ikan 

lele dilakukan sesuai dengan Standar Nasional Indonesia (SNI. 7303:2009). 

3.4.7 Isolasi Bakteri dari Ikan Lele (Clarias sp) 

 Isolasi bakteri dilakukan sesuai dengan Standar Nasional Indonesia 

(SNI. 7303:2009). Tahap awal yang dilakukan yaitu, membersihkan meja yang 

akan dijadikan tempat alas isolasi bakteri dengan alkohol 70%. Setelah itu tusuk 

organ target yaitu ginjal dengan menggunakan jarum ose steril yang telah 

difiksasi secara aseptis, kemudian goreskan ke media Rhimler-shoots dengan 

metode streak. Selain organ target ginjal, lakukan isolasi pada bagian tubuh atau 

kulit ikan yang terluka dengan cara yang sama. Selanjutnya, inkubasi pada suhu 

30oC selama 18 - 24 jam. 

 Isolasi bakteri dilakukan didalam laboratorium dengan api bunsen 

menyala untuk menciptakan kondisi yang aseptik, menghindari kontaminasi dari 

lingkungan sekitar, dan mencegah terjadinya infeksi bakterai patogen terhadap 

peneliti. Isolasi bakteri adalah proses pemisahan atau pemindahan bakteri dari 

organ target atau bagian tubuh ikan tertentu dan menumbuhkannya pada media 
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buatan, sehingga diperoleh kultur murni serta dapat mempelajari sifat biakan 

morfologi dan sifat mikroba lainnya (Puspitasari et al., 2012). Diagram alir isolasi 

bakteri dari ikan lele dapat dilihat pada Lampiran 5. 

3.4.8 Inokulasi dan Peremajaan Bakteri Terduga Aeromonas hydrophila 

 Prinsip inokulasi yaitu menumbuhkan mikroba pada suatu medium. 

Sumber inokulasi dapat berasal dari biakan murni maupun hasil isolasi kultur 

campuran. Inokulasi dilakukan di dalam Laminary Air Flow (LAF) dengan kondisi 

aseptis. Proses inokulasi harus dilakukan secara hati-hati dan aseptis agar tidak 

terjadinya kontaminasi dari lingkungan sekitar, terutama kontaminan yang 

berasal dari udara. Pertama, pijarkan atau fiksasi jarum ose diatas api bunsen 

sebelum pengambilan bakteri dan dinginkan pada pinggir media. Selanjutnya 

ambil satu koloni terpisah dan goreskan menggunakan metode 4 kuadran pada 

media TSA. Setelah itu, inokulat hasil dari proses inokulasi disimpan dalam 

incubator dengan suhu 30oC selama 24 jam. Diagram alir proses inokulasi 

bakteri Aeromonas hydrophila dapat dilihat pada Lampiran 6. 

 Peremajaan bakteri bertujuan agar bakteri memulai metabolisme 

kembali setelah penyiapan. Peremajaan bakteri menurut Machmud (2001), 

merupakan cara paling tradisional yang digunakan peneliti untuk memelihara dan 

menyimpan koleksi isolat mikroba di laboratorium dan digunakan untuk 

memelihara isolate mikroba yang belum diketahui cara penyimpanan jangka 

panjangnya. Peremajaan bakteri dilakukan dengan mengambil satu jarum ose 

biakan murni kemudian digoreskan dalam biakan agar dengan permukaan 

miring, kemudian diinkubasi selama 24 jam. 

3.4.9 Uji Biokimia   

 Pengujian biokimia Aeromonas hydrophila terdiri dari uji presumtif (uji 

pendugaan) dan uji determinatif (penegasan). Uji presumtif meliputi uji 
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pewarnaan gram, uji katalase, dan uji oksidase, sedangkan uji determinative 

meliputi uji TSIA, LIA (Lysine decarboxylase), uji motility, uji produksi indol, uji 

oksidatif/fermentatif, uji gelatin, uji MR-VP, uji urea, uji sitrat, dan uji gua-gula.  

  Pewarnaan Gram dan Pengamatan Morfologi bakteri  

 Pewarnaan gram merupakan salah satu metode untuk mengetahui 

morfologi bakteri, yang bermanfaat mengetahui apakah biakan bakteri masuk 

dalam golongan gram positif atau gram negatif (Samsundari , 2006). Prosedur 

pengujian gram negatif menurut SNI (2005), siapkan gelas objek yang telah 

dibersihkan dari lemak dengan alkohol 70 %. Kemudian beri 1 tetes akuades 

steril pada permukaan gelas objek. Lalu ambil isolat dengan ose steril, campur 

dengan akuades dan diulas merata pada permukaan gelas objek. Kemudian 

fiksasikan dengan melewatkan preparat diatas api 15 cm beberapa kali sampai 

terlihat kering. Lalu teteskan cristal violet pada preparat sampai merata dan 

diamkan selama 2 menit dan cuci dengan air mengalir. Setelah itu teteskan 

larutan iodin pada preparat sampai mereta dan diamkan selama 1½ menit. 

Kemudian di cuci dengan akuades mengalir. Dekolorisasi (penghilangan warna) 

dilakukan setelahnya, menggunakan alkohol 70% dengan cara spray. Preparat 

kemudian dicuci kembali dengan akuades dan dilakukan pewarnaan sekunder 

menggunakan safranin selama 1 menit. Setelah itu cuci preparat dengan air 

mengalir dan keringkan. Setelah itu amati preparat menggunakan mikroskop dan 

sifat bakteri gram negatif ditandai dengan sel bakteri berwarna merah, bentuk 

batang pendek. Adapun skema pewarnaan gram dapat dilihat pada Lampiran  7. 

 

 

 

 



 

20 
 

 Uji TSIA 

 Uji TSIA menggunakan pengujian H₂S yang memiliki tujuan untuk 

mengetahui adanya produksi gas hideogen sulphid dari sulfur yang mengandung 

asam-asam amino melalui aktifitas enzim. Reaksi positif ditunjukan dengan 

adanya warna hitam dari keseluruhan sampel (Tantu, 2013). Uji deteksi H₂S 

menurut Anggraini et al. (2016), dilakukan dengan mengambil satu ose isolat 

bakteri, kemudian diinokulasi ke dalam media dengan goresan zig-zag pada 

bagian miring dan ditusukkan pada bagian dasar.Media diinkubasi pada suhu 

28°C selama 18-24 jam.Uji positif ditandai dengan perubahan warna media 

menjadi pink dan uji negatif ditandai dengan tidak terjadinya perubahan warna 

pada media. Adapun skema kerja pembuatan media TSIA pada Lampiran 8. 

 Adapun prosedur pengujian TSIA adalah sebagai berikut. Pertama-

tama disiapkan media TSIA. Diambil isolat bakteri dengan jarum ose steril dari 

media TSA dan diinokulasi pada media TSIA dengan teknik butt (tusuk) terlebih 

dahulu lalu dilanjutkan dengan teknik slant (gores). Kemudian diinkubasi pada 

incubator dengan suhu 30oC selama 24 jam dan diamati perubahan warna. 

Adapun diagram alir uji TSIA bakteri Aeromonas hydrophila disajikan pada 

Lampiran. Berdasarkan KIPM (2018), pembacaan hasil pengujian pada media 

TSIA yaitu A/A (fermentasi  glukosa dan laktosa) dan A/K (fermentasi laktosa 

atau fruktosa) adalah sebagai berikut:  

- Pembacaan A/A (reaksi Asam/Asam), jika media bagian slant (miring) 

dan butt (tegak) berwarna kuning. 

- Pembacaan A/K (reaksi Asam/Alkalin), jika media bagian slant (miring) 

berwarna kuning dan butt (tegak) tetap berwarna merah orange, 

begitupula sebaliknya. 
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- Pembacaan K/K (reaksi Alkalin/Alkalin), jika media bagian slant (miring) 

dan butt (tegak) tetap berwarna merah orange. 

- Adanya H2S ditandai dengan adanya endapan warna hitam pada 

media. 

- Adanya reaksi gas ditandai dengan media yang pecah-pecah atau 

terangkat ke atas. 

 Uji Hidrolisa Gelatin 

 Uji gelatin dilakukan dengan cara sampel bakteri diambil dengan 

menggunakan ose bulat dan ditusukkan pada medium nutrient gelatin (agar 

tegak) dan dinkubasi pada suhu 37ºC selama 24 jam. Setelah dilakukan 

inkubasi, medium diletakkan kedalam kulkas selama 15 menit. Kemudian diamati 

perubahan yang terjadi. Apabila medium menjadi padat maka bakteri tidak 

mampu menghidrolisis gelatin (SNI, 2011). Adapun diagram alir uji gelatin 

baktero Aeromonas hydrophila disajikan pada Lampiran 9. 

 Pengujian gelatin  bertujuan untuk melihat kemampuan bakteri dalam 

menghasilkan enzim gelatinase yang mampu menghidrolisis gelatin. Struktur 

utama gelatin yaitu gel, sedangkan gelatin yang telah dicerna secara sempurna 

oleh bakteri tidak dapat membentuk gel dan bersifat cair. Menurut Lubis et al. 

(2013) Uji gelatin dapat juga digunakan untuk mendeteksi aktivitas proteolitik 

pada bakteri. Adapun media gelatin yang digunakan didapatkan dari 

Laboratorium Mikrobiologi Fakultas 24 Kedokteran Universitas Brawijaya berupa 

media siap pakai. 
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 Uji Hemolisin 

 Uji hemolisin dilakukan dengan metode gores, yakni mengambil satu 

ose biakan bakteri dari media TSA dengan ose steril dan diinokulasikan pada 

media blood agar. Kemudian inkubasi media pada suhu 30°C selama 24 jam. 

Setelah proses inkubasi selasai, lakukan pengamatan terhadap perubahan 

warna yang terjadi pada goresan. Uji hemolisin dilakukan untuk mengetahui 

kemampuan bakteri dalam melakukan hemolisis, yaitu menggunakan darah 

sebagai sumber nutrisi untuk pertumbuhannya.  

 Sampel ditanam pada agar darah untuk pengujian α-hemolisin dan β- 

hemolisin dengan cara inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Biakan strain 

bakteri sebanyak satu ose didepositkan pada permukaan media agar darah 

dengan menggoreskan dari satu sisi plat ke sisi lainnya membentuk garis lurus 

(Lindawati dan Suardana, 2016). Zona atau halo yang terbentuk pada media 

agar dari inokulat akan menandakan warna kuning-bening setelah inkubasi 96 

jam yang menandakan inokulat dapat melisiskan sel-sel darah merah dalam 

waktu yang lama untuk hemolisis sempurna. Apabila warna hijau yang terbentuk 

menunjukkan α-hemolisis atau hemolisis terjadi tidak sempurna 

(Mangunwardoyo, et al., 2009). Adapun diagram alir uji hemolisin bakteri dugaan 

Aeromonas hydrophila disajikan dalam Lampiran 10. 

 Microbact System 

    Ada pun prosedur sebelum menggunakan metode microbact system 

dengan melakukan uji oksidase terhadap bakteri. Langkah awal yang dilakukan 

untuk menentukan kit yang akan digunakan yaitu 12A, 12E atau 24 E. jika 

pengujian menggunakan micrbact system 12A atau 12E akan menghasilkan 

oksidase negatif, sedangkan jika pengujian menggunakan 24E akan 

menghasilkan oksidase positif. Satu koloni bakteri diinkubasi selama 18 – 24 jam 

diambil dengan menggunakan ose. Setelah itu dilarutkan kedalam 5 ml   bakteri 
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yang telah diinkubasi selama 18-24 jam diambil dengan menggunakan ose 

kemudian dilarutkan kedalam 5 ml garam fisiologis 0,9% pada tabung reaksi 

streil lalu homogen. Kemudian larutan bakteri yang telah homogen diteteskan 

kedalam sumur Microbact sebanyak 100 UI atau setara dengn 4 tetes. Pada 

sumur Lysin, Omitin dan H2S ditambahkan 1 sampai 2 tetes mineral oil. Setelah 

itu dimasukan kedalam  microbact untuk diinkubasi pada suhu 37oC selama 18  

samapi 24 jam. Selanjutnya tambahkan reagent nitrat A dan B sebanyak 2 tetes 

pada sumur nomor 7, tambahkan indol kovact sebanyak 2 tetes pada sumur 

nomer 8, tambahkan VP I dan II sebanyak 1 tetes pada sumur nomer 10,dan 

tambahkan TDA sebanyak 1 tetes pada sumur nomer 12. Selain itu untuk 

pengujian fermentasi karbohidrat pada sumur microbact 12B. Jika fermentasi 

positif menunjukkan warna kuning, sedangakan hasil negatif tidak ada 

perubahan warna tetap biru. Selain itu, dapat dilihat hasil lainnya positif atau 

negatif dengan membandingkannya pada table warna.  
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1  Pedagang Lele di Pasar Dinoyo 

 Pada pasar dinoyo pedagang yang menjual ikan lele (Clarias sp.) 

berjumlah 3 orang. Supplier ikan lele para pedagang berasal dari tempat yang 

berbeda-beda. Pada pedagamg A, supplier ikan lele berasal dari Kota Blitar. 

Pada pedagang B, supplier ikan lel berasal dari Tuban. Sedangkan pada 

pedagang C, supplier ikan lele berasal dari sidoarjo. Harga ikan lele yang dijual 

di Pasar dinoyo bervariasi dengan harga Rp. 16.000-20.000 per Kg.  Lingkungan 

tempat jualan pedagang ikan lele pada umumnya terlihat cukup bersih. Adapun 

gambaran lingkungan para pedagang dapat dilihat pada Gambar 5.  

 

 

 

 

Gambar 5. Kondisi Lingkungan Pedagang Ikan Lele 
Keterangan: A; Pedagang A; B: Pedagang B; C: Pedagang C 

(Sumber: Data Primer, 2020) 

 Pada pedagang A ikan lele diletakkan didalam drum yang terbuat dari 

plastik dan box dengan intensitas ikan banyak dan bertumpuk. Pada pedagang B 

ikan lele diletakkan diatas keramik dengan intensitas ikan banyak. Sedangkan 

pada pedagang B dan C ikan lele diletakkan pada wadah kolam dengan 

intensitas banyak, bertumpuk-tumpuk. Kondisi lingkungan pedagang A cendrung 

tidak bersih dan sehat dibandingkan dengan pedagang B dan C. Kondisi 

lingkungan dimana ikan lele diletakkan dapat mempengaruhi kondisi ikan lele.  
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 Menurut Suwarno et.al., (2014) yang menyatakan bahwa tempat 

penyimpanan ikan lele jika sempitnya ruang gerak ikan lele akan menimbulkan 

persaingan dalam mendapatkan oksigen dan dapat mengakibatkan ikan tersebut 

menjadi stress. Ikan yang mengalami stress akan lebih mudah untuk terinfeksi 

oleh bakteri. 

4.2 Pengamatan Gejala Klinis Ikan Lele 

 Ikan lele (Clarias sp.) yang terinfeksi bakteri Aeromonas hydrophila 

memiliki beberapa gejala klinis pada organ eksternal maupun internal. Hasil 

pengamatan yang dilakukan terhadap ikan lele yang dijual di Pasar Dinoyo, Kota 

Malang memiliki beberapa gejala klinis. Adapun gejala klinis pada organ ekstenal 

ikan lele dapat dilihat pada Gambar 6.  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6. Gejala Klinis Organ Ekstenal Ikan Lele 
Keterangan: A: Luka Kemerahan; B: Sirip Geripis 

(Sumber: Data Primer, 2020) 

 Sampel ikan lele yang diperoleh dari pedagang di Pasar Dinoyo 

memiliki gejala klinis pada organ eksternal. Menurut Rezeki et al (2016), ciri-ciri 

gejala eksternal terinfeksi aeromonas yaitu muncul luka seperti borok merah 

pada bagian kulit, perut membengkak dan sirip geripis. Gejala internal 

A B 
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A B 

menunjukan warna ginjal berubah menjadi lebih gelap. Adapun gejala klinis pada 

organ internal ikan lele dapat dilihat pada Gambar 7. 

 

 

 

 

 

 

Gambar 7. Gejala Klinis Organ Ginjal Ikan Lele 
Keterangan: A: Ginjal ikan tanpa gejala klinis organ eksternal (merah); B: Ginjal 

ikan dengan gejala klinis organ eksternal (merah kehitaman) 

(Sumber: Data Primer, 2020) 

 Ikan lele yang dijual dari 3 pedagang di Pasar Dinoyo memiliki 

beberapa ikan yan mengalami gejala klinis pada organ eksternal dan internal. 

Menurut Asniatih et al. (2013), pada organ internal ikan lele terduga terinfeksi 

Aeromonas hydrophila ginjal berwarna kehitaman. Hal ini diketahui bahwa ikan 

lele terserang bakteri Aeromonas hydrophila memiliki gejala klinis pada organ 

internal ginjal berwarna merah kehitaman. Perubahan pada warna ginjal 

diakibatkan karena terjadinya perubahan patologi yang berupa degenerasi hialin 

pada tubus distal dan artropi pada jaringan hematopoetik. Menurut Plumb (1994), 

artropi merupakan kondisi jumlah sel yang berkurang pada jaringan atau 

ketidaknormalan jumlah sel dan biasa disebut penyusutan sel. Atropi dapat 

disebabkan karena terjadinya malnutrisi, kurangnya persediaan darah yang 

cukup dan terjadi infeksi kronis  
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4.3 Hasil Isolasi dan Peremejaan Bakteri 

 Hasil isolasi bakteri dari ikan lele (Clarias sp.) didapatkan 12 isolat. 

Pada minggu pertama didapatkan 6 isolat yaitu, LG1, LK1, LG2. LK2, LG3 dan 

LK3. Pada minggu kedua didapatkan 4 isolat yaitu, LK1, LG1, LK2 dan LG3. 

Sedangkan pada minggu ketiga didapatkan 2 isolat yaitu, LK2 dan LK3. Adapun 

isolat bakteri dugaan Aeromonas hydrophila dapat dilihat pada Gambar 8. 

 

 

 

 

 

 

Gambar 8. Koloni Terduga Bakteri Aeromonas hydrophila 
 (Sumber: Data Primer, 2020) 

Media seletif Aeromonas hydrophila yang digunakan yaitu media Rhimler-

Shoot. Hasil isolat bakteri pada media RS didapatkan koloni berwarna kuning 

cerah. Hasil tersebut sesuai SNI 7303:2009 yang menyebutkan bahwa koloni 

bakteri A. hydrophila akan berwarna kuning tanpa titik hitam dibagian tengah 

koloninya. Adapun morfologi koloni bakteri dapat dilihat pada Tabel 2. 
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Tabel 2. Morfologi Koloni Bakteri 

Ulangan  
Kode 
Isolat 

Morfologi Koloni 

Warna Bentuk 
Diameter 

(mm) 
Elevasi Tepi 

Minggu 1 

LG1 Kuning Circular 1, 13 Convex Entire 

LK1 Kuning Circular 2,05 Convex Entire 

LG2 Kuning Circular 1, 27 Convex Entire 

LK2 Kuning kehijauan Circular 1,28 Convex Entire 

LG3 Kuning Circular 2,18 Convex Entire 

LK3 Kuning Circular 2,05 Convex Entire 

Minggu 2 

LG1 Kuning kehijauan Circular 2,06 Convex Entire 

LK1 Kuning kehijauan Circular 2,21 Convex Entire 

LG2 ND ND ND ND ND 

LK2 Kuning Kehijauan Circular 1, 18 Convex Entire 

LG3 Kuning Kehijauan Circular 2,41 Convex Entire 

LK3 ND ND ND ND ND 

Minggu 3 

LG1 ND ND ND ND ND 

LK1 ND ND ND ND ND 

LG2 ND ND ND ND ND 

LK2 Kuning Circular 2,23 Convex Entire 

LG3 ND ND ND ND ND 

LK3 Kuning Circular 1,96 Convex Entire 

Keterangan : ND (tidak ada data) 

Sumber  : Data Primer, 2020 

Penelitian yang telah dilakukan oleh Saputra dan Indaryanto (2018), 

mengatakan Koloni A. hydrophila memiliki ciri-ciri koloni terpisah, elevasi koloni 

cembung, dan berbentuk bulat. Selanjutnya didapatkan hasil peremajaan bakteri 

terduga Aeromonas hydrophila pada media TSA. Adapun gambar peremajaan 

bakteri dapat dilihat pada Gambar 9.  
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Gambar 9. Peremajaan Bakteri Terduga Aeromonas hydrophila 
(Sumber: Data Primer, 2020) 

 Peremajaan bakteri hasil isolat pada media TSA didapatkan hasil 

berwarna kuning. Selain itu hasil peremajaan bakteri terduga Aeromonas 

hydrophila  didapatkan koloni yang seragam. Setelah didapatkan hasil yang 

seragam kemudian dilanjutkan dengan uji lanjutan yaitu uji biokimia. Uji biokimia 

dilakukan untuk mengidentifikasi bakteri tersebut. 

4.4 Uji Biokimia Presumtive  

 Pewarnaan gram bertujuan untuk mengetahui golongan bakteri yang 

diuji yaitu negate atau positif. Hasil pewarnaan gram bakteri ke-12 isolat pada 

minggu pertama, minggu kedua, dan minggu ketiga adalah bakteri tergolong 

bakteri gram negative.  Bakteri golongan gram negatif mempunyai lapisan tipis 

peptidoglikan. Lapisan tersebut terdiri dari 1 sampai 2 lapis yang mengakibatkan 

pori-pori dinding sel bakteri cukup besar. Selain itu, dinding sel pada bakteri gram 

negatif terdapat lipid dan lemak dengan persentase tinggi sehingga ketika proses 

proses puncucian dengan alkohol menyebabkan lipid pada bakteri terekstraksi. 

Hal tersebut mengakibatkan bakteri berwarna merah muda akibat dari zat warna 

safranin yang ditambahkan (Firnanda et.al., 2013). Setelah dilakukan pewarnaan 

gram dilakukan pengamatan morfologi sel dibawah mikroskop. 
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 Pengamatan morfologi meliputi bentuk sel dan motilitas dari bakteri. 

Hasil pengamatan morfologi sel, terdapat 7 isolat yang mempunyai bentuk sel 

basil, yaitu pada minggu pertama terdiri dari LK1, LG3 dan LK3; pada mingu 

kedua terdiri dari LK1, LK2 dan LG3; serta minggu ketiga yaitu LK3. Sedangkan 

terdapat 5 isolat yang mempunyai bentuk sel kokus, yaitu pada minggu pertama 

terdiri dari LG1, LG2 dan LK2; pada minggu kedua yaitu LG1; serta pada minggu 

ketiga yaitu LK2. Golongan gram dan morfologi sel dari bakteri Aeromonas 

hyrophila menurut SNI 7303:2009 adalah golongan gram negatif dan morfologi 

selnya batang pendek atau basil. Adapun hasil pewarnaan gram dan 

pengamatan morfologi sel bakteri dapat dilihat pada Tabel 3. 
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Tabel 3. Hasil Uji Biokimia Presumtive 

Ulangan  
Kode 
Isolat 

Morfologi Sel 

Gram Bentuk Motilitas Oksidase Katalase 

Minggu 1 

LG1 Negatif Kokus NonMotil  Negatif Negatif 

LK1 Negatif Basil Motil  Negatif Negatif 

LG2 Negatif Kokus NonMotil  Negatif Negatif 

LK2 Negatif Kokus NonMotil Negatif Negatif 

LG3 Negatif Basil Motil Negatif Negatif 

LK3 Negatif Basil Motil Negatif Negatif 

Minggu 2 

LG1 Negatif Kokus NonMotil Negatif Negatif 

LK1 Negatif Basil Motil Negatif Negatif 

LG2 ND ND ND ND ND 

LK2 Negatif Basil Motil  Negatif Negatif 

LG3 Negatif Basil Motil  Negatif Negatif 

LK3 ND ND ND ND ND 

Minggu  
3 

LG1 ND ND ND ND ND 

LK1 ND ND ND ND ND 

LG2 ND ND ND ND ND 

LK2 Negatif Kokus Motil Negatif Negatif 

LG3 ND ND ND ND ND 

LK3 Negatif Basil Motil Negatif Negatif 

Keterangan : ND (tidak ada data) 

Sumber  : Data Primer, 2020 

4.5 Uji Biokimia Determinative 

 Determinative test pada isolat bakteri dilakukan pada isolate bakteri 

dugaan Aeromonas hydrophila. Pada uji ini menggunakan media TSIA (Triptic 

Sugar Iron Agar), Gelatin, Blood Agar dan menggunakan microbact system. 

Berikut adalah hasil uji biokimia determinative pada isolte bakteri dugaan 

Aeromonas hydrophila. 

 Uji TSIA 

 Pada media TSIA didapatkan hasil bahwa terdapat reaksi positif A/K 

pada 5 isolat bakteri. Pada minggu pertama yaitu isolat dengan kode LG1, LK1 

dan LK2. Pada minggu kedua yaitu isolat dengan kode LK1. Sedangkan pada 

minggu ketiga yaitu isolat dengan kode LK3. Reaksi A/K ditandai dengan 

perubahan warna pada media bagian slant (miring) berwarna kuning (terjadi 

reaksi asam) dan butt (tegak) berwarna merah orange (terjadi reaksi basa), 
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begitupula sebaliknya. Selain itu terdapat reaksi positif A/A pada 4 isolat bakteri 

yaitu pada minggu pertama dengan kode isolat LG2. Pada minggu kedua yaitu 

isolat dengan kode LG1 dan LG3. Sedangkan pada minggu ketiga yaitu dengan 

kode isolat LK2. Reaksi A/A ditandai dengan perubahan warna pada media 

bagian slant (miring) dan butt (tegak) berwarna kuning (terjadi reaksi asam).  

 Perubahan warna pada media menandakan bahwa bakteri mampu 

melakukan fermentasi terhadap glukosa, laktosa, dan sukrosa. Bakteri dapat 

mendegradasi dan memfermentasi karbohidrat yang disertai produksi asam. 

Bakteri memiliki sifat metabolisme yang berbeda-beda, hal tersebut berdasarkan 

interaksi yang terjadi antara metabolit bakteri terhadap zat-zat kimia yang ada 

dalam media (Haryani et.al., 2012). Adapun hasil pengujian TSIA isolat bakteri 

dapat dilihat pada Gambar 10. 

   
Gambar 10. Hasil Uji TSIA Isolat Bakteri 

(Sumber: Data Primer, 2020) 

 Uji Gelatin 

 Pada media gelatin didapatkan hasil bahwa reaksi positif terdapat pada 

8 isolat bakteri. Pada minggu pertama yaitu LG1, LK2, dan LK3. Pada minggu 

kedua yaitu LK1, LK2 dan LG3. Pada minggu ketiga yaitu LK2 dan LK3. Reaksi 

positif ditandai dengan media gelatin tetap cair dan reaksi negatif ditandai 

dengan media gelatin membeku. Reaksi positif menunjukkan bahwa bakteri 
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menghasilkan enzim gelatinase yang mampu menghidrolisis gelatin. Struktur 

utama gelatin adalah gel, sedangkan gelatin yang telah dicerna secara sempurna 

oleh bakteri tidak mampu membentuk gel dan bersifat cair (Priharta, 2008). 

Adapun hasil uji gelatin pada isolat bakteri dapat dilihat pada Gambar 11. 

 

Gambar 11. Hasil Uji Gelatin Isolat Bakteri 
(Sumber: Data Primer, 2020) 

 Uji Hemolisa 

 Pada uji hemolisa dengan media blood agar didapatkan hasil bahwa 

reaksi positif terdapat pada 9 isolat bakteri. Pada minggu pertama yaitu LG1, 

LK1, LG2, dan LK2. Pada minggu kedua yaitu LG1, LK1 dan LG3. Pada minggu 

ketiga yaitu LK2 dan LK3. Reaksi positif ditandai dengan terbentuknya zona halo 

berwarna kuning bening pada koloni bakteri. Seluruh isolat bakteri yang 

membentuk zona bening menghasilkan β hemolisa, yaitu hemolisa sempurna. 

Hal tersebut menandakan bahwa ke-9 isolat bakteri mampu melisiskan sel darah. 

Hemolisin merupakan toksin yang dapat membentuk suatu zona hemolisis 

disekitar koloni bakteri (Khusnan et al., 2008). Adapun hasil uji hemolisa isolat 

bakteri dapat dilihat pada Gambar 12. 
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Gambar 12. Hasil Uji Hemolisa Isolat Bakteri 

(Sumber: Data Primer, 2020) 

 Microbact System 

Uji Determinative dengan metode microbact system menggunakan kit 

12A, 12E atau 24E. Jika hasil uji oksidase negatif menggunakan microbact 

system 12A atau 12E, sedangkan jika hasil oksidasenya positif maka 

menggunakan 24E. Berdasarkan pengujian yang telah dilakukan, hasil uji 

determinative metode microbact system dapat dilihat pada Tabel 4,5, dan 6. 
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Tabel 4. Hasil Uji Biokimia Determinative Isolat Bakteri Minggu Pertama 

Uji Biokimia 

Minggu Pertama  

Pedagang 1 Pedagang 2 Pedagang 3  

LG1 LK1 LG2 LK2 LG3 LK3 Bergey 

Nitrat + + + - - - + 
Lysin + - - - - - + 
Ornithin + - - + + + - 
H2S + + + + - - - 
Glukosa - - - - - - + 
Manitol + + + - - + + 
Xylosa - - - + + + - 
ONPG + + + + + + + 
Indole + + + + - - + 
Urease + + + - - - - 
V-P + + + + + + + 
Sitrat + + + + + - D 
TDA + + - + + + ND 
Gelatin + + + + - - + 
Malonat - - - + + + - 
Inositol - - - + + + - 
Sorbitol - - - + + + - 
Rhamnosa - - - - - - D 
Sukrosa + + - + - - + 
Lactosa - - + - - - D 
Arabinosa + - - - - - D 
Adonitol - - - - - + - 
Raffinosa - - - - - - - 
Salicin - - - - - + D 
Arginin - - - - - - + 
Koagulase - - - - - - ND 
Hemolisa Beta Beta Beta Beta Beta Beta + 

Keterangan : ND  = Tidak ada data 
Sumber   : Data Primer,2020 
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Tabel 5. Hasil Uji Biokimia Determinative Isolat Bakteri Minggu Kedua 

Keterangan : ND  = Tidak ada data 
Sumber   : Data Primer,2020 

  

Uji Biokimia 

Minggu Kedua 

Pedagang 1 Pedagang 2 Pedagang 3 

LG1 LK1 LG2 LK2 LG3 LK3 Bergey 

Nitrat + + ND + + ND + 

Lysin + + ND - - ND + 

Ornithin - - ND - - ND - 

H2S + + ND - + ND - 

Glukosa + - ND - + ND + 

Manitol + + ND + + ND + 

Xylosa - - ND - - ND - 

ONPG + + ND + + ND + 

Indole + + ND - + ND + 

Urease + + ND - - ND - 

V-P + + ND - + ND + 

Sitrat + + ND - - ND D 

TDA + + ND + + ND ND 

Gelatin - + ND + + ND + 

Malonat - - ND - - ND - 

Inositol - - ND - - ND - 

Sorbitol - - ND - - ND - 

Rhamnosa - - ND - - ND D 

Sukrosa - + ND - - ND + 

Lactosa + - ND - + ND D 

Arabinosa - - ND + + ND D 

Adonitol - - ND - - ND - 

Raffinosa - - ND - - ND - 

Salicin - - ND + + ND D 

Arginin - - ND - - ND + 

Koagulase - - ND - - ND ND 

Hemolisa Beta Beta ND Beta Beta ND + 
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Tabel 6. Hasil Uji Biokimia Determinative Isolat Bakteri Minggu Ketiga 

Keterangan : ND  = Tidak ada data 
Sumber   : Data Primer,2020 

  

  

Uji Biokimia 

Minggu Ketiga 

Pedagang 1 Pedagang 2 Pedagang 3 

LG1 LK1 LG2 LK2 LG3 LK3 Bergey 

Nitrat ND ND ND + ND - + 

Lysin ND ND ND - ND - + 

Ornithin ND ND ND - ND + - 

H2S ND ND ND + ND + - 

Glukosa ND ND ND + ND - + 

Manitol ND ND ND + ND - + 

Xylosa ND ND ND - ND - - 

ONPG ND ND ND + ND + + 

Indole ND ND ND + ND + + 

Urease ND ND ND + ND - - 

V-P ND ND ND + ND + + 

Sitrat ND ND ND + ND + D 

TDA ND ND ND + ND - ND 

Gelatin ND ND ND + ND - + 

Malonat ND ND ND - ND - - 

Inositol ND ND ND - ND + - 

Sorbitol ND ND ND - ND + - 

Rhamnosa ND ND ND - ND - D 

Sukrosa ND ND ND - ND + + 

Lactosa ND ND ND + ND - D 

Arabinosa ND ND ND - ND - D 

Adonitol ND ND ND - ND + - 

Raffinosa ND ND ND - ND - - 

Salicin ND ND ND - ND + D 

Arginin ND ND ND - ND - + 

Koagulase ND ND ND - ND - ND 

Hemolisa ND ND ND Beta ND Beta + 
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 Hasil uji determinative dari ke-12 isolat bakteri diketahui bahwa tidak 

ada terdapat bakteri positif Aeromonas hydrophila. Bakteri yang terindentifikasi 

dari ikan lele di Pasar Dinoyo yaitu Citrobacter freundii, Enterococcus faecalis, 

Salmonella typhi, dan Proteus mirabilis. Hal ini menunjukan bahwa cemaran 

bakteri dari ikan lele terdapat bakteri Citrobacter freundii, Enterococcus faecalis, 

Salmonella typhi, dan Proteus mirabilis. yang teridentifikasi dari ikan lele (Clarias 

sp.) konsumsi yang dijual di Pasar Dinoyo, Kota Malang. Adapun hasil uji 

determinative menggunakan microbact system dengan sumur kit 12A dapat 

dilihat pada Gambar 13. 

 

 
 
 
 
 
 

Gambar 13. Sumur KIT 12A Microbact System 
Keterangan: 1: Lysine; 2: Ornithine; 3: H2S; 4: Glucose; 5: Mannitol; 6: Xylose; 7: 

ONPG; 8: Indole; 9: Urease; 10: VP; 11: Citrate; 12: TDA 

(Sumber: Data Primer, 2020) 

 Hasil perubahan warna pada sumur microbact system dibandingkan 

dengan tabel warna microbact system yang telah tersedia. Pada kelompok 

pertama terdapat 3 reaksi uji, yaitu lysine, ornithine, dan H2S. Pada uji lysine, 

didapatkan hasil sumur berubah menjadi kuning. Warna kuning pada uji lysine 

menandakan reaksi negatif yaitu tidak terbentuknya amina kadaverin spesifik 

akibat dari dekarboksilase lisin. Pada uji ornithine, didapatkan hasil sumur 

berwarna hijau. Warna hijau pada uji ornithine menandakan reaksi negatif yaitu 

tidak terbentuknya amina putresin spesifik akibat dari dekarboksilase arginine. 

Pada uji H2S, didapatkan hasil sumur berwarna jerami. Warna jerami pada uji 

H2S menandakan reaksi negatif yaitu tidak terbentuknya H2S dalam sumur.  

  1        2        3        4        5        6        7        8        9        10       11     12 
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 Pada kelompok kedua terdapat 3 reaksi uji, yaitu glucose, mannitol, dan 

xylose. Perubahan warna kuning pada sumur glukosa dan mannitol menunjukkan 

reaksi positif yang menandakan isolat bakteri mampu melakukan fermentasi 

terhadap karbohidrat dan membentuk senyawa asam. Selain itu, perubahan 

warna hijau pada sumur xylose menunjukkan reaksi negatif yang menandakan 

bakteri tidak mampu melakukan fermentasi terhadap karbohidrat. 

 Pada kelompok ketiga terdapat 3 reaksi uji, yaitu ONPG, indole, dan 

urease. Pada uji ONPG, didapatkan hasil tanpa warna pada sumur microbact. 

Tidak ada warna tersebut menandakan reaksi negatif. Pada uji indole, 

didapatkan hasil sumur berwarna pink. Warna pink pada uji indole menandakan 

reaksi positif yaitu terbentuknya indole dari metabolism triptofan. Pada uji urease, 

didapatkan hasil sumur berwarna jerami. Warna jerami pada uji urease 

menandakan reaksi negatif yaitu tidak terjadinya pemecahan urea menjadi 

amonium.  

 Pada kelompok keempat terdapat 3 reaksi uji, yaitu VP, citrate, dan 

TDA. Pada uji VP, didapatkan hasil sumur berwarna jerami. Warna jerami pada 

uji VP menandakan reaksi negatif yaitu bakteri tidak memproduksi acetoin. Pada 

uji citrate, didapatkan hasil sumur berwarna biru. Warna biru pada uji citrate 

menandakan reaksi positif yaitu bakteri mampu menggunakan citrate sebagi 

sumber karbon. Pada uji TDA, didapatkan hasil sumur berwarna cerry red. 

Warna cerry red pada uji TDA menandakan bakteri menghasilkan indolpiruvat. 

 Bakteri Salmonella typhi teridentifikasi di minggu pertama pada 

pedagang 1 dengan kode isolat  LG1, pedagang 2 dengan kode isolat  LG2 dan 

pada minggu kedua dari pedagang 1 dengan kode isolat LG1. Bakteri Citrobacter 

freundii  terindentifikasi di minggu pertama pada pedagang 1 dengan kode isolat 

LK1, pedangan 2 dengan kode isolat LK2, pada minggu kedua dari pedangan 1 

dengan kode isolat LK1 dan pedagang 2 dengan kode isolat LK2. Bakteri 
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Proteus mirabilis terindentifikasi di minggu pertama dari pedagang 3 dengan 

kode isolat LG3, pada minggu kedua dari pedagang 3 dengan kode isolat LG3, 

pada minggu ketiga dari pedagang 2 dengan kode isolat LK2 dan dari pedagang 

3 dengan kode isolat LK3. Bakteri Enterococcus faecalis  terindentifikasi di 

minggu pertama dari pedagang 3 dengan kode isolate LK3.  Adapaun speecies 

bakteri yang teridentifikasi dari hasil uji determinative dapat dilihat pada Tabel 7. 

Tabel 7. Hasil Uji Determinative Isolat Bakteri 

Ulangan  Pedagang Kode Isolat Bakteri 

Minggu 1 

1 
LG1 Salmonella typhi 

LK1 Citrobacter freundii 

2 
LG2 Salmonella typhi 

LK2 Citrobacter freundii 

3 
LG3 Proteus mirabilis 

LK3 Enterococcus faecalis 

Minggu 2 

1 
LG1 Salmonella typhi 

LK1 Citrobacter freundii 

2 
LG2 ND 

LK2 Citrobacter freundii 

3 
LG3 Proteus mirabilis 

LK3 ND 

Minggu 3 

1 
LG1 ND 

LK1 ND 

2 
LG2 ND 

LK2 Proteus mirabilis 

3 
LG3 ND 

LK3 Proteus mirabilis 

Keterangan : ND  = Tidak ada data 
Sumber   : Data Primer,2020 
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5.  PENUTUP  

 

5.1  Kesimpulan  

 Berdasarkan hasil penelitian didapatkan kesimpulan mengenai 

keamanan ikan lele (Clarias sp.) konsumsi dari bakteri Aeromonas hydrophyla 

yang dijual di Pasar Dinoyo diketahui bahwa tidak ada terdapat bakteri positif 

Aeromonas hydrophila. Bakteri yang terindentifikasi yaitu Citrobacter freundii, 

Enterococcus faecalis, Salmonella typhi, Proteus mirabilis dan bakteri Proteus 

mirabilis. Meskipun tidak terindentifikasi bakteri Aeromonas hydrophyla pada ikan 

lele yang dijual di Pasar Dinoyo, ikan lele tersebut tidak layak dikonsumsi karena 

terdapat bakteri lain yang berbahaya bila dikonsumsi. 

5.2  Saran  

 Pada penelitian ini, saran yang dapat diberikan adalah perlu dilakukannya 

sosialisasi terhadap konsumen atau masyarakat dan pedagang mengenai 

keamanan ikan lel (Clarias sp.) bakteri khususnya Aeromonas hydrophila dengan 

mengenali gejala klinis yang ditimbulkan  
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Pembuatan Media Rhimler Shoot (RS) 

    

 

 

 

 

 

    

 

 

 

  

Rumus Perhitungan: 

 

 

 

 

Timbang RS sebanyak 0,91 gram 

Larutkan dalam 20 ml aquades di erlenmeyer 

Tutup erlemyer dengan alumunium foil dan kertas 

kertas 

Rebus selama 15 menit untuk mengaktifkan agar 

Media dimasukkan ke dalam cawan petri dan didinginkan 

 

Didapatkan RS steril dan siap untuk dipakai 

RS =
45,43

900
x 20ml =  0,91 gram 
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Lampiran 2. Pembuatan Media TSA 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rumus Perhitungan: 

 

 

Timbang TSA sebanyak 0,8 gram 

Larutkan dalam 20 ml aquades di erlenmeyer 

Tutup erlemyer dengan alumunium foil dan kertas 

kertas 

Rebus selama 15 menit untuk mengaktifkan agar 

Sterilisasi menggunakan autoklaf dengan suhu 121oC selama 15 menit 

Media dimasukkan ke dalam 2 tabung reaksi dan dimiringkan 

TSA =
40

1000
x 10ml x 2 =  0,8 gram 
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Lampiran 3. Pembuatan Media TSIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rumus Perhitungan: 

 

 

Timbang TSIA sebanyak 1,3 gram 

Larutkan dalam 20 ml aquades di erlenmeyer 

Tutup erlemyer dengan alumunium foil dan kertas 

kertas 

Rebus selama 15 menit untuk mengaktifkan agar 

Sterilisasi menggunakan autoklaf dengan suhu 121oC selama 15 menit 

Media dimasukkan ke dalam 2 tabung reaksi dan dimiringkan 

TSA =
65

1000
x 10ml x 2 =  1,3 gram 
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Lampiran 4. Pembuatan Media Gelatin 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rumus Perhitungan: 

 

 

 

  

Timbang Gelatin sebanyak 2,56 gram 

Larutkan dalam 20 ml aquades di erlenmeyer 

Tutup erlemyer dengan alumunium foil dan kertas 

kertas 

Rebus selama 15 menit untuk mengaktifkan agar 

Sterilisasi menggunakan autoklaf dengan suhu 121oC selama 15 menit 

Media dimasukkan ke dalam 2 tabung reaksi dan dimiringkan 

TSA =
128

1000
x 10ml x 2 =  2,56 gram 

 



 

48 
 

Lampiran 5. Isolasi Bakteri dari Ikan Lele ke media RS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rumus Perhitungan: 

 

 

Ikan Lele  

Swap pada kulit dan tusuk pada ginjal kemudian goreskan pada RS 

Tutup erlemyer dengan alumunium foil dan kertas 

kertas 

Rebus selama 15 menit untuk mengaktifkan agar 

Sterilisasi menggunakan autoklaf dengan suhu 121oC selama 15 menit 

Media dimasukkan ke dalam 2 tabung reaksi dan dimiringkan 

TSA =
40

1000
x 10ml x 2 =  0,8 gram 
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Lampiran 6. Peremajaan bakteri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ambil 1 ose bakteri terduga Aeromonas hydrophila dari media RS 

Goreskan pada media TSA dengan metode 4 kuadran 

Inkubasi dalam Inkubator dengan suhu 30Oc selama 24 jam 

Didapatkan biakan 

murni 

Disimpan dalam showcase dengan suhu 4OC 



 

50 
 

Lampiran 7. Pewarnaan Gram dan Pengamatan Morfologi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Teteskan Kristal violet pada preparat dan diamkan selama 2 

menit serta bilas dengan akuades 

Dekolorisasi dengan menggunakan alkohol 70% (spray) 

Teteskan Iodin pada preparat dan diamkan selama 1½ 
 menit serta bilas dengan akuades 

Teteskan safranin pada preparat dan diamkan selama 1 menit 
serta bilas dengan akuades 

Ambil 1 ose bakteri dari media TSA dan usapkan pada 

preparat yang telah ditetesi air 

 

Bilas dengan akuades  

Lakukan pengamatan dibawah mikroskop dan dokumentasi 
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Lampiran 8. Uji TSIA Aeromonas hydrophila 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ambil 1 ose bakteri media TSA 

Diinokulasikan pada media TSIA dengan teknik tusuk terlebih dahulu dan 
dilanjutkan dengan teknik slant (gores) 

lalu dilanjutkan teknik butt (tusuk) 
 

Inkubasi dalam Inkubator dengan suhu 30Oc selama 24 jam 

Pembacaan Hasil: 

A/A : slant dan butt berwarna kuning 

A/K : slant kuning dan butt merah/orange 

K/K : slant dan butt tetap merah/orange 

Positif H2S : endapan hitam 

Positif reaksi gas : media pecah atau terangkat 

 

Amati perubahan warna pada media TSIA  
bagian tegak dan miring  
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Lampiran 9. Uji Gelatin Aeromonas hydrophila 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Ambil 1 ose bakteri media TSA 

Diinokulasikan pada media gelatin dengan teknik tusuk 
terlebih dahulu dan dilanjutkan dengan teknik slant (gores) 

lalu dilanjutkan teknik butt (tusuk) 
 

Inkubasi dalam Inkubator dengan suhu 30Oc selama 24 jam 

Pembacaan Hasil: 

Positif (+) : Media tetap cair 

Negatif (-) : Media membeku 

Masukkan media ke dalam kulkas dengan suhu 4-7oC 

selama 15 menit 
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Lampiran 10. Uji Hemolisis (BA) Aeromonas hydrophila 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Ambil 1 ose bakteri media TSA 

Diinokulasikan pada blood agar dengan teknik kuadran 

 
 

Inkubasi dalam Inkubator dengan suhu 30Oc selama 24 jam 

Pembacaan Hasil: 

Positif jika ditandai dengan zona 

bening pada area goresan 

Amati perubahan yang terjadi pada area goresan 
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Lampiran 11. Uji Biokimia Metode Microbact 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Teteskan 100 UI (4 tetes) ke dalam sumur microbact, pada 

sumur Lysin, Omitin, dan H2S tambahkan mineral oil 1-2 tetes  

Pada sumur 7 tambahkan 2 tetes reagent Nitrat A dan 

B, 

Pada sumur 8 tambahkan 2 tetes Indol Kovact, 

Pada sumur 10 tambahkan 1 tetes VP I dan VP II, 

Pada sumur 12 tambahkan 1 tetes TDA 

 

 

S 

Microbact diinkunasi pada suhu 37Oc selama 18-24 jam 

Ambil 1 koloni bakteri dari media TSA dan larutkan ke dalam 5 

ml garam fisiologis 0,9% pada tabung reaksi serta divortex 

 

Pembacaan hasil:  

1. Pada uji fermentasi karbohidrat ( microbact 12B) 

dilakukan tanpa penambahan reagen. Hasil 

positif ditandai dengan warna kuning, negatif 

ditandai dengan warna tetap biru. 

2. Evaluasi hasil +/- dibandingkan dengan tabel 

warna 
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Lampiran 12. Dokumentasi Pembuatan Media Rhimler Shoot 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Timbang RS 

sebanyak 1 gram 

Larutkan dalam 

akuades 20 ml dan 

dihomogenkan 

Tutup erlenmeyer 

dengan kapas dan 

plastic wrap 

 

 

 

 

RS dituang 

kedalam cawan 

petri 

Rebus media 

selama 15 menit Diperoleh RS steril 
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Lampiran 13. Dokumentasi Pembuatan Media TSA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Timbang TSA 

sebanyak 0,8 gram 

Larutkan dalam 

akuades 20 ml dan 

dihomogenkan 

Tutup erlenmeyer 

dengan kapas dan 

plastic wrap 

Sterilisasi dengan 

autoklaf selama 15 

Rebus media 

selama 15 menit 

Tuang media 

kedalam cawan 

petri 

Didapatkan media 

TSA steril 
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Lampiran 14. Dokumentasi Pembuatan Media TSIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Timbang TSIA 

sebanyak 1,3 gram 

Larutkan dalam 

akuades 20 ml dan 

dihomogenkan 

Tutup erlenmeyer 

dengan kapas dan 

plastik wrap 

Sterilisasi dengan 

autoklaf 

Rebus media 

selama 15 menit 

Masukkan kedalam 

tabung reaksi dan 

miringkan 

Didapatkan media 

TSA steril 
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Lampiran 15. Dokumentasi Pembuatan Media Gelatin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Timbang gelatin 

2,56 gram 

Larutkan dalam 

akuades 20 ml 

Tutup erlenmeyer 

dengan alumunium 

foil dan kertas 

Sterilisasi dengan 

autoklaf 

Rebus media 

selama 15 menit 

Masukkan kedalam 

tabung reaksi dan 

miringkan 
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Lampiran 16. Dokumentasi Isolasi Bakteri dari Ikan Lele 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

  

  

Siapkan ikan lele 

terduga terinfeksi 

Swap dengan 

jarum ose pada 

bagian kulit terluka 

Gores pada media 

RS metode 

kuadran 

Bersihkan kulit lele 

dengan alkohol 

70% 

Inkubasi dengan 

suhu 30Oc selama 

24 jam 

Bedah perut lele 

dengan pisau steril 

Tusuk organ ginjal 

secara aseptis 

Goreskan pada 

media RS metode 

kuadran 

Inkubasi dengan 

suhu 30Oc selama 

24 jam 
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Lampiran 17. Dokumentasi Peremajaan Bakteri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Ambil 1 koloni 

pada media RS 

secara aseptis 

Goreskan pada 

media TSA metode 

4 kuadran 

Inkubasi dengan 

suhu 30oC selama 

24 jam 

Didapatkan kultur 

murni 
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Lampiran 18. Dokumentasi Uji Gelatin 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

  

Ambil 1 koloni 

pada media TSA 

secara aseptis 

Goreskan pada 

media gelatin, 

tusuk dan slant 

Inkubasi selama 24 

jam dalam suhu 

30oC  

Masukkan kedalam 

lemari pendingin 

selama 15 menit  

Amati perubahan 

yang terjadi  
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Lampiran 19. Dokumentasi Uji TSIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ambil 1 koloni 

pada media TSA 

secara aseptis 

Goreskan pada 

media TSIA, tusuk 

dan slant 

Inkubasi dalam 

suhu 24 jam 

dengan suhu 300C 

Amati perubahan 

yang terjadi 
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Lampiran 20. Dokumentasi Uji Hemolisis  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

Ambil 1 koloni 

pada media TSA 

secara aseptis 

Goreskan pada 

media BA  

Inkubasi selama 24 

jam dengan suhu 

30oC  

Amati perubanan 

yang terjadi 
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Lampiran 21. Dokumentasi Pewarnaan Gram Bakteri 

` 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Siapkan preparat 

dan teteskan air 

Ambil 1 ose bakteri 

dan goreskan pada 

preparat 

Teteskan Kristal 

violet dan diamkan 

selama 2 menit 

Teteskan iodin dan 
diamkan selama 

1½ menit 

Bilas dengan 

akuades dan 

lakukan fiksasi 

Bilas dengan 

akuades 

Dekolorisasi 

dengan alkohol 

70%  

Teteskan safranin 

dan diamkan 

selama 1 menit 

Lakukan 

pengamatan 

morfologi 
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Lampiran 22. Dokumentasi Hasil Uji Microbact System 12A 

- Sumur Bakteri Salmonella typhi 

 

-  Sumur Bakteri Enterococcus faecalis 

 

- Sumur Bakteri Citrobacter freundii 
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- Sumur Bakteri Proteus mirabilis 

 
 

Keterangan: 

1 : Lysine 

2 : Ornithine 

3 : H2S 

4 : Glucose 

5 : Mannitol 

6 : Xylose 

7 : ONPG 

8 : Indole 

9 : Urease 

10 : VP 

11 : Citrate 

12 : TDA 

 

  1        2        3         4         5        6         7        8        9        10       11      12 




