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RINGKASAN

EENTI NURUL. Keberadaan Aderomonas hydrophila dan Infectious Spleen and
Kidney Necrosis Virus (ISKNV) serta Uji Patogenisitasnya pada lkan Nila
Oreochromis niloticus.” Dibimbing oleh SRI NURYATI, SUKENDA dan
ALIMUDDIN.

Ikan nila (Oreochromis niloticus) merupakan salah satu komoditas budidaya
ikan air tawar unggulan di Indonesia. Produksi ikan nila dari tahun 2000 sampai
2018 mengalami peningkatan dari $186,682 menjadi $§ 2,079,517. Indonesia
termasuk ke-10 negara produsen terbesar ikan nila di dunia (FAO 2020; FAO 2024).
Penyakit bakterial yang sering ditemukan pada ikan nila adalah penyakit motile
aeromonad septicemia (MAS) yang disebabkan oleh Aeromonas hydrophila
(Younis et al. 2023). Bakteri A. hydrophila merupakan jenis Gram negatif, tidak
memiliki spora,mempunyai satu flagel bersifat acrob dan fakultatif anaerob. Bakteri
Aeromonas hidup pada lingkungan dengan suhu 25-30 °C. Penyakit MAS ditandai
dengan munculnya gejala kehilangan nafsu makan, pendarahan insang, sirip rusak
yang disertai bintik-bintik merah serta kerusakan pada beberapa organ dalam
(Austin 2022).

Rancangan penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap (RAL)
terdiri dari tiga tahap. Tahap pertama adalah uji LDso infeksi tunggal dengan 4.
hydrophila dan tahap kedua adalah infeksi tunggal dengan Infectious Spleen and
Kidney Necrosis Virus (ISKNV) dengan dosis berbeda setiap perlakuan. Tahap
ketiga adalah ko-infeksi 4.hydrophila dan ISKNV dan dosis infeksi diperoleh dari
penelitian tahap 1 dan 2. Jumlah ikan yang diinfeksi pada masing-masing perlakuan
sebanyak 10 ekor menggunakan 3 ulangan. Pascainfeksi LDso ikan dipelihara
selama 7 hari dan uji tantang 14 hari. Infeksi tunggal A.hydrophila atau ISKNV
mengakibatkan mortalitas > 50%.

Isolat bakteri A. hydrophila untuk uji patogenisitas diperbanyak dengan cara
menginokulasikan dalam media cair TSB sebanyak 1 jarum Ose penuh dari sampel
ikan nila sakit, divorteks dan diinkubasi dalam shaker inkubator dengan kecepatan
140 rpm selama 24 jam waktu inkubasi. Tumbuhnya bakteri ditandai dengan
perubahan warna media TSB yang menjadi kekeruhan. Mikrotube disentrifugasi
dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit untuk memisahkan pelet dan
supernatan. Pelet dibilas menggunakan phosphate buffer saline (PBS) sebanyak 2
kali, lalu ditambahkan PBS hingga 1000 pL untuk selanjutnya diencerkan
menggunakan metode serial dilution. Hasil pengenceran A. hydrophila di sebar
dalam cawan petri mengandung media TSA dan diinkubasi 24 jam untuk
perhitungan kepadatan bakteri. Kepadatan bakteri yang diinjeksikan ikan nila untuk
infeksi tunggal bakteri 10 CFU mL™". Isolat ISKNV diperoleh dari ginjal, limpa
dan hati ikan nila terinfeksi yang sudah di konfirmasi positif dengan metode PCR.
Jaringan yang terinfeksi diambil sebanyak 1 gram yang dihomogenasikan dengan
PBS steril pH 7,4 sebanyak 9 mL. Jaringan tersebut disentrifugasi dengan kecepatan
1500 rpm selama 15 menit pada suhu 4 °C lalu disaring menggunakan membran
filter 0,45 pm (Millipore, USA). Supernatant yang dihasilkan disimpan pada suhu
-80 °C sebagai larutan stok dan uji patogenisitas ISKNV.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ko-infeksi 4. hydrophila dan ISKNV
pada ikan nila menunjukkan hasil yang berbeda antar perlakuan selama



pemeliharaan. Perlakuan infeksi tunggal A.hydrophila pada konsentasi 10’7 CFU
mL~" menghasilkan kelangsungan hidup sebesar 33 % sedangkan kelangsungan
hidup perlakuan kontrol (K) sebesar 100 %. Perlakuan infeksi tunggal ISKNV
menghasilkan tingkat kelangsungan hidup ikan nila yang signifikan berbeda nyata.
Perlakuan infeksi tunggal ISKNV perlakuan IVO (stok virus;1 g organ ginjal, limpa
dan hati ditambah 9 mL PBS) menghasilkan kelangsungan hidup sebesar 20 %,
sedangkan pada perlakuan kontrol (K) menghasilkan tingkat kelangsungan hidup
sebesar 90 %. Perlakuan ko-infeksi A.hydrophila dan ISKNV (IB7+IV0)
menghasilkan tingkat kelangsungan hidup ikan nila sebesar 10 %, sedangkan
perlakuan kontrol (K) menghasilkan tingkat kelangsungan hidup sebesar 90 %.
Perlakuan kontrol (K) dengan perlakuan IB7+1V0 menunjukkan hasil kelangsungan
hidup berbeda nyata (p<0,05). Perlakuan kontrol (K) dengan perlakuan IB7, IVO
dan IB7+IV0 menunjukkan hasil signifikan berbeda nyata selama 14 hari
pemeliharaan. Perlakuan infeksi tunggal dan ko-infeksi memengaruhi hasil
parameter hematologi. Hematologi terdiri dari kadar hemoglobin, hematokrit, total
eritrosit, total leukosit. Histopatologi organ menunjukkan kerusakan berupa
nekrosis pada organ yang diamati (ginjal, limpa dan hati).

Analisis histopatologi dilakukan secara kuantitatif dengan metode skoring
pada organ ginjal, limpa dan hati. Persentase kerusakan ginjal tertinggi pada
perlakuan IB7 sebesar 40,91+1,14 %, kerusakan limpa tertinggi pada perlakuan
IB7+IV0 sebesar 37,50+1,58%, dan kerusakan hati tertinggi pada perlakuan IB7
sebesar 36,36+1,58 %. Semua perlakuan menunjukkan hasil yang berbeda nyata
dibandingkan kontrol (K) (p<0,05). Kesimpulan penelitian ini adalah agen
penyakit yang menyebabkan kematian pada ikan nila adalah 4. hydrophila dan
virus yang menginfeksi ikan nila mengenalkan anggota baru dari spesies ISKNV.
Infeksi tunggal ISKNV menghasilkan mortalitas lebih tinggi dibanding infeksi
tunggal A. hydrophila, tetapi ko-infeksi lebih meningkatkan dan mempercepat
mortalitas dibanding dengan perlakuan infeksi tunggal.

Kata Kunci: Aeromonas hydrophila, akuakultur, infeksi, ISKNV, ikan nila



SUMMARY

FENTI NURUL. The Occurance of Aeromonas hydrophila and Infectious
Spleen and Kidney Necrosis Virus (ISKNV) Their Pathogenicity on Nile Tilapia
Oreochromis niloticus. Supervised by SRI NURYATI, SUKENDA and
ALIMUDDIN.

Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) is a freshwater fish commodity that
has high prospects in Indonesia. Tilapia production from 2000 to 2018 has increased
from $186.682 to $2.079.517. Indonesia is among the 10 largest tilapia producing
countries in the world (FAO 2020; FAO 2024). Bacterial disease that is often found
in tilapia is motile aeromonad septicemia (MAS) by Aeromonas hydrophila
{Younis et al. 2023). The A. hydrophila bacteria is a gram-negative type, no spore,
has one flagellum is aerobic and facultative anaerobic. The Aeromonas bacteria live
in an environment with a temperature of 25-30 “C. MAS disease is characterised by
the appearance of symptoms of loss of appetite, bleeding gills, damaged fins
accompanied by red spots, swelling and damage to several internal organs (Austin
2022).

This research design uses a completely randomized design consisting of
three stages. The first stage is the LDso test for single infection with A. hydrophila,
and the second stage is a single infection with the SKNV different doses for each
treatment. The third stage is a co-infection of A. hydrophila and ISKNV, with the
infection doses obtained from the first and second stages of the study. A total of 10
fish are infected in each treatment, with 3 replications. After infection, the fish are
kept for 7 days, followed by a challenge test for 14 days. Single infections with 4.
hydrophila or ISKNV resulted in a mortality rate of > 50%.

The A. hydrophila bacterial isolate for pathogenicity testing was cultured by
moculating a full 1 Ose from the diseased tilapia fish sample into liquid TSB
medium. The mixture was vortexed and incubated in a shaker incubator at 140 rpm
for 24 hours. Bacterial growth was indicated by a change in the TSB medium color
to turbidity. The microtube was centrifuged at 10,000 rpm for 10 minutes to
separate the pellet and supernatant. The pellet was washed twice with phosphate
buffer saline (PBS), then resuspended in PBS to a final volume of 1000 pL for serial
dilution. The diluted 4. hydrophila was spread onto TSA agar plates and incubated
for 24 hours to count bacterial density. The bacterial density injected into the Nile
tilapia for single bacterial infection was 10”7 CFU mL™. The ISKNV isolate was
obtained from the kidneys, spleen, and liver of infected tilapia that were confirmed
positive by PCR. 1 gram of the infected tissue was homogenized with 9 mL of
sterile PBS at pH 7.4. The tissue suspension was centrifuged at 1500 rpm for 15
minutes at 4 °C, then filtered through a 0.45 pm membrane filter (Millipore, USA).
The resulting supernatant was stored at -80 °C as a stock solution for ISKNV
pathogenicity testing.

The results of the study showed that co-infection of A. hydrophila and
ISKNV in tilapia exhibited different outcomes across treatments during the
maintenance period. The single infection treatment with A. hydrophila at a
¢oncentration of 107 CFU mL ™ resulted in a survival rate of 33%, while the control
treatment (K) had a survival rate of 100%. The single infection treatment with
ISKNV resulted in a significantly different survival rate in Nile tilapia. The single



infection treatment with ISKNV (IVO0; virus stock, 1g of kidney, spleen, and liver
tissue added to 9 mL PBS) resulted in a survival rate of 20%, whereas the control
treatment (K) had a survival rate of 90%. The co-infection treatment with A.
hydrophila and ISKNV (IB7+IVO0) resulted in a survival rate of 10%, while the
control treatment (K) had a survival rate of 90%. The control treatment (K) and the
IB7+IVO0 treatment showed significantly different survival rates (p<0.05). The
control treatment (K) with IB7, IV0, and IB7+IV0 treatments showed significantly
different results during the 14 day maintenance period. The single infection and co-
infection treatments affected hematological parameters. Hematological parameters
included hemoglobin levels, hematocrit, total erythrocytes, and total leukocytes.
Histopathological analysis of the organs revealed damage in the form of necrosis in
the observed organs.

The histopathological analysis was conducted quantitatively using a scoring
method on the kidney, spleen, and liver organs. The highest percentage of kidney
damage was observed in the IB7 treatment at 40.91+1.14%, the highest spleen
damage was found in the IB7+IVO0 treatment at 37.50 +1.58%, and the highest liver
damage was observed in the IB7 treatment at 36.36 £1.58%. All treatments showed
significantly different results compared to the control (p<0.05). The conclusion of
this study is that the disease agents causing mortality in tilapia are A. hydrophila
and the virus that infects tilapia, introducing a new member of the ISKNV species.
Single infection with ISKNV resulted in higher mortality than single infection with
A. hydrophila, but co-infection further increased and accelerated mortality
compared to single infection treatments.

Keywords: Aeromonas hydrophila, aquaculture, infection, ISKNV, Nile tilapia
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