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Abstrak

Ikan Kerapu Bebek (Cromileptis altivelis) sakit diperoleh dari keramba jaring apung di Karimunjawa. Penelitian ini
bertujuan untuk mengkaji causative agent utama vibriosis pada ikan kerapu bebek (C. altivelis) dari karamba jaring
apung di perairan Karimun Jawa. Sebanyak tujuh isolat vibrio diisolasi dari bagian luka maupun ginjal kerapu bebek
sakit yang menunjukkan gejala vibriosis. Hasil uji postulat koch dan pathogenisitasnya dari enam isolat, diperoleh
bahwa tiga isolat (isolat JT O7; JT 10 dan JT 20 ) yang mengakibatkan 100% dan merupakan agensia penyebab
utama vibriosis pada ikan Kerapu Bebek . Oleh karena itu, pada penelitian ini hanya tiga isolat ini yang akan
dilakukan uji selanjutnya. Teknik molekuler gen 16S rDNA (amplifikasi 16S DNA ribosom) digunakan untuk
karakterisasi ketiga causative agent utama secara komprehensif. Berdasarkan analisis sekuen gen 16S rDNA, data
menunjukkan bahwa isolat JT 07 memiliki kekerabatan terdekat dengan Vibrio olivaceus (99%); isolat JT 10 dengan
V.damsella (99%) danisolatJT 20 dengan V. alginolyticus (98%).

Kata kunci: causative agent, vibriosis, molekuler, Kerapu bebek.

Abstract

Moribound Humpbeck Grouper fish (Cromileptis altivelis) was taken from the cages of Karimunjawa. The research
aim was to find out the main causative agent of vibriosis on humpbeck grouper (C. altivelisl) from Karimunjawa
waters. Seven isolates of Vibrio were isolated from external wound and kidney of the humpbeck grouper fish (C.
Altivelis) which showed the clinical signs of vibriosis. Based on the koch postulate and pathogenecity test results
indicated that three vibrios (isolate JT 07; JT 10 and JT 20 ) act as a main causative agents of vibriosis which caused
mortality of 100% to E. fuscogutatus. Because of highest mortality as pathogenicity indicator, the three isolates were
continued to investigate. A complementary molecular techniques of 16S rDNA genes (amplified 16S ribosomal DNA)
was used to give a comprehensive characterization of these isolates. On the basis of the results of sequen analysis,
our data showed that JT O7; JT 10 and JT 20 isolates were closely related to Vibrio olivaceus (99.0%); V. damsella
(99%) and V. alginolyticus (98%) respectively..
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Pendahuluan

Budidaya ikan kerapu bebek (Cromileptis
altivelis) mempunyai prospek eknomis yang cerah. Hal
ini dikarenakan permintaan akan komoditas ini, baik di
pasar domestik maupun internasional yang cenderung
meningkat dan harga yangtinggi. Harga ikaniniadalah
berkisar antara US$ 25 sampai US$ 50/kg dalam
keadaan hidup di tingkat pembudidaya (TROBOS,
2011). DiJawa Tengah, budidaya ikan kerapu bebek ©.
altivelis) dilakukan pada keramba jaring apung di
Karimunjawa. Secara umum, kendala yang dihadapi

oleh pembudidaya ikan ini adalah ketersedian benih
siap tebar, belum diterapkannya Better Manajemen
Practice (BMP) dan kematian (Dinas Kelautan dan
Perikanan Provinsi Jawa Tengah, 2008). Kematian
Ikan Kerapu Bebek secara massal sampai dengan 50
% dengan gejala klinis yang ditemukan adalah sirip
geripis, pangkal sirip kemerahan dan luka pada ikan
yang mati pernah pula dilaporkan oleh pembudidaya di
daerah tersebut  Mengacu pada tanda-tanda klinis
tersebut maka lkan Kerapu Bebek diduga terserang
olehvibriosis (Sarjito etal, 2007a,b). Untukitu, Vibrio
merupakan patogen utama penyebab vibriosis pada
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kegiatan budidaya ikan laut dan payau (Austin dan
Austin, 1988; Seng, 1994; Irianto, 2005).

Genus Vibrio yang telah dilaporkan sebagai
causative agent vibriosis pada berbagai ikan kerapu
adalah V. alginolyticus (Wijayanti dan Hamid, 1997;
Taslihan et al. 2000; Murdjani, 2002; Nitimulyo et al.,
2005; Sarjito et al, 2007b); V. parahaemolyticus
(Wijayanti dan Hamid, 1997; Nitimulyo et al., 2005,
Sarjito et al. 2007a); V. anguillarum (Nitimulyo et al.,
2005; Sarjito et al., 2007°); V. fluvialis ; V. furnisii, V.
metchnikovii, V. vulnificus (Nitimulyo et al., 2005) dan
V. fuscus ( Sarjito et al., 2007°). Sarijito et al. (2007°)
melaporkan bahwa causative agent vibriosis pada
kerapu bebek dari keramba jaring apung di perairan
Karimunjawa adalah V. fuscus; V. alginolyticus dan V.
anguillarum. Akan tetapi, identifikasi causative agent
vibriosis pada ikan Kerapu Bebek yang telah dilakukan
oleh Sarjito et al. (2007°) adalah secara konvensional
dengan uji morphologi dan biokimia. Diggles et al.
(2000) menjelaskan bahwa secara konvensional,
isolasi genus Vibrio dilakukan dengan media selektif
Thio-Sulfate Citrate Bile Salt Sucrose (TCBS),
sedangkan untuk identifikasi dilakukan dengan
pendekatan biokimia. Menurut Sommary et al.
(2002), metode ini adalah “time consuming”. Oleh
karena itu, dalam rangka diagnosis dan pengendalian
penyakit ikan secara tepat, diperlukan pula identifikasi
causative agent suatu penyakit secara cepat dan
akurat. Untuk itu, sesuai saran Cuningham (2002),
perlu adanya diagnostik biomolekuler (molekuler)
untuk penyakitikan dan udang.

Berbagai metode secara molekuler untuk
mendeteksi jenis bakteri ini telah pula berkembang
(Myers et al., 2003; Dwiyitno, 2010). Penggunaan
metode secara molekuler initelah pula dilakukan oleh
Sabdono (2001) dan Radjasa et al. (2001) untuk
bakteri laut. Identifikasi secara molekuler
mengunakan 16S rDNA PCR telah diaplikasikan untuk
agensia gastroeneteristis pada kerapu lumpur (Yii et
al., 1997); bakteri karang (Sabdono, 2001); bakteri
psikrothropik  (Radjasa et al., 2001; 2007a) dan
bakteri sponge (Radjasa et al., 2007°) serta pandemeic
Vibrio prahaemolyticus (Boyd et al., 2008). Metode ini
juga telah digunakan untuk karakterisasi causative
agent utama vibriosis pada ikan kerapu macan
(Epinephelus fuscogustatus) (Sarjito et al., 2008), ikan
kerapu (Sarjito et al.,, 2009) dan udang vanamae
(Litopenaeus vannamei) (Sarjito et al., 2011). Oleh
karena itu, menarik untuk dikaji causative agent
vibriosis pada ikan kerapu bebek (C. altivelis) secara
molekuler. Pada penelitian ini akan dilaporkan
causative agent utama vibriosis pada ikan kerapu
bebek (C. altivelis) sakit yang berasal dari keramba
jaring apung di Karimunjawa berdasarkan pada 16 S
rDNA PCR.

Materi dan Metode

Ikan Kerapu Bebek (C. altivelis) sakit diperoleh
dari keramba jaring apung di Karimunjawa. yang
kemudian dilanjutkan isolasi bakteri Vibrio dengan
media TCBSA di Laboratorium Kelautan Terpadu, FPIK
UNDIP dan penyimpanan pada media Nutrien Agar
Trisalt (NA, Merck). |kan sampel diambil secara selektif
terhadap ikan yang menunjukkan gejala serangan
vibriosis sesuai Koesharyani dan Zafran (1997) dan
Austin dan Austin (1988).

Tujuh isolat bakteri vibrio (isolat JT 03; JT 04; JT
10; JT 20; JT 26; JT 29.) telah diperoleh dari ikan
Kerapu Bebek sakit tersebut. Berdasarkan hasil
postulat koch dan uji pathogenisitas yang ditimbulkan,
diperoleh bahwa isolat JT 07; JT 10 dan JT 20 adalah
merupakan causative agent utama vibriosis pada
kerapu bebek (Sarjito et al., 2007b). Oleh karena itu,
isolat JT O7; JT 10 dan JT 20 ini yang terpilih untuk uji
selanjutnya yaitu karakterisasi secara molekuler

Metoda penelitian yang digunakan adalah
perpaduan antara metoda eksploratif dan
ekperimental (Nazir, 1999). Karakterisasi causative
agent utama (isolat JT 03, JT 10 dan JT 20) secara
molekuler berdasarkan 16 S rDNA. Ekstrasi DNA dan
amplifikasi DNA dilakukan di Laboratorium Kelautan
Terpadu FPIK Universitas Diponegoro. Sedangkan
sekuensing DNA dilakukan BPPT Serpong, Jakarta.

Ekstraksi dan amplifikasi DNA

Dalam rangka analisis Polymerase chain
reaction (PCR), DNA genom dari ketiga isolat
diekstraksi dari sel dengan cara mengambil sel bakteri
dari plate agar, disuspensi dalam air steril (Sigma,
Germany) dan diberi perlakuan fisik freezing (-70 °C)
dan thaw (95 °C) mengacu pada metode Ausubel et al.
(1995) yang dimodifikasi oleh Radjasa et al. (2007a,b).
Amplifikasi DNA-PCR total gen 16S rDNA dari isolat JT
07, JT 10 dan JT 20, purifikasi hasil PCR dan analisis
sekuen dilakukan menurut metode dari Brinkhoff dan
Muyzer (1997) dan Radjasa et al. (2007a,b).

PCR dilaksanakan dengan menggunakan
Eppendorf Mastercycler (Eppendorf Inc.Germany)
adalah sebagai berikut: 2 | template DNA, 40 pmol
primer, 125 umol deoxyribonucleoside triphosphate,
5110 x RedTaq™ PCR buffer (Sigma, Germany), 1.2 mg
ml* (konsentrasi akhir) bovine serum albumin (Sigma)
dan 0.75 unit RedTaq™ DNA polymerase (Sigma) diatur
konsentrasi akhir hingga volume 50 | dengan air steril
(Sigma). PCR dilakukan sbb. : denaturasi awal pada
94°C selama 2 menit, kemudian 30 siklus denaturasi
(94°C selama 2 menit), annealing (45°C selama 2
menit), dan ekstensi (72°C selama 2 menit), serta
ekstensi terakhir pada 72°C selama 3 menit (Radjasa
etal., 2007a,b).
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Sekuen gen 16S rDNA hasil amplifikasi PCR

Hasil amplifikasi PCR gen 16S rDNA dari ketiga
isolat tersebut dipurifikasi. Untuk analisis sekuensing
dilakukan dengan metode dari Brinkhoff dan Muyzer
(1997). Hasil sekuen isolat selanjutnya dibandingkan
homologynya dengan sekuen DNA pada DNA database
Gen Bank. Penelusuran dilakukan dengan sistem
internet melalui sistem pelacakan BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) pada National Center for
Biotechnology  Information, National Institute for
Health, USA (Atschul et al., 1997).

Hasil dan Pembahasan

lkan Kerapu Bebek (C. altivelis) yang terserang
oleh vibriosis mengalami gejala klinis adalah
perubahan tingkah laku (bergerak lamban,
keseimbangan terganggu dan ada kecenderungan di
dasar keramba jaring apung); perubahan morfologi
(warna tubuh menjadi gelap, timbul luka kemerahan
atau haemorrhagic pada sekitar mulut dan pangkal
sirip) serta mata yang agak menonjol. Selain itu,
terjadi pula perubahan morfologi pada organ dalam
berupa hati berwarna pucat dan akumulasi cairan
pada rongga perut dan saluran pencernaan ikan

sampel. Gejala klinis serupa pernah pula dilaporkan
oleh Koesharyani dan Zafran (1997); Murdjani (2002),
Taslihan et al. (2000); Sarjito eta.l (2007a,b); Wijayati
dan Hamid (1997) pada ikan kerapu yang terserang
vibriosis.

Isolasi bakteri vibrio dari ikan kerapu bebek
sakit dari keramba jaring apung Karimunjawa
diperoleh tujuh isolat bakteri vibrio yaitu JT 03; JT 04; JT
10; JT 20; JT 26; JT 29. Tujuh isolat tersebut
berdasarkan warna koloni dan organ asal isolat pada
media TCBSA serta uji postulat koch disajikan pada
Tabel 1.

Hasil uji Postulat Koch menunjukkan bahwa dari
tujuh isolat bakteri tersebut diperolah lima isolat
(isolat JT 04; JT 07, JT 10, JT 20 dan isolat JT 26)
bersifat patogen atau sebagai causative agent
vibriosis pada ikan kerapu bebek. Tigaisolat (isolatJT
07, JT 10 dan JT 20 ) mempunyai tingkat patogenisitas
yang tertinggi yaitu menyebabkan kematian 100% dari
ikan uji. Oleh karena itu, berdasarkan hasil uji
Postulat Koch ini dapat diketahui bahwa isolat JT 07, JT
10 dan JT 20 merupakan causative agent utama
vibriosis pada ikan Kerapu Bebek (C. altivelis) dari
karamba jaringapung di perairan Karimunjawa.

Tabel 1. Isolat Bakteri Vibrio dari Kerapu Bebek (C. altivelis) Sakit.

No. :23?;[ Asala Isolat Warna koloni Pl\(jlitrL’J[:ittaKs?‘t/l)/
1 JT-03 Mulut merah  Kuning 0

2 JT-04 Mulut merah Putih ring kuning 40

3 JT-07 Ginjal Hijau 100

4 JT-10 Ginjal Kuning 100

5 JT-20 Ginjal Kuning ring hitam 100

6 JT-26  Mulut merah Hijau 40

7 JT-29 Ginjal Hitam 0

Ukuran bp) M

10.000
4.000
2.000

1.000
500

Jio7 Jrio g2

Gambar 1. Hasil Amplifikasi DNA-PCR lIsolat JT 07, JT 10, JT 20
(Keterangan : M : Marker)
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Tabel 2. Homologi Isolat Bakteri Causative Agent Utama
Vibriosis Pada Ikan Kerapu Bebek (C. altivelis)
dengan Bakteri dari Database Gen Bank

No Isolat Kekerabatan Terdekat

Homologi

(%) No. Akses

1. JTO7 Vibrio olivaceus

99 AY827492.1

2. JT10 Vibrio damsella ATCC33 99 X74700

3. JT20 Vibrio alginolyticus

98 AY332566

Amplifikasi DNA dari isolat JT 07, JT 10, JT 20
dilakukan dengan menggunakan primer ribosomal (F:
posisi 8 sampai 27; dan 1500 R: posisi 1510 sampai
1492 dari penomoran 16S rRNA E. Coli dapat dilihat
pada Gambar 1.

Hasil amplifikasi DNA dariisolat JT 07, JT 10 dan
JT 20 (Gambar 1.) menunjukkan bahwa ketiga isolat
menghasilkan single band (pita tunggal) dengan
ukuran sekitar 1500 bp sesuai dengan pembandingan
menggunakan marker DNA. Besarnya ukuran ini
sesuai dengan ukuran yang diharapkan dari gen-gen
16S rRNA bakteri yaitu sekitar 1500-1600 bp
(Sabdono, 2001)

Hasil penelusuran homologi sekuen 16S rDNA
terhadap ketiga isolat dengan sekuen DNA database
Gen Bank menggunakan sistem BLAST menunjukkan
bahwa isolat JT 07, JT 10, JT 20 memiliki kemiripan
99% dengan Vibrio olivaceus (AY827492.1); isolat JT
10 memiliki kemiripan 99 % dengan Vibrio damsella
ATCC33 (X74700) dan isolat JT 20 memiliki kemiripan
98 % dengan Vibrio alginolyticus (AY332566). Hasil
penelusuran dengan Gen Blast menunjukkan bahwa
homologi masing-masing isolat dengan bakteri dari
database Gen Bank dapat dilihat pada Tabel 2.

Perbandingan hasil sekuen gen 16S rDNA dari
ketiga isolat (JT 07, JT 10 dan JT 20) dengan sekuen
dari Gen Bank menunjukkan bahwa strain ini
mempunyai kekerabatan dekat dengan V. olivaceus
(99%), isolat JT 10 dengan V. damsella (99%) dan
isolat JT20 dengan V. alginolyticus (98%). Tabel 2 juga
menunjukkan pula bahwa ketiga isolat™ tersebut
memiliki tingkat homologi yang tinggi terhadap genus
vibrio dengan kisaran 98- 99%. Sesuai dengan
pendapat Hagstrom et al. (2000) bahwa isolat yang

mempunyai persamaan sekuen 16S rDNA lebih dari
97% dapat mewakili spesies yang sama, sedangkan
persamaan sekuen antara 93 - 97% dapat mewakili
identitas bakteri pada tingkat genus tetapi berbeda
spesies. Oleh karena itu, ketiga causative agent
tersebut teridentifikasi secara molekuler memenuhi
kaidah pada level species.

Hasil karakterisasi ketiga causative agent
utama vibriosis pada ikan kerapu bebek secara
molekuler ini dibandingkan pendekatan secara
biokimia oleh Sarjito et al. (2007b) tersaji pada Tabel 3.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa hanya
satu causative agent utama (isolat JT 20) diidentifikasi
sebagai species yang sama dengan karakterisasi
secara biokimia yang dilakukan oleh Sarjito et al.
(2007b), sedangkan dua isolat lainnya (JT 07 dan JT
10) teridentifikasi sebagai spesies yang lain.
Karakterisasi secara biokimia yang sering digunakan
dalam identifikasi bakteri adalah merupakan metoda
identifikasi dalam memperoleh sifat fenotipe dari
bakteri atau identifikasi secara fenotifpe (Thompson et
al., 2001). Sommary et al. (2002) menjelaskan bahwa
identifikasi bakteri secara fenotipe meliputi morfologi,
kebutuhan nutrien, resistensi antibiotik dan
perbandingan perbedaan kemampuan memproduksi
enzim. Sedangkan, karakterisasi secara molekuler,
salah satunya dengan 16S rDNA dilakukan dalam
rangka pembentukan pohon phylogenetik dan
menutupi kekurangan dari karakterisasi secara
morphology dan biokimia, lebih menghemat biaya,
cepat dan akurat (Thompson, et al.,, 2001).
Selanjutnya dapat dijelaskan bahwa jumlah sekuen
vibrio pada database DNA jauh melebihi jumlah yang
ada pada buku identifikasi (Bergey's Manual of

Tabel 3. Hasil Karakterisasi Molekuler dan Biokimia Causative Agent
Utama Vibriosis pada lkan Kerapu bebek (C.altivelis)

No Nama Hasil Karakterisasi
Isolat secara Molekuler

Hasil Karakterisasi secara
Biokimia (Sarjito et al. (2007b)

N

JTO7  Vibrio olivaceus
JT 10  Vibrio damsela
3. JT20 Vibrio alginolyticus

Vibrio fuscus
Vibrio anguillarum
Vibrio alginolyticus
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Determination Bacteriology). Selain itu, proses
revisi/pembaharuan pada buku identifikasi dilakukan
dalam waktu yang lebih lama, sedangkan proses
revisi/pembaharuan pada Database DNA bersifat
harian. Oleh karena itu, identifikasi dengan teknik PCR
memiliki tingkat sensitivitas yang lebih tinggi
dibandingkan dengan teknik konvensional melalui
kultivasi (Dwiyitno, 2010).

Hasil karakterisasi secara molekuler diperoleh
bahwa causative agent utama pada ikan kerapu bebek
(C. altivelis) dari keramba jaring apung di Karimunjawa
adalah V. olivaceus, V. damsella ATCC33 dan V.
alginolyticus. V.olivaceus ditemukan sebagai causative
agent penyakit bakteri pada ikan flounder (Paralyctych
olivaceus) (Fang etal, 2004). Selanjutnya V.damsella
juga dilaporkan sebagai salah satu penyebab kematian
ikan damselfish, Chromis punctifinnis (Kreger, 1984;
Pedersen et al., 1997) dan causative agent vibriosis
pada ikan (Austin dan Austin, 1988). Selanjutnya V.
alginolyticus dilaporkan patogen pada udang (Chen et
al., 1999) danikan (Lee etal., 1995; Company et al.,
1999). Balebona et al. (1998) menemukan bahwa
bakteri ini merupakan causative agent vibriosis pada
ikan Gilt Sea Bream (Sparus aurta L) dan kerapu
bebek, C. altivelis, (Wijayanti dan Hamid, 1994;
Taslihan, 2000); Kerapu Malabar (Epinephelus
malabaricus ) (Lee etal., 1995)dan udang(Chenetal.,
1992, Sarjito et al., 2011). Selanjutnya V.
alginolyticus  juga dilaporkan sebagai penyebab
kematian secara massal ikan budidaya di pesisir
Guandong, China (Xie etal., 2005).

Kesimpulan

Hasil karakterisasi secara molekuler
denganl16S rDNA mrnunjukkan bahwa tiga causative
agent utama vibriosis pada ikan Kerapu Bebek (C.
altivelis) dari  keramba jaring apung di perairan
Karimujawa memiliki kekerabatan terdekat dengan
V.olivaceus, V.damsella dan V. alginolyticus.
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