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Abstract 
 
This research was aimed to investigate the pathogenicity of Vibrio fluvialis 24SK in 
humpback grouper (Cromileptes altivelis) based on its Lethal Dosage 50 (LD50). V. fluvialis 
24SK was isolated from ren of humpback grouper cultured in floating net cage at 
Brackishwater Aquaculture Development Center (BADC) Situbondo, with vibriosis signs. The 
bacterium was cultured in Tryptone Soy Broth (TSB) medium dissolved in trisalt solution 
(KCl, 0.75 g/l; MgSO4.7H2O; 14.2 g/l; NaCl, 18.4 g/l), incubated at 300C for 24 h. Infection 
was carried out by interperitoneal injection to humpback grouper (8-9 cm of total length) at 
102, 104, 106, and 108 cfu/fish. Control fishes were injected with 0.2 ml trisalt solution. 
Disease sign and mortality of fishes were observed every eight hour for 40 days. LD50 was 
calculated based on Dragstedt Behrens method (Hubert, 1980). Result indicated that 
infection of the bacteria at 106 and 108 cfu/fish caused sub-acute disease signs, such as 
haemorhagic on operculum, base of fins (pinnae pectorales, pinnae abdominales, pinna 
analis), and also head and abdomen, while infection at 102 and 104 cfu/fish caused chronic 
disease signs, such as haemorhagic on fins base which was followed by necrotic on fins and  
skin tissue in prolonged time. Histopathologically, infection of the bacteria caused atrophy on 
the gills, infiltrations of lymphocyte, heterofel and plasma cell on the gills and fins base, 
vacuolar degeneration on the liver, and also present the bacteria colony on the fins base and 
intestine tissues. V. fluvialis 24SK has LD50  at (1,1±0,5)x107 cfu/fish.  
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Pengantar 
 
Kerapu tikus merupakan komoditas 
perikanan laut bernilai ekonomi tinggi 
(Hartono et al., 1999). Vibriosis merupa-
kan penyakit bakterial yang sering ditemu-
kan pada budidaya kerapu tikus, mulai 
stadium telur, larva, benih, juvenil, sampai 
induk. Spesies Vibrio yang patogen 
mampu menimbulkan penyakit epizootic 
yang serius, namun beberapa spesies 
yang lain hanya bersifat patogen 
oportunistik yang menyebabkan penyakit 
apabila ikan mengalami luka fisik, luka 
akibat parasit, dan stres (Zafran et al., 
1998). Induk kerapu tikus yang terserang 

vibriosis sering menunjukkan septisemia 
haemoragik, luka seperti borok pada kulit, 
dan nekrosis pada jaringan kulit pada 
berbagi tingkatan sesuai keganasan 
bakteri Vibrio yang menyerang. Pada 
stadium larva, serangan Vibrio patogen 
sering menunjukkan serangan penyakit 
akut tanpa gejala klinis yang jelas. 
 
Beberapa spesies Vibrio patogen antara 
lain V. alginolyticus, V. anguillarum, V. 
charcariae, V. cholerae, V. damsela, V. 
ordalii, V. vulnificus  (Austin & Austin, 
1987), V. parahaemolyticus, V. mimicus, 
V. hollisae, V. fluvialis, V. metchnikovii, 
dan V. furnisii (Rollins & Joseph, 2000). 
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Menurut Lightner (1996) V. harveyi, V. 
vulnificus, V. parahaemolyticus, V. 
alginolyticus, dan  Vibrio sp. adalah bak-
teri yang selalu ditemukan pada hatchery 
dan pembesaran udang, sementara V. 
damsella, V. fluvialis, dan Vibrio spp. 
masih jarang dilaporkan. Sementara 
Wijayanti & Hamid (1997) berhasil mela-
kukan identifikasi bakteri vibrio patogen 
pada kerapu tikus yaitu V. anguillarum,   
V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, dan 
V. marinus. V. fluvialis merupakan bakteri 
patogen yang potensial menyebabkan 
vibriosis pada kerapu tikus dan belum ada 
kajian mengenai patogenisitasnya terha-
dap kerapu tikus. Penelitian ini bertujuan 
untuk mengetahui patogenisitas V. 
Fluvialis 24SK terhadap kerapu tikus 
berdasarkan LD50. 
 
Bahan dan Metode 
 
Isolasi dan pemurnian bakteri 
Bakteri diisolasi dari sampel kerapu tikus  
ukuran 13 cm yang mengalami nekrosis 
pada bagian sirip pektoral dan sirip anal, 
dengan medium Thio sulphate Citrate Bile 
Salt Agar (TCBSA, Oxoid) dan diinkubasi 
pada suhu 300C selama 24 jam sehingga 
tumbuh koloni-koloni berwarna kuning. 
Salah satu koloni yang dominan  diambil 
menggunakan jarum ose, kemudian di-
gores pada medium nutrient agar (Oxoid) 
yang ditambah Trisalt (KCl 0,75 g/l, 
MgSO4.7H2O 14,2 g/l, NaCl 18,4 g/l) dan 
diinkubasi selama 24 jam. 
 
Karakterisasi bakteri 
Karakterisasi dilakukan melalui pengujian 
postulat Koch (Sarono et al., 1993), 
pengamatan morfologi koloni, morfologi 
sel, dan uji biokomia. Postulat Koch 
dilakukan dengan menginfeksi bakteri  
pada 3 ekor kerapu tikus ukuran 9-10 cm 
dengan penyuntikan intraperitoneal pada 
kepadatan 106 cfu/ikan yang diperoleh 
dari kultur bakteri murni pada Tryptone 
Soya Broth (TSB, Oxoid) dengan Trisalt. 
Uji biokimia dilakukan berdasarkan 
Lightner (1996), Gerhardt et al. (1994), 
Macfaddin (1980), serta Jutono et al. 
(1973). Identifikasi bakteri dilakukan ber-
dasarkan Holt et al. (1994).  

Uji patogenisitas 
Bakteri ditumbuhkan pada TSB dengan 
Trisalt (15 ml) pada suhu 300C selama 24 
jam. Penghitungan kepadatan bakteri di-
lakukan menggunakan metode tidak 
langsung berdasarkan jumlah koloni 
sesuai Jutono et al. (1973) dengan 
pengenceran berseri. 
 
Bakteri disuntikkan secara intraperitoneal 
pada kerapu tikus (C. altivelis) dengan 
dosis 102, 104, 106, dan 108 cfu/ikan. Tiap 
perlakuan menggunakan 7 ekor ikan uji 
(rata-rata panjang total 8-9 cm) dengan 3 
ulangan. Ikan kontrol hanya disuntik TSB 
dengan Trisalt sebanyak 0,2 ml. Ikan 
dipelihara pada ember-ember plastik 
berisi 10 l air laut yang telah didisinfeksi 
dengan klorin 5 ppm dan diberi aerasi. 
 
Pengamatan  
Pengamatan  gejala penyakit dan kema-
tian ikan dilakukan setiap 8 jam selama 
14 hari setelah infeksi. Pakan yang 
berupa pelet diberikan secara add libitum 
setiap pagi hari kemudian dilakukan 
penyifonan. Pengamatan kualitas air 
(suhu, pH, dan oksigen terlarut) dilakukan 
pada pagi dan siang hari setiap 5 hari, 
dan pada akhir pengamatan. 
 
Rerata waktu kematian (Mean time to 
death, MTD) dihitung dengan rumus: 
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Keterangan: 
MTD : Mean Time to Death (rerata  
   waktu kematian) 
ai : waktu kematian pada jam ke-i  
   (jam) 
bi : jumlah ikan uji yang mati pada  
   jam ke-i (ekor) 

 
Patogenisitas bakteri ditentukan meng-
gunakan nilai LD50 berdasarkan metode 
Dragstedt Behrens (Hubert, 1980). Spesi-
men (insang, kulit, usus, dan hati) difik-
sasi menggunakan larutan formalin 10%, 
kemudian dilakukan proses histologi de-
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ngan pengecatan hematoksilin dan eosin 
(Anonim, 1957). 
 
Hasil dan Pembahasan 
 
Karakterisasi 
Karakterisasi menunjukkan bahwa bakteri 
yang diisolasi merupakan anggota genus 
Vibrio dengan karakter tumbuh pada 
media TCBS, bersifat gram (-), bentuk 
short rod, oksidase (+), katalase (+), 

Motility (+), indol (-), dan  D-manitol (+). 
Selanjutnya berdasarkan postulat Koch 
diketahui bahwa bakteri tersebut patogen 
karena menyebabkan kematian (100%) 
terhadap ikan uji, dengan waktu kematian 
rata-rata 18 jam. Setelah dilakukan karak-
terisasi lebih lanjut berdasarkan morfologi 
koloni, morfologi sel, dan sifat biokimia 
yang lebih lengkap, isolat 24SK tersebut 
menunjukkan kesesuaian sifat yang pa-
ling tinggi terhadap V. fluvialis (Tabel 1). 

 
Tabel 1. Karakter isolat bakteri 24SK 

Karakterisasi Isolat 24Sk V. fluvialis (Holt et al. 1994) 
Morfologi Koloni   

      Bentuk Circulair ND 
      Tepi Entire ND 
      Elevasi Low convex ND 
      Warna Kuning ND 
      Ukuran kecil ND 
Morfologi Sel   

      Bentuk Short rot Short rot 
      Gram - - 
Sifat Biokimia   

      Arginine dihidrolase + + 
      Suhu 300Celcius + + 
      L-arabinose, acid + + 
      D-galaktose, acid - + 
      Katalase + + 
      Oksidase + + 
      Luminescent - - 
      Indol - (-) 
      Methyl red + + 
      Simmon citrate + + 
      H2S - - 
      Lisin dekarboksilase - - 
      Ornitin dekarboksilase - - 
      Motility + d 
      Gelatin + + 
      Glucose,acid + + 
      Glucose,gas - - 
      O/F F  
      Glycin + d 
      L-ornithin + + 
      D-mannitol, acid + + 
      D-mannosa, acid - d 
      D-sorbitol, acid - - 
      Sukrose, acid + + 
      NaCl 1% - + 
      NaCl 6% - + 
      NaCl 8% - d 
      Sensitifitas O/129 + d 
      Novobiocin +  
Keterangan: d, 11- 89% strain adalah positif; +, 90% atau lebih 

strain adalah positif; -, 90% atau lebih strain adalah 
negatif; ND, Tidak ada data. 
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Patogenisitas bakteri  
Kematian ikan paling banyak terjadi pada 
48 jam setelah infeksi. Kerapu tikus yang 
diinfeksi bakteri dengan dosis 108 cfu/ikan 
menunjukkan rata-rata waktu kematian 
yang lebih cepat yaitu 67,7 jam (Tabel 2), 
ditandai gejala penyakit berupa haemor-
hagik pada pangkal sirip (pinnae pectora-
les, pinnae abdominales, pinna analis) 
bahkan pada beberapa ikan uji  terdapat 
haemorhagik yang merata pada  kepala 
dan abdomen. Pada dosis penyuntikan 
yang lebih rendah, ikan uji menunjukkan  
gejala serangan penyakit kronis berupa 
haemorhagik pada pangkal sirip, berlanjut 
munculnya nekrosis jaringan kulit, baik 
pada daerah abdomen maupun sirip.  Hal 
tersebut berbeda dengan kelompok  ikan 
kontrol yang tetap pada kondisi sehat 
(normal) tanpa adanya kematian. 
 
Setelah 15 hari pengamatan, ikan yang 
diinfeksi bakteri dengan dosis 108, 106, 
104, dan 102 cfu/ikan mengalami kematian 
berturut-turut 76, 14, 0, dan 10%. Penyun-
tikan dosis 104 cfu/ikan tidak menyebab-
kan kematian pada ikan uji, namun 
menyebabkan gejala serangan penyakit 
kronis. Dengan mempertimbangkan dera-

jad kesalahan maka diperoleh nilai LD50 
sebesar (1,1± 0,5)x107cfu/ikan.  
 
Murdjani (2002) melakukan penelitian 
serupa dengan V. alginolyticus yang 
diinfeksikan pada kerapu tikus (ukuran 4-
5 cm) menyebabkan kematian pada ikan 
uji dengan nilai LD50 sebesar 4,5x106 
cfu/ikan melalui penyuntikan intra mus-
cular (IM), intra peritoneal (IP), dan intra 
venal (IV).  Rajan et al. (2001) melapor-
kan infeksi V. alginolyticus pada juvenil 
ikan cobia (Rachycentron canadum) 
menyebabkan kematian ikan uji dengan 
LD50 sebesar 4,8-6x106 cfu/ikan melalui 
penyuntikan IM dan IP. Sementara itu, 
Esteve et al. (1995) melaporkan V. furnisii 
bersifat patogen terhadap juvenil sidat 
(Anguilla anguilla) dengan LD50 sebesar 
4,4x106 dan 8x106 cfu/ikan melalui 
penyuntikan IP. V. harveyi memiliki LD50 
106-107cfu/ml pada P. vannamei 
(Robertson et al., 1998 cit. Saulnier et al., 
2000) sementara V. campbellii 3,5x106-
3,5x107cfu/ml pada P. monodon (naupli-
mysis), dan 3,5x107-3,5x108cfu/ml (Post-
larva) (Hameed 1995 cit. Saulnier et al., 
2000). 

 
Tabel 2. Kematian rata-rata kerapu tikus yang diinfeksi V. fluvialis 24SK 

Kematian ikan pada jam ke-n (ekor) 
Dosis (cfu/ml) 

8 16 … 40 48 … 212 … 276 

 Waktu kematian 
rata-rata  

(jam) 
Ulangan 1           
Kontrol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ∞ 
102 0 0 0 0 0 0 0 0 1 276 
104 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ∞ 
106 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ∞ 
108 0 0 0 3 3 0 0 0 0 44 
Ulangan 2           
Kontrol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ∞ 
102 0 0 0 0 0 0 0 0 1 276 
104 0 0  0 0 0 0 0 0 ∞ 
106 - - - - - - - - - - 
108 0 0 0 1 2 0 1 0 0 87 
Ulangan 3           
Kontrol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ∞ 
102 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ∞ 
104 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ∞ 
106 0 0 0 0 2 0 0 0 0 48 
108 0 0 0 0 4 0 1 0 0 81 
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Patogenisitas bakteri terhadap inang  
berbeda-beda, dipengaruhi oleh faktor 
pertahanan inang dalam melawan 
patogen, maupun faktor patogenisitas 
yang ada pada patogen, diantaranya 
kemampuan memproduksi toksin, enzim, 
mengatasi ketahanan inang, serta kece-
patan berkembang biak. Aktivitas haemo-
lysin maupun leukosidin yang dihasilkan 
oleh Extracellular Products (ECPs) bakteri 
menjadi faktor pertahanan bakteri untuk 
melawan pertahanan darah inang karena 
mampu melisis sel darah. Bakteri akan 
mengikuti aliran darah, menyebar ke 
seluruh sel tubuh  inang maupun menuju 
organ target. Bakteri juga memiliki faktor 
patogenisitas berupa enzim-enzim yang 
terdapat pada ECPs, diantaranya 
caseinase, gelatinase, amylase, 
phospolipase, lipase, chitinase, 
colagenase, hyaluronidase, elastase, 
maupun proteinase yang mampu 
menguraikan senyawa komplek menjadi 
senyawa sederhana sehingga bakteri 
dengan mudah menerobos sel inang. 
Beberapa eksotoksin memiliki kemam-
puan penghambatan sintesis protein, 
perusakan lapisan bilayer, serta perusak-
an susunan sitoskeleton, sehingga ber-
dampak pada degenerasi sel. Kemam-
puan beberapa eksotoksin untuk melaku-
kan gangguan siklus sinyal sel (Moayeri & 
Welch, 1998) menyebabkan keberadaan 
patogen tidak dapat dideteksi oleh sel 
limfosit sebagai pengatur sistem per-
tahanan tubuh inang. Hal tersebut meng-
akibatkan kondisi serangan patogen men-
jadi terus berlanjut. Degenerasi sel inang 
secara terus menerus pada akhirnya ber-
dampak pada kematian jaringan (nekro-
sis) yang makin meluas. 

Spesies Vibrio patogen memiliki plasmid 
sebagai faktor keganasan, dimana per-
bedaan jenis plasmid yang dimiliki tiap 
bakteri menyebabkan perbedaan tingkat 
keganasan (Crosa et al., 1983). Semen-
tara itu, inang (ikan) memiliki salah satu 
sistem pertahanan tubuh berupa protein 
(laktoferin dan transferin). Protein tersebut 
akan mengikat zat besi sebagai unsur 
essensial yang dibutuhkan bakteri 
sehingga bakteri tidak dapat bertahan 
hidup (Neilands, 1981). Keberadaan 
plasmid pada Vibrio patogen mampu 
meningkatkan efisiensi pemanfaatan zat 
besi sehingga bakteri tetap bertahan 
hidup pada inang meskipun pada kondisi 
zat besi yang sangat rendah.  
 
Berdasarkan pengamatan histologi ter-
hadap jaringan tubuh kerapu tikus yang 
terinfeksi, V. fluvialis 24SK tampak ber-
koloni pada jaringan kulit maupun usus,  
menyebabkan terjadinya atrofi pada 
jaringan insang, degenerasi vacuoler 
pada jaringan hati, infiltrasi limfosit, 
heterofel, dan sel plasma pada jaringan 
insang maupun kulit (pangkal sirip) 
(Gambar 1). 
 
Infeksi V. fluvialis 24SK pada kerapu tikus 
harus diwaspadai karena terbukti mampu 
menyebabkan gejala serangan  penyakit 
serta kematian pada ikan uji. Kualitas air 
selama penelitian berada pada kisaran 
nilai yang sesuai untuk kerapu 
(Yushimitsu et al., 1986), yaitu salinitas 
30,5± 0,5 ppt; oksigen terlarut 3,8± 0,4 
ppm; pH 7,8± 0,2; serta suhu 29± 30C. 
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(a) (b) 

  
(c) (d) 

  
(e) (f) 

  
(g) (h) 

Gambar 1. (a), Irisan jaringan usus yang terinfeksi V. fluvialis 24SK: tampak adanya koloni 
bakteri; (b), Irisan jaringan usus normal (kontrol); (c), Irisan jaringan insang yang 
terinfeksi V. fluvialis 24SK: terjadi atrofi, infiltrasi limfosit, heterofel dan sel 
plasma; (d), Irisan jaringan insang normal (kontrol); (e), Irisan jaringan kulit 
(pangkal sirip) yang terinfeksi V. fluvialis 24SK: tampak adanya koloni bakteri, 
infiltrasi limfosit, heterofel dan sel plasma; (f), Irisan jaringan kulit normal 
(kontrol); (g), Irisan jaringan hati yang terinfeksi V. fluvialis 24SK: tampak 
adanya degenerasi vacuoler; (h), Irisan jaringan hati normal (kontrol). 
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Kesimpulan 
 
1. Infeksi V. fluvialis 24SK pada kerapu 

tikus perlu diwaspadai karena mampu 
menyebabkan kematian dengan gejala 
penyakit sub akut maupun kronik. 

2. Lethal Dosage 50 (LD50) V. fluvialis 
24SK terhadap kerapu tikus adalah 
(1,1± 0,5)x107 cfu/ikan.  

3. Kematian ikan uji paling banyak terjadi 
pada 48 jam setelah infeksi, semakin 
tinggi dosis infeksi bakteri cenderung 
menyebabkan kematian dengan MTD 
lebih pendek. 
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