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ABSTRACT

The introduction of Vibrio through ballast water can increase the existing Vibrio population in local waters, thereby 
increasing the risks of Vibrio-related infections in humans and marine animals. Additionally, it can disrupt local marine 
ecosystems through competition with native species and altering microbial communities. However, information related 
to the risk of ballast water-borne pathogenic species release, particularly Vibrio spp. in Malaysia is still limited. Therefore, 
this study was conducted to characterize and identify potentially pathogenic Vibrio species from ballast water discharged 
from cargo ships anchored in Port Klang and Port Tanjung Pelepas. Initial identification of Vibrio from ballast water 
samples was based on Gram staining, oxidase, catalase, glucose fermentation, motility, and susceptibility to O129 static 
vibrio agent. In addition, the characterization of factors related to virulence such as hemolysis, protease, lipase, biolayer 
formation and antibiotic resistance tests were also performed. Vibrio isolates showing virulent characteristics were then 
identified based on chromogenic agar and 16S rRNA gene analysis. As a result, a total of 154 Vibrio isolates were screened 
and 24 of them showed a positive response to all the virulence factors tested and had Multiple Antibiotic Resistance 
(MAR) index value > 0.2. Characterization of the 16S rRNA gene identified all 24 Vibrio spp. as V. alginolyticus (n=16), 
V. fluvialis (n=7) and V. harveyi (n=1). In conclusion, the presence of potentially pathogenic Vibrio species from ballast 
water clearly shows that ships anchored in Port Klang and Port Tanjung Pelepas are at risk of transferring potentially 
pathogenic species into local waters.
Keywords: Ballast water; invasive species; pathogen; Vibrio spp.

ABSTRAK

Kemasukan Vibrio melalui air balast boleh meningkatkan populasi Vibrio sedia ada di perairan tempatan, justeru 
meningkatkan risiko jangkitan Vibrio pada manusia dan haiwan marin. Selain itu, ia boleh mengganggu ekosistem marin 
tempatan melalui persaingan spesies asli dan mengubah komuniti mikrob. Walau bagaimanapun, maklumat berkaitan 
risiko pelepasan spesies patogen bawaan air balast khususnya Vibrio spp. di Malaysia masih terhad. Oleh itu, kajian ini 
dilakukan untuk menciri dan mengenal pasti spesies Vibrio berpotensi patogen dari air balast daripada kapal-kapal kargo 
yang berlabuh di Pelabuhan Klang dan Pelabuhan Tanjung Pelepas. Pengenalpastian awal Vibrio daripada sampel air 
balast dilakukan berdasarkan ujian pewarnaan Gram, oksidase, katalase, fermentasi glukosa, motiliti dan kerentanan 
terhadap agen vibrio statik O129. Selain itu, pencirian faktor terkait dengan kevirulenan seperti hemolisis, protease, 
lipase, pembentukan biolapisan serta ujian kerintangan antibiotik juga dilakukan. Pencilan Vibrio yang menunjukkan 
ciri kevirulenan kemudiannya dikenal pasti berdasarkan agar kromogenik dan penjujukan gen 16S rRNA. Hasilnya, 
sebanyak 154 pencilan Vibrio telah disaring dan 24 daripadanya menunjukkan tindak balas positif terhadap kesemua 
faktor kevirulenan yang diuji serta mempunyai nilai indeks Antibiotik Pelbagai Rintang (MAR) > 0.2. Pencirian gen 16S 
rRNA telah mengenal pasti kesemua 24 Vibrio spp. sebagai V. alginolyticus (n=16), V. fluvialis (n=7) dan V. harveyi 
(n=1). Kesimpulannya, kehadiran spesies Vibrio berpotensi patogen daripada air balast jelas menunjukkan bahawa kapal 
yang berlabuh di Pelabuhan Klang dan Pelabuhan Tanjung Pelepas berisiko memindah masuk spesies berpotensi patogen 
daripada perairan luar ke dalam perairan tempatan.
Kata kunci: Air balast; patogen; spesies invasif; Vibrio spp. 
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PENGENALAN

Air balast merupakan pemberat tambahan yang diisi masuk 
ke dalam kapal untuk menambahkan drauf, mengubah trim 
atau menstabilkan kapal pada kedalaman air yang 
mencukupi semasa belayar (IMO 2017). Semasa proses 
pengepaman masuk air balast, pelbagai jenis organisma 
seperti protozoa, haiwan akuatik, tumbuhan, fitoplankton 
dan mikroorganisma turut dibawa masuk ke dalam tangki 
balast (Ardura, Borrell & Fern 2020; Drake, Doblin & 
Dobbs 2007; Ruiz et al. 2000). Apabila air balast tersebut 
dilepaskan keluar, organisma tersebut berkemungkinan 
dipindah keluar ke perairan persinggahan dan dikenali 
sebagai spesies penceroboh. Walaupun spesies ini terdiri 
dari pelbagai jenis organisma, kajian semasa lebih tertumpu 
kepada pencerobohan spesies bawaan air balast yang 
melibatkan metazoa dan fitoplankton toksik berbanding 
mikroorganisma.

Di Malaysia, hanya terdapat beberapa kajian yang 
pernah melaporkan kehadiran mikroorganisma di dalam 
air balast daripada kapal yang berlabuh di beberapa 
pelabuhan negara. Sebagai contoh, Salleh et al. (2021) dan 
Ibrahim et al. (2021) melaporkan kehadiran beberapa 
spesies bakteria berpotensi patogen seperti E. coli, Vibrio 
spp., Enterococcus spp., Pseudomonas spp., Tenacibacilum 
spp., Flavobaacteriaecea spp., Halomonas spp., 
Acinetobacter junii dan Shewanella algae. Manakala, Hing 
et al. (2018) dan Siang et al. (2018) melaporkan kehadiran 
pelbagai taksa fitoplankton dan zooplankton, termasuk 
beberapa spesies dinoflagelat berbahaya serta bakteria 
petunjuk pencemar yang dicadangkan oleh IMO iaitu 
Vibrio spp., Enterococcus spp. dan E. coli. Daripada kajian 
tersebut, pengenalpastian Vibrio spp. hanya dilakukan pada 
peringkat genus. Sedangkan, terdapat lebih daripada 30 
spesies Vibrio yang boleh menyebabkan jangkitan kepada 
manusia (taun, gastroenteritis, septisemia, jangkitan luka) 
dan haiwan akuatik (sindrom ulser, penyakit nekrosis 
hepatopankreatik akut, vaskulitis) (De Souza Valente & 
Wan 2021; Mohamad et al. 2019).

Kepatogenan sesuatu spesies Vibrio dikaitkan dengan 
pelbagai faktor kevirulenan seperti pelekatan, hemolisin, 
lipase, protease, biolapisan, pengambilan besi, sistem 
rembesan dan kerintangan antibiotik (Baker-Austin et al. 
2018; Darshanee Ruwandeepika et al. 2012; Zhang & 
Austin 2005; Thomas, Hamat & Neela 2014). Kajian 
kevirulenan Vibrio yang  dilaporkan ini kebanyakannya 
dipencilkan daripada sampel klinikal, ternakan akuakultur, 
hidupan marin, air laut dan sungai. Namun, kajian 
berkaitan kevirulenan terhadap spesies Vibrio daripada air 
balast masih sangat terhad. Setakat ini, kajian kerintangan 
antibiotik Vibrio spp. terhadap antibiotik kumpulan beta-
laktam oleh Ng et al. (2018) adalah satu-satunya laporan 
kajian berkaitan dengan kevirulenan Vibrio daripada air 
balast yang telah dilaporkan. Kajian tentang faktor terkait 
kevirulenan sesuatu spesies bakteria adalah penting untuk 
memberi maklumat yang berguna dalam membangunkan 

strategi berkesan untuk mengawal penyebaran dan 
jangkitan. Justeru, kajian ini dilakukan untuk mencirikan 
dan mengenal pasti spesies Vibrio yang berpotensi patogen 
daripada air balast melalui pendekatan penyaringan faktor 
kevirulenan seperti hemolisis, lipase protease, penghasilan 
biolapisan serta kerintangan terhadap antibiotik.

BAHAN DAN KAEDAH 
 
 

PERSAMPELAN AIR BALAST

Persampelan telah dijalankan di Pelabuhan Klang, 
Selangor dan Pelabuhan Tanjung Pelepas, Johor dari Ogos 
2016 sehingga Februari 2018. Sebanyak 17 sampel air 
balast telah diambil secara duplikat daripada lima buah 
kapal dari Pelabuhan Klang dan 12 kapal di Pelabuhan 
Tanjung Pelepas (Jadual 1). Sampel air balast diambil sama 
ada melalui lurang tangki balast atau paip limpah mengikut 
ketersediaan ketika persampelan dijalankan. Pengambilan 
air balast melalui lurang dilakukan dengan cara 
menenggelamkan baldi yang telah disterilkan dengan 70% 
v/v alkohol ke dalam tangki balast. Sebanyak satu liter air 
balast yang diperoleh kemudiannya dimasukkan ke dalam 
botol Schott steril. Manakala air balast yang diambil 
daripada saluran paip limpah ditadah masuk terus ke dalam 
botol Schott steril. Kesemua air balast disimpan di dalam 
kotak penyejuk yang mengandungi ais dan dibawa balik 
ke makmal untuk diproses. 

PEMENCILAN DAN PENGKULTURAN Vibrio

Pemencilan Vibrio spp. dilakukan dengan memasukkan 1 
mL sampel air balast ke dalam 9 mL kaldu air pepton 
berakali (APW) dan dieram selama 24 jam pada suhu 30 
°C.  Selepas eraman, pencairan bersiri (10-1 hingga 10-5) 
dilakukan menggunakan larutan garam (0.95% w/v) yang 
steril. Sebanyak 0.1 mL alikuot daripada setiap pencairan 
10-1, 10-3 dan 10-5 disebarkan di atas agar thiosulfate-
citrate-bile salts-sucrose (TCBS) (BD DifcoTM, UK) secara 
duplikat dan dieram pada suhu 30 °C selama 24 jam 
sehingga 48 jam. Koloni yang berpigmen hijau dan kuning 
(disyaki sebagai Vibrio spp.) telah dipilih dan dikultur di 
atas agar marin bagi mendapatkan kultur tulen. 
Pengenalpastian awal genus Vibrio telah dijalankan 
berdasarkan beberapa ujian menurut Noguerola dan Blanch 
(2008) iaitu pewarnaan Gram, ujian oksidase, ujian 
katalase, ujian motiliti, ujian fermentasi glukosa dan ujian 
kepekaan terhadap cakera vibrio statik O129. 

PENCIRIAN FENOTIP FAKTOR KEVIRULENAN YANG 
TERKAIT DAN BIOLAPISAN

Pencirian fenotip faktor kevirulenan terkait merangkumi 
ujian hemolisis, protease, lipase dan biolapisan. Agar darah 
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biri-biri Columbia (ISOLAB, Malaysia) (5% w/v) 
digunakan untuk melihat aktiviti hemolisis. Bagi ujian 
protease pula dijalankan dengan menggunakan 2% w/v 
susu tepung skim dicampur ke dalam agar infusi jantung-
otak (BHI) (Oxoid, UK).  Pengesanan aktiviti lipase 
dilakukan dengan menggunakan agar spirit blue (BD 
DifcoTM, UK) yang ditambah dengan 3% w/v minyak 
zaitun. Kesemua agar dieram dalam suhu 30 °C selama 24 
jam sehingga 48 jam. Hasil pembentukan zon jernih pada 
setiap ujian yang dijalankan menunjukkan positif terhadap 
penghasilan enzim tersebut. Manakala, asai pembentukan 
biolapisan dilakukan dengan menggunakan kaedah O’toole 
(2011) dan pengkelasan berdasarkan Stepanović et al. 
(2000). Pengkelasan dilakukan dengan membandingkan 
nilai purata OD setiap pencilan dengan nilai purata OD 
kawalan (ODk). Nilai ODk dihitung dengan cara 
menambahkan nilai purata bacaan OD kawalan negatif 
ditambah dengan tiga kali sisihan piawaian (SD) seperti 
yang ditunjukkan dalam persamaan: 

OD ≤ ODk Tiada pelekatan; ODk < OD ≤ 2 × ODk 	
Pelekatan lemah; 2 × ODk < OD ≤ 4 × ODk Pelekatan 
sederhana; 4 × ODk ≤ OD Pelekatan kuat

KERINTANGAN ANTIBIOTIK

Ujian kerintangan antibiotik dilakukan menurut kaedah 
cakera resapan Kirby-Bauer (Hudzicki 2009). Sebanyak 
sembilan antibiotik digunakan untuk ujian kerintangan 
antibiotik: ampisilin (10 µg/cakera), penisilin (10 µg/
cakera), eritromisin (15 µg/cakera), oksitetrasiklin (30 µg/
cakera), kolistin sulfat (30 µg/cakera), polimiksin B (300 
U/cakera), asid nalidisik (30 µg/cakera), sulfametosazol 
(25 µg/cakera) dan kloramfenikol (30 µg/cakera). Ujian 
ini dijalankan secara duplikat dan zon perencatan diukur 
berdasarkan Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI 2017). Indeks Antibiotik Pelbagai Rintang (MAR) 
dinilai berdasarkan Krumperman (1983): x/y dengan x 
adalah bilangan antibiotik yang rintang dan y adalah jumlah 
antibiotik yang diuji. 

PENGENALPASTIAN SPESIES Vibrio

Pengenalpastian pencilan yang menunjukkan kehadiran 
faktor kevirulenan terkait dilakukan melalui agar 
kromogenik (CHROMagarTM Vibrio, Oxoid, UK)  dan 
analisis jujukan 16S rRNA.Bagi analisis jujukan 16S 
rRNA, DNA genom bakteria telah diekstrak menggunakan 
kaedah CTAB/NaCl (Wilson 2001). Amplifikasi gen 16S 

Nombor sampel Pelabuhan terlibat Sampel air balast Bilangan pencilan

BW1 Klang Singapura 5
BW2 Klang Jepun 34
BW3 Klang China 2
BW4 Klang China 1
BW5 Klang Selat Melaka 16
BW6 Tanjung Pelepas China 14
BW7 Tanjung Pelepas China 8
BW8 Tanjung Pelepas Singapura 1
BW9 Tanjung Pelepas Singapura 11
BW10 Tanjung Pelepas Indonesia 9
BW11 Tanjung Pelepas Singapura 4
BW12 Tanjung Pelepas Singapura 5
BW13 Tanjung Pelepas Selat Melaka 12
BW14 Tanjung Pelepas Singapura 2
BW15 Tanjung Pelepas Indonesia 9
BW16 Tanjung Pelepas China 12
BW17 Tanjung Pelepas Vietnam 9

JADUAL 1. Bilangan pencilan Vibrio daripada air balast
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rRNA pula telah dilakukan melalui kaedah tindak balas 
berantai polimerase (PCR) menggunakan set pencetus 
Vibrio  16S rRNA: pencetus ke hadapan 700F: 
5´-CGGTGAAATGCGTAGAGAT-3´ dan pencetus 
balikan 1325R: 5´-TTACTAGCGATTCCGAGTTC-3´ 
(Tarr et al. 2007). Sebanyak 12.5 μL campuran master 
EconoTaq PLUS GREEN 2X (Lucigen, US), 1 μL pencetus 
ke hadapan (0.1 μM) dan 1 μL pencetus balikan (0.1 μM), 
1 μL sampel DNA dan 9.5 μL air suling steril telah 
disediakan. PCR dijalankan dengan ketetapan berikut: 
Penyahaslian awal pada 94 °C selama 1 minit diikuti 
dengan 35 kitaran penyahaslian (94 °C, 35 saat), 
penyepuhlindapan (57 °C, 1 minit), pemanjangan (72 °C, 
1.5 minit) dan diakhiri dengan pemanjangan akhir pada 
suhu 72 °C selama 7 minit.

Hasil produk PCR yang berukuran 663 pb dihantar ke 
Apical Scientific Sdn. Bhd. (Selangor, Malaysia) untuk 
perkhidmatan penjujukan gen 16S rRNA. Hasil penjujukan 
disemak dan disunting menggunakan perisian BioEdit 7.0 
sebelum dihimpun pasang (assembled) menjadi satu 
jujukan DNA lengkap. Pengenalpastian spesies dilakukan 
dengan membandingkan jujukan lengkap dengan jujukan 
dalam perisian Basic Local Alignment Search Tool (BLAST 
- https://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast). 

Akhir sekali, penjujukan spesies Vibrio dalam kajian 
ini dan strain rujukan dalam pangkalan data NCBI telah 
dijajarkan menggunakan Clustal W. Pohon filogeni 
seterusnya dibina menggunakan kaedah penggabungan 
jiran (NJ - Neighbor Joining). Analisis butstrap telah 
dilakukan dengan 1000 kali ulangan dan jarak evolusi 
dikira menggunakan kaedah Jukes-Cantor. Analisis pohon 
filogeni ini dilakukan menggunakan perisian MEGA 11 
(Tamura, Stecher & Kumar 2021). 

HASIL KAJIAN DAN PERBINCANGAN 
 
 

PEMENCILAN Vibrio DARIPADA AIR BALAST

Dalam kajian ini, sebanyak 154 bakteria yang disyaki 
sebagai Vibrio spp. telah berjaya dipencilkan dan 
dihidupkan daripada 17 sampel air balast (Jadual 1). 
Daripada jumlah 154 pencilan, 133 pencilan menunjukkan 
koloni berwarna kuning dan 21 pencilan menunjukkan 
koloni berwarna hijau di atas agar TCBS. Kesemua 
pencilan yang disyaki Vibrio ini menunjukkan Gram 
negatif rod melengkung, berkebolehan bermotil, tindak 
balas oksidase dan katalase adalah positif, mampu 
fermentasi glukosa dan sensitif terhadap antibiotik vibrio 
statik, selari dengan kajian yang dilaporkan oleh Noguerola 
dan Blanch (2008). Keupayaan Vibrio melakukan 
fermentasi glukosa dan sensitif terhadap vibrio statik O129 
adalah penting untuk membezakannya daripada Aeromonas 
dan Pseudomonas (Folsom et al. 2010; Semwal, Kumar 
& Kumar 2023). Hal ini kerana bakteria Aeromonas spp. 
dan Pseudomonas spp. juga berkeupayaan tumbuh di atas 

agar TCBS yang menunjukkan koloni berwarna kuning 
atau  hijau (Alhusayni & Al-Khikani 2024). 

PENCIRIAN Vibrio BERPOTENSI PATOGEN

Penyaringan potensi kepatogenan sesuatu pencilan kajian 
dapat ditentukan melalui ujian kehadiran faktor yang 
dikaitkan dengan kevirulenan. Kesemua 154 pencilan 
presumptif Vibrio ini menunjukkan tindak balas positif 
terhadap sekurang-kurangnya satu faktor kevirulenan yang 
diuji. Manakala, sebanyak 24 pencilan telah menunjukkan 
kehadiran kesemua faktor terkait kevirulenan yang diuji 
(Rajah 1(a)). Aktiviti lipase mencatatkan peratusan 
pencilan paling tinggi iaitu sebanyak 99% (n=152) diikuti 
dengan pembentukan biolapisan sebanyak 96% (n=148). 
Aktiviti protease dan β-hemolisis masing-masing 
mencatatkan peratusan pencilan sebanyak 43% (n=66) dan  
35% (n=54). 

Kehadiran lipase, protease, hemolisin dan biolapisan 
sebagai faktor kevirulenan Vibrio telah dilaporkan oleh 
beberapa kajian sebelum ini (Dahanayake et al. 2020; 
Darshanee Ruwandeepika et al. 2012; Menezes et al. 2017). 
Lipase, protease dan hemolisin merupakan enzim yang 
telah diketahui penghasilannya dalam Vibrio terutamanya 
klad Harveyi (Darshanee Ruwandeepika et al. 2012). 
Dalam kajian ini, peratusan pencilan yang menghasilkan 
lipase dilihat paling tinggi daripada keseluruhan pencilan 
Vibrio yang diuji. Lipase merupakan enzim yang berfungsi 
untuk mengurai rantaian panjang triasilgliserol kepada asid 
lemak dan molekul gliserol. Menurut Chimalapati et al. 
(2020), V. parahaemolyticus menghasilkan lipase VPA0266 
untuk melemahkan membran sel dari dalam sitoplasma sel 
perumah yang dijangkiti.  

Enzim protease pula membantu dalam meningkatkan 
kevirulenan Vibrio untuk menjangkiti manusia mahupun 
haiwan marin. Terdapat dua jenis protease yang dihasilkan 
dalam Vibrio iaitu metaloprotease (kolagenase dan 
vibriolisin) dan kumpulan serin-protease (krimotipsin 
protease) (Miyoshi 2013; Osei-Adjei, Huang & Zhang 
2018; Salamone et al. 2019). V. cholerae contohnya, 
menghasilkan vibriolisin yang menyebabkan kerosakan 
tisu perumah dan memudahkan pengambilan heme bagi 
tujuan mendapatkan ion besi (Fe2+) untuk pertumbuhan 
bakteria (Galvis et al. 2021). Selain daripada V. cholerae 
dan V. parahaemolyticus, antara patogen Vibrio lain yang 
merekodkan kehadiran protease adalah V. vulnificus, V. 
alginolyticus, V. metschnikovii, V. fluvialis dan V. mimicus 
(Miyoshi 2013; Osei-Adjei, Huang & Zhang 2018; Shinoda 
& Miyoshi 2011). 

Keupayaan bakteria presumptif Vibrio daripada air 
balast untuk melisiskan darah dalam kajian ini membuktikan 
kehadiran toksin hemolisin yang penting dalam proses 
jangkitan perumah. Menurut Zhang dan Austin (2005), 
hemolisin merupakan toksin yang paling banyak 
disebarkan dalam kalangan patogen Vibrio untuk 



1863

mendapatkan ion besi. Perembesan hemolisin boleh 
mengaruh nekrosis, lisis dan apoptosis sel perumah 
terutamanya sel darah merah melalui tindak balas 
pembentukan pori atau hidrolisis membran sfi ngolipid 
untuk menggalakkan pencerobohan masuk patogen serta 
merosakkan sistem keimunan perumah (Flores-Díaz et al. 
2016; Sonnen & Henneke 2013). Selain daripada 
memecahkan sel darah merah, hemolisin juga mampu 
menyerang sel mast serta sel darah putih seperti neutrofi l 
(Wong, Zhang & Woo 2012; Zhu et al. 2024).

Dalam kajian ini juga, sebanyak 96% bakteria 
presumptif Vibrio mampu membentuk biolapisan. 
Keupayaan membentuk biolapisan ini dinilai berdasarkan 
kekuatan pelekatannya pada permukaan yang dikategorikan 
sebagai lemah, sederhana, kuat dan tiada pelekatan (Rajah 
1(b). Sebanyak  77 (50%) pencilan presumptif Vibrio 
berupaya membentuk pelekatan sederhana diikuti dengan 
pelekatan lemah sebanyak 53 (34%), pelekatan kuat 
sebanyak 18 (12%) dan tiada pelekatan sebanyak 6 (4%) 
pencilan. Pembentukan biolapisan merupakan salah satu 
faktor utama suatu patogen untuk mengkoloni dan 
bermandiri dalam sel perumah yang dijangkiti atau 
permukaan ekstrem (Schulze et al. 2021). Menurut Drake 
et al. (2005) biolapisan pada tangki balast boleh 
mengandungi bakteria 2-8 kali lebih tinggi daripada air 
balast (per liter isi padu). Di samping itu, pembentukan 
biolapisan pada tangki balast juga berupaya untuk 
memerangkap lebih banyak mikroorganisma termasuklah 
spesies patogen setiap kali proses pengisian masuk dan 
pembuangan air balast dilakukan. Namun begitu, Baier et 
al. (2014) dan Forsberg et al. (2005) mendapati hanya 
sebilangan kecil biolapisan akan tertanggal daripada 
dinding tangki balast semasa proses pertukaran tersebut. 

KERINTANGAN AKIVITI ANTIMIKROB

Kesemua pencilan Vibrio yang berpotensi patogen (n=24) 
menunjukkan kerintangan terhadap enam antibiotik iaitu 
 ampisilin, penisilin, kolistin sulfat, oksitetrasiklin, 
polimiksin B dan eritromisin (Rajah 2). Namun begitu, 
antibiotik kloramfenikol masih berupaya merencatkan 
kesemua pencilan Vibrio yang diuji dalam uji kaji ini. 
Antibiotik sulfametosazol berupaya merencatkan 22 
pencilan Vibrio dan hanya dua pencilan sahaja menunjukkan 
kerentanan sederhana terhadap antibiotik tersebut. 
Manakala, 12 pencilan Vibrio menunjukkan kerintangan 
terhadap asid nalidisik, 11 pencilan menunjukkan 
kerentanan sederhana dan hanya satu pencilan sahaja yang 
rentan terhadap antibiotik tersebut. Kesemua pencilan 
Vibrio kajian ini menunjukkan nilai indeks MAR melebihi 
0.2 (Rajah 2) yang mencadangkan kemungkinan pencilan 
tersebut datang daripada persekitaran yang tercemar dan 
berisiko tinggi di mana antibiotik digunakan secara kerap 
dan meluas (Adinortey et al. 2020; Kathleen et al. 2016).

Melalui hasil kajian yang diperoleh, pencilan Vibrio
daripada air balast menunjukkan tahap kerintangan yang 
tinggi terhadap antibiotik ampisilin, penisilin, kolistin 
sulfat, oksitetrasiklin, polimiksin B dan eritromisin. 
Kerintangan Vibrio terhadap antibiotik telah banyak 
dilaporkan daripada kajian lepas. Kajian daripada Laganà 
et al. (2011) dan Vaseeharan et al. (2005) menunjukkan 
kerintangan pencilan Vibrio daripada sangkar udang dan 
ladang ternakan akuakultur terhadap ampisilin, penisilin, 
kolistin sulfat, eritromisin dan oksitetrasiklin. Selain itu, 
kajian daripada Gxalo et al. (2021) pula menunjukkan 
pencilan Vibrio yang rintang terhadap antibiotik ampisilin 
dan polimiksin B daripada air sisa buangan di kawasan 
sungai Afrika Selatan. 

 RAJAH 1. (a) Peratusan tindak balas positif aktiviti faktor kevirulenan berdasarkan 
semua pencilan (n = 154) dan (b) bilangan keupayaan pencilan membentuk biolapisan 

daripada air balast

a) b)
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AMP; ampisilin (10 μg), P; penisilin (10 μg), CT; kolistin sulfat (30 μg), OT; oksitetrasiklin (30 μg), PB; 
polimiksin B (300 U), RL; sulfametosazol (25 μg), C; kloramfenikol (30 μg), NA; asid nalidisik (30 μg), 
E; eritromisin (15 μg), +; pelekatan lemah, ++; pelekatan sederhana dan +++; pelekatan kuat

RAJAH 2. Pola kerintangan antibiotik serta nilai indeks MAR pencilan Vibrio terpilih 
berdasarkan keupayaan menunjukkan tindak balas positif terhadap semua ujian faktor kevirulenan 

dan hubung kait dengan jenis keupayaan penghasilan biolapisan 

Kerintangan terhadap ampisilin dan penisilin yang 
tinggi disebabkan oleh penggunaan antibiotik tersebut 
secara meluas sejak tahun dari 1940-an hingga 1960-an 
(Lobanovska & Pilla 2017; You, Bong & Lee 2016). Selain 
itu, eritromisin dan oksitetrasiklin digunakan dalam 
rawatan akuakultur terutamanya di negara-negara ASEAN 
(Loo et al. 2020; Tan et al. 2017; Weese et al. 2015). 
Penggunaan antibiotik tersebut dalam jangka masa yang 
lama dan berterusan berkemungkinan meningkatkan 
kerintangan bakteria terhadap antibiotik tersebut. 

Peningkatan kerintangan bakteria Vibrio terhadap kolistin 
yang sebelum ini rentan terhadap antibiotik tersebut 
menunjukkan kemunculan ancaman kesihatan awam yang 
baharu, dijangka berpunca daripada penggunaan secara 
berlebihan dalam sektor kesihatan, veterinar dan akuakultur 
(Jeannot, Bolard & Plesiat 2017; Pulss et al. 2017; Rhouma, 
Beaudry & Letellier 2016). Misalnya, Dung et al. (2008) 
dan Zouiten et al. (2017) telah melaporkan kemunculan 
kerintangan kolist in oleh V. alginolyt icus ,  V. 
parahaemolyticus dan Edwardsiella ictaluri yang dipencil 
dari ladang akuakultur. 
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Selain itu, hampir separuh daripada keseluruhan 
pencilan Vibrio yang diuji menunjukkan kerintangan 
terhadap antibiotik asid nalidisik (50%). Kerintangan 
terhadap antibiotik yang sama pernah dilaporkan dalam 
kajian Laganà et al. (2011) dan Vaseeharan et al. (2005) 
yang mencatatkan nilai peratusan 12.5% dan 32%. 
Manakala, kerintangan pencilan Vibrio terhadap 
sulfametosazol dalam kajian ini (8.7%), hampir selari 
dengan hasil kajian You, Bong dan Lee (2016) yang 
menunjukkan pencilan Vibrio dari sungai Kuala Selangor 
(8.7%). 

Walaupun kesemua 24 pencilan Vibrio dalam kajian 
ini masih rentan terhadap kloramfenikol seperti hasil kajian 
Laganà et al. (2011), Lee et al. (2009) dan Tan et al. (2020), 
Gxalo et al. (2021) telah melaporkan kerintangan Vibrio 
yang tinggi terhadap antibiotik yang sama (> 90%). 
Peningkatan peratusan pencilan Vibrio yang rintang kepada 
antibiotik ini dijangka mengancam sektor kesihatan dan 
akuakultur di Malaysia jika tidak dibendung dari awal. 

Berdasarkan nilai indeks MAR, kesemua pencilan 
Vibrio daripada air balast (n=24) menunjukkan nilai 
melebihi > 0.2. Ini selari dengan kajian Martínez (2003) 
yang mendapati lebih daripada 90% pencilan bakteria dari 
air laut mempunyai kerintangan terhadap lebih daripada 
satu sebatian antibiotik. Hal ini mencadangkan 
kemungkinan air balast yang diambil datang daripada 
persekitaran berisiko tinggi yang tercemar dengan 
antibiotik. Persekitaran air balast yang tertutup, 
penyimpanan yang lama dan tercemar dengan antibiotik, 
mampu memberi tekanan selektif melalui pemindahan gen 
kerintangan antibiotik secara melintang dalam air balast 
(Altug et al 2012; Salleh et al. 2021; Thomson, Heinemann 
& Dobbs 2003). Walau bagaimanapun, penentuan sumber 
air balast yang tercemar ini sukar ditentukan kerana 
terdapat kapal yang melepaskan air balast secara separa 
dan boleh menyebabkan percampuran air balast sedia ada 
dengan air daripada sumber pelabuhan berbeza (Minchin 
2001). 

PENGENALPASTIAN SPESIES Vibrio

Berdasarkan kehadiran faktor kevirulenan (lipase, protease, 
β-hemolisis dan biolapisan) serta kerintangan terhadap 
enam antibiotik, 24 pencilan Vibrio telah dikategorikan 
sebagai bakteria yang berpotensi patogen. Pengenalpastian 
spesies pencilan Vibrio ini melalui agar kromogenik dan 
juga penjujukan gen 16S rRNA menunjukkan kehadiran 
tiga spesies Vibrio iaitu V. alginolyticus (n=16), V. fluvialis 
(n=7) dan V. harveyi (n=1) dalam sampel air balast. Ketiga-
tiga spesies Vibrio ini dikenali sebagai patogen berdasarkan 
kajian lepas yang melaporkan kemampuan spesies tersebut 
dalam menyebabkan jangkitan kepada manusia mahupun 
hidupan akuatik (Baker-Austin et al. 2018; De Souza 
Valente & Wan 2021). Berdasarkan Jadual 2, V. alginolyticus 
menunjukkan koloni berwarna krim, V. fluvialis pula 

menunjukkan koloni berwarna ungu dan V. harveyi pula 
menunjukkan koloni berwarna putih. Hasil pemerhatian 
V. alginolyticus dan V. fluvialis selari dengan hasil kajian 
Canizalez-Roman et al. (2011) dan Eddabra, Piemont dan 
Scheftel (2011). Namun, penghasilan warna koloni V. 
harveyi yang berwarna putih di atas agar kromogenik 
belum pernah lagi dilaporkan oleh mana-mana kajian 
sebelum ini. 

Pengenalpastian spesies pencilan air balast melalui 
analisis gen 16S rRNA yang dibandingkan melalui 
pangkalan data NCBI menunjukkan persamaan peratusan 
99%-100% kepada spesies Vibrio (Jadual 3). Sebanyak 16 
pencilan V. alginolyticus menunjukkan persamaan jujukan 
terhadap V. alginolyticus ATCC 17749, tujuh pencilan V. 
fluvialis mempunyai persamaan jujukan kepada V. fluvialis 
NCTC 11327 dan satu pencilan V. harveyi menunjukkan 
persamaan terdekat terhadap V. harveyi NCIMB 1280. hasil 
ini juga disokong oleh pohon filogeni (Rajah 3) yang 
menunjukkan setiap spesies V. alginolyticus, V. fluvialis 
dan V. harveyi daripada air balast memasuki klad masing-
masing bersama spesies rujukan (V. alginolyticus ATCC 
17749, V. fluvialis NCTC 11327 dan V. harveyi NCIMB 
1280). Kehadiran spesies V. algiolyticus, V. fluvialis dan 
V. harveyi daripada air balast dalam kajian ini juga turut 
dijumpai dalam air balast yang pernah dilaporkan oleh 
kajian lepas (Altug et al. 2012; Li et al. 2013; Ling et al. 
2005; Mimura, Katakura & Ishida 2005; Ng et al. 2018; 
Wu et al. 2017; Xue et al. 2021). Kajian daripada Ng et al. 
(2018) telah mengesan kehadiran V. cholerae dalam air 
balast daripada kapal yang berlabuh di pelabuhan 
Singapura. Walau bagaimanapun, kehadiran V. cholerae 
bertoksin tidak dapat dikesan dalam air balast hasil 
daripada kajian ini seperti mana yang disarankan oleh 
peraturan D-2 konvensyen BWM (piawai prestasi air balast 
berasaskan penilaian risiko bakteriologi) yang hanya 
tertumpu kepada bakteria V. cholerae, E. coli dan juga 
Enterococcus. Dalam peraturan tersebut, pelepasan air 
balast perlu mencapai spesifikasi berikut: 1) V. cholerae 
bertoksin (O1 & O139) mestilah kurang daripada 1 CFU 
(Colony Form Unit) per 100 mL atau kurang daripada 1 
CFU per 1 g, 2) E. coli kurang daripada 250 CFU per 100 
mL dan 3) Enterococci spp. mestilah kurang daripada 100 
CFU per 100 mL (IMO 2017). 

Kes jangkitan V. alginolyticus berpunca daripada 
aktiviti rekreasi di pantai dan penggunaan produk 
bersumberkan hidupan marin pada manusia telah 
dilaporkan di Malaysia, Britain, Turkey dan Amerika 
Syarikat  (Citil et al. 2015; Jacobs Slifka, Newton & Mahon 
2017; Mohamed et al. 2016; Reilly et al. 2011). Manakala, 
kes jangkitan V. alginolyticus terhadap hidupan marin 
seperti udang, ikan kerapu, ikan pari, ikan siakap serta 
gamat juga telah dilaporkan (Darshanee Ruwandeepika et 
al. 2012; Emam et al. 2019; Kahla-Nakbi, Chaieb & 
Bakhrouf 2009; Rafidah et al. 2017). Jangkitan yang 
disebabkan oleh V. fluvialis pula sering kali dikaitkan 
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Agar kromogenik Agar TCBS Spesies

Krim Kuning

Vibrio alginolyti-

cus

Putih Kuning

Vibrio harveyi

Ungu Kuning

Vibrio fl uvialis

JADUAL 2. Pengenalpastian spesies Vibrio berdasarkan agar kromogenik dan agar TCBS

dengan masalah cirit-birit pada manusia di India dan Brazil 
serta Rusia (Ramamurthy et al. 2014). Jangkitan V. fl uvialis
pada haiwan pula jarang dilaporkan, namun laporan 
daripada Aguirre et al. (1994) telah mengaitkan V. fl uvialis
dengan penyakit fi bropapillomatosis pada penyu hijau di 
Hawaii. Kes jangkitan V. harveyi pula boleh menyebabkan 
lesi pada mata, gastroenteritis, nekrosis otot, ulser kulit 
dan penyakit reput ekor (tail rot disease) pada ikan serta 
vibriosis swacahaya (luminous) pada udang (Zhang, He & 
Austin 2020).

Kehadiran spesies Vibrio berpotensi patogen daripada 
air balast di dalam kajian ini merupakan satu ancaman 
terhadap kesihatan manusia mahupun ekosistem marin 
sekiranya air balast dilepaskan keluar ke dalam perairan 
tempatan. Walaupun kehadiran patogen dalam sampel air 
balast kajian ini adalah rendah bilangannya (yang boleh 
dikultur) namun ini tidak menggambarkan populasi 
sebenar bakteria yang hadir dalam air balast apabila 
terdapat bakteria yang tidak boleh dikultur atau berada 
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Spesies Spesies terhampir 
(No. rujukan)

Pencilan 
(No. rujukan)

Peratus 
persamaan (%)

Vibrio fluvialis Vibrio fluvialis NCTC 11327 
(NR118443.1)

BW1_5V (MZ413318) 99.84
BW2_29V (MZ413319) 99.84
BW2_32V (MZ413320) 99.84
BW9_2V (MZ413321) 99.85
BW9_5V (MZ413322) 99.84
BW10_1V (MZ413308) 99.37
BW14_2V (MZ413323) 100

Vibrio algino-
lyticus

Vibrio alginolyticus ATCC 
17749 (NR118258.1)

BW5_8V (MZ413311) 99.84

BW5_12V (MZ413301) 99.84
 BW7_2V (MZ413310) 99.84
BW7_3V (MZ413317) 99.69
 BW7_4V (MZ413313) 99.84
 BW7_5V (MZ413314) 99.85
BW8_1V (MZ413315) 99.85

 BW10_2V (MZ413309) 99.69
 BW10_3V (MZ413306) 99.85
BW10_4V (MZ413307) 100
 BW10_5V (MZ413316) 99.84
 BW10_6V (MZ413304) 99.84
BW11_1V (MZ413312) 98.91
BW13_4V (MZ413305) 99.84
BW13_5V (MZ413303) 99.84
 BW14_1V (MZ413302) 100

Vibrio harveyi Vibrio harveyi NCIMB 1280 
(NR043165.1)

BW5_16V (MZ413324) 100

JADUAL 3. Pengenalpastian spesies Vibrio berdasarkan penjujukan gen 16S rRNA

dalam keadaan viable but non-culturable (VBNC) (Drake 
et al. 2005). Malahan, populasi sebenar bakteria dalam air 
balast mungkin jauh lebih tinggi disebabkan oleh 
kebolehan menghasilkan biolapisan. 

Pergerakan keluar masuk kapal domestik dan bot 
tempatan di laluan pelabuhan serta pelepasan air balast 
berterusan tanpa kawalan untuk jangka masa yang panjang 
dikhuatiri berpotensi menyebarkan spesies-spesies Vibrio 
ke kawasan perairan tempatan. Keadaan ini merupakan 
satu ancaman yang boleh mengganggu gugat kestabilan 
ekosistem marin dan juga meningkatkan risiko kesihatan 
yang serius melalui jangkitan penyakit kepada penduduk 
tempatan dan juga haiwan akuatik. Oleh itu, pemantauan 
tahap pencemaran mikrobiologi khususnya bakteria 
berpotensi patogen seperti Vibrio spp. di pelabuhan dan 

juga air balast daripada kapal yang berlabuh di pelabuhan 
tempatan perlu dilakukan secara berterusan bagi 
membangunkan data asas yang lebih terperinci berkaitan 
spesies bawaan air balast. Hal ini bertujuan untuk membuat 
penilaian risiko kemasukan bakteria patogen ke dalam 
perairan tempatan melalui pelepasan air balast. Hasil kajian 
ini juga dapat disumbangkan sebagai data sokongan kepada 
Jabatan Laut Malaysia dalam langkah pembangunan 
maklumat asas spesies patogen. Di samping itu, pihak 
berkuasa tempatan juga boleh mengambil langkah yang 
lebih proaktif untuk memperkasakan lagi penguatkuasaan 
pengurusan air balast terutamanya pelepasan air balast 
mengikut garis panduan yang telah ditetapkan oleh IMO 
bagi mengurangkan penyebaran spesies patogen di perairan 
Malaysia.
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KESIMPULAN

Dalam kajian ini beberapa spesies Vibrio berpotensi 
patogen daripada air balast telah berjaya dikenal pasti iaitu 
V. alginolyticus, V. fluvialis dan V. harveyi. Pengenalpastian 
ini berdasarkan keupayaan spesies-spesies ini menghasilkan 
semua aktiviti faktor kevirulenan iaitu lipase, protease, 
hemolisin dan biolapisan. Di samping itu, kesemua spesies 
Vibrio ini juga menunjukkan nilai indeks MAR melebihi 
0.2 yang menggambarkan bahawa pencilan tersebut 
berkemungkinan datang daripada persekitaran yang 
tercemar serta berisiko tinggi dengan antibiotik digunakan 
secara kerap dan meluas. Hal ini jelas menunjukkan 
bahawa kapal yang berlabuh di Pelabuhan Klang dan 
Pelabuhan Tanjung Pelepas berisiko memindah masuk 
spesies berpotensi patogen daripada perairan luar ke dalam 
perairan tempatan. 
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