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KATA PENGANTAR

Seminar telah menjadi suatu kebutuhan primer bagi peneliti. Melalui seminar
peneliti melaporkan hasil — hasil penelitiannnya, agar diketahui dan dapat bermanfaat
untuk masyarakat. Berdasarkan hal tersebut panitia berkeyakinan bahwa pelaksanaan
seminar selalu akan mendapat sambutan hangat dari para peserta seminar yang
meliputi peneliti, praktisi dan akademisi. Hal ini benar adanya, dengan ditunjukkannya
antusiasme calon peserta seminar, yang berasal dari berbagai pelosok tanah air, dari
barat maupun timur.

Seminar Nasional Hasil — hasil Penelitian di bidang Perikanan dan Kelautan
tahun ini diselenggarakan oleh Fakultas Perikanan dan limu Kelautan UNDIP untuk
ketiga kalinya dengan tema “Kontribusi Sektor Perikanan dan Kelautan dalam
Pembangunan Nasional Berbasis Blue Economy”. Blue Economy adalah suatu
pendekatan pembangunan ekonomi yang mencoba menselaraskan kepentingan
produksi dan konsumsi dengan pelestarian sumberdaya alam, sebagaimana
dipaparkan oleh Prof. Dr. Ir. Tridoyo Kusumastanto sebagai pembicara kunci.

Panitia berharap terbitan Prossiding Seminar Nasional Hasil — hasil Penelitian
di bidang Perikanan dan Kelautan Volume 4 ini dapat bermanfaat bagi semua peserta
segenap insan perikanan dan kelautan yang ada di tanah air tercinta bahkan segenap
bangsa Indonesia. Untuk itu panitia berupaya keras memenuhi permintaan dan
masukan berbagai pihak, agar Prosiding ini dapat terbit sesuai harapan. Namun
seperti kata pepatah “ Tiada Gading yang Tak Retak”, tetap saja ada kekurangan sana
— sini.

Penghargaan tidak terhingga disampaikan pula kepada segenap panitia
penyelenggara, pimpinan dan staf FPIK UNDIP, pemakalah dan para peserta atas
dukungan dan partisipasinya sehingga seminar ini dapat terselenggara. Semoga
Prosiding ini dapat bermanfaat bagi kemajuan ekonomi di Indonesia. Akhir kata, panitia
mengucapkan terimakasih kepada pemakalah, peserta dan semua orang yang telah
membantu dalam pelaksanaan seminar hingga terbitnya prosiding ini.

Semarang, 10 Juni 2014
Ketua Panitia

Dr. Ir. Haeruddin, M.Si
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DETEKSI ANTIBODI ANTI VNN DARI IKAN KERAPU TIKUS (Cromileptes altivelis) |___

YANG DIVAKSINASI DENGAN VAKSIN DNA VNN DENGAN TEKNIK ELISA

Wiwien Mukti Andriyani', Sri Murtini’

'Balai Budidaya Air Payau Situbondo, Jawa Timur.
’Departemen llmu Penyakit Hewan dan Kesmavet, Fakultas Kedokteran Hewan,
Institut Pertanian Bogor, Bogor 16680
E-mail: wiwinmukti@gmail.com

Abstrak

Viral Nervous Necrosis (VNN) merupakan salah satu penyakit yang sering menyerang ikan
kerapu. Infeksi virus ini sangat merugikan karena menyebabkan kematian yang cukup tinggi.
Salah satu bentuk pencegahan infeksi virus VNN ini adalah dengan tindakan vaksinasi. Vaksin
DNA untuk mencegah infeksi virus VNN pada ikan kerapu, lelah berhasil dikonstruksi
menggunakan gen penyandi protein kapsin virus VNN dengan promotor genB-aktin ikan
medaka (mBA), vaksin DNA tersebut diberi kode pMBA-CP. Penelitian ini bertujuan untuk
mendeteksi dan mengukur kemampuan vaksin DNA penyandi protein kapsid (CP) dalam
menginduksi antibodi ikan kerapu tikus (Cromileptes altivelis) menggunakan enzim linked
immunosorbent assay (ELISA) metode sandwich. lkan kerapu tikus divaksinasi dengan vaksin
DNA pMBA-CP secara intramuskular dengan dosis 12,5 g per ekor. Sampel darah diambil
pada sebelum dan hari ke 1, 7, 14, 21, 28 dan 35 hari setelah vaksinasi. Titer antibodi anti-VNN
pada ikan ditentukan berdasar rasio absorbansi sampel dengan control positif (S/P ratio) yang
diamati. Hasil penelitan menunjukkan bahwa rasio S/P pada serum ikan yang divaksinasi
secara signifikan lebih tinggi dibandingkan dengan ikan yang tidak divaksinasi pada 21 sampai
35 hari pascavaksinasi. Hal ini menunjukkan bahwa vaksinasi DNA mampu menginduksi
antibodi anti-VNN pada ikan kerapu tikus.Dengan demikian, pMBA-CP vaksinasi DNA dapat
digunakan untuk meningkatkan kekebalan ikan kerapu terhadap infeksi VNN, dan mendukung
peningkatan produksi perikanan.

Kata Kunci: ELISA, Antibodi, Vaksin DNA, Viral Nervous Necrosis, Kerapu Tikus,

Pendahuluan

Penyakit virus menjadi ancaman serius pada budidaya ikan, karena menyebabkan
kematian ikan secara masal dan menimbulkan kerugian ekonomis yang besar bagi
pembudidaya. Salah satu penyakit virus yang menginfeksi ikan di seluruh dunia adalah virus
penyebab penyakit viral nervous necrosis (VNN). Penyakit viral nervous necrosis (VNN) atau
fish encephalitis virus atau viral encephalopathy and retinopathy (VER) disebabkan oleh infeksi
virus Redspotted grouper nervous necrosis virus (RGNNV). Virus tersebut termasuk dalam
family Nodaviridae, genus Betanodavirus.  Penyakit viral masih menjadi fokus utama pada
budidaya ikan laut. Virus VNN mampu menginfeksi ikan yang hidup di cold water and warm
water. Virus VNN memiliki infektivitas tinggi dan kisaran inang yang luas. Pada awalnya
dilaporkan 19 spesies ikan terinfeksi virus VNN, selanjutnya berkembang menjadi 32 spesies
ikan tercatat sebagai inang (host) virus VNN dan saat ini, dilaporkan terdapat 40 spesies ikan
yang terinfeksi virus VNN. Stadia larva atau juvenile ikan lebih rentan terhadap infeksi virus
VNN, mampu menyebabkan kematian hingga 100%, namun infeksi VNN dapat pula
menyebabkan kematian pada ikan dewasa, seperti pada European seabass, Humpback
grouper/Cromileptes altivelis dan Atlantic halibut (Shetty et al. 2012)

Gejala klinis ikan yang terserang virus VNN menunjukkan perilaku berenang abnormal
(berputar), mengapung dengan perut mengembung dan menghadap ke atas disebabkan
adanya pembengkakan gelembung renang (swim bladder) dan hiperinflasi gelembung renang.
Ikan terininfeksi VNN menunjukkan nafsu makannya menurun sehingga mengalami kekurusan,
adanya perubahan warna tubuh (menjadi lebih gelap), disfungsi neurologis, exophthalmia.

352 Budidaya Perairan
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Pada ikan penderita VNN jarang terlihat adanya kerusakan jaringan, namun sering ditemukan
adanya inflasi gelembung renang.

Manajemen kesehatan ikan sebagai upaya menghindari infeksi penyakit VNN penting
dilakukan melalui skrining induk yang kemungkinan sebagai carrier. Selain itu salah satu cara
pencegahan penyakit yang dapat dilakukan adalah dengan meningkatkan kekebalan tubuh ikan
melalui vaksinasi. Berbagai jenis vaksin untuk pencegahan infeksi virus VNN pada ikan kerapu
telah dikembangkan seperti vaksin inaktif dengan formalin, vaksin subunit (seperti coat protein
VNN rekombinan) dan vaksin DNA dari gen penyandi protein imunogenik VNN (RNA2). Balai
Budidaya Air Payau (BBAP) Situbondo bekerjasama dengan Fakultas Perikanan IPB telah
berhasil membuat konstruksi vaksin DNA VNN. Vaksin DNA ini berupa konstruksi cDNA hasil
reverse transcription dari RNA2 VNN (Nuraini et al. 2010). Vaksin yang telah dikonstruksi
tersebut perlu diketahui kemampuannya dalam menginduksi kekebalan tubuh inang yang
divaksin, sehingga dapat dibuktikan kemampuan vaksin DNA VNN ini dalam melindungi ikan
kerapu terhadap infeksi virus VNN.

Metode diagnosis terbaik yang sifatnya cepat, sensitifitas dan spesifisitasnya tinggi
serta reliable antara lain metode imunologi menggunakan enzim-linked immunosorbent assay
(ELISA) yang digunakan untuk mengidentifikasi dan mengukur antibodi atau antigen. Prinsip
dasar ELISA adalah mengukur interaksi antara antigen dengan antibodi menggunakan enzim
sebagai indikatornya. Keberadaan antibodi anti VNN menunjukkan adanya paparan antigen
VNN dalam tubuh ikan yang diperiksa. Metode ini sudah banyak digunakan untuk mendeteksi
infeksi betanodavirus. Penguijian dilakukan dengan mendeteksi antibodi spesifik VNN dalam
darah dan cairan tubuh ikan. Kelebihan metode ELISA antara lain mampu menguji sampel
dalam jumlah banyakdalam satu variasi sampel, dan pengujian dilakukan secara bersamaan.
Model ELISA adalah konfigurasi sederhana untuk mengukur titer antibodi, dan merupakan uji
serologik yang cepat, sederhana dan relatif murah. (Shetty et al. 2012)

Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi dan mengukur kemampuan vaksin protein
kapsid (CP) DNA dalam menginduksi antibodi ikan kerapu tikus (Cromileptes alfivelis)
menggunakan enzim linked immunosorbent assay (ELISA) metode sandwich.

Bahan Dan Metode

Preparasi vaksin DNA

Bakteri Escherichia coli DH5¢. yang mengandung konstruksi vaksin DNA diinokulasi ke
dalam media 2xYT (Nuryati et al. 2010). Bakteri diinkubasi dan dikocok menggunakan shaker
dengan kecepatan 250 rpm sekitar 17 jam pada suhu 37°C. Isolasi plasmid pJfKer-CP dan
pmBA-CP dilakukan sesuai metode konvensional (Sambrook et al. 2001). Selanjutnya
keberadaan pJfKer-CP dan pMBA-CP hasil isolasi dianalisis menggunakan PCR.

Vaksinasi

Rancangan vaksinasi dan pengamatan antibodi disajikan pada Tabel 1. Sebanyak 70
ekor ikan kerapu ukuran panjang 8-10 cm dibagi dalam dua kelompok, masing-masing 35 ekor.
Kelompok pertama divaksinasi sesuai dosis 12,5 ug/ekor dan kelompok kedua tidak
divaksinasi. Sebelum vaksinasi dan hari ke-1, 7, 14, 21, 28 dan 35 hari setelah vaksinasi,
darah diambil dari masing-masing lima ekor ikan untuk diamati serumnya. Serum dari masing-
masing kelompok diperiksa keberadaan antibodi anti VNN-nya dengan uji Enzyme Linked
Imunnosorbent Assay (ELISA) sandwich.

Pengujian Elisa

Deteksi antibodi anti VNN hasil vaksinasi pada kelompok ikan yang divaksin dan tidak
divaksin di periksa dari serum sampel pada masing-masing kelompok. Darah dari masing-
masing sampel diambil pada saat sebelum vaksinasi dan hari ke-1, 7, 14, 21, 28 dan 35 hari
setelah vaksinasi. Darah yang telah diambl dibiarkan semalam pada suhu 4°C sampai keluar
serumnya. Serum dipisahkan dan diuji menggunakan ELISA metode sandwich, sebagai
antigen adalah virus VNN yang diisolasi dari otak dan mata ikan kerapu yang secara klinis
menunjukan gejala terinfeksi VNN dan berdasarkan pemeriksaan dengan teknik PCR
ditemukan adanya DNA virus VNN. Prosedur ELISA dilakukan sebagai berikut :

o Serum sampel, serum positif dan serum negatif masing-masing diencerkan 1:50 dengan
buffer karbonat-bikarbonat pH 9,6 kemudian dimasukkan kedalam sumuran cawan ELISA
96 sumuran sebanyak 50 yl tiap sumurnya sesuai pola yang ditentukan.
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e Cawan yang telah dilapisi dengan serum tersebut ditutup dengan plastik penutup
selanjutnya diinkubasi pada suhu 4°C semalam.

¢ Cawan yang telah diinkubasi selanjutnya dicuci dengan PBS-tween 0,5% sebanyak 250
ul/sumuran sebanyak empat kali.

* Cawan yang telah dicuc ditambahkan larutan blocking berupa PBS-BSA 2% dan
diinkubasikan selama 60 menit pada suhu 37°C

* Cawan yang telah diinkubasi selanjutnya dicuci dengan PBS-tween 0,5% sebanyak 250
ul/sumuran sebanyak empat kali.

e Antigen /virus VNN ditambahkan kedalam masing-masing sumur dengan konsentrasi
1,8ug/30 pl. cawan yang telah ditambahkan antigen diinkubasi selama 60 menit pada
suhu 37°C

e Cawan yang telah diinkubasi selanjutnya dicuci dengan PBS-tween 0,5% sebanyak 250
dl/sumuran sebanyak empat kali.

» Selanjutnya kedalam masing-masing sumuran cawan ELISA 96 ditambahkan antibodi
poliklonal anti VNN yang diproduksi pada kelinci (rabbit anti VNN) konsentrasi 1:10,
sebanyak 50 pl tiap sumurnya. Cawan selanjutnya diinkubasikan selama 60 menit pada
suhu 37°C

» Cawan yang telah diinkubasi selanjutnya dicuci dengan PBS-tween 0,5% sebanyak 250
Ml/sumuran sebanyak empat kali.

¢ Antibodi sekunder yaitu antirabbit peroksidase konsentrasi 1:10000 ditambahkan ke
masing-masing sumuran cawan ELISA 96 sebanyak 50 pl tiap sumurnya Cawan
selanjutnya diinkubasikan selama 60 menit pada suhu 37°C

» Cawan yang telah diinkubasi selanjutnya dicuci dengan PBS-tween 0,5% sebanyak 250
pl/sumuran sebanyak empat kali

e Cawan yang telah dicuci selanjutnya di tambahkan substrat H,O, dalam TMB kromogen
sebanyak 50 pl tiap sumurnya dan diinkubasikan selama 30 , suhu 37°C pada kondisi
gelap.

¢ Cawan yang telah diinkubasi ditambahkan Stop Solution sebanyak 50 pl tiap sumurnya
dan cawan dibaca dengan alat ELISA reader pada panjang gelombang 450 nm

Level antibodi anti VNN ditentukan berdasarkan rasio S/P dengan rumus:

(Rerata absorbansi sampel)- rerata absorbansikontrol negatif
Rerata absorbansikontrol positif - rerata absorbansikontrol negatif

S/P sampel =

Tabel 1. Rancangan vaksinasi pada deteksi antibodi
Waktu pengambilan sampel darah (hari)
Peigiaaan 0 1 7 14 21 28 35
Vaksinasi 5 ekor 5ekor 5 ekor 5 ekor 5 ekor 5 ekor 5 ekor
Non vaksinasi 5 ekor S5ekor 5ekor 5 ekor 5 ekor 5 ekor 5 ekor

Hasil Dan Pembahasan

Keberadaan antibodi anti VNN dalam serum ikan diuji dengan ELISA sandwich dengan
prinsip seperti ditunjukkan pada Gambar 1. Model ELISA tidak langsung, yaitu menggunakan
antibodi ikan kerapu yang divaksinasi sebagai antibodi penangkap dan antibodi anti VNN dari
kelinci sebagai antibodi pendeteksi. Metode ELISA memiliki sensitifitas dan spesifitas tinggi
dalam pengukuran antibody hasil induksi vaksin DNA VNN. Dalam Burgess (1995) menyatakan
dalam hubungannya dengan deteksi antigen virus, sensivitas dapat diartikan kemampuan untuk
mendeteksi antigen dalam jumlah sedikit atau untuk mendeteksi respon imun yang kecil.
Spesifisitas berkaitan dengan kemampuan untuk membedakan antigen atau membedakan
respon imun terhadap antigen.
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Substrate

o %
/

Substrat
< Anti rabbit peroksidase

k <+— Antibodi anti VNN asalkelinci

e

e ac Antigen virus VNN

S \]r? —

T Sampel serum (Antibodi ikan kerapu)
“Sandwich™

Gambar 1. Prinsip ELISA sandwich untuk mendeteksi keberadaan antibodi anti
VNN dalam serum ikan kerapu tikus.

Berdasarkan nilai absorbansi hasil pengujian antibodi kontrol positif, kontrol negatif dan
masing-masing sampel diperoleh nilai ratsio S/P dari serum ikan yang divaksin. Nilai rasio SIP
ditampilkan pada Tabel 2. Hasil uji pada pengenceran antibodi (1:50) dengan antigen (1:10)
pada serum ikan kerapu yang divaksinasi diperoleh nilai absorbansi yang menunjukkan angka
diatas kisaran kontrol negatif. Hasil pengujian ELISA menunjukkan bahwa konsentrasi serum
ikan kerapu vaksinasi bernilai rasio S/P lebih tinggi dibandingkan ikan yang tidak divaksin pada
pengamatan hari ke-21 hingga 35 setelah vaksinasi. Hal ini mengindikasikan ikan kerapu
merespons antigen pada hari ke-21 hingga 35. Tingginya absorbansi menggambarkan
banyaknya kromogen yang berubah warna akibat banyaknya produk yang terbentuk dari reaksi
enzim dengan substrat. Hal ini menggambarkan banyaknya konjugat yang berlabel enzim
terikat pada antibodi anti VNN asal kelinci yang terikat pada antigen VNN. Menurut Burgess
(1995) bahwa perubahan warna terjadi akibat hidrolisa enzimatik pada reaksi antara konjugat
antibodi-enzim dengan substratnya, sehingga hasil ELISA lebih peka dan dapat dikuantifikasi.
Jumlah antigen VNN yang terikat pada antibodi anti VNN asal kelinci ini sebanding dengan
jumlah antibodi anti VNN dari serum ikan kerapu yang diuji. Semakin tinggi intensitas warna
yang terbentuk, semakin tinggi pula konsentrasi antibodi anti VNN yang terdapat pada sampel.
Dengan demikian makin tinggi rasio S/P sampel berarti makin tinggi absorbansi sampel dan
makin banyak antibodi anti VNN terkandung dalam serum yang diuji.

Tabel 2. Rerata nilai rasio S/P antibodi serum ikan yang divaksin dengan vaksin DNA VNN dan
yang tidak divaksin.

Pengamatan pascavaksinasi Nilai S/P dari masing-masing kelompok
(hari ke:-) Ikan yang divaksinasi Ikan tidak divaksinasi
1 0,274 +0,215° 0,064 +0,158°
7 0,428 +0,248° 0,234 +0,379°
14 0,596 +0,196° 0,329 +0,507 °
21 0,680 0,250 " 0,079 +0,193°
28 1,325 +0,965° 0,078 +0,191°
35 0,788 +0,077° 0,288 +0,317°

Keterangan: huruf superiskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkkan berbeda
nyata secara statistic (P<0,05).

Hasil analisis statistik terhadap nilai rasio S/P masing-masing kelompok ikan yang
divaksin dan tidak divaksin menunjukkan bahwa antibodi serum ikan pada pengamatan hari ke-
1, 7 dan 14 tidak berbeda nyata dengan kontrol pada taraf nyata 5%. Namun demikian nilai
rasio S/P masing-masing kelompok ikan yang divaksin dan tidak divaksin pada pengamatan
hari ke-21, 28 dan 35 menunjukkan berbeda nyata dengan kontrol pada taraf nyata 5%.
Berdasarkan pengamatan uji ELISA dan analisis statistik terhadap serum ikan yang divaksin
menunjukkan bahwa vaksin DNA VNN ini dapat menginduksi terbentuknya antibodi pada ikan
kerapu mulai hari ke-21 pasca vaksinasi.

Respons imun setelah vaksinasi DNA dimulai oleh sel APC yaitu sel dendrit maupun
makrofag setelah vaksinasi dengan vaksin DNA. Plasmid DNA masuk ke dalam sel dan akan
ditranskripsikan maupun ditranslasikan sehingga menghasilkan protein imunogenik (Tonheim et
al. 2008). Burgess (1995) menambahkan bahwa antigen virus dapat digradasi oleh sel
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terinfeksi menjadi peptide antigenik dan peptide ini diekspresikan oleh MHC (mayor
histocompatibility) kelas | pada membran permukaan sel sehingga dikenali oleh sel Te
(sitotosik) yang selanjutnya mengakibatkan rusaknya sel terinfeksi.

Sel Tc merupakan sel efektor kekebalan yang diperantarai sel. Sel Tc berasa| dari
perkusor sel T yang menjadi dewasa karena induksi sel Th (helper) dan interleukin-2. Se Tc
memiliki reseptor Ti terhadap antigen spesifik dan membran glikoprotein CD-8 yang dapat
berinteraksi dengan MHC | pada sel terinfeksi. Sel Tc mengenali antigen virus pada se|
terinfeksi dalam asosiasi dengan MHC |. Asosiasi tersebut merupakan ikatan peptide antigen
virus dengan celah a1 MHC | dekat terminal —NHj;. Sel Tc yang terikat dengan sel terinfeks;
akan mensekresikan molekul sitolitik (porfirin) diantara permukaan dua sel. Molekul sitolitik
disisipkan ke membran sel terinfeksi, dan membentuk saluran yang membocorkan jsj
sitoplasma sel terinfeksi sehingga mengakibatkan kematian sel dan hancurnya virus yang
terdapat di dalam sel. Sel Tc cepat muncul setelah diinduksi oleh sel Th jauh sebelum
dihasilkannya antibodi (Burgess 1995)

Kesimpulan

Vaksin DNA pMBA-PCV VNN mampu menginduksi antibodi anti VNN pada 21 hari
setelah vaksinasi dengan dosis 12,5 Hg/ekor.
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