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1 PENDAHULUAN

Latar Belakang

Produksi perikanan budidaya dunia mengalami peningkatan dengan
onjaknya permintaan produk-produk perikanan sebagai sumber makanan dan
1 akibat kecenderungan penurunan produksi perikanan tangkap (Subramaniam
2). Menurut FAO (2014), pada tahun 2013 total perikanan dunia mencapai 97,2
ton, meningkat 7 juta ton dibandingkan tahun sebelumnya. Di Indonesia,
duksi perikanan budidaya juga terus mengalami peningkatan. Tahun 2011
ribusi Indonesia terhadap produksi dunia sebesar 9,5 persen, naik sebesar 10,63
sen pada tahun 2012 dan 13,53 persen pada tahun 2013 persen. Ikan gurami
phronemus goramy) merupakan ikan asli Indonesia yang diperkenalkan ke
ara Asia lainnya dan dibudidayakan di negara-negara tersebut (Welcomme
8). Saat ini ikan gurami telah menjadi komoditas ikan di Asia Tenggara. Tahun
3, produksi gurami dunia mencapai 98.490 ton dengan kenaikan produksi rata-
sebesar 15,49 persen pertahun. Indonesia memberikan kontribusi terbesar
gan capaian 94.605 ton dengan kenaikan rata-rata per tahunnya sebesar 16,96
sen. Kontribusi Indonesia sebesar 96,1 persen dari total produksi ikan gurami
ia dan sisanya sebanyak 3,9 persen merupakan kontribusi dari Thailand, Filipina
Singapura (FAO 2014).
Gurami (Osphronemus goramy) merupakan ikan asli Indonesia yang saat ini
tersebar dan dibudidayakan ke negara-negara Asia Tenggara dan Cina
clcomme 1988; Pusat Penyuluhan Perikanan dan kelautan 2011). Saat ini ikan
ami telah menjadi salah satu komoditas perikanan di Asia Tenggara dengan
pnesia sebagai kontributor utama dari total produksi ikan gurami dunia. Di
pnesia, ikan gurami merupakan salah satu komoditas perikanan budidaya air
ar unggulan yang sangat disukai dan prospektif untuk dibudidayakan karena
i1 ekonomis yang tinggi (Nuryati ef al. 2015). Saat ini produksi ikan gurami di
pnesia terus mengalami peningkatan dan sentra budidaya ikan gurami tidak
terbatas pada daerah pulau Jawa saja namun telah menyebar ke provinsi lain di
Indonesia dengan pusat budidaya terbesar di Jawa Timur, Jawa Barat, Sumatera
Barat, Jawa Tengah dan Yogyakarta. Berdasarkan data statistik perikanan budidaya
tahun 2016, penyebaran sentra budidaya ikan gurami telah meluas hingga wilayah
Bali, Sulawesi, Kalimantan, Nusa Tenggara, Maluku dan Papua.

Meluasnya budidaya gurami di Indonesia tanpa mengikuti cara budidaya
yang baik akan meningkatkan resiko terjadinya wabah dan penyebaran penyakit di
lokasi budidaya ikan tersebut. Peningkatan produksi perikanan melalui intensifikasi
budidaya menyebabkan menurunnya kualitas lingkungan yang pada akhirnya
menimbulkan masalah penyakit yang menyerang ikan (Sommerset et al. 2005).
Patogen yang merupakan agen penyakit pada ikan budidaya tersebut menimbulkan
banyak kerugian bagi pembudidaya akibat tingginya mortalitas. Hal tersebut
menyebabkan penurunan produksi maupun peningkatan biaya produksi untuk
penanggulangannya (Murray dan Peeler 2005).

Megalocytivirus merupakan patogen yang dapat menyebabkan kematian
masal pada ikan budidaya air tawar, ikan hias air tawar dan ikan budidaya laut
sehingga berdampak pada timbulnya kerugian besar pada proses budidaya. Virus
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ini memiliki kemampuan menginfeksi berbagai inang baik pada air tawar maupun
air laut sehingga berpotensi tinggi dalam menularkan infeksi ke spesies ikan lain
aan (Go et al. 2006; Wang et al. 2007; Jeong et al. 2008). Tahun 2009 di
, kasus infeksi megalocytivirus telah dilaporkan terjadi pada ikan hias air

1 g arf gouramy (Colisa lalia) yang diperdagangkan di pasar ikan hias di
dactalsdakarta. Selain itu, megalocytivirus dilaporkan menyerang ikan gurami
%0s ,3' emus goramy) yang dibudidayakan di Jawa Barat, Jawa Tengah dan Bali
gej g 1 — 2013 (Koesharyani et al. 2009; 2013). Pada tahun 2016, telah terjadi
gvababsmiegalocytivirus di Banyumas, Jawa Tengah dengan mortalitas mencapai
D09 =lam waktu kurang dari 2 minggu.
3 salaupun kasus infeksi akibat megalocytivirus pada ikan gurami belum
dan g laporkan, namun sifat virus tersebut sangat mudah menginfeksi berbagai
Jeni A sehingga berpotensi tinggi dalam menimbulkan masalah penyakit di masa
&l = Hal ini telah terjadi pada red seabream iridovirus (RSIV), salah satu spesies
ioe)ivirus, yang menyerang budidaya ikan laut seperti ikan kerapu dan ikan

| inilah yang menjadikan diperlukannya tindakan pencegahan dengan
angkan vaksin sebagai salah satu upaya pengendalian virus tersebut.
sebagai salah satu solusi aplikatif menjadi sangat diperlukan dalam
untuk mencegah terjadinya wabah dan penyebaran penyakit potensial
anan budidaya. Penggunaan vaksin menjadi alternatif yang aman, ramah
n dan efektif dalam meningkatkan ketahanan ikan dalam melawan agen
Pencegahan penyakit melalui vaksinasi diharapkan dapat memberi
i yang signifikan terhadap peningkatan produksi perikanan budidaya,
enurunan tingkat mortalitas akibat infeksi patogen potensial. Dengan
tujuan penelitian ini adalah untuk mengembangkan vaksin
ivirus untuk pencegahan penyakit viral pada ikan gurami.
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Perumusan Masalah

ksi megalocytivirus pada ikan gurami yang menyebabkan terjadinya
vah penyakit pada budidaya ikan konsumsi tersebut masih relatif baru dan
at ini belum ada data mengenai besar kerugian akibat infeksi virus tersebut
vang dialami oleh pembudidaya baik di Indonesia maupun di luar negeri. Namun
virus tersebut berpotensi menyebabkan masalah penyakit seperti kasus infeksi
RSIV pada budidaya ikan laut.

Infeksi virus merupakan kendala pada sistem budidaya dimana sampai saat
ini belum ada obat yang dapat digunakan untuk mengobati ikan yang terinfeksi
virus. Tidak seperti infeksi bakteri yang masih dapat diobati dengan pemberian
antibiotik yang diizinkan untuk diaplikasikan pada lingkungan budidaya. Hal ini
menyebabkan upaya pencegahan terjadinya infeksi penyakit khususnya oleh virus
menjadi sangat penting. Selain menjaga lingkungan agar tetap dalam kondisi yang
baik serta penggunaan benih yang berkualitas (specific pathogen free/SPF dan
specific pathogen resistant/SPR) juga dengan melakukan vaksinasi. Namun,
sampai saat ini belum ada vaksin yang dapat digunakan untuk pencegahan penyakit
akibatinfeksi megalocytivirus pada ikan gurami. Sementara kasus infeksi virus ini
semalan banyak terjadi pada budidaya ikan gurami dan harus diantisipasi
pencegahannya sejak dini agar tidak terjadi kerugian yang lebih besar lagi.
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Megalocytivirus dan virus pada umumnya merupakan organisme yang hanya
dapat hidup dan berkembang di dalam sel hidup (inang) atau kultur sel. Kultur sel
alah sel yang dikembangkan dan ditumbuhkan secara in vitro, sehingga dapat
nakan sebagai sarana produksi virus dalam jumlah banyak sebagai sumber
gen. Apabila sesuai, virus tertentu akan dapat berploriferasi pada media kutur
ersebut. Kultur sel berasal dari jaringan atau organ yang telah diuraikan secara
canis ataupun enzimatis menjadi suspensi sel yang dibiakkan dan berkembang
1jadi satu lapisan jaringan (monolayer) di atas permukaan yang keras dan dapat
srbaharui lagi melalui subkultur (pasase) sehingga diperoleh sel yang lestari
[ line).

Masalah yang dihadapi dalam pembuatan vaksin virus adalah dibutuhkannya
line yang suseptibel yang dapat digunakan untuk isolasi dan perbanyakan virus
k pembuatan vaksin. Kultur sel primer dari ikan gurami (O. goramy) perlu
at karena grunt fin (GF) cell line yang umum digunakan untuk perbanyakan
alocytivirus (RSIV/Red seabream iridovirus) tidak berhasil menghasilkan
yphatic effect (CPE) yang merupakan tanda tumbuh dan berkembangnya virus
alam sel. Suseptibilitas kultur sel primer perlu diuji untuk megalocytivirus dari
1 gurami dan kemampuan kultur sel primer dalam memperbanyak virus tersebut.
Inaktivasi virus merupakan tahapan penting dalam pembuatan vaksin karena
jjadikan virus inaktif namun prosesnya tidak menyebabkan rusak/hilangnya
lan-bagian imunogenik dari virus. Pemberian vaksin dapat menghasilkan
yons imunitas pada ikan dalam mencegah dan menekan invasi virus pada saat
ksi. Beberapa metode inaktivasi virus antara lain dengan formalin dan
1:anasan yang nantinya akan dicari metode terbaik untuk inaktivasi virus ini.
Dari hasil penelitian ini diharapkan diperoleh vaksin yang dapat
1ghasilkan efikasi yang baik dengan nilai relative percent survival (RPS), titer
bodi yang tinggi dan menimbulkan ekspresi gen imunitas serta aman untuk
likasikan pada ikan gurami.

dus2aaxu g yyne v:dio yeH©)

Kerangka Pemikiran Penelitian

Proses budidaya ikan tidak terlepas dari keterkaitan antara inang, patogen dan
lingkungan. Proses budidaya harus mencapai keseimbangan antara ketiga faktor
tersebut agar proses budidaya dapat berjalan lancar dan diperoleh hasil yang
diharapkan. Budidaya ikan gurami rentan terhadap gangguan dan hambatan yang
mempengaruhi  kelangsungan hidup ikan. Salah satunya adalah infeksi
megalocytivirus dapat menyebabkan mortalitas tinggi pada ikan gurami hingga
mencapai 90% dalam waktu 2 minggu. Infeksi virus tersebut menyebabkan
kerugian ekonomi yang besar yang dialami pembudidaya ikan. Penanggulangan
penyakit akibat infeksi patogen dilakukan melalui upaya pengobatan dan upaya
pencegahan. Untuk pengobatan infeksi patogen yang disebabkan oleh bakteri dapat
dilakukan dengan pemberian antibiotik atau menggunakan bahan lain seperti herbal
(bahan alami) maupun bahan kimia yang bersifat antibakteri. Namun pemberian
bahan kimia maupun antibiotik saat ini sudah tidak direkomendasikan karena
adanya kekhawatiran terhadap bahaya residu bahan kimia dan resistensi antibiotik
tcthadap lingkungan. Upaya pencegahan digunakan tindakan vaksinasi yang
dipercaya aman dan ramah lingkungan untuk merangsang sistem kekebalan tubuh



'_U

@ y
= g
-3, A4
5 A
g

ikan secara alami untuk merespons patogen yang masuk (non-spesifik) dan adanya
sel giemori untuk mengenali agen patogen tersebut sehingga respons yang didapat
i pat dan bersifat spesifik. Vaksin untuk penyakit infeksi yang disebabkan
s memerlukan sel kultur yang suseptibel untuk perbanyakan antigen.
aktivasi dilakukan agar vaksin aman diaplikasikan pada lingkungan
setelah dilakukan uji efikasi untuk melihat efektivitas vaksin tersebut
uji. Dari penelitian ini diharapkan akan dapat dihasilkan kultur sel yang
terhadap megalocytivirus sehingga dapat digunakan untuk perbanyakan
ira in vitro. Juga diharapkan sediaan vaksin yang akan dibuat ini dapat
an nilai relative percent survival/RPS yang tinggi sehingga dapat
tkan produksi budidaya ikan gurami. Kerangka pemikiran penelitian
la Gambar 1.
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Tujuan Penelitian

jjuan umum penelitian adalah mengembangkan vaksin megalocytivirus

pad \5\2 gurami (O. goramy).
A ddpistujuan khususnya adalah:
2. Z? gisolasi dan mengkarakterisasi megalocytivirus dari ikan gurami
g. : gembangkan kultur sel dari limpa ikan gurami serta menguji
g =useptibilitias kultur sel dalam memperbanyak virus
= ~elakukan inaktivasi virus menggunakan formalin dan pemanasan serta
3 mengevaluasi hasil vaksinasi melalui beberapa parameter efikasi vaksin
‘E S erti titer antibodi dan ekspresi gen terkait imunitas.
3 3 Manfaat Penelitian

&

nelitian ini diharapkan dapat menghasilkan vaksin dengan efikasi yang
dapat mengendalikan penyakit akibat infeksi megalocytivirus pada ikan

gmQ o
==

Kebaruan (novelty)
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I. megalocytivirus asal ikan gurami (giant gourami iridovirus/ GGIV).

2. sel primer dari ikan gurami yang suseptibel terhadap megalocytivirus

3. megalocytivirus yang efektif untuk mencegah infeksi GGIV pada ikan
i

4. n primer spesifik ikan gurami untuk ekspresi gen terkait imunitas dalam

s imun bawaan (innate immunity).
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2 METODOLOGI UMUM

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni 2017-Januari 2019. Kegiatan
litian dilaksanakan di Laboratorium Virologi dan Laboratorium Biomolekuler
wet lab Instalasi Penelitian dan Pengembangan Pengendalian Penyakit Ikan
I) Depok, Laboratorium transmission electron microscope (TEM) dan
ologi Eijkman Institute Jakarta dan Laboratorium Kesehatan Ikan Departemen
idaya Perairan, FPIK Institut Pertanian Bogor.

Ikan Uji

dpssoaruf) g d ¢ 1w vidio Y )

Ikan uji pada penelitian ini menggunakan ikan gurami (Osphronemus
nmy) asal Citayam Jawa Barat. Ikan dipelihara selama 3-4 minggu sebelum
nakan dalam pengujian. Ikan uji yang digunakan telah memenuhi asumsi
5ifik pathogen free (SPF) dan hasil negatif megalocytivirus pada uji polymerase
in reaction (PCR) menggunakan primer spesifik untuk mendeteksi virus
but.

Isolat megalocytivirus

Virus yang akan digunakan dalam penelitian ini merupakan koleksi P41
ikan gurami terinfeksi alami asal Banyumas-Jawa Tengah pada 2016.
ernatant homogenate dibuat dari jaringan ginjal dan limpa ikan gurami yang
h diencerkan sebanyak 50x dan disaring melalui membran filter 0.45 um. Virus
wdian disimpan pada -80 °C.

Alur Pelaksanaan penelitian

Penelitian ini terdiri dari 3 tahapan. Penelitian tahap pertama bertujuan
k mengidentifikasi dan mengkarakterisasi patogen penyebab infeksi
megalocytivirus pada ikan gurami dari wabah penyakit infeksi di Banyumas-Jawa
Tengah. Pada penelitian ini identifikasi dilakukan menggunakan primer universal
dan spesifik untuk megalocytivirus dan infectious spleen and kidney necrosis virus
(ISKNV). Sekuensing dan analisis BLAST digunakan untuk memperoleh pohon
filogenetik. pengamatan gejala klinis, uji histopatologi, mortalitas ikan uji dan
negative staining transmission electron microscope (TEM) untuk pengamatan
bentuk virus.

Penelitian tahap dua bertujuan untuk mengembangkan kultur sel primer dari
ikan gurami (Osphronemus goramy) sebagai sel inang untuk memperbanyak
megalocytivirus secara in vitro. Pada penelitian ini dilakukan pembuatan kultur sel
primer dari jaringan limpa ikan gurami, uji pengaruh suhu terhadap pertumbuhan
scl primer, uji pengaruh medium kultur dan konsentrasi serum terhadap
pertumbuhan sel primer, uji suseptibilitas kultur sel terhadap virus dan patogenisitas
viius pada ikan gurami.
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Tahap tiga pada penelitian ini dibagi menjadi dua bagian. Bagian pertama
dilakukan perbanyakan virus, pengukuran konsentrasi virus menggunakan TCIDso,
vaksin  megalocytivirus  dengan dua  metode inaktivasi
ormalin-killed dan pemanasan/heat-killed), uji keamanan vaksin
ji in vivo. Pada bagian kedua, dilanjutkan dengan uji efikasi vaksin
ivirus skala laboratorium dari kelompok vaksin formalin-killed dan heat-
hitungan nilai RPS dan pengukuran titer antibodi serta analisis ekspresi
t imunitas pada ikan gurami. Alur pelaksanaan penelitian secara skematis
pada Gambar 2 di bawah ini.

Tahap 1
Identifikasi dan karakteristik mepalocytivirus
tifikasi molekuler dengan pnmer universal dan spesihk (megalocytivirus dan
VW), analisa sckuensing dan BLAST dalam pembuatan pohon filogenetik, uji
renesitas virus pada ikan, gejala klinis, uji histopatologl, mortalitas ikan uji dan
ngamatan morfologl virus dengan TEM (transmission electron microscope)
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Tahap 11
Pembuatan kultur sel primer dari limpa ikan gurami dan uji
suseptibilitas kultur sel terhadap virus
buatan kultur sel primer dari limpa ikan gurami, uji pengaruh suhu dan )i
ngaruh medium kultur sel serta konsentras] serum terhadap pertumbuhan sel
I, uji suseptibilitas kultur sel terhadap virus dan patogenesitas virus pada ikan
gurami

r Tahap 111
i

parasi vaksin megalocytivirus

dan uji keamanan vaksin Uji efikasi vaksin
rbanyakan virus pada kultur sel, megalocytivirus
smanenan virus, inaktivas dengan Perhitungan relative percent survival
| Malm dan pemanasan. Pengukuran (RPS), titer antibodi dan ckspresi
konsentrasi virus dalam sediaan vaksin gen terkait imumitas
dengan TCID,

Gambar 2 Tahapan pelaksanaan penelitian
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3 IDENTIFIKASI GIANT GOURAMI IRIDOVIRUS (GGIV):

INFECTIOUS SPLEEN AND KIDNEY NECROSIS VIRUS
(ISKNV) PADA IKAN GURAMI (Osphronemus goramy)

Abstrak

Megalocytivirus yang merupakan anggota dari family Iridoviridae telah
entifikasi sebagai patogen penyebab infeksi sistemik fatal dan menyebabkan
alitas tinggi dari berbagai macam spesies ikan baik ikan hias maupun ikan
sumsi yang dibudidayakan. Megalocytivirus menyebabkan kerugian ekonomi
o besar akibat tingginya tingkat mortalitas dari ikan yang terinfeksi. Sejak tahun
1 di Indonesia, megalocytivirus pada ikan gurami (Osphronemus goramy) telah
stahui menjadi patogen penyebab infeksi pada beberapa kasus wabah penyakit
susnya di Jawa Barat, Jawa Tengah dan Bali. Tujuan penelitian ini untuk
gidentifikasi dan mengkarakterisasi megalocytivirus pada budidaya ikan
ami. Pada penelitian ini, virus diidentifikasi menggunakan primer universal dan
sifik untuk megalocytivirus dan infectious spleen and kidney necrosis virus
V). Sekuensing dan analisis BLAST digunakan untuk memperoleh pohon
oenetik. Analisis filogenetik dari gen major capsid protein (MCP) tersebut
wnjukkan strain baru dari megalocytivirus yaitu giant gourami iridovirus
71V). GGIV masuk dalam cluster ISKNV dan memiliki 100% homologi dengan
om lengkap ISKNV. Percobaan infeksi buatan melalui injeksi intraperitoneal
ernatant homogenate yang dibuat dari organ dalam (limpa dan ginjal) ikan
feksi dari wabah penyakit menghasilkan mortalitas sebesar 93% dalam waktu
ari. Ikan menunjukkan gejala klinis terinfeksi seperti lemah, kehilangan nafsu
can, warna tubuh gelap/pucat dan hemoragi. Hasil nekropsi terlihat limpa dan
al membengkak serta hati pucat. Analisis quantitative PCR pada beberapa organ
1 terinfeksi menunjukkan jumlah copy DNA virus tertinggi terdapat pada limpa
uti oleh ginjal, insang dan hati. Analisis histopatologi menunjukkan hemoragi
organ tersebut dan ditemukan sel-sel hipertropi yang merupakan karakteristik
ksi megalocytivirus. Sebagai kesimpulan, GGIV merupakan strain ISKV dari
s megalocytivirus.

dpsto02,1 g 4 ez vAd1> YD)

Kata kunci: giant gourami iridovirus, ISKNV, megalocytivirus, O. goramy

Abstract

Megalocytivirus of family Iridoviridae has been identified as a pathogen that
caused fatal systemic infection lead to massive death of numerous fish species in
both ornamental and food fish industries. It caused significant economic losses
due to severe mortality of infected fish. Since 2011 in Indonesia, megalocytivirus
111 giant gourami (Osphronemus goramy) had been found as main pathogen in some
cases of giant gourami outbreak especially in West Java, Central Java and Bali.
‘e aim of this study was to identify and characterized the pathogen known as a
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virus using universal and spesific primers for megalocytivirus and infectious
splegn and kidney necrosis virus (ISKNV). Sequencing and BLAST analysis were
develop phylogenetic tree. The result showed that phylogenetic analysis of
psid protein (MCP) gene unveiled a new megalocytivirus strain,
d as giant gourami iridovirus (GGIV). GGIV formed cluster belonged to
d has 100% homology to ISKNV complete genome. Artificial infection

13-3.,
w2
A 2

Dy i ritoneally injection with supernatant homogenate from spleen and kidney
gaf ly infected fish were showed 93% mortality in 12 days. Fish showed
gli gn of infection as lethargic, loss of appetite, pale or darken body color
%nd orrhages. Internal organ on death fish showed swollen spleen and kidney
and pale liver. Quantitative PCR analysis on internal organs showed spleen
dhad ighest viral DNA copy number followed by kidney, gill and liver.

ological analysis showed hemorrage in these organs and many
ly hypertrophied cells which is typical histopathological characteristic of
tivirus infection. In conclusion, GGIV is belongs to ISKNV from genus
tivirus.

Rure

Ans224: U3 GIT Y vidi> yey®)

s: ISKNV, giant gourami iridovirus, megalocytivirus, O. goramy

PENDAHULUAN
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valocytivirus dari family [Iridoviridae merupakan penyebab infeksi
yang menyebabkan kematian masal dan kerugian ekonomi yang sangat
berbagai spesies ikan hias, ikan laut dan air tawar yang dibudiyakan dan
nggi (He et al. 2000; Kim et al. 2002; Williams et al. 2005). Beberapa
1 megalocytivirus seperti red sea bream iridovirus (RSIV) dan turbot
ody iridovirus (TRIBV) menjadi ancaman pada budidaya ikan laut, dan
spleen and kidney necrosis virus (ISKNV) mengancam budidaya ikan
awar. Sebaliknya, ISKNV hanya menginfeksi spesies ikan air tawar
ang menjadi komoditas ikan konsumsi (Kurita dan Nakajima 2012;
iiam et al. 2012). ISKNV dapat menyerang ikan budidaya air laut maupun
, diperkirakan penyebarannya terjadi melalui perdagangan ikan dari
negara-negara Asia dan Asia Tenggara lainnya (Song et al. 2008). Berdasarkan
analisis gen major capsid protein (MCP), ISKNV, RSIV dan TRBIV merupakan
tigal spesies megalocytivirus (Subramaniam et al. 2012). Virus-virus ini tersebar
pada daerah beriklim tropikal (Indonesia, Malaysia, Thailand, Singapura, Taiwan)
dan daerah beriklim sedang (temperate) seperti Cina, Jepang, Korea dan Australia
(Chou ef al. 1998; Chao et al. 2002; Go dan Whittington 2006; Song et al. 2008).
Megalocytivirus memiliki spesifisitas inang yang luas dan beberapa spesies
dari inang berpotensi menyebarkan infeksi ke spesies lain yang lebih rentan
terhadap virus (Waltzek et al. 2012; Go et al. 2006; Wang et al. 2007; Jeong et al.
2008). Menurut Subramainam et al. (2012), penyebaran virus terjadi akibat
banyeknya inang yang dapat terinfeksi pada industri akuakultur. Banyak virus
dalam eenus megalocytivirus ini yang dinamakan berdasarkan spesies inang dimana
virus ersebut ditemukan seperti African lampeye iridovirus (ALIV), murray cod
iridovirus (MCLV), dwarf gouramy iridovirus (DGIV), taiwan grouper iridovirus
= (TGINS, red sea bream iridovirus (RSIV) dan infectious spleen and kidney necrosis
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iridovirus (ISKNV).

Ikan gurami (Osphronemus goramy) merupakan spesies asli Indonesia dan
a tersebar di Asia Tenggara, juga merupakan ikan budidaya air tawar yang
pat digemari dan memiliki nilai ekonomis tinggi (Welcome 1988; Setijaningsih
/. 2007; Azrita dan Syandri 2015). Berdasarkan data statistik Kementerian
autan dan Perikanan Indonesia (2004-2015), ikan gurami merupakan komoditas
1 air tawar terbesar ke-5 setelah ikan nila (Oreochromis niloticus), ikan lele
arias spp), ikan mas (Cyprinus carpio) dan ikan patin (Pangasius spp).
idaya ikan gurami terbesar di banyak provinsi di Pulau Jawa dan Sumatera, dan
ingkatan produksi yang terjadi akibat peningkatan permintaan pasar
1yebabkan budidaya ikan gurami saat ini menyebar ke pulau-pulau lainnya di
bnesia.

Di Indonesia, Koesharyani et al. (2001) telah melaporkan wabah penyakit
o disebabkan oleh infeksi megalocytivirus pada budidaya ikan kerapu lumpur
inge-spotted grouper, Epinephelus coioides) dengan mortalitas tinggi di
atera Utara. Di Bali, Mahardika et al. (2001, 2004) juga melaporkan adanya
vah penyakit pada budidaya ikan kerapu lumpur, ikan kerapu bintik (Bleeker’s
pper, Epinephelus bleekeri) dan kerapu bebek/tikus (humpback grouper,
mileptes altivelis). Sudthongkong et al. (2002) berhasil mengisolasi
alocytivirus dari ikan hias African lampeye Aplocheilichthys normani yang
didayakan di Sumatera-Indonesia dan diekspor ke Jepang. Infeksi
alocytivirus lainnya juga dilaporkan terjadi pada ikan hias Dwarf gourami
isa lalia (Koesharyani et al. 2009). Kasus infeksi megalocytivirus pada ikan
ami yang dibudidayakan di Jawa Barat, Jawa Tengah dan Bali dilaporkan terjadi
tahun 2011-2013 (Koesharyani dan Gardenia 2013; Koesharyani et al. 2009).
Pada tahun 2016, terjadi wabah megalocytivirus di Banyumas-Jawa Tengah
o menghasilkan mortalitas lebih dari 90% dalam waktu dua minggu. Infeksi
s ini dan wabah penyakit pada ikan gurami relative baru dan belum ada data
1genai kerugian secara ekonomis yang disebabkan infeksi megalocytivirus di
pnesia. Saat ini belum ada laporan tentang terjadinya wabah penyakit yang
babkan infeksi megalocytivirus pada ikan gurami di negara lain.

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi dan mengkarakterisasi
alocytivirus yang menyerang ikan gurami. Pada penelitian ini diperoleh
srmasi iridovirus pada ikan gurami (GGIV) ini merupakan anggota genus
megalocytivirus yang erat hubungannya dengan ISKNV.

ausLaapus g ¢ J ¥t v3d1e v )

BAHAN DAN METODE

Ikan uji

Ikan terinfeksi dikoleksi dari wabah penyakit dengan mortalitas kurang lebih
90% di Banyumas, Jawa Tengah-Indonesia. Ikan gurami terinfeksi (300 g)
wmenunjukkan gejala lemah dan tidak mau makan. Pengamatan secara makroskopis
teilihat hati pucat, limpa dan ginjal membengkak. Jaringan ikan (limpa dan ginjal)
dilioleksi secara aseptik dan disimpan dalam larutan fiksatif alkohol 95% untuk
identifikasi secara molekuler dan jaringan yang dikumpulkan (pool samples) berupa
iimpa dan ginjal disimpan pada suhu -86 °C sebagai sumber virus.
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Ekstraksi DNA

entifikasi virus secara molekuler dilakukan dengan menggunakan metode
g dan kuantifikasi virus. Total DNA dari limpa, ginjal, hati dan insang

- 9n|terinfeksi secara alami tersebut diisolasi menggunakan reagen DNAzol
&l E n) dengan prosedur kerja yang telah disediakan. Pengukuran kontaminasi
Pr § ada DNA hasil ekstraksi dilakukan dengan menggunakan Nanodrop
gT "g: Scientific). DNA disimpan pada suhu -20 °C hingga digunakan dalam uji
Deriilis
s WE
E
é g rutan primer yang digunakan untuk identifikasi virus secara molekuler
=
;‘;‘ g Sequences Amplicon Reference
- 5 F3: 5’-AGGTGTCGGTGTCATTAACGACCTG-3 777 bp Kurita and
R8: 5’-TCTCAGGCATGCTGGGCGCAAAG-3’ Nakajima (2012)
F3: 5’-GGTGGCCGGCATCACCAACGGC-3’; 415bp Kurita and
R3: 5-ACGGGGTGACTGAACCTG-"3. Nakajima (2012)
-F 5-TGACCAGCGAGTTCCTTGACTT-3' 125 bp Crane and Devies
-R  5'-CATAGTCTGACCGTTGGTGATACC-3' (2006)

FAM-AACGCCTGCATGATGCCTGGC-TAMRA

Deteksi megalocytivirus

plifikasi polymerase chain reaction (PCR) dilakukan menggunakan dua
imer yang merupakan bagian dari gen major capsid protein (MCP).
ibuat berdasarkan bagian sekuen dari gen MCP megalocytivirus
IV/ISKNV) dan genom ISKNV dengan hasil amplifikasi PCR pada
ekul target 777 dan 415 bp (Kurita dan Nakajima 2012). Sekuen dari
primer F3/R3 untuk deteksi ISKNV dan pasangan primer F3/R8 untuk
egalocytivirus ditunjukkan pada Tabel 1. Pasangan primer F3/R3 juga

untuk mengkonfirmasi diagnosa infeksi virus pada uji patogenisitas.
151 PCR dilakukan menggunakan total volume reaksi sebanyak 25 pl yang
ri: mastermix Go Taq DNA polymerase reaction (Promega, pH. 8.5),
)0 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dCTP; 400 uM dTTP), MgCI2 (3
asing-masing primer reverse dan forward (10 pMol) sebanyak satu
mikroliter dan nuclease-free water serta DNA template sebanyak dua mikroliter.
Nuclease-free water digunakan sebagai kontrol negatif. Amplifikasi dilakukan
menggunakan thermal cycler (Biometra, Analytic Jena) sebanyak 35 kali reaksi (94
°C selama 30 detik, 58 °C selama satu menit, 72 °C selama satu menit dan tahap
pemanjangan akhir/final extension pada 72 °C selama tujuh menit). Uji PCR
dilanjutkan pada tahap elektroforesis dimana amplikon dianalisis pada gel agarosa
1.5% selama 25 menit, 100 volt. Gel kemudian direndam dalam larutan ethidium
bromide 0.05% dan divisualisasikan di bawah sinar ultra violet (UV) menggunakan
GelDSE,
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Sekuensing DNA dan analisis filogenetik

Urutan gen MCP yang telah diamplifikasi menggunakan pasangan primer
R3 dan F3/R8 kemudian dilakukan analisis sekuensing melalui perusahaan jasa
ersial (1st Base: www.base-asia.com). Urutan gen MCP yang diperoleh
wdian dibandingkan dengan database pada National Center for Biotechnology
rmation/NCBI  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) menggunakan basic local
nment search tool (BLAST) untuk mengidentifikasi virus penyebab infeksi
ikan gurami. Urutan DNA virus dari ikan gurami terinfeksi digunakan untuk
akukan analisis filogenetik dengan beberapa megalocytivirus lain yang ada
m database pada GenBank sebagai referensi (Sembilan urutan DNA dari
NV, enam urutan DNA dari RSIV dan tiga urutan DNA dari TRBIV) yang ada
Kurita dan Nakajima (2012). Nilai jarak antara spesies virus/strain
njukkan dari panjang dari masing-masing cabang. Beet armyworm ascovirus-
(AJ620613.1) yang merupakan anggota ascovirus digunakan sebagai out-
p. Sejarah evolusi untuk membentuk pohon filogenetik diperoleh
gounakan Maximum Composite Likelihood method dengan 1000x boostrap.
lisis evolusi dilakukan menggunakan software MEGA X (Kumar et al. 2018).
sentase dari identitas urutan nukleotida dari gen MCP di antara virus-virus
ebut disejajarkan menggunakan program MegaBLAST (Zhang et al. 2000).

dussoazuy gt 1 i 03t yu )

Kuantifikasi virus pada jaringan ikan terinfeksi

Kuantitatif PCR (qPCR) pada penelitian ini dan reaksi amplifikasi dilakukan
ra duplo menggunakan sampel DNA dari limpa, ginjal, hati dan insang ikan
feksi. Volume total sebanyak 25 pl terdiri dari Tagman® Universal Mastermix
pplied Biosystem, USA) sebanyak 12.5 ul; masing-masing primer RSIV-RT
ard dan reverse (20uM) sebanyak satu mikroliter; Tagman RSIV probe (10
) sebanyak 0.5 pl; RNAse free water sebanyak sembilan mikroliter dan DNA
plate (50 ng) sebanyak dua mikroliter. Amplifikasi sebanyak 40 kali reaksi
iri dari 90 °C selama dua menit, 95 °C selama 10 menit dan 95 °C selama 15
, serta 60 °C selama satu menit. Data dianalisis menggunakan sofiware
1.49 Rotor-gene Q. Kurva standard dihasilkan oleh hasil amplifikasi dari
genceran serial plasmid (105, 10, 10%) dan no-template control (NTC)
disertakan pada uji ini sebagai kontrol negatif. Primer efisiensi sebesar 95%
diperoleh dari nilai slope sementara nilai R? > 0.99. Nilai threshold cycle (Ct) dan
pengaturan baseline dilakukan secara otomatis.

Isolasi virus

Isolasi virus dilakukan menggunakan jaringan ikan terinfeksi (limpa dan
ginjal) sebanyak satu gram yang dihomogenasikan dengan phosphate buffer
saline/PBS steril pH 7.4 (PBS, Gibco) sebanyak sembilan mililiter. Suspensi
Jaringan tersebut disentrifugasi pada 1500 rpm selama 15 menit pada suhu 4 °C lalu
disaring menggunakan membran filter 0.45 pm (Millipore, USA). Supernatant
nomogenate yang dihasilkan disimpan pada suhu -86 °C untuk uji patogenisitas
Virus.
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Uji patogenisitas

an sehat dengan bobot rata-rata 62.77+16.22 g diperoleh dari lokasi
ikan gurami di Citayam-Jawa Barat dan dipelihara dalam wadah
1 500 liter dengan dilengkapi aerasi dan suhu air dipertahankan pada 25-

- ber

%O ‘ E), an diaklimatisasi selama paling sedikit tiga minggu sebelum pengujian
ZlilaKueaR untuk aklimatisasi dan diberi pakan komersial (Chaoroen Phokpand
Pri § lonesia). Sebelum digunakan dalam penelitian, ikan telah diuji bebas
2/ dalBeytivirus menggunakan analisis PCR dengan primer spesifik dari Kurita dan
Nalj § (2012). Sebanyak 60 ekor ikan digunakan dan dibagi menjadi dua
X sOk: kontrol dan injeksi. Masing-masing kelompok terdiri dari 10 ekor ikan
22)1 ¢ g a ulangan masing-masing ditempatkan dalam wadah berukuran 50 liter
5 g ngkapi dengan aerasi. Pada kelompok injeksi, ikan diinjeksi secara
antr SHiloneal dengan supernatant homogenate sebanyak 0.2 ml yang telah
dipégsipkan sebelumnya dan disimpan pada suhu -86 °C. Tkan pada kelompok

injeksi dengan PBS steril (pH 7.4) sebanyak 0.2 ml. Pengamatan terhadap
ra gejala klinis, perubahan tingkah laku dan mortalitas ikan uji dilakukan
i selama 14 hari. Sampel jaringan berupa limpa dan ginjal dari ikan yang
1 mortalitas dikoleksi dan disimpan dalam larutan fiksatif alkohol 95%
alisis PCR untuk memastikan mortalitas yang terjadi disebabkan oleh
S.
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Analisis histopatologi dan negative staining

pel jaringan (limpa dan ginjal) dari ikan yang hampir mati dari kelompok
simpan dalam larutan fiksatif normal buffered formalin (NBF) 10%
4 jam sebelum dipindahkan ke dalam larutan fiksatif alkohol 70%.
erfiksasi tersebut kemudian diproses untuk analisis histologi dan ditanam
afin. Irisan jaringan setebal lima mikrometer lalu dideparafinasi, diwarnai
akan hematoksilin-eosin (HE) dan diamati menggunakan mikroskop
)lympus Life Science) pada pembesaran 40-100x.

pel untuk pengamatan menggunakan fransmission  electron
pe/TEM diambil dari sampel jaringan (limpa dan ginjal) dari ikan
dan disimpan dalam larutan fiksatif 2.5% glutaraldehida dalam larutan
ffer kakodilat dengan penambahan 3% sukrosa. Post-fiksatif dilakukan
enggunakan larutan 2% osmium tetroksida dalam 2.5% K3Fe(CN)s
dengan penambahan 3% sukrosa. Dehidrasi, infiltrasi, embedding dan proses
sclanjutnya hingga diperoleh blok jaringan yang siap dipotong dengan ketebalan
antara 50-100 nm menggunakan ultramikrotom. Pewarnaan uranil asetat (positive
staining) dilakukan pada irisan ul/trathin dari masing-masing spesimen sebelum
diamati dengan mikroskop elektron TEM (JEOL 1010, 80.0 kv) dengan pembesaran
12.000x (Lampiran 1).

Supernatant homogenate dari ikan terinfeksi yang disimpan pada suhu -86 °C
kemudian disentrifugasi pada 100.000xg selama satu jam pada suhu 4 °C
menggtunakan ultrasentrifugasi (Hitachi CS 150NX dengan S50A-2002 rotor).
Pelet vitus yang dihasilkan kemudian diresuspensi dalam satu mililiter PBS pH 7.4
steril. Vegative staining dilakukan dengan meneteskan larutan virus sebanyak 10 pl
pada giid kemudian diwarnai dengan pewarnaan uranil acetate sebelum diamati
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}r'nenggunakan TEM dengan pembesaran 30.000x. Analisis negative staining dan
pengamatan morfologi virus pada sayatan jaringan menggunakan ultramikrotom
aakukan di Laboratorium TEM dan Histologi-Eijkman Institute, Jakarta.

Analisis protein sel utuh menggunakan SDS-PAGE

Protein virus dianalisis dengan SDS-PAGE (Dong et al. 2008). Protein virus
anyak 20 pl dipisahkan menggunakan 12% polyacrylamide gel (Mini-Protean
a Cell, Bio-Rad) dan kemudian diwarnai dengan Coomassie Blue (Bio-Rad).
tained SDS-PAGE standards, Kaleidoscope (Bio-Rad) digunakan sebagai
idard untuk menentukan berat protein virus.

dysaaarun) g q1 yiu 21d1> Yo )

HASIL DAN PEMBAHASAN

Amplifikasi DNA dari isolat virus dari ikan gurami menghasilkan hasil positif
alocytivirus menggunakan pasangan primer F3/R8 dan juga positif ISKNV
1ggunakan pasangan primer F3/R3. Pita DNA dihasilkan pada target produk
R (berat molekul pada 777 dan 415 bp). Hasil analisis PCR ditunjukkan pada
nbar 3.

bp bp

1500 1500
1000 — 1000
500 500
100 100

Gambar 3 Amplifikasi PCR gen major capsin protein/MCP megalocytivirus dari
ikan gurami menggunakan primer spesifik untuk mengidentifikasi
ISKNV dengan target 415 bp (kiri) dan primer universal untuk deteksi
megalocytivirus dengan target 777 bp (kanan). DNA ladder 100 bp
(Promega)
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Pada penelitian ini digunakan dua set primer dari Kurita dan Nakajima (2012)
menghasﬂkan pita DNA spesifik untuk megalocytivirus dan ISKNV. Analisis
ng dan BLAST menunjukkan amplikon dari pasangan primer F3/R3
engan genom lengkap ISKNV (KT781098.1) sedangkan amplikon dari

pasafgan primer F3/R8 menghasilkan homologi sebesar 99%. Analisis selanjutnya
dnt S ghasilkan pohon filogenetik digunakan urutan nukleotida dari amplikon
PCR@8Agan target berat molekul sebesar 415 bp.

::% lisis filogenetik dari urutan nukleotida megalocytivirus yang menginfeksi
gl 1, megalocytivirus lainnya dari GenBank (Kurita dan Nakajima 2012)

rroup Beet armyworm ascovirus-USA (AJ620613.1) yang merupakan
amily Iridoviridae menghasilkan tiga clade dari genus megalocytivirus
RSIV dan TRBIV) masing-masing sebagai spesies virus yang berbeda.
ogenetik dari gen MCP isolat virus asal ikan gurami (giant gourami
/GGIV) menunjukkan anggota baru dalam genus megalocytivirus yang
k cluster dengan ISKNV (Gambar 4). Hasil penelitian ini menguatkan
lainnya yang dilakukan oleh Koesharyani dan Gardenia (2013). Menurut
al. (1998), gen MCP merupakan gen yang terkonservasi dan sangat sesuai
gidentifikasi hubungan filogenetik antara isolat yang berkerabatan dekat.
urutan nukleotida gen MCP dari GGIV telah disimpan dalam database
pada National Center for Biotechonology Information (NCBI) dengan
number MN509585.
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JQ253371.1 Grouper Megalocytivirus - Malaysia

AY989901.1 Dwarf gourami iridovirus - Australia

JF264350.1 Giant seaperch iridovirus - Taiwan

AY936203.1 Murray cod iridovirus - Australia L ISKNV

AB666337.1 Reddrum Infectious spleen and kidney necrosis (ISKNV) Malaysia

AB666340.1 Grouper ISKNV - Hongkong

AB666338.1 Seabass ISKNV - Malaysia

AB109368.1 African lampeye iridovirus - Indonesia

- AB669096.1 Banggai cardinal ISKNV - Southeast Asia -

90, AB666319.1 Red seabream iridovirus (RSIV) China 3
AB666318.1 RSIV Korea

1[75 | AY310918.1 RSIV - Japan

5 AY310917.1 Sea bass iridovirus - South China

5| 2| AB109370.1 Grouper sleepy disease iridovirus - Thailand

70' AY532609.1 Rock bream iridovirus - Korea -

AY590687.2 Turbot reddish body iridovirus (TRBIV) China
TRBIV

w
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- RSIV

2

AY633989.1 Korean flounder iridovirus - Korea
EU276417 1 Olive flounder iridovirus - Korea
AJ620613.1 Beet armyworm ascovirus - USA

020

Gambar 4 Analisis filogenetik gen major capsin protein/MCP megalocytivirus
dari ikan gurami (giant gourami iridovirus/GGIV) dengan beberapa
anggota megalocytivirus lainnya. Jarak evolusi dihitung berdasarkan
metode maximum composite likelihood. Analisis evolusi dilakukan
menggunakan program MEGA X.
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Analisis pairwise distance untuk memperkirakan penyimpangan evolusi

(evolutionary divergence) di antara urutan nukleotida dari beberapa virus tersebut
cnunjukkan penyimpangan genetik yang lebih dekat (0.034-0.058) antara urutan
leotida dari GGIV dan urutan nukleotida dari anggota clade ISKNV lain yang
nakan pada penelitian ini. Analisis penyimpangan genetik dari isolat-isolat
s tersebut menunjukkan jarak genetik antara urutan nukleotida GGIV dengan
gota clade ISKNV lainnya sangat dekat dibandingkan anggota clade RSIV dan
BIV. Penyimpangan genetik terjauh (2.685) dihasilkan dari out-group ascovirus
bel 2).
Pensejajaran nukleotida (nucleotide alignment) menunjukkan tingkat
amaan (homology) sebesar 97-99.5% dari urutan nukleotida dalam anggota
Je ISKNV yang digunakan dalam penelitian ini (Tabel 3). Tingginya tingkat
amaan urutan nukleotida gen MCP antara GGIV dan anggota clade ISKNV
wunjukkan virus tersebut merupakan minor variant/strain dari ISKNV (genus
alocytivirus). International Committee on Taxonomy of Viruses menyatakan
a semua megalocytivirus yang merupakan varian dari ISKNV, RSIV atau
BIV memiliki kesamaan pada urutan nukleotida gen MCP dan adenosine
osphatase (ATPase) sebanyak lebih dari 94% (Chinchar et al. 2005)

He BRI ()
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Tabel 3. Perseﬂt%eﬁamﬁlogi sl kleotida dari gen major capsid protein (MCP) antara isolat giant gourami iridovirus (GGIV) dan 18
O I "
e E i i& us megalocytivirus (ISKNV, RSIV dan TRBIV). Data diambil dari database pada Genbank dan

MegaBLAST.
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Analisis kuantitatif PCR dari beberapa organ/jaringan ikan terinfeksi GGIV
1jukkan limpa mengandung konsentrasi (jumlah copy DNA) virus yang paling

andingkan organ lainnya yang diuji (Gambar 5). Ginjal dan insang juga
ng konsentrasi virus yang tinggi, dan terendah teramati pada hati. Ito et

A ) melaporkan infeksi buatan melalui injeksi intraperitoneal RSIV yang
’a%ip rak pada sel Grunt Fin (GF) dan hasil analisis kuantitatif DNA virus
Fers enunjukkan limpa merupakan organ target infeksi RSIV pada Japanese
g’tm (Seriola  quinqueradiata). Diagnosis megalocytivirus banyak
Tner pkan limpa dan ginjal dan hal ini disebabkan banyaknya konsentrasi

o
=

irus pada kedua organ tersebut (Mahardika et al. 2004; Fauquet et al.
pi et al. 2000).

dpstoan:) g d ] sz v )

k= ﬁ Ginjal
>
g | é Limpa
g | é 3 Hati
]
’ ﬁ & Insang
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?};

Ikan Sakit ke-

Q
)

) Hasil analisis quantitative PCR (qPCR) dari giant gourami iridovirus
(GGIV) pada beberapa organ (ginjal, limpa, hati dan insang) dari lima
ekor ikan yang dikoleksi dari kasus wabah penyakit (ikan gurami yang
terinfeksi secara alami)

Supernatant homogenate dari jaringan (limpa dan ginjal) ikan terinfeksi
digunakan untuk pengujian infeksi buatan. Hasil uji menunjukkan GGIV sangat
virulen pada ikan gurami yang diinjeksi secara intraperitoneal pada uji
patogenisitas virus. Hasil uji menunjukkan gejala klinis dari ikan kelompok injeksi
mulai terlihat pada hari ke-5 pasca-infeksi. Gejala klinis ikan yang terinfeksi seperti
lemah; <icehilangan nafsu makan, warna tubuh menjadi gelap atau pucat dan
berenang tidak beraturan (berenang lemah sambil mengeluarkan gelembung-
gelembung pada permukaan air) dibandingkan ikan sehat seperti yang terlihat pada
kelompok kontrol. Mortalitas ikan uji mulai terlihat pada kelompok ikan yang
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diinjeksi virus pada hari ke-8 pasca-infeksi dan mencapai mortalitas kumulatif
sebesar 93% pada hari ke-12 pasca-infeksi sementara tidak ada mortalitas yang
somati pada kelompok kontrol (Gambar 6). Hampir semua ikan uji kelompok
ksi mengalami mortalitas, dan hanya tersisa sedikit selama 14 hari uji tantang
gan GGIV. Ikan terinfeksi meunjukkan abnormalitas berupa hati pucat, limpa
ginjal membengkak (Gambar 7). Analisis PCR mengkonfirmasi GGIV
pakan penyebab mortalitas ikan uji kelompok injeksi dari hasil pengamatan
gan ikan tersebut positif terinfeksi ISKNV (Gambar 8).

dpssoaru) gd 1 i v yv @)
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=4 50 A
i @@= K ontrol
£ w0
'Té 30 A == Injeksi
) 20 -
=
10 4
0 A

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Hari pasca-injeksi

nbar 6 Persentase mortalitas kumulatif pada uji infeksi buatan. Ikan yang
diinjeksi secara intraperitoneal dengan supernatant homogenate
jaringan limpa dan ginjal dari ikan gurami yang terinfeksi alami. Ikan
pada kelompok kontrol diinjeksi secara intraperitoneal dengan
phosphate buffer saline/PBS steril

Mortalitas ikan uji pada penelitian ini hampir sama dengan mortalitas pada
s wabah infeksi alami di Banyumas, Jawa Tengah. Hasil penelitian ini juga
pir sama dengan infeksi ISKNV yang menyebabkan mortalitas 100% dalam
tu 7-10 hari pasca-infeksi pada ikan mandarin (Siniperca chuatsi). Supernatan
10genate yang mengandung DGIV dari dwarf gourami (Colisa lalia) terinfeksi
nginduksi mortalitas sebesar 90% pada benih murray cod (Maccullochella peelii
 peelii), dan juga African lampeye (Aplocheilichthys normani) yang terinfeksi

African lampeye iridovirus (ALIV) menyebabkan infeksi hingga menyebabkan

mortalitas hampir 100% (Go dan Whittington 2006; He ef al. 2000; Sudthongkong
et al. 2002; Ito et al. 2013).
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Limpa normal dari ikan gurami sehat (A) dibandingkan dengan limpa
yang membesar pada ikan yang terinfeksi (B) dan hati normal (C)
dibandingkan dengan hati pucat dari ikan gurami yang terinfeksi (D)
pada uji infeksi buatan.

Gambar 8 Hasil analisis polymerase chain reaction (PCR) sampel campuran
jaringan limpa dan ginjal dari ikan yang mengalami mortalitas. M:
marker 100bp DNA ladder (Promega); P: kontrol positif; N: kontrol
negatif, baris 1-4: sampel dari ikan kelompok injeksi.

itasil analisis histopatologi memperlihatkan adanya sel basofilik
hipertrepi/hypertrophic cells yang terlihat pada pengamatan sayatan limpa dan
ginjal dengan menggunakan mikroskop cahaya (Gambar 9). Limpa ikan gurami
terinfeksi menunjukkan nekrosis parah dan hemoragi dengan banyak badan inklusi
intrasmoplasmik dan intranuklear.
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nbar 9 Limpa dari ikan gurami menunjukkan nekrosis parah dengan banyak
badan inklusi intrasitoplasmik (v) dan intranuklear (*) serta hemoragi
teramati pada sayatan jaringan limpa (A) dan ginjal (B). Pewarnaan
Hematoksilin-Eosin (HE) dengan pembesaran 400x, garis putih 20 um

Nekrosis dan sel basofilik hipertropi dengan inklusi sitoplasmik merupakan
\kteristik histopatologi yang khas infeksi megalocytivirus (Sudthongkong et al.
2; Jancovich et al. 2012). Banyak sel hipertropi tersebut ditemukan pada
berbagai organ ikan yang terinfeksi. Xu ef al. (2008) melaporkan adanya jaringan
nekrosis dan sel hipertropi pada ginjal dan limpa. Penelitian yang dilakukan oleh
He et al. (2000; 2002) memperlihatkan sel-sel hipertropi pada limpa, jaringan
hematopoietik pada ginjal, jaringan ikat kranial dan endokardium. Sel-sel tersebut
Juga dapat dijumpai pada hati, usus dan insang dari ikan mandarin yang terinfeksi
ISKNV. Badan inklusi yang mengandung virus akan mengisi sitoplasma dan
selanjutnya dapat menekan inti sel. Viraemia menyebabkan penyebaran infeksi
virus ke hampir semua organ ikan terinfeksi (Mcdermott et al. 2013). Menurut
sung-Schroers et al (2016), ikan terinfeksi virus tersebut akhirnya mati akibat
kesagalan fungsi organ.
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Pengamatan hasil negative staining dengan menggunakan transmission
ron microscope (TEM) memperlihatkan partikel mirip virus (virus-like
dengan bentuk icosahedral dengan diameter sekitar 150-200 nm (Gambar
ga hasil sayatan ultra dari limpa dan ginjal ikan terinfeksi yang diamati
kan TEM (Gambar 11). Diameter partikel ini hampir sama dengan
\ggota megalocytivirus lainnya. Menurut Chinchar (2011) partikel virus
locytivirus memiliki morfologi icosahedral dengan diameter sekitar 125-
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Gambar 10 Partikel seperti virus (virus-like particle) terlihat dari pengamatan
| negative staining (uranil asetat) menggunakan transmission electron
microscope (TEM) dengan pembesaran 30.000x.

QLIosAluN g ueeseisndiog



25

AETRE LS G

Lt |

1
]
Lt

jaringan ginjal (A) dan limpa (B) ikan gurami terinfeksi menggunakan
transmission electron microscope (TEM) dengan pembesaran 12.000x.
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‘%Gémbar 11 Partikel seperti virus (virus-like particle) terlihat dari pengamatan
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Pada analisis profil protein sel utuh dari isolat megalocytivirus dari ikan
ani giant gourami iridovirus (GGIV) yang telah dipurifikasi dilakukan dengan
uakan metode SDS-PAGE menghasilkan 21 pita protein dengan ukuran

antg hingga 202 kDa (Gambar 12). Pita 6 yang merupakan pita protein yang
pali al dengan berat molekul sekitar 40-60 kDa diduga merupakan protein
aaj sid protein (MCP) dari megalocytivirus.

kDa M GGIV
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2 Profil protein giant gourami iridovirus (GGIV) menggunakan analisis
SDS-PAGE dengan 12% polyacrylamide gel

fil polipeptida dari OSGIV-HN11 (megalocytivirus pada orange-spotted
pinephelus coioides) yang telah dipurifikasi memperlihatkan pita protein
»al teramati pada berat protein sekitar 47.5 kDa dan telah teridentifikasi
CP (Ma et al. 2012). Profil polipeptida pada isolat SKIV-ZJ07 yang
lari spotted knifejaw (Oplegnathus punctatus) menggunakan sel mandarin
MFF-1 memperlihatkan MCP berupa pita tebal pada 49.9 kDa. MCP
berat protein sekitar 50 kDa, merupakan protein utama yang dihasilkan
olehiridovirus selama proses infeksi dan dapat mencapai 45% dari keseluruhan
protein virus (Kelly dan Tinsley 1972; Willis et al. 1985; Black et al. 1981). Hal
vang hampir sama juga dinyatakan oleh Fauquet er al. (2005) bahwa sekuen
lengkap gen MCP (1362 bp) menghasilkan protein pada berat 48-55 kDa yang
mencakup 40% dari total protein virus. Iridovirus terdiri dari empat komponen
utame yaitu inti, membran lipid bagian dalam, capsid icosahedral dan komponen
membian luar berupa viral envelope (Whitley et al. 2010). Myristylated membrane
protein/IMP (target protein ISKNV-ORF007) telah diketahui merupakan protein
envelope utama dari megalocytivirus (Dong et al. 2011, Shuang et al. 2013).
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Penelitian yang dilakukan oleh Ma et al. (2012) dan Dong et al. (2010)
memperlihatkan lebih dari 30 pita protein yang teramati pada gel poliakrilamid.
3erdasarkan gen MCP (complete genome 1362 bp), isolat SKIV-ZJ07 (Cina) dan
IV-HN11 (Cina) serta RSIV-U1 (Jepang) masuk dalam tipe spesies yang sama
genus megalocytivirus. Perbedaan jumlah pita protein dengan yang peroleh dari
1 analisis profil virus utuh dengan SDS-PAGE pada penelitian ini diduga karena
[V termasuk dalam ISKNV, spesies lain dari genus megalocytivirus. Perbedaan
nya diduga disebabkan konsentrasi virus yang digunakan. Menurut Shinmoto et
2009) perbedaan di antara strain dengan genotip yang identik dapat disebabkan
adanya perbedaan fenotip seperti virulensi, kecepatan replikasi dan
genisitas virus.

Virus merupakan organisme obligat intraseluler yang terdiri dari inti
A/RNA yang diselubungi mantel protein atau lipoprotein. Virus memperbanyak

di dalam sel inang dengan menggunakan mesin sintesis asam nukleat dan
ein inang sehingga mengganggu sintesis protein dan fungsi sel normal inang.
s masuk ke dalam sel dengan menggunakan reseptor permukaan sel dan
1imbulkan infeksi. Beberapa virus memiliki capsid yang diselubungi oleh
san fosfolipid sel inang yang didapatkan pada saat budding untuk melepaskan
dari sel inang. Envelope tersebut memberikan proteksi lebih pada virus terhadap
m protease. Antigen pada envelope tersebut dapat menjadi target antibodi yang
at mencegah infeksi pada sel inang dengan bantuan komplemen.
Hasil penelitian Dong et al. (2010) menunjukkan lebih dari 30 pita protein
gan 10 pita protein yang tebal. Hasil tersebut dianalisis lebih lanjut
1ggunakan MALDI-TOF/MS dan berhasil mengidentifikasi 14 pita protein.
anyak 12 pita merupakan protein dari megalocytivirus yaitu RBIV DNA
ling protein (RBIV-ORF058L), OSGIV-ORF075L, RBIV putative NTPase
059L), RBIV-ORF068L, OSGIV-ORFO087R, RSIV-putative phosphatase,
V myristylated membrane protein, GSIV major capsid protein (MCP), OSGIV-
038L, RBIV-ORFO053L, OSGIV-putative ankyrin repeat protein (OSGIV-
121L), RBIV-ORFO053L, OSGIV-ORF097L dan OSGIV-ORF097L yang
ing-masing merupakan pita protein 1, 2, 3, 9, 10, 11, 12, 14, 16, 18, 20, 26, 27
dan 28. Pita 18 dan 26 teridentifikasi merupakan RBIV-ORFO53L dan pita 27, 28
merupakan OSGIV-ORF097L.

Pada analisis selanjutnya Dong et al. (2010) menggunakan LC—MS/MS untuk
mengidentifikasi delapan protein virus baru dari enam pita protein. Pita 2
metrupakan OSGIV-ORFO055L dan pita 23; 24 berkaitan dengan ISKNV-ORF100L.
Pita 13, 29 dan 30 merupakan campuran protein yang mengandung sedikitnya
masing-masing tiga protein megalocytivirus. Pita 13 LYCIV-ORFO037L merupakan
satu-satunya protein megalocytivirus yang unik. OSGIV-ORF080R, RBIV-
ORFO056L dan OSGIV-ORFO019L merupakan protein yang ditemukan pada pita 29.
RBIV-ORF075R, RBIV-ORFO89R dan OSGIV-ORF099R merupakan protein
spesifik pada pita 30. Pita 1 dengan berat protein 145.1 kDa merupakan DNA
binding protein; pita 2 pada berat protein 112.9 kDa merupakan transmembrane
domain; pita 3 pada berat protein 101.8 kDa kemungkinan merupakan N7Pase,
#CrD Arg-Gly-Asp domain, transmembrane domain, pita 9 pada berat protein 53.5
kba merupakan transmembrane domain; pita 10 pada berat protein 59.3 kDa
mcrupakan transmembrane domain; pita 11 pada berat protein 58.1 kDa
lkemungkinan merupakan phosphatase, transmembrane domain; pita 12 pada berat
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protein'49.9 kDa merupakan RGD Arg-Gly-Asp domain; pita 13 pada berat protein
9 (RGD Arg-Gly-Asp domain), 49.6 kDa (transmembrane domain) dan 51.4 kDa
embrane domain); pita 14 pada berat protein 49.9 kDa merupakan MCP,
brane domain; pita 16 pada berat protein 38.6 kDa merupakan
brane domain, signal peptide; pita 18 pada berat protein 34.9 dDa
n serine-threonine protein kinase, RGD Arg-Gly-Asp domain; pita 20
protein 25.2 kDa merupakan transmembrane domain; pita 21 pada berat
5.3 kDa merupakan virus-specific 2-cysteine adaptor; pita 23/24 pada

131

)
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be ein 19.8 kDa (tidak dikenali); pita 26 pada berat protein 34.9 kDa
Gne n serine-threonine protein kinase, RGD Arg-Gly-Asp domain; pita 27
Pad t protein 19.3 kDa (tidak dikenali), pita 28 pada berat protein 18.6 kDa
gtid enali); pita 29 pada berat protein 18.8 kDa (transmembrane domain,

apsioatu) g g | uities vpdi Yo ge)

3ig ptide), 34.1 kDa (serine-threonine protein kinase, RGD Arg-Gly-Asp
&lon lan 12.3 kDa (transmembrane domain); pita 30 pada berat protein 17.3
kD k dikenali), 7.3 kDa (transmembrane domain, signal peptide) dan 15.6
kD CS, Viral suppressor of cytokine signalling protein).

SIMPULAN

il analisis filogenetik gen major capsid protein (MCP) dari virus yang
si ikan gurami mengenalkan anggota baru dari genus megalocytivirus,
ami iridovirus/GGIV, yang merupakan minor variant/strain dari ISKNV.
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SARAN

a penelitian ini hasil analisis SDS-PAGE belum dapat mengidentifikasi
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pita >in dari GGIV. Perlu dilakukan analisis proteomik lebih lanjut untuk
me tifikasi pita protein tersebut sehingga dapat diperoleh informasi bagian-
bag unogenik dari virus.
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PENGEMBANGAN KULTUR SEL PRIMER DARI LIMPA
IKAN GURAMI (Osphronemus goramy) UNTUK
PERBANYAKAN GIANT GOURAMI IRIDOVIRUS (GGIV)

Abstrak

Kasus infeksi megalocytivirus menimbulkan kerugian ekonomi yang cukup
gi yang disebabkan besarnya mortalitas yang terjadi pada ikan yang terinfeksi.
ak 2011, megalocytivirus telah diketahui merupakan patogen utama pada ikan
ami (Osphronemus goramy) di Indonesia, terutama di Jawa Barat, Jawa Tengah,
Bali. Penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan kultur sel primer dari
pa ikan gurami (Osphronemus goramy) sebagai sel inang untuk memperbanyak
alocytivirus secara in vitro. Pembuatan kultur sel primer dari limpa ikan gurami
lilakukan melalui disosiasi sel secara enzimatik. Hasil penelitian menunjukkan
a sel primer (sel GPs) dapat tumbuh dengan baik pada suhu 27 °C dan
ambahan 10% serum dalam medium L-15 cukup baik untuk pertumbuhan sel.
GPs yang diinfeksi dengan megalocytivirus yang diisolasi dari ikan gurami
nt gourami iridovirus/GGIV) memperlihatkan sel yang mengalami pembesaran
membulat. Virus yang diperbanyak pada kultur sel GPs sangat virulen ketika
jeksikan pada ikan gurami pada percobaan infeksi buatan. Pengenceran
ernatan virus yang diinjeksikan pada ikan gurami secara intraperitoneal
ighasilkan mortalitas 100% dalam waktu 7-11 hari setelah infeksi dan infeksi
an secara kohabitasi menghasilkan mortalitas 97% dalam waktu 21 hari dengan
ormalitas pada hati dan limpa. Sel primer GPs telah berhasil disubkultur hingga
dari 30 pasase dan sel primer ini suseptibel terhadap infeksi GGIV yang
pakan patogen penyebab infeksi ISKNV pada budidaya ikan gurami.

Qsaoeu 3 g ] v vpdi> )

kunci: ikan gurami, kultur sel primer, megalocytivirus, Osphronemus goramy

Abstract

Megalocytivirus caused significant economic losses due to severe mortality
of infected fish. Since 2011, megalocytivirus has become a main pathogen in giant
gourami (Osphronemus goramy), particularly in West Java, Central Java and Bali.
The aim of study was to develop primary cell cultures from its spleen as target
organ for propagating megalocytivirus in vitro. We developed primary cell from
spleen by enzimatic dissociation. The result showed that primary cell (GPs cell)
can grow well at 27 °C and 10% serum in L-15 medium was sufficient for cells
growth. GPs cells were infected with giant gourami iridovirus (GGIV) showed
eniargement and rounding cells. Virus propagated in GPs cells was highly virulent
when injected to giant gourami in artificial infection. Intraperitoneal injection
oxperiments of diluted virus supernatant showed 100% mortality within 7-11 dpi
and 97% mortality in 21 days by cohabitation with abnormalities were observed in
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spleen and kidney. In conclusion, GPs cell was successfully subcultured for more
than 30 passages and was found to be susceptible to GGIV.

Ke s: giant gourami, megalocytivirus, Osphronemus goramy, primary cells
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g =20duksi perikanan budidaya dunia mengalami peningkatan dengan
Znclomsdhya permintaan produk-produk perikanan sebagai sumber makanan
:]'{Su g niam 2012). Di Indonesia, produksi perikanan budidaya juga terus
Sner e peningkatan. Tahun 2013, produksi gurami dunia mengalami
E) s¥alan produksi dan saat ini Indonesia memberikan kontribusi terbesar
dengasi@apaian 94.605 ton (96,1 persen) dari total produksi ikan gurami dunia.

gurami (Osphronemus goramy) merupakan ikan asli Indonesia yang
lkan ke negara Asia lainnya dan dibudidayakan (Welcomme, 1988). Saat
ourami telah menjadi komoditas ikan di Asia Tenggara. Ikan gurami
n salah satu komoditas unggulan pada budidaya air tawar dengan nilai
yang tinggi. Harga ikan gurami yang tinggi dan stabil, bahkan cenderung
t, menjadikan ikan ini prospektif untuk dibudidayakan (Nuryati et al.
in gurami merupakan komoditas unggulan ke-5 di Indonesia dan budidaya
lah meluas hampir di seluruh Indonesia.

uasnya budidaya gurami di Indonesia tanpa mengikuti cara budidaya
akan meningkatkan resiko terjadinya wabah dan penyebaran penyakit di
lidaya ikan tersebut. Peningkatan produksi perikanan melalui intensifikasi
menyebabkan menurunnya kualitas lingkungan yang pada akhirnya
lkan masalah penyakit yang menyerang ikan (Sommerset et al. 2005).
ang merupakan agen penyakit pada ikan budidaya tersebut menimbulkan
erugian bagi pembudidaya akibat tingginya mortalitas. Hal tersebut
bkan penurunan produksi maupun peningkatan biaya produksi untuk
langannya (Murray dan Peeler 2005).

egalocytivirus merupakan salah satu genus dalam family Iridoviridae yang
saatinl telah menjadi masalah besar penyebab turun dan gagalnya produksi serta
menimbulkan kerugian ekonomi yang besar pada perikanan air tawar, ikan laut dan
ikan hias (Kurita dan Nakajima 2012, Subramaniam et al. 2012). Saat ini,
megalocytivirus semakin banyak ditemukan dan dikarakterisasi (Fu et al. 2015).
Anggota genus megalocytivirus antara lain red sea bream iridovirus (RSIV)
(Inouye er al. 1992), infectious spleen and kidney necrosis virus (ISKNV) (He et al.
1998) dan turbot reddish body iridovirus (TRBIV). Giant gourami iridovirus
(GGIV) telah diusulkan sebagai anggota baru megalocytivirus dari ikan gurami
vang termasuk dalam strain ISKNV (Sukenda et al. 2020).

Kultur sel dengan tingkat kerentanan terhadap virus yang tinggi merupakan
sarana yang penting untuk isolasi, propagasi dan karakterisasi virus lebih lanjut
(Subraianiam et al. 2012). Menurut Lakra et al. (2011), kultur sel adalah metode
vang lezim untuk menentukan keberadaan virus pada ikan sehat atau mengisolasi
virus dari ikan yang terinfeksi, sehingga penting bagi kultur sel untuk memiliki
kerentanan tinggi terhadap infeksi virus. Dari lima genus family Iridoviridae,
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sebanyak tiga genus (ranavirus, lymphocytivirus dan megalocytivirus) yang
merupakan agen penyebab penyakit dengan tingkat mortalitas yang tinggi
Villiams et al. 2005). Berbeda dengan ranavirus yang lebih mudah untuk
erbanyak dalam berbagai jenis kultur sel, lymphocytivirus dan megalocytivirus
untuk diperbanyak (Chao et al. 2004; Chen et al. 2004; Imajoh et al. 2007).
ini yang menyebabkan pentingnya pengembangan kultur sel yang cocok untuk
wumbuhkan dan memperbanyak virus-virus tersebut.

Kultur sel menjadi inang bagi virus dan sangat dibutuhkan dalam
cembangan vaksin berbasis kultur sel (Imajoh et al. 2007; Wen et al. 2008,
g et al. 2010). Aplikasi kultur sel untuk pengembangan vaksin ini bersifat
isional, namun efektif untuk mencegah penyakit viral. Beberapa kultur sel
k produksi vaksin telah berhasil dikembangkan. Vaksin RSIV inaktif
malin-killed) yang diperbanyak dalam kultur sel GF (Grunt Fin, berasal dari
b ikan blue striped grunt Haemulon sciurus) saat ini telah tersedia secara
ersial di Jepang (Caipang et al. 2006). Sel GF cocok untuk memperbanyak
V dalam produksi vaksin (Nakajima et al. 2002). Sedangkan kultur sel MFF-1
indarin fish fry berasal dari larva mandarin fish Siniperca chuatsi) cocok untuk
nperbanyak ISKNV dari ikan mandarin (Dong et al. 2008). Namun sel GF tidak
>ptibel terhadap GGIV yang terlihat dari upaya memperbanyak virus tersebut
k menghasilkan cytophatic effect.

Penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan kultur sel primer dari limpa
\ gurami (Osphronemus goramy) sebagai sel inang untuk memperbanyak
alocytivirus secara in vitro.

Qpsadarurrg o [ yyne vadi> Yo @

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Virologi dan Biologi Molekular
alasi Riset Pengendalian Penyakit Ikan (IRP2I) Depok-Jawa Barat, Indonesia
bulan Agustus 2017 hingga April 2019. Ikan sakit yang digunakan pada
elitian ini berasal dari wabah penyakit pada budidaya ikan gurami dengan
‘i alitas 90% di Banyumas, Jawa Tengah. Ikan terinfeksi (rata-rata berat sekitar
00 gr) menunjukkan gejala klinis antara lain lemah, tidak mau makan, hati pucat
serta limpa dan ginjal membengkak. Sampel limpa dan ginjal dijadikan satu (pooled
sample) dan disimpan pada suhu -86 °C sebagai sumber virus dalam pembuatan

Supernatant homogenate.
Kultur sel primer dari limpa ikan gurami

Prosedur kultur sel dan subkultur dilakukan seperti yang dijelaskan oleh
Huang et al. (2009) dan Kawato et al. (2017) dengan sedikit modifikasi. Tkan
gurami sehat diperoleh dari lokasi budidaya ikan di Citayam Jawa Barat. Limpa
sebanyak 50 gram, yang telah diuji polymerase chain reaction/PCR bebas dari
miteksi megalocytivirus, dikoleksi secara aseptik kemudian dipindahkan ke cawan
vefri steril yang berisi medium Leibovitz-15 (L-15, Gibco/BRL Life Technologies)
dengan tambahan 10x antibiotic-antimikotic (anti-anti, Gibco/BRL Life
Technologies). Jaringan tersebut dipotong menjadi berukuran sekitar 1x1 mm?
menggunakan gunting steril, kemudian direndam dalam larutan 10x anti-anti
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sebanyak 3 kali masing-masing selama 10 menit. Potongan jaringan (explants)

but dipindahkan ke cawan petri baru yang steril dan direndam dalam larutan
i psin-EDTA (Trypsin-Ethylene Diamine Tetraacetic Acid, Gibco/BRL
nologies) selama 15 menit, kemudian disentrifugasi pada 1500xg selama
pada 4 °C. Pelet diresuspensi dalam medium pertumbuhan L-15 dengan

n_éOO (Fetal Bovine Serum/FBS, Gibco/BRL Life Technologies) dan 1x anti-
Tnty dian dipindahkan ke dalam flask kultur berukuran 25¢cm? (Nunc) pada
Suh C. Setengah volume dari medium diganti setiap 5 hari dengan medium

R
IS
P

na 2 minggu.

“Z gamatan pertumbuhan sel dan adanya kontaminasi dilakukan setiap hari
an akan mikroskop inverted (Olympus Life Science). Setelah terbentuk
Jer han sel menjadi monolayer yang mencapai konfluensi sekitar 80-90%,
2l pasase/subkultur pada sel primer dengan menggunakan larutan 0.25%

ﬁye

DTA. Subkultur dilakukan dengan membilas sel dengan larutan PBS 1x
bco/BRL Life Technologies), lalu menambahkan larutan #rypsin-EDTA
dipindahkan ke flask kultur sel 25¢cm? baru sebagai pasase-1. Sel primer
r setiap minggu dengan rasio 1:2-1:3. Setelah pasase-5, konsentrasi FBS
dium pertumbuhan dikurangi menjadi 10%. Setelah pasase-20, sel dengan
han yang paling stabil dipilih dan dinamakan sebagai sel GPs (gourami
ells from spleen). Subkultur sel primer terus dilakukan dan setiap 10
disimpan pada suhu -86 °C dalam medium L-15 yang mengandung 20%
10% dimetil sulfoksida (DMSO, Merck).
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Pengaruh suhu terhadap pertumbuhan sel primer

primer ditumbuhkan dalam flask kultur sel berukuran 25c¢cm? yang
ng medium pertumbuhan 10% L-15. Sel GPs dengan kepadatan sebanyak
ml diinkubasi pada suhu 25 °C selama 30 menit untuk mengoptimalkan
sel, kemudian langsung diinkubasi pada suhu 17, 22, 27 atau 32 °C. Pada
dan ke-6 pasca-inkubasi dilakukan pemanenan sel. Pengujian dilakukan
blo untuk setiap suhu dan perhitungan jumlah sel total dilakukan dengan
akan penghitung sel otomatis (Countess, Invitrogen).

: Jaquins ueyngaAusw uep ueywnueousaw edue) Ul sijn} eAiey yninjas neje ueibeqgas dinbusw bBuele|iq -

Pengaruh medium kultur sel dan konsentrasi serum
terhadap pertumbuhan sel primer

Penelitian dilakukan untuk menentukan medium pertumbuhan yang sesuai
dan konsentrasi serum optimal bagi pertumbuhan sel primer. Dalam penelitian ini,
digunakan dua medium pertumbuhan (L-15 dan GMEM/Glasgow Minimum
Lssential Medium, Gibco/BRL Life Technologies) dengan konsentrasi serum yang
berbeda. Sel GPs pada kepadatan awal 2x10° sel/ml ditumbuhkan dalam flask kultur
sel berukuran 25¢cm? dalam medium pertumbuhan 10% L-15, kemudian diinkubasi
pada subu 27 °C selama 16-24 jam sebelum medium lama dibuang dan diganti
medium dengan konsentrasi serum berbeda (5%, 10%, 15% dan 20%). Sel
diinkubasi pada suhu 27 °C selama 3 hari sebelum dipanen dan sel dihitung dengan
penghiting sel otomatis (Countess, Invitrogen). Percobaan dilakukan secara triplo
untuk setiap jenis medium dan konsentrasi serum.
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Isolasi virus

Untuk isolasi virus, satu gram jaringan (limpa dan ginjal) dari ikan terinfeksi
ni dari wabah penyakit pada tahun 2016 dihomogenasi dengan sembilan
iliter phosphate buffer saline pH 7.4 (PBS, Gibco/BRL Life Technologies).
pensi jaringan kemudian disentrifugasi pada 1500xg selama 15 menit pada 4 °C,
wudian disaring menggunakan membran filter berukuran 0.45 um (Millipore,
). Sel GPs dalam flask kultur sel berukuran 25¢cm? dengan konfluensi sekitar
D0% digunakan untuk inokulasi virus. Medium pertumbuhan dibuang dan
anyak 1 ml filtrate homogenate ditambahkan dan diinkubasi selama 60 menit
suhu ruang untuk mengoptimalkan penyerapan virus. Medium pemeliharaan
anyak 5 ml (medium L-15 dengan 2% FBS dan 1x anti-anti) ditambahkan, lalu
ubasi pada suhu 25 °C. Pengamatan cytophatic effect (CPE) pada sel yang
feksi virus dilakukan setiap hari. Setelah 10 hari, medium kultur sel yang
1gandung virus dipanen lalu diinokulasikan kembali ke kultur sel baru (pasase
s ke-2) selama 5-7 hari. Supernatan virus pada pasase virus ke-3 dipanen
oan cara sentrifugasi pada 1500xg selama 15 menit pada suhu 4 °C. Supernatan
s disimpan dalam cryotube pada suhu -86 °C untuk digunakan pada uji
hgenisitas virus.

18220221} ¢ § Y101 DRI YD L@

Suseptibilitas kultur sel primer terhadap virus dari ikan gurami

Sel primer dalam 25c¢m? flask kultur dengan konfluensi 80-90% digunakan
m penelitian ini. Cryotube berisi supernatan virus dikeluarkan dari -86°C dan
arkan pada suhu ruang. Setelah medium pertumbuhan dibuang, sebanyak 1 ml
supernatan virus tersebut diinokulasikan pada kultur sel primer dan diinkubasi
ma 60 menit pada suhu ruang untuk penyerapan virus. Medium pemeliharaan
» medium L-15) sebanyak 5 ml ditambahkan dan sel diinkubasi pada suhu 25 °C.
obaan suseptibilitas kultur sel primer terhadap virus ini dilakukan secara duplo.
gamatan sel dilakukan setiap hari dan supernatan kultur sel sebanyak 200 pl
oleksi pada 24, 72, 120, 168, 240 dan 360 jam pasca-inokulasi virus lalu
pan pada suhu -86 °C untuk uji deteksi virus secara kuantitatif menggunakan
quantitative PCR (qPCR).

Patogenisitas virus pada ikan gurami

Gurami sehat dengan rata-rata bobot 62.7+16.2 g dan panjang 15.62 + 1.32
c¢m digunakan dalam penelitian ini. Ikan dipelihara dalam bak fiber berukuran 500
liter dengan aerasi pada suhu 25-30 °C. Ikan diberi pakan komersial dan dipelihara
sedikitnya tiga minggu sebelum pengujian untuk proses aklimatisasi. Total
sebanyak 90 ekor ikan gurami sehat digunakan dan dibagi menjadi tiga kelompok
yaitu kontrol, perlakuan injeksi dan perlakuan kohabitasi. Masing-masing
kelompok terdiri dari 10 ekor ikan uji dengan tiga ulangan. Pada kelompok injeksi,
wcan di injeksi secara intraperitoneal dengan 0.2 ml supernatan virus, sementara
pada kelompok kelompok kontrol, ikan diinjeksi secara intraperitoneal dengan 0.2
tad medium L-15. Uji lainnya dengan injeksi intraperitoneal dengan menggunakan
beberapa pengenceran dari konsentrasi stok virus (107 — 10-%). Pengamatan
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dilakukan setiap hari terhadap munculnya gejala klinis, perubahan tingkah laku dan
morgalitas ikan uji selama 21 hari.

Analisis PCR dan quantitative PCR (qPCR)

1firmasi agen penyebab infeksi yang disebabkan oleh megalocytivirus,
dengan analisis PCR dan ekstraksi DNA dari sampel jaringan (limpa dan
panyak 25 mg) ikan uji yang mengalami mortalitas. Ekstraksi DNA
menggunakan reagen DNAzol (Invitrogen, Life Technologies) sesuai
yang diberikan, kemudian DNA yang diperoleh digunakan sebagai DNA
etakan untuk deteksi megalocytivirus. Primer forward dan reverse
al. 1998) disusun dari genom DNA red sea bream iridovirus (RSIV)
irget berat molekul 570 bp. Pasangan primer forward terdiri dari 1F:
ACACTCTGGCTCATC'3 dan  primer  reverse IR: '5
ACACATCTCCTATC'3. Analisis PCR untuk melihat originalitas sel
ga dilakukan. Total RNA diisolasi dari sel GPs menggunakan reagen
nvitrogen, Life Technologies) sesuai protokol yang diberikan. Pasangan
degenerate yang terdiri dari primer forward ActB-F: 5’-
TTGTCATGGACTACGAT-3" dan primer reverse ActB-R: 5°-
CATGATGCTGTTGTAGGT-3" digunakan untuk mengamplifikasi
gen mRNA dari beta-actin Osphronemus goramy (Accession number
.1) dengan target berat molekul 410 bp. Complementary DNA (cDNA)
dengan menggunakan Rever TraAce® qPCR RT-Master mix dengan
over (Toyobo) sesuai protokol.
plifikasi DNA dilakukan dengan menggunakan Go Tag Green Master
romega) dengan total reaksi sebanyak 25 pul yang mengandung 12.5 pl Go
polymerase reaction buffer (pH 8.5), dNTPs (masing-masing sebanyak
ATP, dGTP, dCTP, dTTP), MgCI2 (3 mM); masing-masing 1 pl Reverse
ard primers 10 pMol; 8,5 ul nuclease-free water, dan 2 ul template DNA.
1si PCR dilakukan menggunakan thermal cycler (MJ Research) dengan
siklus amplifikasi sebagai berikut: 94 °C selama 30 detik, 58 °C selama 60
n 72 °C selama 60 detik (sebanyak 30 siklus) dan dilanjutkan pada 72 °C
sclama tujuh menit. Analisis hasil amplifikasi dilakukan dengan melakukan
cleldtroforesis pada 1.5% gel agarosa yang mengandung ethidium bromide, yang
sclanjutnya divisualisasikan dan didokumentasikan di bawah sinar UV (GelDoc).
Analisis qPCR dari jumlah copy DNA virus di dalam sel GPs dilakukan
menggunakan StepOnePlus machine Real-time PCR System (Applied Biosystems,
USA) dan untuk reaksi qPCR digunakan SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX Kit
(Bioline). Amplifikasi secara real-time dilakukan secara duplo pada 96-well plate
menggunakan medium kultur sel yang dikoleksi pada 24, 72, 120, 168, 240 dan 360
jam pasca-inokulasi virus, standard (kontrol positif) dan non template control
(N'TC) sebagai kontrol negatif. Pasangan primer forward dan reverse 1F/1R (Kurita
et al. 1998), dan kontrol positif digunakan pengenceran serial 10x dari plasmid (10,
10°, 15" zopies/ul). Reaksi yang digunakan sebanyak 20 pl terdiri dari 10ul SYBR
master wix, 0.5 pl masing-masing primer (20 pmol), 7 pl nuclease-free water dan
7 ul teziplate DNA. Program siklus amplifikasi untuk reaksi gPCR sebagai berikut:
siklus pre-inkubasi pada 95 °C selama 10 menit, 40 siklus (denaturasi dan
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annealing) pada 95 °C selama 15 detik dan 60 °C selama 60 detik; dan tahap melting
curve pada 95 °C selama 15 detik, 60 °C selama 60 detik dan 95 °C selama 15 detik.

Analisis data

Penelitian dilakukan dengan menggunakan metode rancangan acak lengkap
L). Data yang diperoleh dianalisis menggunakan program Microsoft Exel 2011.
jumlah sel total dari beberapa kelompok pada uji pengaruh perbedaan suhu,
lium dan konsentrasi serum terhadap pertumbuhan sel dibandingkan
\ggunakan analisis one-way of variance (ANOVA) dengan Software Minitab
51 16. Hasil analisis dengan perbedaan nyata dilanjutkan dengan uji Tukey pada
f kepercayaan 95%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

dpsaaarup} o g { Y21 vydlo Yo H®)

Sel GF tidak rentan terhadap infeksi GGIV (megalocytivirus yang diisolasi
ikan gurami). Hal ini diketahui dari beberapa usaha yang telah dilakukan untuk
\gisolasi virus dari ikan gurami yang terinfeksi tidak berhasil (data tidak
mpilkan). Kultur sel yang dibuat dari inang dengan spesies yang sama atau
at kekerabatannya cenderung memiliki sensitivitas dan kerentanan tinggi
adap infeksi virus tertentu (Sobhana et al. 2008). Dalam penelitian ini,
embangkan sel primer dari limpa ikan gurami untuk memperbanyak
alocytivirus yang nantinya akan digunakan dalam pengembangan vaksin
mbar 1). Limpa digunakan karena organ tersebut penting sebagai organ target
ksi megalocytivirus pada ikan (Choi ef al. 2006; Ito ef al. 2013). Pada sebagian
ar kasus infeksi megalocytivirus terlihat gejala klinis berupa pembesaran limpa
ikan mati/hampir mati (Jin ez al. 2017). Pada pengamatan mikroskopis dari
an internal ikan yang terinfeksi menunjukkan ditemukannya sel-sel hipertrofik
gan inklusi intracytoplasmic basofilik (Gibson-Kueh et al. 2003; He et al.
2).

Kultur sel primer yang berasal dari limpa ikan gurami sehat (sel GPs) telah

jaringan limpa (explants) dan menempel pada permukaan flask kultur pada hari ke-
3 pasca-inkubasi pada suhu 25 °C. Pada hari ke-6 sel mulai membentuk monolayer
hingga mencapai konfluensi lebih dari 90% dalam waktu 3-4 minggu (Gambar 13).
Sel GPs tumbuh dengan baik dan berproliferasi dengan cepat dalam medium L-15
dengan penambahan 20% FBS. Subkultur/pasase berikutnya dilakukan dengan
menggunakan split rasio 1:2-1:3, mencapai konfluensi 100% dalam waktu 4-5 hari.
Setelah 8 kali disubkultur, dilakukan pengurangan konsentrasi serum dalam
medium L-15 menjadi 10%. Sel GPs tumbuh dengan baik dalam medium 10% L-
15 dan sejak pertama dilakukan subkultur pada Februari 2018, kultur sel primer ini
telah berhasil disubkultur lebih dari 30 kali. Pada awal subkultur, sel-sel GPs terdiri
dari campuran sel-sel yang berbentuk epitel (epithelial-like) maupun fibroblas
(f7broblast-like), tetapi sel berbentuk epitel menjadi lebih dominan pada subkultur
sélanjutnya. Pada penelitian ini tidak dilakukan kloning sel primer menjadi sel
tunggal, sehingga sel fibroblas dan epitel masih ada dalam kultur sel primer ini
{Chen et al. 2010). Chi et al. (1999) dan Lai et al. (2003) melaporkan bahwa sel
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berbentuk seperti fibroblas lebih dominan dalam kultur sel yang berasal dari ikan.
Tetgpi hal ini juga tergantung pada sel dapat berproliferasi lebih cepat misalnya sel
.ang pada tahap pasase lanjut didominasi sel berbentuk epitel. Sel MFF-1
ari sirip ikan mandarin dan telah digunakan untuk memperbanyak

z % ivirus (Dong et al. 2008).
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Gambar 13 Perkembangan sel GPs (gourami primary-spleen) yang berasal dari
jaringan limpa ikan gurami sehat dengan menggunakan metode
explants dari awal penempelan sel primer hingga mencapai monolayer
setelah 3-4 minggu. E: explant (potongan limpa ikan gurami)

Sel GPs pada subkultur/pasase-15 digunakan untuk memperoleh kondisi
subu optimal untuk pertumbuhan sel in vitro (Gambar 14). Sel GPs mampu tumbuh
dengan baik pada rentang suhu antara 22-32 °C, dengan suhu optimal pada 27 °C.
Pada hari ke-6 pasca-inkubasi, pertumbuhan sel pada 27 °C memperlihatkan
perbedaan nyata dibanding suhu lainnya. Pertumbuhan sel minimum teramati pada
lkulturyang diinkubasi pada suhu 17 °C. Menurut Nicholson et al. (1987), kultur sel
yang mampu tumbuh pada suhu tinggi sangat cocok digunakan untuk mengisolasi
virus dari ikan yang hidup di air hangat. Kultur sel ikan relatif lebih mudah
dipelihara daripada kultur sel mamalia karena memiliki rentang suhu inkubasi yang
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lebih besar (Lakra ef al. 2011) dan rentang suhu inkubasi yang besar tersebut
berpotensi digunakan untuk mengisolasi virus baik dari ikan yang hidup di air
s oat maupun air dingin (Nicholson et al. 1987).
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nbar 14 Pengaruh suhu inkubasi bagi pertumbuhan optimum sel GPs (gourami
primary-spleen) secara in vitro. Total sel dihitung pada hari ke-3 dan ke-
6 pasca-inkubasi pada suhu yang berbeda. Huruf berbeda yang tertera
di histogram menunjukkan perbedaan yang nyata antar perlakuan
(P<0.05).

Sel GPs dapat tumbuh dengan baik dalam medium L-15 maupun GMEM
cgan penambahan serum (FBS) sebanyak 10% (Gambar 15). Pertumbuhan
mal diamati pada sel GPs yang ditumbuhkan dalam medium GMEM dengan
ambahan 10% serum. Pertumbuhan yang hampir sama ditunjukkan pada sel
; yang ditumbuhkan dalam medium L-15 dengan penambahan 10-20% serum.
vedium pertumbuhan kultur sel umumnya menggunakan 5-20% serum, hampir
tidak pernah digunakan konsentrasi yang lebih dari 20% karena konsentrasi serum
yang tinggi pada akhirnya dapat menghambat pertumbuhan sel, selain faktor
ekonomis yang membatasi sehingga digunakan serum dalam konsentrasi yang lebih
rendah namun masih mampu mendukung pertumbuhan sel dengan cukup baik.
Konsentrasi serum yang berbeda dalam medium kultur memiliki efek signifikan
dalam pertumbuhan sel primer. Konsentrasi serum yang lebih tinggi dari 10%
cocok pada fase awal dalam pembuatan kultur sel primer dan konsentrasi serum
sebesar 5% cukup memadai bagi sel untuk dapat tumbuh dengan baik pada
subkultur lebih lanjut (Sahul Hameed et al. 2006; Parameswaran et al. 2006 a, b).
Untuk subkultur sel GPs berikutnya digunakan 10% serum dalam medium L-15,
karena pertumbuhan dalam medium L-15 terlihat lebih stabil dibandingkan medium
GMEM walaupun pada medium GMEM dengan 10% serum memperlihatkan
pertumbuhan sel yang paling optimal. Medium L-15, GMEM dan beberapa medium
sultur sel lainnya banyak digunakan untuk mengkultur sel ikan secara in vitro
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(Lakra' et al. 2011). Saat ini hampir 80% kultur sel yang dikembangkan setelah
tahyi 1994 menggunakan medium L-15. Hal ini antara lain disebabkan kandungan
asa amino yang tinggi di dalam medium tersebut, sehingga dapat
me hankan pH agar tetap stabil tanpa perlu menambahkan buffer CO,. Selain
m L-15 paling cocok untuk penempelan dan proliferasi sel sehingga
>mbantu proses pertumbuhan sel (Lakra et al. 2006; 2011).

S
=

abc

Austonqugy g1 ppme vidio Yy

Jumlah sel (x10F sel/mL)

5'%a L% 15%% 20

LGMEM BL-15

Q
)

15 Pengaruh medium kultur yang berbeda (L-15/Leibovits-15 dan
GMEM/Glasgow minimum essensial medium) dan konsentrasi serum
untuk pertumbuhan optimal sel primer dari limpa gurami (sel
GPs/gourami primary cells-spleen). Total sel dihitung pada hari ke-3
pasca-inkubasi. Huruf berbeda yang tertera di histogram
menunjukkan perbedaan yang signifikan antar perlakuan (P<0.05).

entanan/suseptibilitas sel primer terhadap GGIV diamati berdasarkan
| ra cytophatic effect (CPE). Morfologi sel sebelum dan setelah inokulasi
virus pada pada jam ke-168 pasca-inokulasi dapat dilihat pada Gambar 16.
Perubahan pada sel GPs yang terlihat seperti CPE mulai teramati dalam waktu 72
Jam pasca-inokulasi. CPE lebih lanjut teramati antara 120-168 jam pasca-inokulasi
dimana terjadi peningkatan jumlah sel yang membesar dan membulat, sel-sel mulai
terlepas dari substrat dan memberikan tampilan berkilau pada pengamatan dengan
fase kontras mikroskop inverted. Sel GPs yang terinfeksi terlepas seluruhnya dari
substrat/dasar flask kultur dalam waktu 10-21 hari. Hasil pada penelitian ini tidak
Jauh berbeda dengan penelitian Dong et al. (2008) yang menggunakan sel MFF-1
vang diinfeksi ISKNV dimana sel yang menyusut dan membulat teramati setelah
1-2 harvpasca-inokulasi. Jumlah sel yang membulat terus meningkat hingga 3 hari
pasca=anokulasi dan akhirnya mulai pecah pada hari ke-5 pasca-inokulasi. Oh dan
Nishizawa (2016) menunjukkan bahwa sel RoBE-4 yang berasal dari embrio rock
bream (Oplegnathus fasciatus) rentan terhadap RSIV. Sel RoBE-4 menunjukkan
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CPE berupa perubahan sel menjadi berbentuk bulat pada 2-3 hari pasca-inokulasi
RSIV.

Amplifikasi gen beta-actin menghasilkan pita DNA pada target berat molekul
bp. Hasil sekuensing DNA dan analisis nukleotida (BLASTN) menunjukkan
a sekuens beta-actin yang teramplifikasi dari sampel sel GPs memiliki
viripan 99% dengan sekuens referensi dari Osphronemus goramy yang ada di
ieBank (Accession number KT359533.1). Hasil uji ini mengkonfirmasikan
a sel GPs berasal dari ikan gurami (Gambar 17).

Jam ke-120

Jam ke-72

Ansuaarun) g1 Y11 v2dto Yo @)

Jam ke-240

Jam ke-168

Gambar 16 Pengamatan cytophatic effect (CPE) pada sel primer dari limpa ikan
gurami (sel GPs, gourami primary cells-spleen) beberapa jam setelah
inokulasi giant gourami iridovirus (GGIV) yang diamati dengan
menggunakan mikroskop inverted pembesaran 400x (atas) dan 1000x
(bawah)

Sel GPs rentan/suseptibel terhadap GGIV seperti yang terlihat pada hasil
analisis gPCR menggunakan primer spesifik yang dikembangkan oleh Kurita et al.
{1998). Hasil analisis qPCR dan adanya CPE pada kultur sel yang diinokulasi virus
wengkonfirmasi  potensi  sel  primer ini  untuk  mengisolasi  dan
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mermpropagasi/perbanyakan GGIV. Pada jam ke-120 pasca-inokulasi virus, copy
gengm virus mencapai jumlah tertinggi dalam sel GPs dan setelah itu terus
laoi penurunan (Gambar 18). Perbanyakan virus dalam sel GPs mencapai
12 kali lipat dari jumlah awal dalam 120 jam (5 hari) pasca-inokulasi.
y sama pada sel ROBE-4 yang diinokulasi dengan RSIV memperlihatkan
si virus (dalam TCIDso) meningkat pada 3 hari pasca-inokulasi dan

i setelah 5 hari (Oh dan Nishizawa 2016).

9

% Sc Expect Identities Gaps Strand
274 04) 0.0 408/410(99%) 0/410(0%) Plus/Plus

CAGGTATTGTCATGGACTACGATGATGGTGTGACCtACﬁCAGTGCCCATCTACGAGGGCT 61

CELLCLLLLLELEELELELEELELECELEEEELERE B LELELERELDELTLLLLELL]
CAGGTATTGTCATGGACTACGATGATGGTGTGACCC TCACAGTGCCCATCTACGAGGGCT — 251

Bue
<o
=

w
o
.

Anssaarun g4 1 Yy vydiz yr @

ATGCCCTGCCCCACGCCATCCTGCGTCTGGACTTGGCTGGCCGTGACCTCACAGMTACC 121

LLCECELELELELELELELELELELELEEEEELELELEEEEELELELEL L IIIIIl
ATGCCCTGCCCCACGCCATCCTGCGTCTGBAC TTGGCTGGCCETGACCTCAGATAC 311

TCATGAAGATCCTGACGGAGCGTGGCTACTCCTTCACCACCACAGCCGAGAGGGAAATTG 181

IIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIl
TCATGAAGATCCTGACGGAGCGTGGCTACTCCTTCACCACCACAGCCGAGAGGGAAATTG 371

O
=

TGCGTGACATCAAGGAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGATGGGCA 241

LLCLLLELLELELLELELLELEECELE L LR L EELLEELELEEELELLT] ]
TGCGTGACATCAAGGAGAAGC TGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGATGGGCA 431

‘AisusAlungd| Jefem Buek uebunuaday ueyibniaw yepyy uediynbusd 'q

yejesew njens uenefup neje 3y uesinuad ‘uelode| ueunsnAuad ‘yejwl eAsey uesinuad ‘uepijauad ‘ueyipipuad uebuuaday ynjun eAuey uedipnbuad ‘e

CTGCTGCCTCTTCCTCCTCCCTGGAGAAGAGCTACGAGCTGCCCGACGGACAGGTCATCA 301

LLCLLULLLLELELEELELELEEEELELELEEEEEELELEEEELELELELLELTLELL L]
CTGCTGCCTCTTCCTCCTCCC TGGAGAAGAGC TACGAGC TGCCCGACGGACAGGTCATCA 491

CCATTGGCAATGAGAGGTTCCGTTGCCCAGAGGCCCTCTTCCAGCCTTCCTTCCTCGGTA 361

LECLLLEERELCELELELLEELEEELEELEELELELE L ELELEELLLLLLELLEL L]
CCATTGGCAATGAGAGGT TCCGTTGCCCAGAGGCCCTCTTCCAGCCTTCCTTCCTCGGTA 551

R RN RN DR

: Jaquuns ueyngeAusw uep ueywnuesusw edue) Ul sin) eAiey yninjes neje ueibeqes diynbusw buese|iq -

TGGAGTCCTGCGGAATCCACGAGACCACCTACAACAGCATCATGAAGTGT 411

LELLLOELDELEERELEEEELEEEELEELELEEEELEELEEELLELLLL]
TGGAGTCCTGCGGAATCCACGAGACCACCTACAACAGCATCATGAAGTGT 601

oo N

Q
)
~J

Identifikasi asal sel GPs menggunakan uji PCR. Amplifikasi gen
mRNA beta-actin dari sel GPs menunjukkan kemiripan sebesar 99%
dengan sekuens referensi Osphronemus goramy di GeneBank. Query:
sekuens DNA ikan gurami pada penelitian ini, Sbjct: sekuens DNA
Osphronemus goramy (accession number KT359533.1).
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Jam Kke- (pasca-inokulasi virus)

nbar 18 Deteksi kuantitatif polymerase chain reaction (q-PCR) jumlah copy
genom virus dalam sel primer dari limpa ikan gurami (sel GPs)
beberapa jam pasca-inokulasi virus.

Megalocytivirus yang diperbanyak dalam sel GPs tetap virulen ketika
feksikan pada ikan gurami dalam percobaan infeksi buatan. Gejala klinis dan
alitas ikan uji lebih cepat teramati pada ikan uji yang diinfeksi dengan metode
ksi secara intraperitoneal (ip) dibandingkan dengan metode kohabitasi. Gejala
is pada ikan uji kelompok injeksi mulai terlihat pada hari ke-3 pasca-infeksi,

alitas mulai teramati pada hari ke-6 pasca-infeksi dan mencapai mortalitas
% dalam waktu 11 hari pasca-infeksi. Pada kelompok kohabitasi, mortalitas
ai terjadi pada hari ke-9 pasca-infeksi dan mencapai mortalitas 97% dalam 21
(Gambar 19A). Percobaan lain menunjukkan ikan uji yang diinjeksi dengan
ernatan virus tanpa pengenceran mengalami gejala klinis dan mortalitas lebih
| daripada kelompok lain yang diinjeksi supernatan virus dengan pengenceran
, 102 dan 107. Mortalitas 100% pada ikan uji yang diinjeksi pada semua
perlakuan terjadi dalam waktu 7-11 pasca-infeksi (Gambar 19B). Hasil yang hampir
sama teramati pada RISV yang diperbanyak pada sel RoBE-4. Virus yang dikoleksi
dari supernatan kultur sel sangat virulen dan menghasilkan mortalitas 100% pada
ikan rock bream dalam waktu 9-13 hari pasca-infeksi (Oh dan Nishizawa 2016).
ISKNV yang diinjeksikan pada ikan mandarin menghasilkan mortalitas mulai hari
ke-4 pasca infeksi dan mortalitas 100% terjadi dalam waktu 7-11 hari pasca infeksi
pada kelompok yang diinjeksi dengan pengenceran supernatan virus (Dong et al.
2008).
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19 Mortalitas kumulatif dari percobaan infeksi buatan dengan injeksi

intraperitoneal dengan pengenceran serial dari supernatan virus yang
diperbanyak pada sel GPs (B).

Fiasil analisis PCR dari ikan yang mengalami mortalitas/hampir mati dari

terinfcisl megalocytivirus. Dari hasil percobaan infeksi buatan ini, megalocytivirus
terbulett sebagai agen penyebab mortalitas ikan uji (Gambar 20).

secara intraperitoneal dan kohabitasi (A) serta ikan uji diinjeksi
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nbar 20 Hasil elektroforesis gel agarosa pada uji PCR dengan menggunakan
primer spesifik dengan berat target molekul 570 bp untuk
mengidentifikasi megalocytivirus. M: DNA ladder 100 bp (Promega),
P: kontrol positif, N: kontrol negatif, baris: 1-4 sampel kelompok
kontrol (A) dan baris: 1-4 sampel kelompok injeksi dan baris 5-8:
sampel kelompok kohabitasi (B)

dnsaaaru) gdi 311w vidi> yoHw)

SIMPULAN

Kultur sel primer (sel GPs) telah berhasil dikembangkan dari limpa ikan
ami dan saat ini telah dipasase lebih dari 30 kali. Sel GPs rentan/suseptibel
adap infeksi GGIV (megalocytivirus dari ikan gurami) dan virus yang
erbanyak dalam sel primer ini tetap virulen dan dapat menyebabkan infeksi pada
1 gurami. Selanjutnya sel primer ini akan dipelajari lebih lanjut potensinya
agai kandidat kultur sel dalam pengembangan vaksin.

SARAN

Pada tahap II penelitian ini perlu dilakukan pencegahan kontaminasi dan
preservasi kultur sel primer yang dilakukan melalui penyimpanan beku pada suhu
-80 °C. Optimasi konsentrasi dimethyl sulfoxide (DMSO) dalam media
penyimpanan sel perlu dilakukan agar sel yang dibekukan dapat bertahan hidup dan
mampu berploriferasi pada saat ditumbuhkan kembali.
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4 EFIKASI VAKSIN Megalocytivirus INAKTIF PADA
IKAN GURAMI (Osphronemus goramy)

5 @g Abstrak

@)

! %" atnya ekspansi dan intensifikasi budidaya perikanan menimbulkan banyak
;!;nu '.';\' ra kasus wabah penyakit. Infeksi virus menyebabkan tingkat kematian
Sran ey yoi, namun belum ada metode pengobatan yang cukup efektif untuk
“ner 81 masalah tersebut. Pencegahan menjadi pilihan yang lebih baik daripada
Dengesatan  walaupun usaha pencegahan dan pengendalian penyakit yang
glis g n oleh infeksi virus sampai saat ini masih sulit dilakukan. Megalocytivirus
an lkdn patogen yang dapat menyebabkan kematian masal pada berbagai
3pe; stikan budidaya air tawar, ikan air laut dan hias. Virus ini menimbulkan
kenjatsan| lebih dari 90% hanya dalam waktu dua minggu dan menyebabkan

yang besar di kalangan pembudidaya ikan gurami. Tujuan penelitian ini
gembangkan vaksin dan mengukur efektivitas vaksin menggunakan nilai
ercent survival (RPS), parameter serologi (titer antibodi), dan molekuler
elatif gen imunitas ikan gurami). Virus diperbanyak pada kultur sel GPs
rhasilkan titer virus sebesar 103°TCIDso/ml. Inaktivasi virus dilakukan
akan dua metode (heat-killed dan formalin-killed). Vaksinasi pada ikan
cara injeksi intraperitoneal selama tiga minggu periode induksi vaksin
tang dilakukan dengan metode kohabitasi. Hasil percobaan menunjukkan
sebesar 17.7-73.3% dimana vaksin formalin-killed menghasilkan RPS
tinggi. Akumulasi virus pada limpa ikan uji vaksin formalin-killed lebih
bandingkan kelompok vaksin heat-killed dan kontrol sehingga diharapkan
tkan tingkat kelulus-hidupan. Pengukuran differential leukosit pasca-uji
erjadi penurunan persentase limfosit, peningkatan persentase monosit dan
namun tidak terlihat adanya perbedaan signifikan antara perlakuan
dengan kontrol. Titer antibodi vaksin formalin-killed memperlihatkan
mulai hari ke-7 pasca-vaksinasi dan menurun setelah hari ke-14. Pasca-
o terlihat peningkatan titer antibodi pada hari ke-7. Ekspresi gen imunitas
i peningkatan perlakuan vaksin formalin-killed yang menunjukkan
vaksin menginduksi ekspresi sitokin pro-inflamasi (TNF-a dan IL-1p)
serta meningkatkan ekspresi gen MyD88 yang berperan dalam transduksi sinyal
aktivasi jalur sinyal Toll-Like Receptor (TLR). Sebagai kesimpulan, hasil efikasi
vaksin formalin-killed cukup baik dengan menghasilkan proteksi pasca uji tantang,
nilal RPS tinggi, adanya peningkatan titer antibodi dan ekspresi gen imunitas pasca-
uji tantang.

Kata kunci: vaksin inaktif, efikasi vaksin, megalocytivirus, Osphronemus goramy

Abstract

Rapid expansion and intensification in aquaculture has led to many cases of
disease-Outbreaks. Viral infections cause high mortality rates, but there are no
effective treatment methods to overcome the problem. Prevention is a better choice
than weatment although efforts to prevent and control diseases caused by viral
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infections are still difficult to do. Megalocytivirus is pathogenic agent which cause
mass mortalities in various species in freshwater, seawater aquaculture and
wamental fish. This virus caused more than 90% mortality in two weeks and had
sed great losses among giant gourami farmers. The purpose of this study was to
lop an effective vaccine and measure its efficacy using relative percent survival
S), serological parameters (antibody titers), and molecular (relative expression
oramy immune genes). The virus was propagated in GPs cell cell and produced
irus titer of 10>°TCIDso/ml. Virus inactivation was carried out using two
hods (heat-killed and formalin-killed). Vaccination in giant gourami by
aperitoneal injection for three weeks of vaccine induction period and challenge
was done by cohabitation method. The experimental results show RPS value
7.7-73.3% wherein formalin-killed vaccine results in a higher value. Viral
mulation in fish spleen in formalin-killed vaccine trials was lower than in the
-killed and control vaccine groups which has higher chances of survival due to
| infection. Differential leukocyte after challenge test showed a decrease in
entage of lymphocytes, increase in percentage of monocytes and neutrophils,
no significant differences were observed between treatments. Formalin-killed
ine showed an increased of antibody titer started on the 7" day post-vaccination
decreasing after 14" day. Increased antibody titer was observed 7" day post-
lenge test. Immune gene expression has increased in formalin-killed vaccine
p which showed that administration of the formalin-killed vaccine induced
ression of pro-inflammatory cytokines (TNF-o and IL-18) and increased
ression of MyD88 gene that plays a role in activation of signal transduction of
-Like Receptor (TLR) pathway. In conclusion, formalin-killed vaccine gave
efficacy which showed in higher protection from viral infection after challenge
 higher RPS value and increased antibody titer and expression of immune genes
r challenge test.
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PENDAHULUAN

Pesatnya ekspansi dan intensifikasi budidaya perikanan menimbulkan banyak
munculnya kasus wabah penyakit. Penyakit infeksi antara lain disebabkan oleh
bakteri (54.9%) kemudian virus (22.6%), parasit (19.4%) dan jamur (3.1%). Infeksi
virus pada umumnya menyebabkan tingkat kematian yang tinggi, namun meskipun
demikian belum ada metode pengobatan yang cukup efektif untuk mengatasi
masalah tersebut. Pencegahan menjadi pilihan yang lebih baik daripada pengobatan
walaupun usaha pencegahan dan pengendalian penyakit infeksi yang disebabkan
oleh virus sampai saat ini masih sulit dilakukan. Hal ini disebabkan kurangnya obat
anti-virus dan tingkat kesulitan yang tinggi dalam pengembangan vaksin virus
(Shefat 2018; Hazreen-nita et al. 2019). Pengendalian penyakit bakterial pada usaha
vudidaya masih banyak menggunakan antibiotik walaupun menimbulkan efek
sainping yang kurang baik terhadap lingkungan. Salah satu alternatif untuk
mongatasi wabah penyakit dan mengurangi pemakaian antibiotik antara lain dengan
melakukan usaha pencegahan melalui vaksinasi. Vaksinasi juga merupakan usaha



eIsauopu| Jo3og
AisJoniun gdl
h

pengendalian infeksi virus yang efektif dan telah terbukti menurunkan prevalensi
meminimalkan infeksi penyakit pada ikan (Ou-yang ef al. 2012; Sivasankar et
Vaksinasi telah menjadi bagian dari proses budidaya ikan (Evensen 2009;
LaPatra, 2011; Sommerset et al. 2005; Thorarinsson dan Powell 2006)
berhasilan eradikasi patogen secara total hampir tidak mungkin terjadi.

Qi’ angan aplikasi vaksin berbasis kultur sel merupakan metode yang telah
Fa nakan, namun masih efektif untuk pencegahan dan pengendalian penyakit
za babkan infeksi virus (Sommerset et al. 2005).

g valocytivirus merupakan patogen yang dapat menyebabkan kematian
Sna la ikan budidaya air tawar, air laut dan ikan hias air sehingga berdampak

bulnya kerugian besar pada proses budidaya. Virus ini memiliki
an menginfeksi berbagai inang baik pada air tawar maupun air laut
berpotensi tinggi dalam menularkan infeksi ke spesies lain (Go et al. 2006;
1. 2007; Jeong et al. 2008). Di Indonesia sejak tahun 2009, kasus infeksi
ivirus telah dilaporkan terjadi pada ikan hias air tawar dwarf gouramy
alia) di daerah Jakarta. Megalocytivirus dilaporkan menyerang ikan
Dsphronemus goramy) yang dibudidayakan di Jawa Barat, Jawa Tengah
iejak 2011 — 2013 (Koesharyani et al. 2009; 2013).

at megalocytivirus yang diisolasi pada akhir tahun 2016 berasal dari
nyakit pada lokasi budaya ikan gurami di Banyumas-Jawa Tengah. Hasil
sebelumnya menunjukkan giant gourami iridovirus (GGIV) tersebut
n spesies baru dari infectious spleen and necrosis virus (ISKNV) yang
g ikan gurami (Sukenda et al. 2020). Pada saat kejadian wabah penyakit,
rus menimbulkan kematian lebih dari 90% hanya dalam waktu dua
an menyebabkan kerugian yang besar di kalangan pembudidaya ikan
Percobaan infeksi buatan melalui injeksi secara intraperitoneal
nt homogenate limpa dan ginjal ikan terinfeksi dari lokasi wabah
lkan mortalitas 93% dalam waktu 12 hari. Kultur sel primer dari limpa
mi (sel GPs) yang dikembangkan sebagai media perbanyakan GGIV
terhadap virus tersebut. GGIV yang diperbanyak pada sel GPs tetap
hankan virulensinya. Hasil infeksi buatan menggunakan supernatan virus
| engenceran secara injeksi intraperitoneal menghasilkan mortalitas 100%
dalam waktu 7-11 hari. Sedangkan infeksi buatan melalui kohabitasi menghasilkan
mortalitas 97% dalam waktu 21 hari (Gardenia, unpublish)

Walaupun kasus infeksi megalocytivirus pada ikan gurami masih relatif baru,
namun pengembangan vaksin untuk pencegahan penyakit ini perlu dilakukan. Hal
ini dimaksudkan sebagai langkah antisipasi agar infeksi virus ini tidak berkembang
menyebar ke wilayah budidaya ikan gurami lain di Indonesia dan mencegah infeksi
virus ini ke spesies lain yang rentan. Virus ini berpotensi tinggi dalam menimbulkan
masalah penyakit di masa datang, seperti yang telah terjadi pada red seabream
iridovirus (RSIV), salah satu spesies megalocytivirus, yang menyerang budidaya
ikan laut seperti ikan kerapu dan ikan kakap di Indonesia. Hal ini menjadikan perlu
adanya tindakan pencegahan melalui pengembangan vaksin sebagai salah satu
upaya pengendalian virus tersebut. Vaksinasi sebagai salah satu solusi aplikatif
menjact sangat diperlukan dalam budidaya untuk pencegahan terjadinya wabah dan
penyebaran penyakit potensial pada perikanan budidaya. Penggunaan vaksin
menjadi alternatif yang aman, ramah lingkungan dan efektif dalam meningkatkan
ketahanan ikan dalam melawan agen penyakit. Pencegahan penyakit melalui
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vaksinasi diharapkan dapat meningkatkan produksi perikanan budidaya, melalui
penurunan tingkat mortalitas akibat infeksi patogen potensial.

Penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan vaksin inaktif dan mengukur
ctivitas vaksin menggunakan nilai relative percent survival (RPS), parameter
logi (titer antibodi), dan molekuler (ekspresi relatif gen imunitas ikan gurami).

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan dari bulan November 2018 - April 2019 di Instalasi
et Pengendalian Penyakit Ikan (IRP2I) Depok, Jawa Barat. Pengujian titer
bodi dilakukan di Laboratorium Kesehatan Organisme Akuatik-FPIK, Institut
anian Bogor (IPB).

dpstosu;y g J1 W1 vidid YH)

Ikan Uji

Ikan gurami sehat dengan rata-rata bobot awal 62.77+16.22 g dan panjang
1 15.62+1.32 cm digunakan untuk percobaan efikasi vaksin. lkan gurami
eroleh dari lokasi budidaya ikan di Citayam Jawa Barat. Ikan dipelihara dalam
ah berukuran 500 liter dengan aerasi dan suhu air dijaga pada kisaran 25-30 °C
an menggunakan pemanas air. Pemberian pakan komersial (Charoen
kphand Prime Indonesia) dilakukan dua kali sekali pagi dan sore. lkan
climatisasi terlebih dahulu pada kolam percobaan minimal selama tiga minggu
elum perlakuan. Pengecekan status kesehatan ikan gurami khususnya
alocytivirus dilakukan dengan menggunakan uji PCR dengan primer spesifik
rita dan Nakajima, 2012).

Virus

Megalocytivirus yang digunakan merupakan isolat dari ikan gurami terinfeksi
wabah penyakit di Banyumas (Jawa Tengah). Isolat diperbanyak pada kultur
primer GPs (Gourami Primary cell-spleen) menggunakan medium Leibovits-15
(L-15, Gibco/BRL Life Technologies) yang diperkaya dengan 2% Fetal Bovine
Serum (FBS, Gibco/BRL Life Technologies) dan 1% antibiotic-antimycotic (anti-
anti, Gibco/BRL Life Technologies). Supernatan virus disimpan pada suhu -86°C
untuk digunakan dalam pembuatan vaksin.

Persiapan antigen untuk uji serologi

Persiapan antigen untuk analisis protein utuh menggunakan Sodium Dodecyl
Sulphate— Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) dan indirect-enzim-
iimked immunosorbent assay (i-ELISA) dilakukan berdasarkan Song et al. (2004)
dengan sedikit modifikasi. Virus dikeluarkan dari penyimpanan pada suhu -86 °C,
iai disentrifugasi pada 4.500xg selama 30 menit pada 4 °C untuk mengendapkan
debris sel. Supernatan dikoleksi kemudian untuk mengendapkan virus dilakukan
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ultr:ise'ntrifugasi pada 100.000xg selama satu jam pada 4 °C (Hitachi CS 150NX
an. 550A-2002 rotor). Pelet diresuspensi dalam PBS steril kemudian
an melalui gradient sukrosa pada konsentrasi 30, 40, 50 dan 60% pada
o selama 1 jam pada 4 °C. Pita virus pada 50% gradient sukrosa dikoleksi
uspensi dengan PBS sebelum dilewatkan kembali melalui gradient
lengan konsentrasi yang sama. Virus murni diresuspensi dalam satu

e
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il BS steril (pH 7.4). Antigen disonikasi pada 50 Hz selama lima menit
gien dilakukan perhitungan konsentrasi protein dengan metode BCA.
Kor 1si antigen yang diperoleh sebanyak 798.4 pg/mL (Lampiran 2).

Persiapan virus untuk pembuatan vaksin

primer GPs dalam 75cm? flask kultur dengan konfluensi 80-90%
dalam penelitian ini. Cryotube berisi supernatan virus dikeluarkan dari -
dibiarkan pada suhu ruang. Setelah medium pertumbuhan dibuang,
3 ml dari supernatan virus tersebut diinokulasikan ke dalam masing-
ask dan diinkubasi selama 60 menit pada suhu ruang untuk penyerapan
dium pemeliharaan 2% L-15/medium L-15 yang diperkaya dengan 2%
yak 20 ml ditambahkan dan sel diinkubasi pada suhu 25 °C. Pengamatan
ya cytophatic effect (CPE) dari sel yang terinfeksi virus dilakukan setiap
panen virus dilakukan pada hari ke-7 post-inokulasi dengan cara
an sel kultur GPs dari supernatan yang mengandung virus memalui
si pada 2.500xg selama 15 menit, 4°C.

dnsiaatu) gd 1 yHn vidio ypH®

oo Buepun-6uepun 16u

‘Aisuaniungdi Jelfem buek uebunuaday ueyibniaw yepn uednnbuad ‘q

yejesew njens uenelur neje yiuy uesinuad ‘uelode| ueunsnAuad ‘yeiwl ekiey uesiinuad ‘uenijeuad ‘ueyipipuad uebunuadsy| ynjun eAuey uedynbuad ‘e

Inaktivasi virus

a penelitian ini digunakan metode inaktivasi dengan formalin (formalin-
rdasarkan Nakajima et al. 1997 dengan sedikit modifikasi dan metode
n (heat-killed). Supernatan virus dikoleksi sebanyak 500 mL dalam
erukuran 1000 mL, setelah diaduk hingga homogen suspensi tersebut
enjadi dua bagian ke masing-masing tabung berukuran 500 mL dengan
ebanyak 250 mL. Untuk pembuatan vaksin formalin-killed, ke dalam
an virus ditambahkan 0.1% formalin (v/v). Virus diinaktivasi selama 10
ada 4 °C. Sedangkan untuk pembuatan vaksin heat-killed, supernatan virus
tersebut diinkubasi dalam oven dengan suhu 60 °C selama 90 menit lalu disimpan
pada 4°C. Vaksin formalin-killed cultured-based (FKC) dan heat-killed cultured-
based (HKC) kemudian disimpan dalam kondisi steril pada suhu 4 °C hingga siap
untuk digunakan. Sisa supernatan virus dengan konsentrasi virus yang sama dengan
konsentrasi virus dalam pembuatan vaksin disimpan pada suhu -86°C untuk
pengecekan dosis infeksi virus pada kultur sel dengan TCIDso.
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Dosis infeksi virus pada kultur sel dengan TCIDso

Penentuan dosis tersebut dilakukan pada supernatan virus untuk pembuatan
vaksii _maupun virus yang digunakan untuk uji tantang dilakukan dengan
mengginakan cawan kultur 96-well. Kultur sel GPs ditumbuhkan pada 96-wel/
plates; kemudian diinfeksikan virus dengan pengenceran 101,102, 103, 104, 107
dan 169, tanpa pengenceran sebagai kontrol positif dan tanpa diinfeksikan virus
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sebagai kontrol negatif dengan 12 duplikasi. Kultur diinkubasikan pada 25 °C dan
pengamatan atas ada/tidaknya CPE dilakukan hingga hari ke-14 (H14) post-infeksi.
schitungan TCIDso dilakukan berdasarkan metode Reed dan Muench (1938)
agai berikut:

50% - % positif pada pengenceran di bawah 50%
% positif pada pengenceran di atas 50% - % positif pada pengenceran dibawah 50%

Uji keamanan vaksin secara in vitro dan in vivo

Uji ini dilakukan pada kedua jenis vaksin setelah selesai proses inaktivasi
s untuk mengetahui keamanannya pada kultur sel GPs dan ikan uji. Sebanyak
mililiter vaksin formalin-killed dan heat-killed masing-masing diinokulasi
flask kultur 25¢m? (duplo) selama satu jam pada suhu ruang sebelum ditambah
lium 2% L-15 sebanyak lima mililiter. Pengamatan adanya CPE dilakukan
ma 14 hari sebelum direinokulasi pada kultur sel baru. Vaksin dianggap aman
bila tidak teramati adanya CPE pada pasase ke-2. Uji keamanan vaksin secara
ivo dilakukan dengan menginjeksi secara intraperitoneal (ip.) ikan gurami
anyak 10 ekor menggunakan masing-masing jenis vaksin sebanyak 0.2 mL/ekor
sebagai kontrol digunakan 10 ekor ikan gurami yang diinjeksi dengan PBS
il. Vaksin dianggap aman apabila tidak ditemukan adanya ikan yang mengalami
la klinis terinfeksi virus dan mortalitas setelah 21 hari pasca-injeksi vaksin.

Qisaaaru) gd 1 yyre v yp )

Vaksinasi ikan uji

Penelitian dilakukan dengan 3 kelompok yaitu kontrol dan perlakuan masing-
ing menggunakan 90 ekor ikan uji. Sebelum dilakukan vaksinasi, dilakukan
ambilan sampel darah ikan uji untuk koleksi serum awal (S0). Vaksinasi pada
ympok vaksin formalin-killed (FK) maupun heat-killed (HK) dilakukan melalui
ksi intraperitoenal (ip.) sebanyak 0.2 mL/ekor ikan, sedangkan kelompok uji
jeksi sebanyak 0.2 mL/ekor ikan menggunakan PBS steril. Pada minggu ke-3
dilakukan uji tantang dengan metode kohabitasi. Pengambilan darah ikan uji
dilakukan setiap minggu selama periode vaksinasi pada semua kelompok perlakuan
untuk koleksi serum ikan uji.

Uji Tantang

Uji tantang dilakukan pada minggu ke-3 setelah vaksinasi menggunakan
metode kohabitasi dengan ikan terinfeksi megalocytivirus. Perlakuan kohabitasi
dilakukan dengan perbandingan ikan sehat dan sakit sebanyak 3:1. Selama satu
minggu awal uji tantang, ikan sumber infeksi yang mati ditambahkan dengan ikan
Sadit yang baru dari stok ikan sumber infeksi. Ikan sumber infeksi diberi tanda
untuk membedakan dari ikan uji. Pengambilan sampel darah dilakukan sebelum uji
fantang dan setiap minggu setelah uji tantang untuk koleksi serum ikan uji pada
semua kelompok perlakuan.
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Pengamatan dan pengambilan data

gamatan dan pengumpulan data kematian ikan dilakukan selama periode
(tiga minggu) dan selama periode uji tantang (16 hari). Ikan uji yang mati

<
)
=

iia ‘g dari wadah pemeliharaan dan limpa dikoleksi untuk dianalisis dengan
2nciO@IPCR. Parameter yang diamati dan diukur meliputi RPS (relative percent
gur =) dan mortalitas kumulatif. RPS dihitung berdasarkan Amend (1981)
Fiengasiimus sebagai berikut:
s
= < % kematian ikan yvang divaksin
5 RP5=(1— — x 100
Q ~ 0y kematian ikan kontrol
5 =
N 3
< 2.
<

Analisis polymerase chain reaction (PCR)

al DNA dari 25 mg sampel (limpa dan ginjal) ikan uji diekstraksi dengan
akan reagen DNAzol (Invitrogen) sesuai dengan protokol yang diberikan
nakan sebagai cetakan DNA. Primer forward dan reverse (Kurita et al.
sun dari genom DNA red sea bream iridovirus (RSIV) dengan target
olekul 570 bp. Pasangan primer forward terdiri dari 1F:
ACACTCTGGCTCATC'3 dan  primer  reverse IR: 'S
ACACATCTCCTATC'3. DNA diamplifikasi menggunakan Go Tag
ister Mix 2x (Promega) dalam total reaksi 25 pl yang mengandung: 12.5
> DNA polymerase reaction buffer (pH 8,5), dNTPs (400 uM dATP, 400
P, 400 uM dCTP; 400 puM; 400 uM dTTP), MgCl, (3 mM); masing-
1 Reverse dan Forward primers 10 pMol; 8,5 ul nuclease-free water, dan
ate DNA. Amplifikasi PCR dilakukan menggunakan thermal cycler (MJ
dengan program siklus amplifikasi sebagai berikut: tahap denaturasi
suhu 94 °C selama 5 menit, kemudian dilakukan 30 kali siklus denaturasi,
C selama 30 detik, annealing pada 58 °C selama 1 menit, dan elongasi
selama 1 menit. Terakhir dilanjutkan elongasi akhir pada 72 °C selama
Sebagai kontrol negatif digunakan RNAse free water. Analisis hasil
asi dilakukan dengan melakukan elektroforesis pada 1,5% gel agarosa yang
mengandung ethidium bromide. Visualisasi dan dokumentasi dilakukan bawah
sinar UV (GelDoc).
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Analisis quantitative PCR (qPCR)

Analisis qPCR dari jumlah copy DNA virus dilakukan menggunakan mesin
real-time PCR System StepOnePlus (Applied Biosystems, USA) dan mastermix
SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX Kit (Bioline) untuk reaksi qPCR. Primer 1F/IR
dengam-berat molekul target 570 bp (Kurita ef al. 1998) digunakan dalam reaksi
qgPCR ~ ini  dengan  susunan  nukleotida  sebagai  berikut: 1F:
S'CTCAAACACTCTGGCTCATC'3; 1R: 'S GCACCAACACATCTCCTATC'3.
2 Sampel RNA dikoleksi dari limpa ikan uji sebelum perlakuan (S0), limpa ikan
E. kontre! dan ikan uji (yang telah divaksinasi dengan vaksin formalin-killed dan
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vaksin heat-killed selama 21 hari) pada hari ke-4, dan 7 setelah uji tantang. RNA
vang dihasilkan dirubah menjadi cDNA menggunakan ReverTraAce®qPCR RT-
bester mix with gDNA Remover (Bioline) kemudian diamplifikasi secara duplo di
m 96-well plate (Applied Biosystems, USA). Amplifikasi sampel dilakukan
can menyertakan tiga pengenceran standard dari plasmid dan non template
trol (NTC) sebagai kontrol negatif. Total reaksi sebanyak 10 pl terdiri dari 5 pl
BR master mix, 0.4 ul masing-masing primer (10 pmol), 2.2 ul nuclease-free
er and 2 pl template DNA. Siklus reaksi yang digunakan sebagai berikut: siklus
inkubasi pada 95 °C selama 10 menit, 40 siklus (denaturasi dan penempelan
er) pada 95 °C selama 15 detik dan 60 °C selama satu menit, dan terakhir tahap
ting curve pada 95 °C selama 15 detik, 60 °C selama 1 menit dan 95 °C selama
letik.

dpsioaqupig g wqm vl g ®)

Analisis ekspresi gen imunitas ikan gurami

Untuk analisis ekspresi gen terkait imunitas ikan gurami digunakan qPCR,
sies spesifik primer yang didesign dari keseluruhan atau sebagian urutan cDNA
rensi yang diambil dari database pada GenBank. Sekuen primer gen imunitas
et dari ikan gurami dan kontrol gen B-aktin serta target berat molekul hasil
lifikasi disajikan pada Tabel 4 yang terdiri dari gen B-aktin gurami (accession
wber KT359533.1), IL-1P gurami (accession number KT884611.1), TNF-a
ami (accession number KT884610.1) dan MYD-88 gurami (accession number
884615.1). Data berupa Ct value dibandingkan dalam tingkat ekspresi gen
1ggunakan metode comparative 2-*2CT (Livak dan Schmittgen 2001) dari hasil
R dengan primer spesifik untuk masing-masing gen imunitas. Sampel RNA
bleksi dari limpa ikan uji sebelum perlakuan (S0), limpa ikan kontrol dan ikan
yang telah divaksinasi dengan vaksin formalin-killed dan vaksin heat-killed
periode induksi hari ke-21) serta periode uji tantang hari ke-4 dan ke-7. RNA
g dihasilkan dirubah menjadi cDNA menggunakan ReverTraAce®qPCR RT-
ster mix with gDNA Remover (Bioline) kemudian diamplifikasi secara duplo di
m 96-well plate (Applied Biosystems, USA). Analisis dilakukan menggunakan
esin Real-time PCR System StepOnePlus (Applied Biosystems, USA) dan
mastermix SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX Kit (Bioline) untuk reaksi qPCR.
Amplifikasi sampel dilakukan menggunakan total reaksi sebanyak 10 pl terdiri dari
5 ul SYBR master mix, 0.4 pl masing-masing primer (10 pmol), 2.2 ul nuclease-
free water dan 2 pl template DNA. Siklus reaksi yang digunakan sebagai berikut:
siklus pre-inkubasi pada 95 °C selama 2 menit, 45 siklus (denaturasi dan
penempelan primer) pada 95 °C selama 10 detik dan 60 °C selama 10 detik, 72 °C
selama 20 detik, dan terakhir tahap melting curve pada 95 °C selama 10 detik, 60
°C selama satu menit dan 95 °C selama 15 detik.
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Tabel 4 Urutan primer untuk analisis respons gen imunitas ikan gurami

Urutan nukleotida Amplikon
F: 5>~ ACAGGTATTGTCATGGACTACGAT-3’ 136 bp

N - R: 5-CGTCAGGATCTTCATGAGGTAGTAT-3’
SIS F: 5-GTGGAACAACTTCTAATCTAC-3’ 176 bp
= = R: 5-CAATGATGATGTTGACTAAG-3’
= TN F: 5-TGTCAAAAGACTGAAAGTAG-3’ 114 bp
g 3 R: 5’-CTCCATCACTGTCCTAAG-3’
c M Dy F: 5’-CTGATTGAGAAGAGGTGTA-3’ 138 bp
5 S R: 5’-GTACACCACAGGGATAAG-3’
: IS
g 3 Uji indirect-ELISA
3 b

LS.

I-ELISA (indirect-enzim-linked immunosorbent assay) digunakan
etode Breuil & Romestand (1999) dengan sedikit modifikasi. Tahapan
menggunakan metode [-ELISA sebagai berikut: antigen dilarutkan dalam
ffer carbonat bicarbonate (pH 9.6) hingga mencapai konsentrasi 5 pg/mL.
alu dicoating pada dasar microplate dan diinkubasi pada suhu 4 °C selama
n. Pencucian 3x dengan phosphate buffer saline-tween (0.05% PBS-T).
rum albumin (BSA) sebanyak 1% dalam PBS-T ditambahkan sebanyak
e dalam masing-masing sumur microplate selama satu jam pada suhu 37
cian sebanyak 3x dengan 0.05% PBS-T. Serum ikan gurami (1:100)
an sebanyak 100 pL dan diinkubasi kembali selama 1 jam pada suhu 25
cucian dilakukan sebanyak 3x dengan 0.05% PBS-T. Anti gurami
nal antibody-Osphronemus goramy, Aquatic Diagnostic) dengan
an 1:100 ditambahkan dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu 25 °C.
licuci 3x dengan 0.05% PBS-T, ditambahkan goat anti-mouse IgG
sikan dengan horse reddish peroxidase (HRP) menggunakan
an 1:12.000 selama satu jam pada suhu 25 °C. Penambahan substrat TMB
100 pL ke dalam sumuran selama 20 menit pada suhu 25 °C lalu
n dengan pemberian larutan pemberhenti reaksi (H2SO4 3 M) sebanyak
embacaan nilai absorbansi/Optical Density (OD) menggunakan ELISA
ultiscan go, Thermo Scientific) pada panjang gelombang 405 nm. Nilai
ue (CV) diperoleh melalui persamaan:
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CV =rata-rata nilai OD kontrol negatif + (2x standar deviasi)

Analisis data

Uji tantang dilakukan dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL). Hasil uji tantang dan pengaruh aplikasi vaksin antara kelompok perlakuan
diis dengan program SPSS pada selang kepercayaan 95% dan perbedaan antara
perlalan dianalisis lebih lanjut menggunakan uji Duncan. Data konsentrasi virus
dihitung berdasarkan TCIDso. Nilai RPS dan indirect-ELISA dianalisis secara
deskriptif.
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HASIL DAN BAHASAN

Pada penelitian ini vaksinasi dilakukan dengan tujuan untuk meningkatkan
em  kekebalan spesifik dari ikan gurami terhadap infeksi megalocytivirus
ngga ikan memperoleh proteksi terhadap virus tersebut. Virus yang digunakan
m penelitian ini diisolasi dari ikan gurami terinfeksi dari wabah penyakit di
yumas-Jawa Tengah pada tahun 2016. Virus diperbanyak pada sel GPs
rami primary cell from spleen) yang berasal dari limpa ikan gurami dan
1ghasilkan titer infeksi sebesar 103 TCIDso/mL (Gambar 21). Kultur virus yang
1silkan dari perbanyakan pada kultur primer tersebut tetap mempertahankan
lensinya pada infeksi buatan pada ikan gurami (Sukenda unpublish; Gardenia
ublish). Dari hasil penelitian awal terhadap kemampuan virus menginfeksi baik
sel primer maupun ikan gurami pada uji infeksi buatan, terlihat isolat virus
but dapat digunakan sebagai kandidat dalam pembuatan vaksin
alocytivirus. Virus mampu menginfeksi sel dan menyebabkan munculnya
yphatic effect pada hari ke-5 pasca-inokulasi virus. Virus yang diperbanyak pada
ur primer mampu menginfeksi ikan gurami pada infeksi buatan dengan injeksi
wra intraperitoneal dan menyebabkan mortalitas hingga 100%.
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Gambar 21 Sel kultur primer GP-s sebelum inokulasi (A) dan setelah inokulasi
giant gourami iridovirus/GGIV pada hari ke-7 pasca-inokulasi pada
proses perbanyakan virus dalam pembuatan vaksin (B). Dokumentasi
menggunakan kamera pada mikroskop inverted dengan pembesaran
100x.
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Pengembangan vaksin untuk pencegahan penyakit bakteri ataupun virus pada
dasarnya mencakup efikasi berdasarkan nilai kelangsungan hidup relatif /relative
percentage survival (RPS) dan menekan mortalitas secara efektif pada uji tantang
yang menghasilkan nilai proteksi yang cukup tinggi (Hazreen-nita et al. 2019).
Vaksin yang dikembangkan dari virus inaktif banyak digunakan untuk pencegahan
dan mengontrol penyakit virus pada ikan (Fu et al. 2015). Vaksin megalocytivirus
nada penelitian ini dihasilkan dengan cara memperbanyak virus pada kultur sel (cel!
culture-based vaccine) kemudian diinaktivasi dengan bahan inaktivasi (formalin-
killed) maupun dengan metode pemanasan (heat-killed). Penggunaan metode
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kohabitasi pada uji tantang dilakukan untuk menirukan kondisi alami penularan
ren dimana mekanisme imun di lapisan mukosa kulit tetap utuh (Nakajima et

keamanan vaksin dari masing-masing vaksin inaktif menunjukkan tidak
E pada kultur sel GPs selama dua kali pasase virus pada kultur sel dan
nya ikan uji yang mengalami gejala klinis terinfeksi virus maupun
i mortalitas selama periode tiga minggu pasca-infeksi. Hasil uji ini
an proses inaktivasi pada proses pembuatan vaksin telah berlangsung
ektif dan vaksin aman diaplikasikan dalam vaksinasi ikan uji. Metode
dengan formalin dapat merusak kemampuan virus dalam proses replikasi
51, namun tetap dapat dikenali oleh sistem imun dari inang (Hazreen-nita
aktivasi dengan formalin telah terbukti cukup efektif dan telah digunakan
buatan beberapa jenis vaksin virus lain antara lain vaksin formalin-killed
irus, red sea bream iridovirus, infectious spleen and necrosis virus dan
e gouper iridovirus (Dadar et al. 2017; Nakajima et al. 1997, Dong et al.
yang et al. 2012). Inaktivasi virus dengan formalin terjadi dengan adanya
ang (cross-linking) antara gugus amino primer pada protein yang
n dengan atom nitrogen pada protein atau asam nukleat melalui ikatan -
ng terjadi secara permanen (Gard 1960). Metode inaktivasi pada suhu
vat menyebabkan kerusakan partikel virus dan merubah struktur protein
at menurunkan tingkat antigenisitas dari virus tersebut (Ou-yang et al.
aktivasi pada suhu tinggi/kondisi panas dapat menyebabkan protein pada
enaturasi, sehingga berkurang kelarutannya. Hal ini dapat terjadi pada
rutan protein mendekati pH isoelektris, dimana terjadi pembalikan bagian
isan molekul protein yang bersifat hidrofobik akan menjadi dibagian luar
iknya bagian protein yang bersifat hidrofilik akan terlipat ke dalam yang
rnya protein akan menggumpal dan mengendap. Denaturasi protein dapat
ara lain diakibatkan oleh paparan panas, pH, bahan kimia dan mekanis
1992).

at virus yang digunakan merupakan vaktor krusial yang sangat
aruhi peningkatan respons imun yang dihasilkan (Shimmoto et al. 2009).
1ipat bekerja dengan mencegah patogen masuk ke dalam sel atau mencegah
berkembangnya patogen pada jaringan ikan terinfeksi yang pada akhirnya dapat
menyebabkan mortalitas ikan. Sistem imun ikan memberikan perlindungan
terhadap penyakit dengan mengenali dan menghancurkan patogen yang masuk dan
mempertahankan proses homeostatis setelah timbulnya reaksi inflamasi dan
lkerusakan jaringan (Magnadottir ef al. 2009). Respons imun dan imun memori pada
ikan yang ditimbulkan oleh antibodi memiliki peran penting dalam mekanisme
perlindungan terhadap reinfeksi berbagai mikroorganisme. Respons anti-virus dan
antibodi tersebut sangat penting dalam peningkatan proteksi melalui vaksinasi
terhadap penyakit virus (Burton, 2002; Guidotti dan Chisari, 2001).

Vaksinasi ikan gurami dengan menggunakan vaksin formalin-killed culture-
based (FKC, vaksin formalin-killed) dan vaksin heat-killed culture-based (HKC,
vaksin heat-killed) dengan periode induksi vaksin selama 21 hari sebelum
dilakukan uji tantang. Hasil percobaan menunjukkan nilai RPS dari ikan gurami
vang dwaksin sebesar 16.7-73.3% dimana vaksin FKC menghasilkan nilai RPS
vang devih tinggi yaitu sebesar 73.3% dibandingkan vaksin HKC. Indikator
efektivitas vaksin menurut Amend (1981) dapat terlihat dari nilai RPS yang lebih
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besar dari 60%. Nilai RPS menunjukkan vaksin FKC dapat digunakan sebagai

kandidat vaksin megalocytivirus. Nilai RPS dan persentase mortalitas harian pada
sicobaan ini dapat dilihat pada Tabel 5 di bawah ini.

el 5 Nilai kelangsungan hidup relatif (Relative Percent Survival/RPS) dari ikan
gurami yang divaksinasi dengan vaksin formalin-killed dan heat-killed
terhadap infeksi megalocytivirus

dssaaruf) g d 1 y1ru vidio 5p H)

Kelompok Perlakuan Jumlah ikan  Mortalitas  RPS

(ekor) (o) ()

A Vaksin Formalin-killed/FKC 30 26.7 733

B Vaksin Heat-killed HKC 30 83.3 16.7
C Kontrol 30 100 -

Nilai RPS hasil penelitian ini tidak jauh berbeda dengan hasil penelitian
pang et al. (2006) dengan nilai RPS sebesar 65-75% menggunakan vaksin FKC
V pada red sea bream (Pagrus major). Nilai RPS yang lebih tinggi dihasilkan
penelitian yang dilakukan oleh Dong et al. (2013) sebesar 95% menggunakan
sin FKC ISKNV pada mandarin fish (Siniperca chuatsi). Nilai efikasi vaksin
o tinggi pada penelitian Dong et al. (2013) dihasilkan dari kombinasi titer
NV yang tinggi (10 TCIDso) dan penggunaan adjuvant yang dicampurkan
m suspensi virus pada pembuatan vaksin tersebut. Penelitian ini dilakukan
1ggunakan vaksin dengan titer virus yang hampir sama dengan yang digunakan
g et al. (2013) yaitu sebesar 10> TCIDsp namun tanpa penambahan adjuvant.
Penambahan adjuvant pada vaksin diketahui dapat meningkatkan respons
n ikan. Adjuvant berperan sebagai tempat penyimpanan yang mengikat antigen
m bentuk globul pada tempat injeksi (Anderson 1997), dimana terjadi induksi
yons proinflamasi dan pelepasan sitokin yang pada akhirnya menginduksi
duksi antibodi spesifik terhadap antigen tersebut (Evensen et al. 2005). Namun
sinasi dengan adjuvant yang sering digunakan dalam campuran bahan vaksin
untuk ikan dapat menimbulkan efek samping yang tidak diinginkan baik secara
morfologi maupun fisiologi akibat stimulasi sistem imun dalam waktu yang lebih
panjang (Midtlyng 1997). Menurut Mahardika et al. (2016) penggunaan adjuvant
pada vaksin dengan konsentrasi antigen tinggi dapat terakumulasi pada lokasi
injeksi sehingga terbentuk nodul dalam rongga abdomen ikan. Hal ini dapat terjadi
karena kurang terserapnya vaksin ke dalam organ atau jaringan ikan yang pada
akhirnya mempengaruhi kondisi kesehatan ikan antara lain menghasilkan nilai
sintasan yang rendah. Selain itu menurut Ackerman et al. (2000) interaksi antara
antigen, adjuvant dan sistem imun ikan dapat menyebabkan efek samping berupa
terhambatnya pertumbuhan ikan. Penggunaan adjuvant dalam vaksin menyulitkan
aaiam aplikasi di lapangan dan dibutuhkan dosis injeksi yang lebih tinggi akibat
pcningkatan viskositas vaksin (Dong ef al. 2013).
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Selama tiga minggu periode induksi vaksinasi pada percobaan ini, semua
npok baik kontrol maupun perlakuan, ikan terlihat sehat dan tidak
thatkan gejala berupa stres maupun terinfeksi penyakit. Pada saat
uji tantang dengan menggunakan metode kohabitasi dengan ikan
megalocytivirus, terjadi mortalitas sebesar 100% pada ikan kelompok
an tingkat mortalitas yang bervariasi pada kelompok perlakuan vaksinasi
22). Hasil uji tantang ini menunjukkan bahwa vaksin memberikan
gan terhadap infeksi megalocytivirus, walaupun vaksin HKC masih
lkan mortalitas yang cukup tinggi (83.3%) sehingga menyebabkan nilai

i

RP ah. Ikan uji vaksin FKC menghasilkan proteksi yang baik pada hasil uji
gan aksin ini memberikan perlindungan yang lebih baik dari vaksin HKC.
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Hari ke- (pasca-uji tantang)

2 Persentase mortalitas kumulatif kelompok perlakuan vaksin (formalin-
killed dan heat-killed) dan kontrol pada saat uji tantang dengan ikan
gurami terinfeksi megalocytivirus menggunakan metode kohabitasi.

: Jlaquins ueyngeAusw uep ueywniuesusw edue) jul sijn} eA1ey yninjes neje ueibeqes diynbusw Buele|q -

il analisis PCR dari jaringan ikan uji yang mengalami mortalitas dari
kontrol maupun perlakuan memperlihatkan hasil positif terinfeksi
ivirus melalui munculnya pita DNA pada berat molekul target 570 bp
23). Konfirmasi PCR dengan primer spesifik ISKNV dilakukan untuk
ntifikasi megalocytivirus dan memastikan mortalitas ikan tersebut
disebabkan oleh infeksi ISKNV.
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nbar 23 Analisis PCR dengan berat molekul target 570 bp untuk mendeteksi
megalocytivirus dari limpa ikan uji yang mengalami mortalitas setelah
uji tantang. Baris 1, 2: sampel ikan kelompok vaksinasi dengan
formalin-killed, baris 3, 4: sampel ikan kelompok vaksinasi dengan
heat-killed, baris 5, 6: sampel ikan kelompok kontrol; P: kontrol
positif; N: kontrol negatif dan M: Marker 100bp (Promega).
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Hasil analisis qPCR jaringan limpa ikan uji yang dikoleksi pada hari ke-4
a-uji tantang (days post-infection/dpi) jumlah virus tetap stabil dan tidak
hat adanya kenaikan jumlah copy DNA virus antara semua perlakuan dan
rol (Gambar 24). Pada hari ke-7 dpi, terlihat kenaikan cukup tinggi pada
akuan vaksin HKC dan kontrol, sementara tidak terlihat kenaikan jumlah copy
A virus pada limpa ikan uji vaksin FKC. Mortalitas ikan mulai terjadi pada hari
8 dpi dan mencapai puncaknya pada hari ke-11 hingga ke-12 dpi.

Dari hasil penelitian ini diduga sebelum hari ke-7 hari dpi, virus masih
kumulasi di darah, terperangkap dan dinetralkan oleh antibodi dan sel imun
-spesifik dalam darah (blood-borne antibodies) yang menahan penyebaran virus
dalam organ ikan (Shimmoto et al. 2010). Pada hari ke-7 dpi, virus mulai
hasil menembus pertahanan sistem imun ikan dalam darah yang terlihat dari
meningkatnya jumlah copy DNA virus di dalam limpa. Hasil ini didukung dengan
hasil analisis PCR dimana pada hari ke-4 setelah uji tantang pada limpa semua
kelompok uji memperlihatkan hasil negatif megalocytivirus sedangkan pada hari
ke-7 hanya limpa kelompok ikan yang divaksinasi dengan vaksin FKC yang
memperlihatkan hasil negatif, limpa kelompok ikan yang divaksinasi dengan vaksin
HEC dan kontrol memperlihatkan pita DNA positif megalocytivirus (Gambar 25).
Pada hari ke-7 setelah uji tantang, virus mulai dapat menembus sistem pertahanan
imunitas pada ikan ikan kelompok vaksin HKC dan kontrol dan menyebabkan
mulai banyaknya mortalitas ikan uji. Hal ini sesuai dengan hasil uji tantang dimana
mortalitas mulai terjadi pada hari ke-8 hingga ke-12 pada kelompok tersebut.
Shimmoto ef al. (2010) menyatakan bahwa akumulasi virus yang lebih sedikit
dijumpai pada insang red sea bream (Pagrus major) yang divaksinasi
menggunakan vaksin protein rekombinan dibandingkan dengan kontrol dan
sebaliknya akumulasi virus pada darah lebih banyak pada perlakuan vaksinasi
dibandingkan kontrol pada hari ke-5 dan ke-7 dpi. Pada penelitian Zhang et al. 2015

(Scophthalmus maximus) yang divaksin menggunakan vaksin DNA ORFO075.
Vaksinasi tersebut efektif mempertahankan sistem imun dengan menekan replikasi
virus dan menghasilkan nilai RPS sebesar 73% dengan mortalitas 100% pada ikan
ielompok kontrol.
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4 Jumlah (copy DNA) virus pada limpa ikan uji pra-perlakuan (S0), limpa
ikan uji kelompok kontrol (K) dan kelompok perlakuan vaksin
formalin-killed (FKC), vaksin heat-killed (HKC) setelah divaksinasi
selama 21 hari, yang dikoleksi pada hari ke-4 dan ke-7 setelah uji
tantang.
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Ga 5 Elektroforesis hasil qPCR jumlah (copy DNA) virus pada limpa ikan
uji kelompok kontrol dan perlakuan vaksinasi pada hari ke-4 dan ke-
7 pasca-uji tantang. No.1-3: sampel limpa ikan uji pada hari ke-4 dpi
(1: vaksin FKC/formalin killed; 2: vaksin HKC/heat-killed; 3: kontrol),
No. 4-6: sampel limpa ikan uji pada hari ke-7 dpi (4: vaksin
FKC/formalin killed; 5: vaksin HKC/heat-killed; 6: kontrol).

Akumulasi virus yang lebih rendah pada organ target infeksi RSIV seperti
limpa. ginjal dan insang dapat meningkatkan kelulus-hidupan (survival) dari ikan
uji (Chou et al. 1998; Sudthongkong et al. 2002 dan Inouye ef al. 1992). Penelitian
Nakajima et al. (1997) dengan menggunakan indirect-immunoflourescence test
pada lirnpa red sea bream memperlihatkan penurunan jumlah antigen virus (RSIV)
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Eari ke-5 dan ke-9 dpi pada kelompok vaksin formalin-killed, dan diduga terjadi
penghambatan replikasi virus pada organ tersebut yang menggambarkan proteksi
o vaksinasi. Limpa merupakan organ target megalocytivirus dimana dijumpai
lah copy DNA virus yang paling tinggi dibandingkan organ lain seperti ginjal,
, insang, usus, lambung dan otot (Lin et al. 2017). Hasil penelitian ini juga
1ai dengan hasil penelitian Lin ef al. (2017) dimana pada hari ke-5 dpi belum
adi peningkatan jumlah virus. Namun, jumlah copy DNA ISKNV meningkat
(10% hingga 10'!) pada hari ke-6 hingga hari ke-11 dpi. Ikan mandarin yang
feksi virus mengalami mortalitas mulai hari ke-7 hingga ke-11 dpi pada saat
lah virus mencapai batas tertentu dan ikan mulai memperlihatkan gejala klinis
juga mortalitas. Pada penelitian He et al. 2002, ikan mandarin yang diinfeksi
1ggunakan metode kohabitasi juga terlihat mulai terinfeksi pada hari ke-7 dpi
mortalitas sebanyak 100% terjadi pada hari ke-12 dpi.

Sistem imun pada ikan memiliki dua sistem imun penting yaitu sistem imun
aan (innate immune system) bersifat non-spesifik dan terdiri dari komponen
lar dan humoral, juga sistem imun adaptif (adaptive immune system) yang
sifat spesifik melalui respons imun humoral yang dihasilkan dari produksi
bodi dan respons imun seluler melalui mediasi oleh sel limfosit-T yang bereaksi
5ifik dengan antigen tertentu. Berbeda dengan sistem imun adaptif, sistem imun
aan tidak memiliki memori dan pengenalan spesifik terhadap benda asing
entu yang masuk ke dalam tubuh inang. Pada ikan, sintesis antibodi relatif lebih
bat dibandingkan vertebrata lain sehingga menjadikan sistem imun bawaan ini
pat penting dalam sistem pertahanan inang terhadap mikroorganisme penyebab
yakit. Pada ikan salmon, respons imun adaptif berlangsung selama 4-6 minggu
sangat dipengaruhi oleh suhu lingkungan (Ellis 2001).

Pada respons imunitas spesifik (humoral), antibodi merupakan efektor yang
beran penting terhadap infeksi virus pada kondisi ekstraseluler seperti diawal
ses infeksi sebelum virus masuk ke dalam sel inang dan pada saat dilepas oleh
terinfeksi yang lisis oleh sel sitotoksik. Antibodi bekerja menetralkan virus,
1cegah virus menempel dan masuk ke dalam sel inang. Antibodi dapat berperan
agai opsonin dan mengaktivasi komplemen untuk meningkatkan fagositosis.
Fagositosis terjadi pada saat bahan asing melekat pada permukaan sel fagosit yang
dimediasi oleh ikatan hidrofobik atau interaksi gula/lektin (Secombes 1996). Pada
respons imun spesifik seluler difasilitasi oleh sel CD8/CTL (cluster of
differentiation/cytotoxic T lymphocyte) yang membunuh sel terinfeksi melalui
pengenalan peptida virus dalam sel terinfeksi. Sel terinfeksi difagosit dan antigen
virus dipresentasikan bersama molekul MHC-1 ke sel CD8" yang berproliferasi
menjadi sel spesifik untuk peptida virus. Sel CTL naive yang diaktifkan lalu
berdiferensiasi menjadi sel CTL efektor yang membunuh sel bernukleus yang
terinfeksi. Infeksi virus menimbulkan kematian sel inang dan kerusakan jaringan
akibat respons imun aktif untuk membatasi replikasi dan penyebaran virus ke sel
dan organ lain (Baratawidjaya dan Rengganis 2014).

Pertahanan awal pada sistem imunitas bawaan terhadap infeksi patogen
adalah kulit (lapisan dermis, epidermis, sisik) dan membran mukus. Keutuhan
lapisan epidermis sangat penting dalam menjaga keseimbangan osmotik dan
menghalangi masuknya benda asing (Shephard, 1994). Lapisan mukus dan juga
pada cairan tubuh yang dihasilkan oleh inang mengandung senyawa anti-bakteri
seperti antibodi, antibakterial peptida, antiprotease, lisozim, protein komplemen,
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transferin dan lektin yang dapat bereaksi dengan berbagai macam mikroorganisme
dan produk sekresinya (Nowak 1999; Nagashima et al. 2001).

atus kesehatan ikan dan respons imun pada hewan akuatik dapat dimonitor
akan parameter hematologi. Sel darah putih (leukosit) berperan penting
ahanan tubuh bawaan pada ikan terhadap infeksi bakteri maupun virus.
Shen et al. (2018) leukosit merupakan komponen penting yang berperan
em kekebalan tubuh ikan, selain itu sel darah putih mengekspresikan gen
ait dengan imunitas. Komponen sel darah putih terdiri dari limfosit,

-~ dald

ANSL2azU Y g F ] Y1 D21 Y )

uea
)

gno eutrofil, eosinofil dan basofil. Sel-sel fagositik tersebut bersama dengan
el § csik lainnya berperan dalam sistem imun non-spesifik dalam menginisiasi
gesy] un dan menimbulkan reaksi inflamasi. Inflamasi merupakan respons
disi dari inang terhadap adanya infeksi dan cedera pada jaringan yang pada
akh dapat menimbulkan kelainan patologis. Pada kondisi tersebut terjadi
&as{ 1si yang dapat menimbulkan pendarahan. Peningkatan permeabilitas

darah di jaringan menimbulkan kebocoran yang menimbulkan edema
uti oleh migrasinya leukosit melewati dinding kapiler dan masuk ke
Berbagai faktor plasma dan sel inflamasi berinteraksi dan patogen yang
asuk memicu rangkaian reaksi inflamasi yang kompleks. Masuknya
anisme  patogen ke dalam inang akan mengaktitkan mekanisme
n inang, baik selular maupun humoral dari sistem imun bawaan tersebut
b’ ttir 2000).

a penelitian ini persentase jumlah limfosit pada kedua perlakuan vaksin
unjukkan perbedaan nyata dengan kontrol pada awal periode induksi
namun jumlah limfosit pada perlakuan vaksin HKC secara nyata lebih
bandingkan vaksin FKC dan kontrol pada hari ke-21 pasca-vaksinasi.
mfosit cenderung stabil pada periode induksi vaksinasi dan terlihat
hingga periode akhir uji tantang. Limfosit merupakan komponen terbesar
rah putih yang merupakan penghasil antibodi yang berperan dalam sistem
oral adaptif. Persentase jumlah monosit pada kedua perlakuan vaksin
unjukkan perbedaan nyata dengan kontrol pada periode induksi vaksinasi
de uji tantang. Jumlah monosit terlihat berfluktuasi pada periode induksi
dan mengalami peningkatan pada periode uji tantang. Persentase limfosit,
an neutrofil ikan gurami sebelum perlakuan (S0), pasca-vaksinasi dengan
Sin formalin-killed dan heat-killed (periode induksi vaksinasi) serta periode
séa-uji tantang dapat dilihat pada Gambar 26 di bawah ini.
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Periode induksi vaksinasi

O Vaksin Formalin-killed

= =
i E .
|||||| m & ok
) o 5 “ o
llllll - m ® -
|||||| ._m by
o —— M
= ERE [ =
2 - ERpe
z o — m S @ _
- " m a m =t
E— =z S -
- £ 3 > o
- «f 4 ™
- — & : =
@ |
_ Illl.w| $ =
M § 2 3 =—F
— E ——
E2B8R8RERRS Sresnomovao
ﬁgv nsoynay HQ“EULN.SQ A.\..-v jJ1soynaj %E&h&hﬁ

NN A @Hak cipta milik IPBUniversity

Hak Cipta Dilindungi Undang-undang

1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebukan sumber :
a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah
b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar IPBUniveristy.

2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin IPBUniversity.

IPB University

— Bogor Indonesia —

S0

O Kontrol

B Vaksin Heat-killed

o — Wu

ot : -~
B
@
o « 2
It M
° -
= B m
S | g
) ah _ P
g o =
Z Elet M
] :
" -
_ &

L1 ]
e m Z

wh =

S WEeETNoSWETHND
O v v v -

(%) nsoyna pyuaiaffiq

OKontrol

B Vaksin Heat-killed

8 Vaksin Formalin-killed

monosit dan neutrofil ikan gurami sebelum
perlakuan (S0), pasca-vaksinasi dengan vaksin formalin-killed dan

heat-killed (periode induksi vaksinasi) serta periode pasca-uji tantang

b

nbar 26 Persentase limfosit

dengan GGIV (giant gourami iridovirus). Huruf berbeda yang tertera

di histogram menunjukkan perbedaan yang signifikan antar perlakuan

(P<0.05).

Perpustakaan [PBUnivserity
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Persentase jumlah neutrofil pada kedua perlakuan vaksin tidak menunjukkan
perhedaan nyata dengan kontrol. Jumlah neutrofil cenderung mengalami penurunan
al periode induksi vaksinasi dan berangsur-angsur meningkat hingga
khir uji tantang. Neutrofil merupakan sel fagosit polimorphonuclear

Ttar ng pertama kali bermigrasi ke jaringan luka atau terinfeksi pada awal
Pro; flamasi. Pada inflamasi akut yang merupakan respons cepat terhadap
&er 1 sel, jumlah neutrofil dalam pembuluh darah meningkat dengan cepat dan

&

lasi di daerah infeksi untuk membersihkan debris dan eradikasi
anisme secara fagositosis. Pada saat inflamasi telah terkontrol, neutrofil

gu

‘iid erahkan kembali dan berdegenerasi. Selanjutnya dikerahkan sel fagosit
dnor ear seperti monosit, makrofag, limfosit dan sel plasma. Pasca-uji tantang
Jad plitian ini terjadi penurunan persentase limfosit, peningkatan persentase

dan neutrofil. Berbeda dengan vaksin bakterial, parameter differential
emungkinan kurang efektif untuk digunakan sebagai salah satu indikator
ksin virus. Menurut Skinner ef al. (2010) respons imun non-spesifik akan
i fluktuasi sesaat setelah invasi antigen dalam hitungan hari, sedangkan
un spesifik terbentuk dalam hitungan minggu. Kedua respons imun
paik spesifik maupun non-spesifik berperan penting dalam mekanisme
n ikan terhadap serangan patogen.

pons imun adaptif diinduksi oleh antigen yang disajikan oleh molekul
tocompatibility complex (MHC) yang mengaktifkan ekspresi sel limfosit
sitotoksik dan merupakan faktor penting dalam memerangi berbagai
rus. Limfosit ini mengenali dan membunuh sel-sel yang mengandung
irus melalui molekul MHC. Respons imun adaptif dimulai oleh sel-sel
presenting cells (APC) berupa limfosit dan makrofag yang
entasikan antigen berupa molekul asing di permukaan sel. Molekul MHC
an peptida endogen ke sel T-sitotoksik serta peptida eksogen ke sel T-
1da mamalia, respons imun adaptif terhadap infeksi virus dilakukan oleh
D8+ T-sitotoksik yang merupakan faktor penting dalam memerangi
nfeksi virus. Limfosit ini mengenali dan membunuh sel-sel yang memiliki
rus melalui molekul MHC.

Antibodi atau imunoglobulin (Ig) merupakan molekul efektor utama sistem
imun humoral yang spesifik (Uribe ef al. 2011). Fungsi utama dari antibodi adalah
untuk mengikat antigen. Imunoglobulin permukaan sel-B berfungsi sebagai
resaptor untuk pengikatan antigen. Pada respons imun humoral, sel B mengenali
antigen yang dipresentasikan melalui molekul MHC oleh sel T, dan selanjutnya
berdiferensiasi menjadi sel plasma yang melepaskan antibodi dan sel memori.
Sebagian dari sel B yang teraktivasi tersebut akan menjadi sel memori yang hidup
lama. Meémori jangka panjang dapat mengikuti aktivasi sel T dan sel B. Memori
aktif dapat dibuat melalui vaksinasi dengan memperkenalkan antigen untuk
merangsang sistem imun dan mengembangkan imunitas spesifik melawan patogen
tanpa menimbulkan penyakit. Antibodi mengenali dan berikatan dengan antigen
untuk memudahkan eliminasi dari tubuh inang. Fungsi efektor antibodi adalah
netralisasi dan eliminasi patogen maupun toksinnya yang menimbulkan infeksi.
Antibodi menetralkan antigen, dapat berfungsi sebagai opsonin dimana makrofag
dapat mengenali antibodi melalui reseptor dan menfagositosis patogen untuk proses
fagosit serta antibodi dapat berperan dalam antibody dependent cell mediated
cytotoxicity (ADCC) dan mengaktifkan sistem komplemen (Bratawidjaja dan
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Rengganis 2014). Menurut Anderson (1974), antigen dalam keadaan teropsonisasi
lebih mudah dikenali makrofag sehingga lebih efektif dan mudah untuk

Wancurkan.

Antibodi memengang peranan penting dalam perlindungan inang terhadap
ksi virus (Fu et al. 2012). Deteksi antibodi merupakan salah satu metode yang
nakan untuk mengevaluasi efikasi dari vaksin yang digunakan. Tingkat
eksi dari vaksin berkorelasi dengan nilai optical density (OD) yang teramati
interaksi antigen-antibodi spesifik menggunakan metode analisis enzyme-
ed immunoassay/ELISA setelah dilakukan uji tantang. Caipang et al. (2006)
iemukan adanya peningkatan antibodi penetralisir (serum neutralization
bodies) dalam serum red sea bream pasca-vaksinasi dengan vaksin RSIV yang
aktivasi dengan formalin maupun yang divaksinasi dengan protein hasil
aturasi vaksin formalin-killed tersebut.

Pada pengujian ini diperoleh nilai batas (cut off value/CV) dari nilai optical
ity (OD) sebesar 0.405 nm yang digunakan sebagai nilai penentuan ada atau
ya antibodi spesifik di dalam serum yang dihasilkan ikan uji sebagai respons
\berian vaksin. Ikan kelompok kontrol tidak menunjukkan nilai OD yang lebih
gi dari nilai CV selama periode induksi vaksinasi selama 3 minggu. Sebaliknya
ympok vaksinasi menghasilkan nilai OD yang lebih tinggi dari nilai CV sejak
ggu pertama periode induksi vaksinasi hingga periode akhir pasca-uji tantang.
il analisis indirect-ELISA menunjukkan adanya peningkatan titer antibodi anti-
alocytivirus dengan pemberian vaksin, baik yang diinaktivasi dengan formalin
C) maupun dengan pemanasan (HKC) seperti yang terlihat pada Gambar 27.
ini menunjukkan bahwa pemberian vaksin dapat menginduksi respons imun
5ifik pada ikan gurami. Perlakuan pemberian vaksin FKC menghasilkan titer
bodi yang lebih tinggi dalam serum ikan uji, sehingga memberikan proteksi
o lebih baik terhadap infeksi megalocytivirus dibandingkan vaksin HKC. Hasil

litian Zhang et al. (2015) menghasilkan peningkatan antibodi dalam serum
1 turbot yang divaksinasi dengan vaksin DNA ORF075. Protein rP444 yang
kspresi pada ikan yang divaksin tersebut secara nyata menghambat replikasi
s (diduga respons imun yang dihasilkan oleh antibodi yang dimediasi sel B
kontribusi pada efek perlidungan dari vaksin tersebut).

dpsaoazirg | s v2di> yr iy

Peningkatan titer antibodi pada kelompok perlakuan vaksin FKC mulai
teramati pada satu minggu pertama dan mencapai maksimal pada minggu ke-2
pasca-vaksinasi. Uji tantang dilakukan pada minggu ke-3 pasca-vaksinasi dan
penurunan titer antibodi teramati pada hari ke-4 pasca-uji tantang. Pada
pengambilan sampel hari ke-7 dan ke-14 pasca-uji tantang terlihat titer antibodi
mulai mengalami sedikit peningkatan. Semakin tinggi nilai titer antibodi maka
diharapkan kemampuan antibodi dalam memberikan perlindungan terhadap infeksi
megalocytivirus juga menjadi lebih tinggi. Menurut Plumb (1984), titer antibodi
yang tinggi tidak selalu dapat diartikan akan memberikan tingkat perlindungan atau
kekebalan yang tinggi juga.
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7 Hasil analisis titer antibodi ikan gurami menggunakan indirect-ELISA
dari serum ikan uji kelompok kontrol dan kelompok vaksinasi (vaksin
formalin-killed dan heat-killed) pada uji tantang. Garis putus-putus
pada kerapatan optik 0.405 nm menggambarkan cut-off value.
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nampuan melindungi ikan dari infeksi megalocytivirus melalui vaksinasi
an respons imun berperan penting dalam perlindungan terhadap virus
akajima et al. 1999). Respons kekebalan tubuh ikan terkait kontak
antara ikan dengan lingkungan yang membawa patogen penyebab infeksi
D7). Inisiasi dan amplifikasi dari respons imun non-spesifik maupun
iatur oleh sitokin yang mengatur banyak sel dan juga berperan sebagai
un.
il analisis ekspresi gen TNF-a relatif terhadap gen beta-aktin ikan gurami
hatkan tidak ada perbedaan nyata antara perlakuan vaksin maupun kontrol
ke-21 pasca-vaksinasi. Pada hari ke-4 pasca-uji tantang, ekspresi gen
da perlakuan vaksin formalin-killed berbeda nyata dibandingkan vaksin
d dan kontrol. TNF-a (tumor necrosis factor) merupakan salah satu
tama dalam respons inflamasi akut yang diinduksi oleh infeksi
anisme (sitokin proinflamasi). Infeksi tersebut apabila berlanjut dapat
yroduksi TNF-a dalam jumlah besar yang menimbulkan reaksi sistemik.
disekresikan oleh makrofag dan berfungsi mengerahkan neutrofil dan
monosit ke tempat infeksi, meningkatkan ekspresi molekul adhesi (selektin dan
ligah) sel endothelium pembuluh darah untuk integrin leukosit, kembali
merangsang makrofag mensekresikan kemokin dan menginduksi kemotaksis dan
pengerahan leukosit, merangsang fagosit mononuclear untuk mensekresi IL-1,
menginduksi apoptosis sel terinfeksi, merangsang hipotalamus memproduksi panas
schingga dapat menginduksi TNF-a dan IL-1 dan lainnya (Bratawidjaja dan
Reng&aais 2014).

Avalisis ekspresi gen interleukin-1p (IL-1P) relatif terhadap gen beta-aktin
ikan gurami memperlihatkan tidak ada perbedaan nyata antara perlakuan vaksin
maupuii kontrol pada hari ke-21 pasca-vaksinasi. Ekspresi gen IL-1B pada
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perlakuan vaksin FKC berbeda nyata dibandingkan vaksin HKC dan kontrol pasca-
uji tantang hari ke-7. Sitokin interleukin-1 (IL-1) berperan sebagai mediator
lamasi sebagai respons imun non-spesifik terhadap adanya infeksi maupun
bsangan lainnya. Sitokin ini disekresikan oleh monosit, makrofag, sel endotel
sel epitel. Interleukin berperan dalam pengaturan respons imun, reaksi
amasi dan hematopoiesis. Efek sitokin IL-1 pada limfosit T, antara lain
angsang proliferasi, diferensiasi dan produksi limfokin. Pada limfosit B efek
o ditimbulkan di antaranya merangsang proliferasi, diferensiasi dan sebagai
0aktraktan sel tersebut. Sedangkan pada makrofag, fibroblast, osteoblast dan
epitel, IL-1 menginduksi proliferasi dan aktivasi sel-sel tersebut. IL-1
pakan neutrophil chemotactic factor yang berfungsi menginduksi kemotaksis
sel neutrofil dan granulosit lain untuk bermigrasi ke daerah yang terinfeksi dan
wudian menginduksi fagositosis. Selain itu juga menginduksi respons fisiologi
o diperlukan untuk migrasi dan fagositosis.

Hasil analisis ekspresi gen myeloid differentiation primary-respons protein
D88) relatif terhadap gen beta-aktin ikan gurami memperlihatkan adanya
bedaan nyata antara perlakuan vaksin dengan kontrol pada hari ke-21 pasca-
sinasi. Ekspresi gen MyD88 pada perlakuan vaksin formalin-killed berbeda
a dibandingkan vaksin heat-killed dan kontrol pasca-uji tantang hari ke-7
Sitokin berikatan dengan reseptor spesifik pada membran sel. Reseptor
ukaan sel (foll-like receptor/TLR) menerima sinyal awal untuk mengaktifkan
yons imun non-spesifik dan transduksi sinyal dilanjutkan ke dalam sel yang
bungkan dengan mekanisme efektor. Pada sistem imun non-spesifik, sinyal
at berupa produk mikroba, reseptor berupa pattern recognition receptor/PRR
sinyal akan ditransduksi melalui interaksi molekul intraselular spesifik. Ikatan
n pada TLR (di bagian ekstraselular) memacu penggabungan MyD88 dengan
ain intraselular, translocated intimin receptor (TIR) dan selanjutnya
nbentuk kompleks TRAKI1/IRAK4 (IL-1 receptor associated kinase) dan
njutnya terjadi fosforilase atas pengaruh protein kinase dan cascade enzim
njutnya. Aktivasi jalur sinyal TLR menimbulkan berbagai efek seperti
ringkatnya ekspresi gen yang berperan dalam inflamasi, meningkatkan aktivitas
bsitosis makrofag dan neutrofil, meningkatkan kemampuan menghancurkan
patogen dan sebagainya. Hasil analisis ekspresi gen TNF-a, IL-1f dan MyD88
relatif terhadap gen beta-aktin ikan gurami dapat dilihat pada Gambar 28 di bawah
ini.
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SIMPULAN

Dari hasil penelitian ini menunjukkan penggunaan vaksin dari suspensi virus
¢ diinaktivasi dengan formalin (formalin-killed) mampu meningkatkan respons
n spesifik pada ikan gurami yang terlihat dari terbentuknya antibodi spesifik
a nilai RPS sebesar 73.3%. Vaksinasi ikan gurami menggunakan vaksin

alin-killed juga meningkatkan ekspresi relatif gen imunitas TNF-a, IL-18 dan
D88 pada limpa ikan gurami pasca-uji tantang.

W)

SARAN

Pada tahap ketiga ini perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui
s vaksinasi yang tepat dan metoda aplikasi vaksin yang paling efektif. Analisis
presi gen terkait imunitas lainnya perlu dilakukan khususnya ekspresi gen yang
espons inflamasi dalam organ lainnya seperti ginjal, hati dan usus pada proses
awan infeksi virus.
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6 PEMBAHASAN UMUM

puluh tahun terakhir ini, wabah penyakit akibat infeksi virus penyebab

00 s tinggi pada ikan budidaya telah banyak dilaporkan. Pada budidaya
an imana satu atau beberapa spesies dibudidayakan pada kepadatan tinggi
Bnal pgen akan mudah menular antar individu dalam satu populasi. Budidaya
nt erkaitan erat dengan tingkat munculnya penyakit dan penyebarannya.

Per lian penyakit infeksi sangat sulit, bahkan pengobatan menggunakan
%nti dan terapi lainnya tidak cukup efektif untuk menghilangkan patogen dari
anar lingkungan budidaya.

% akit infeksi khususnya yang diakibatkan oleh infeksi virus merupakan
% tama pada sektor akuakultur. Walaupun tingkat mortalitas yang
alis n infeksi virus tersebut sangat tinggi hingga dapat mencapai 100%,

apsiaiuf) < d 1 Y vidis Yo e

ampai saat ini belum ada metode pengobatan efektif yang tersedia.
faktor yang mempengaruhi upaya pencegahan dan pengendalian wabah
akibat infeksi virus antara lain seperti kerentanan inang, kondisi
n budidaya, sifat dan patogenesitas virus serta cara penularan infeksi
al. 2013). Virus merupakan mikroorganisme parasit obligat yang hanya
perbanyak diri di dalam inang/sel hidup. Virus memulai infeksi dengan
| pada reseptor yang merupakan komponen permukaan sel spesifik pada
. Virus masuk ke dalam sel dan menggunakan mesin dan jalur
me pada sel inang untuk membuat copy asam nukleat dan mensintesis
ubunit dari virus tersebut untuk memperbanyak diri. Selanjutnya
struktural dasar tersebut disusun menjadi partikel virus baru yang
dari sel salah satunya melalui proses lisis. Virus baru yang dilepaskan
rinfeksi kemudian menyebar dan menginfeksi sel disekitarnya. Menurut
tt et al. (2013) viraemia menyebabkan penyebaran infeksi virus ke hampir
can ikan terinfeksi. Virus yang berhasil masuk ke sistem sirkulasi dan
enghindari sistem imunitas bawaan inang (innate immunity) dapat
ke organ target lainnya sehingga menimbulkan kerusakan jaringan dan
1 fungsi organ yang pada akhirnya menyebabkan mortalitas ikan (Jung-
et al. 2016).

ginya tingkat mortalitas megalocytivirus pada ikan yang terinfeksi tidak
lepas dari sifat broad host range virus tersebut yang memungkinkan menginfeksi
banyak spesies ikan baik ikan air tawar maupun air laut, ikan konsumsi maupun
ikan hias dan menyebarkannya ke ikan lain (Go ef al. 2006; Wang et al. 2007; Jeong
et al. 2008). Di Indonesia, megalocytivirus pada ikan gurami ini dapat menjadi
ancaman pada budidaya ikan gurami khususnya sehingga perlu adanya kerjasama
antara akademisi, pelaku usaha budidaya, para pengambil kebijakan dan praktisi
untuk memperoleh solusi terbaik untuk pengendaliannya. Vaksinasi merupakan
salah satu solusi untuk pencegahan penyakit yang paling murah dan efektif. Hal ini
vang menjadikan pentingnya pengembangan vaksin sebagai salah satu upaya untuk
mengontrol penyakit infeksi agar kerugian yang diakibatkannya tidak berlanjut dan
infeksi o dapat ditekan  (Ou-yang et al. 2012; Hazreen-nita et al. 2019).
Pengoisbangan dan aplikasi vaksin berbasis kultur sel merupakan metode yang
tradisicnal namun efektif khususnya untuk penyakit yang disebabkan oleh infeksi
virus.
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Penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan kultur sel dan vaksin inaktif
k pencegahan penyakit megalocytivirus. Pembuatan vaksin megalocytivirus ini
nerlukan virus dalam jumlah besar dan sel kultur yang suseptibel yang
nakan sebagai inang untuk perbanyakan virus. Kultur sel Grunt Fin (GF) tidak
asil memperbanyak megalocytivirus yang menginfeksi ikan gurami sehingga
embangkan kultur sel primer dari limpa ikan tersebut (sel GPs). Sel GPs
nakan dalam proses pembuatan vaksin yang dapat memberikan proteksi pada
1 gurami terhadap infeksi megalocytivirus dan dapat menjadi produk yang
ctif dan aplikatif serta dapat menjadi produk unggulan nasional. Berdasarkan
an tersebut di atas maka penelitian ini dilakukan dalam empat tahap yaitu (i)
tifikasi dan karakteristik megalocytivirus asal ikan gurami, (ii) pembuatan
ur sel primer dari jaringan ikan gurami, (iii) preparasi vaksin megalocytivirus
(iv) uji efikasi vaksin pada ikan gurami.

Karakterisasi dan identifikasi virus yang menginfeksi ikan gurami pada tahap
enelitian ini menghasilkan pohon filogenetik dari gen major capsid protein
P) berupa tiga clade dari genus megalocytivirus (ISKNV, RSIV dan TRBIV).
nt gourami iridovirus (GGIV), isolat virus dari ikan gurami, membentuk cluster
ocan [SKNV dan memiliki 100% homologi dengan genom lengkap ISKNV.
berian nama strain ISKNV yang baru ditemukan sesuai dengan nama asal
sies inangnya seperti African lampeye virus (Sudthongkong et al. 2002),
ggai cardinalfish iridovirus (Weber et al. 2009) dan dwarf gourami iridovirus
et al. 2006; Sudthongkong et al. 2002). GGIV selanjutnya digunakan sebagai
didat dalam pengembangan vaksin.

Strain kandidat vaksin merupakan faktor yang sangat penting dalam
gembangan dan aplikasi vaksin berbasis kultur sel yang sangat mempengaruhi
yons imunitas inang yang dihasilkan pada proses vaksinasi. Walaupun belum
>tahui apakah ada perbedaan serologis di antara strain megalocytivirus namun
apat variasi fenotipik yang dapat menyebabkan perbedaan pada kemampuan
ikasi virus secara in vitro, virulensi pada inang dan antigenisitas virus dalam
embangan vaksin (Shinmoto ef al. 2009). Kandidat vaksin yang cocok
nakan dalam pembuatan vaksin inaktif berbasis kultur sel antara lain titer virus
asil perbanyakan in vitro dapat dipertahankan tetap stabil dan menghasilkan
irulensi yang tinggi pada infeksi buatan serta tidak terjadi banyak
perubahan/variasi pada isolat tersebut (Dong et al. 2013).

Uji infeksi buatan menggunakan GGIV pada ikan gurami pada penelitian ini
menghasilkan mortalitas tinggi hingga mencapai 100%. lkan yang terinfeksi
memperlihatkan gejala klinis yang khas infeksi megalocytivirus antara lain limpa
dan ginjal membesar dan hati pucat. Pengamatan sayatan histologi memperlihatkan
banyak sel hipertropi pada limpa dan ginjal serta nekrosis pada limpa. Selain limpa
yang merupakan organ dengan kandungan virus terbanyak, pada ginjal juga
ditemukan kandungan virus yang cukup tinggi. Hal ini sesuai dengan kondisi
dimana limpa dan ginjal merupakan organ target infeksi yang direkomendasikan
untuk digunakan dalam diagnosa megalocytivirus karena banyaknya partikel virus
diedalamnya (Ito et al. 2013; Mahardika et al. 2004; Fauquet et al. 2005; Choi et al.
2006). Di dalam sel terinfeksi virus terbentuk badan inklusi yang menandakan
sislus replikasi sedang berlangsung. Badan inklusi tersebut merupakan hasil
alktumulasi virion atau komponen virus, walaupun tidak semua badan inklusi
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mengandung virus. Satu atau lebih badan inklusi intrasitoplasmik ataupun
I 1klear dapat teramati pada sayatan histologi jaringan sel terinfeksi (Lio-Po
arakteristik histopatologi yang khas infeksi megalocytivirus terlihat pada
ikan seperti nekrosis dan sel basofilik hipertropi dengan inklusi
ik yang juga merupakan indikasi adanya infeksi sistemik yang disebabkan
alocytivirus (Sudthongkong et al. 2002; Jancovich et al. 2012). Pada
ini, limpa dan ginjal ikan terinfeksi juga memperlihatkan adanya partikel
yentuk icosahedral dengan ukuran 150-200 nm pada pewarnaan negative
aupun sayatan jaringan menggunakan ultramikrotom dan pengamatan
edua organ tersebut, namun partikel virus tersebar di dalam sitoplasma sel
dan pembatas membran yang memisahkan badan inklusi dengan
sel tidak terlihat jelas.
ein struktural virus merupakan molekul kunci yang berhubungan dengan
un terhadap infeksi virus (Sommerset ef al. 2005). Pada penelitian ini,
rofil protein sel utuh GGIV menggunakan SDS—PAGE diperoleh lebih
ta protein dengan ukuran antara 7.7 hingga 204 kDa. Pita protein paling
can berat molekul sekitar 40-50 kDa diduga merupakan protein major
otein (MCP) dari virus tersebut. MCP pada RSIV dan kandidat vaksin
vapore grouper iridovirus (SGIV), merupakan antigen imunogenik (Qin
2; Caipang et al. 2006; Ou-yang et al. 2012). MCP merupakan protein
edominat structural component) yang dihasilkan oleh iridovirus selama
ngnya infeksi. Sekuen lengkap gen MCP (1362 bp) menghasilkan protein
erat 48-55 kDa yang dapat mencakup lebih dari 40-45% dari total protein
liams 1996; Fauquet et al. 2005). Pada umumnya protein imunogenik dari
berkaitan dengan permukaan virus dan tempat penyusunan virus seperti
velope (Qin et al. 2002; Zhou et al. 2011). Protein struktural virus tersebut
langsung dengan sel inang sehingga memiliki peran yang sangat penting
es infeksi dan umumnya berkaitan erat dengan induksi respons imun dan
in antigen (Xiong et al. 2011). Walaupun profil protein sel utuh GGIV
tahui namun fungsi masing-masing protein belum dapat diindentifikasi.
a tahap II penelitian ini dilakukan pengembangan kultur sel primer dari
in gurami. Kultur sel dari berbagai jaringan dari berbagai spesies inang
berguna untuk meneliti respons spesies spesifik dari infeksi virus pada
tingkat selular. Kultur sel yang cocok merupakan media penting untuk isolasi,
proliferasi, purifikasi dan karakterisasi virus lebih lanjut. Namun, dikarenakan
sebab yang tidak dikethui, semua anggota megalocytivirus sulit diperbanyak dalam
lultur sel yang umum digunakan dalam isolasi virus (Dong et al. 2008). Menurut
Sobhana et al. (2008), kultur sel asal inang dengan spesies yang sama atau dekat
kekerabatannya kemungkinan besar memiliki sensitivitas dan kerentanan tinggi
terhadap infeksi virus tertentu. Lebih lanjut Lakra et al. (2011) menyatakan bahwa
beberapa virus patogenik merupakan organ/jaringan spesifik sehingga perlu
dilakukan pengembangan kultur sel dari organ dan jaringan yang berbeda dari inang.
Selain limpa pada penelitian ini juga telah mencoba mengembangkan kultur sel
primer dari ginjal dan hati namun hanya kultur sel dari limpa (sel GPs) yang tumbuh
dengan-baik. Sel GPs mampu dipertahankan lebih dari 30 pasase dan berhasil
berplorierasi setelah dilakukan penyimpanan beku pada suhu -86 °C.
Kultur sel primer yang berasal dari limpa ikan gurami sehat (sel GPs) telah

berhast!l dilakukan menggunakan metode explants melalui disosiasi sel secara
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enzimatik. Sel GPs pada awalnya bercampur antara sel berbentuk epitel (epithelial-
like) dan fibroblas (fibroblast-like), namun pada subkultur selanjutnya sel
bentuk epitel menjadi lebih dominan. Sel GPs dapat tumbuh dengan baik dan
proliferasi dengan cepat dalam medium L-15 dengan penambahan 20% FBS
a rentang suhu 22-32 °C, dengan suhu optimal pada 27 °C dan hasil ini sesuai
oan suhu infeksi megalocytivirus. Menurut Oh et al. (2006) kecepatan replikasi
ariasi tergantung pada suhu, dimana pada suhu 20 °C dan 25 °C megalocytivirus
>plikasi dengan cepat baik secara in vivo maupun in vitro. Hasil tersebut sesuai
can pernyataan He et al. (2002) bahwa suseptibilitas ISKNV merupakan
nerature dependent dan infeksi terjadi pada suhu di atas 25 °C. Pada suhu 15
20 °C tidak dijumpai adanya mortalitas ikan uji, sedangkan pada suhu di atas
°C ikan yang terinfeksi menunjukkan gejala klinis dan mortalitas mencapai
%. Infeksi RSIV dilaporkan terjadi pada red sea bream pada suhu di atas 25 °C
kajima et al. 2002), sementara wabah RSIV pada rock bream terjadi di Korea
suhu 23-27 °C (Jung & Oh 2000). Rock bream yang dipelihara pada suhu 13
tidak menunjukkan gejala klinis namun DNA virus tersebut terdeksi
\ggunakan analisis nested-PCR (Jun et al. 2009) sehingga dikhawatirkan
alocytivirus bersifat infeksi laten pada sel inang dan infeksi dapat terjadi
aktu-waktu dimana suhu lingkungan sesuai untuk replikasi virus tersebut.
epatan infeksi dan tingkat keparahan bervariasi dan tergantung pada spesies
1g. Selain faktor lingkungan, umur, padat tebar, transport dan penanganan yang
ang baik dapat menginduksi stres dan menurunkan tingkat imunitas ikan serta
ningkatkan suseptibilitas ikan terhadap megalocytivirus (Choi et al. 2006;
nchar et al. 2009)
Uji suseptibilitas kultur sel terhadap GGIV memperlihatkan sel GPs rentan
adap virus tersebut dengan munculnya cytophatic effect dan meningkatnya
lah copy DNA virus di dalam media kultur sel pasca-inokulasi virus. Medium
ur sel yang berisi GGIV tersebut digunakan dalam infeksi buatan secara injeksi
aperitoneal dengan pengenceran serial menghasilkan mortalitas 100% dalam
tu 7-11 hari setelah infeksi. Infeksi buatan secara kohabitasi menghasilkan
alitas 97% dalam waktu 21 hari pasca-infeksi. Hasil ini memperlihatkan bahwa
banyakan GGIV secara in vitro pada kultur sel GPs tetap mempertahankan
lensi virus tersebut. Hasil percobaan infeksi buatan dengan pengenceran
eiperlihatkan infeksi GGIV tergantung pada dosis infeksi, dimana semakin
- tinggi konsentrasi virus maka infeksi terjadi lebih cepat. Sementara infeksi buatan
secara kohabitasi juga menghasilkan mortalitas tinggi dan hal ini sesuai dengan
hasil penelitian He et al. (2002) serta Go & Whittington (2006) dimana
megalocytivirus dapat menular secara horizontal dari satu individu ke individu
lainnya baik pada spesies yang sama maupun spesies yang berbeda. Selain melalui
ikan yang terinfeksi, penularan virus juga dapat terjadi melalui air yang
terkontaminasi virus atau pemberian pakan ikan carrier ISKNV (He et al. 2002).
Perdagangan ikan hias global merupakan sumber penyebaran Iridovirus pada
spesies-spesies baru yang rentan dalam industri akuakultur ke wilayah geografi
vang berjauhan (Go & Whittington 2006; Go ef al. 2006).

Kultur sel yang dipelihara dalam jangka waktu panjang dapat bermutasi
sehingga merubah karakteristik asal dari sel tersebut. Kelalaian dalam dokumentasi
mengenai asal sel, kondisi dan jumlah pasase dari kultur sel dapat menyebabkan
’ésalahan pada penggunaan kultur sel sehingga hasil yang diperoleh tidak akurat.
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Pada penelitian ini digunakan analisis PCR menggunakan primer gen beta-actin
curami sebagai metode konfirmasi mengenai asal sel GPs. Primer gen beta-
a gurami menghasilkan pita DNA positif pada berat molekul 410 bp. Hasil
g DNA dan analisis nukleotida (BLASTN) menunjukkan bahwa sekuens
yang teramplifikasi dari sampel sel GPs memiliki kemiripan 99% dengan
ferensi dari Osphronemus goramy yang ada di GeneBank.
a tahap III penelitian ini dilakukan preparasi vaksin yaitu perbanyakan
da kultur sel GPs dan proses inaktivasi vaksin menggunakan dua metode
gan formalin dan pemanasan. Vaksin yang dikembangkan dari virus
nyak digunakan untuk pencegahan dan mengontrol penyakit virus pada
et al. 2015). Proses inaktivasi dilakukan hingga dipastikan kerusakan
pada infeksivitas virus, namun imunogenisitas virus tetap terjaga. Hasil
yang dilakukan Wilton et al. (2014) menunjukkan inaktivasi dengan
id (1:4000 pada suhu 37 °C selama 12 hari) mempengaruhi tahap awal
poliovirus (PV) yang menurunkan kemampuan virus berikatan dengan
liovirus receptor (hPVR), menurunkan sensitivitas PV dengan berubah
artikel 135S dan menghilangkan infektivitas RNA virus yang terbentuk.
-perubahan tersebut diduga bertanggung-jawab terhadap hilangnya
s PV setelah diinaktivasi. Hasil proses inaktivasi berupa hilangnya
isitas virus terjadi akibat kerusakan parsial pada epitop antigenik spesifik
babkan penambahan formaldehid.
ara umum formaldehid banyak digunakan dalam preparasi vaksin untuk
kan komponen protein atau menginaktitkan molekul toksin dari bakteri
dan Bengten 1996). Formaldehid akan bereaksi dengan gugus asam
n (ikatan tidak stabil) yang membentuk ikatan metilen (methilen bridge)
menjadi gugus asam amino yang stabil. Reaksi tersebut dapat terbentuk
m amino dengan molekul yang sama sehingga membentuk ikatan silang
al protein atau antara dua molekul membentuk ikatan dimer (Tommaso
)4). Formaldehid dapat meningkatkan proteksi respons antibodi namun
pengaruh pada proses pengenalan sel T terhadap antigen sebagai ikatan
ang dipresentasikan oleh major hystocompability complex (MHC) untuk
\ k komplek peptida-MHC dan juga mempengaruhi presentasi antigen
engintervensi pada saat degradasi proteolitik menjadi peptida (Seder dan
HillF2000).
Hasil penelitian He et al. (2002) menunjukkan suhu dapat digunakan dalam
proses inaktivasi virus (ISKNV sensitif terhadap suhu 56 °C selama 30 menit).
Selamn itu juga virus tersebut sensitif terhadap klorin, potasium permanganat,
paparan UV dan pH 3 — pH 11. Nervous necrosis virus (NNV) yang diinaktivasi
dengan pemanasan (heat denaturation/HD pada 100 °C selama 5 menit) tidak dapat
berikatan dengan NNV-neutralizing antibodies. Menurut Gye et al. (2017), proses
imaktivasi dengan pemanasan tersebut merusak epitop (terjadi perubahan
konformasi struktural karena pemanasan/heat-denaturation). Proses pemanasan
menyebabkan denaturasi protein sehingga terjadi konformasi struktural yang
menychabkan virus tidak dapat berikatan dengan reseptor pada inang. Menurut
Zhang #t al. (2004) protein envelope virus sangat penting untuk pengenalan dan
pengikatan virus pada reseptor inang serta penting dalam proses fusi dengan
membran inang pada saat infeksi virus. Walaupun awalnya diduga megalocytivirus
masuk ke dalam sel inang melalui endositosis yang dimediasi oleh reseptor, namun
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saat ini diketahui ISKNV masuk ke dalam sel MFF-1 melalui caveola-dependent
endositosis (Guo et al. 2012).

Tahap IV penelitian ini dilakukan efikasi vaksin megalocytivirus. Uji efikasi

sin didasarkan pada nilai kelangsungan hidup relatif/relative percentage
ival (RPS) dan penekanan mortalitas yang efektif pada uji tantang sehingga
>roleh nilai proteksi yang cukup tinggi (Hazreen-nita et al. 2019). Untuk dapat
iginduksi respons imun dan proteksi yang diinginkan, selain dibutuhkan
didat vaksin (isolat virus) yang memiliki imunogenitas yang tinggi, metode
ctivasi juga sangat berpengaruh pada kualitas antigen yang dihasilkan (Seder
Hill 2000). Pada penelitian ini, hasil vaksinasi memperlihatkan vaksin
alin-killed menghasilkan RPS yang baik yang menunjukkan bahwa protein
ktural GGIV bersifat imunogenik dan metode inaktivasi formalin-killed dapat
sak kemampuan virus dalam proses replikasi dan infeksi, namun tetap dapat
enali oleh sistem imun dari inang (Hazreen-nita 2019). Pada penelitian ini
enakan waktu dan stock virus yang terterbatas, tidak dilakukan optimasi
adap besarnya suhu dan lama proses inaktivasi pada pembuatan vaksin /eat-
ed yang menjadikan proses inaktivasi menjadi kurang optimal sehingga
proleh nilai RPS yang kurang baik.
Menurut Zhang et al. (2016) vaksin dapat menginduksi sistem kekebalan dan
eksi dalam dua tahap yaitu: proteksi non-spesifik (berlangsung lebih awal) dan
eksi spesifik (berlangsung lebih belakangan). Sel-sel darah perifer, lisozim dan
eroksida dismutase serta sitokin dapat diaktivasi dengan cepat pada awal infeksi
s. Sementara antibodi yang dihasilkan dari sel plasma berperan dalam proteksi
sifik terhadap infeksi virus (Burton 2002; Byon et al. 2006). Vaksinasi
\ggunakan vaksin formalin-killed pada ikan gurami dapat menginduksi sistem
ahanan non-spesifik dan memberikan proteksi yang cukup baik. Hal ini dapat
hat dari peningkatan ekspresi mRNA dari gen terkait imunitas pada limpa
ra lain sitokin pro-inflamasi (TNF-o dan IL-1B) dan MyD88 yang berperan
m transduksi sinyal aktivasi jalur toll-like receptor (TLR). Vaksinasi
1ggunakan vaksin formalin-killed juga memberikan proteksi spesifik terhadap
[V yang terlihat dari peningkatan titer antibodi anti-GGIV setelah uji tantang.
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7 SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

dasarkan hasil yang diperoleh dari beberapa tahapan penelitian, maka
mpulkan antara lain:

1. Hasil analisis molekuler dan pohon filogenetik memperlihatkan
GGIV merupakan spesies baru ISKNV dari genus megalocytivirus.
Sel primer GPs telah berhasil dikembangkan dari limpa ikan gurami
dan suseptibel terhadap giant gourami iridovirus/GGIV
(megalocytivirus penyebab infeksi pada ikan gurami).

Proses preparasi dan pembuatan vaksin inaktif berlangsung dengan
efektif dan vaksin aman untuk diaplikasikan pada ikan gurami. Vaksin
formalin-killed menunjukkan proteksi yang baik dengan nilai RPS
yang tinggi, peningkatan titer antibodi dan peningkatan ekspresi
sitokin pro-inflamasi (TNF-o dan IL-1B) serta gen MyDS88 yang
berperan dalam transduksi sinyal aktivasi jalur sinyal foll-like
receptor (TLR).

Buepun-buepun 1Bunpullia gadio 3eH
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Saran

sin megalocytivirus pada penelitian ini masih dalam tahap pengembangan
masih diperlukan penelitian lebih lanjut sebelum vaksin dapat
kan untuk pencegahan penyakit virus khususnya pada ikan gurami. Perlu
optimasi pada proses inaktifasi vaksin heat-killed agar memperoleh
besarnya suhu dan lama waktu inaktivasi agar protein imunogenik pada
ak terdenaturasi. Penelitian skala laboratorium masih dilanjutkan untuk
ui dosis optimum dan efektivitas vaksin formalin-killed melalui aplikasi
jeksi, perendaman dan oral melalui pakan. Penelitian lanjutan skala
n multi-lokasi serta strain ikan gurami yang paling tahan terhadap infeksi
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