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RDENIA. Pengembangan Kultur sel dan Vaksin Inaktif untuk
an Infeksi Megalocytivirus pada Ikan Gurami (Osphronemus goramy).
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babkan oleh infeksi virus sampai saat ini masih sulit dilakukan. Salah satu
cegahan yang cukup efektif dan aman bagi lingkungan budidaya adalah
aksinasi. Tujuan penelitian ini adalah melakukan pengembangan vaksin
rbasis kultur sel terhadap infeksi megalocytivirus yang menyerang ikan
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- ;@ib (g oleh SUKENDA, MUHAMMAD ZAIRIN Jr., ALIMUDDIN dan
025 ANGEWA M. LUSIASTUTIL.
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g % E‘ valocytivirus merupakan anggota dari family Iridoviridae yang menjadi
= 2 § penyebab infeksi sistemik fatal, menyebabkan kematian massal dan
;”* &cri@iall ckonomi yang tinggi pada berbagai spesies ikan budidaya air laut, air
g gaw § ikan hias. Di Indonesia, sejak tahun 2011 megalocytivirus telah diketahui
‘% ‘gne &l patogen penyebab infeksi di beberapa kasus wabah penyakit pada ikan
% ‘%ur (Osphronemus goramy) khususnya di Jawa Barat, Jawa Tengah dan Bali.
3 csatiyal ekspansi dan intensifikasi budidaya perikanan menimbulkan banyak
E? mufeliilya kasus wabah penyakit. Tingkat kematian ikan akibat infeksi virus
5 um tinggi dan sampai saat ini belum ada metode pengobatan yang cukup
g efel; tuk mengatasi masalah tersebut. Pencegahan menjadi pilihan yang lebih
5 bai bada pengobatan walaupun usaha pencegahan dan pengendalian penyakit
:
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ap pertama penelitian ini dilakukan untuk mengidentifikasi dan
kterisasi megalocytivirus pada budidaya ikan gurami. Identifikasi virus
akan primer universal dan spesifik untuk megalocytivirus dan infectious
d kidney necrosis virus (ISKNV). Sekuensing dan analisis BLAST
untuk memperoleh pohon filogenetik. Analisis filogenetik dari gen
»sid protein (MCP) tersebut menunjukkan strain baru dari megalocytivirus
t gourami iridovirus (GGIV). GGIV masuk dalam cluster ISKNV dan
100% homologi dengan fragment MCP dari genom lengkap ISKNV.
atan dilakukan melalui injeksi secara intraperitoneal menggunakan
nt homogenate yang terbuat dari organ dalam ikan yang terinfeksi dari

ah penyakit dan menghasilkan mortalitas sebesar 93% dalam waktu 12 hari.
Hasibinteksi buatan menunjukkan gejala klinis terinfeksi seperti lemah, kehilangan
nafswmakan, warna tubuh gelap/pucat dan hemoragi. Hasil nekropsi menunjukkan
limpa dan ginjal membengkak serta hati pucat. Analisis quantitative PCR pada
beberapa organ ikan terinfeksi menunjukkan jumlah copy DNA virus tertinggi
terdapat pada limpa diikuti oleh ginjal, insang dan hati. Analisis histopatologi
menunjukkan hemoragi pada limpa dan ginjal dan adanya sel-sel hipertropi yang
merupakan karakteristik infeksi megalocytivirus.

Pada tahap II dilakukan pengembangan kultur sel primer dari limpa ikan
gurami sebagai sel inang untuk memperbanyak GGIV secara in vitro. Pembuatan
lultursel primer dari limpa ikan gurami ini dilakukan melalui disosiasi sel secara
enzimatik. Hasil penelitian menunjukkan bahwa sel primer dari limpa ikan gurami
(gourzini primary cell from spleen/GPs) ini dapat tumbuh dengan baik pada suhu
27 %2 dan penambahan 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco/BRL Life
Technologies) dalam medium L-15 cukup baik untuk pertumbuhan sel. Sel GPs
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yang diinfeksi dengan GGIV yang diisolasi dari ikan gurami memperlihatkan sel
vang mengalami pembesaran dan membulat. Virus yang diperbanyak pada kultur
(GPs sangat virulen ketika diinjeksikan pada ikan gurami pada percobaan infeksi
an. Pengenceran supernatan virus yang diinjeksikan pada ikan gurami secara
aperitoneal menghasilkan mortalitas 100% dalam waktu 7-11 hari setelah
ksi. Infeksi buatan secara kohabitasi menghasilkan mortalitas 97% dalam waktu
ari dengan abnormalitas pada hati dan limpa. Sel primer GPs telah berhasil
kukan subkultur hingga lebih dari 30 pasase dan sel primer ini suseptibel
adap infeksi GGIV yang merupakan patogen penyebab infeksi ISKNV pada
idaya ikan gurami.

Pada tahap III penelitian ini dilakukan perbanyakan GGIV pada kultur sel
er GPs dalam pengembangan vaksin megalocytivirus pada ikan gurami. Tujuan
litian tahap III ini adalah untuk mengembangkan vaksin dan mengukur
ctivitas vaksin menggunakan nilai relative percent survival (RPS), parameter
logi (titer antibodi), dan molekuler (ekspresi gen terkait imunitas ikan gurami).
s diperbanyak pada kultur sel GPs dan menghasilkan titer virus sebesar 10°°
Dso/ml. Inaktivasi virus dilakukan mengggunakan dua metode yaitu heat-killed

formalin-killed. Vaksinasi dilakukan pada ikan gurami secara injeksi
aperitoneal selama tiga minggu periode induksi vaksin dan uji tantang
kukan dengan metode kohabitasi. Hasil percobaan menunjukkan nilai RPS
psar 17.7-73.3% dimana vaksin formalin-killed menghasilkan RPS yang lebih
gi. Akumulasi virus pada limpa ikan uji vaksin formalin-killed lebih rendah
indingkan kelompok vaksin heat-killed dan kontrol. Pengukuran differential
cosit pasca-uji tantang menunjukkan penurunan persentase limfosit,
ingkatan persentase monosit dan neutrofil namun tidak terlihat adanya
bedaan signifikan antara perlakuan vaksinasi dengan kontrol. Titer antibodi
sin formalin-killed memperlihatkan kenaikan mulai hari ke-7 pasca-vaksinasi
menurun setelah hari ke-14. Pasca-uji tantang terlihat peningkatan titer antibodi
hari ke-7. Ekspresi gen imunitas mengalami peningkatan pada perlakuan
sin formalin-killed menunjukkan bahwa pemberian vaksin menginduksi
presi sitokin pro-inflamasi (TNF-a dan IL-1f) dan MyD88 yang berperan dalam
sduksi sinyal aktivasi jalur sinyal toll-like receptor (TLR). Hasil efikasi vaksin
ormalin-killed cukup baik dengan menghasilkan proteksi pasca-uji tantang yaitu
nilai RPS tinggi, adanya peningkatan titer antibodi dan ekspresi gen imunitas pasca-
uji tantang.

Simpulan akhir dari penelitian ini adalah GGIV, isolat virus yang
menginfeksi ikan gurami, merupakan strain ISKV dari genus megalocytivirus.
Kultur sel primer GPs yang dikembangkan dari limpa ikan gurami suseptibel
terhadap infeksi GGIV dan virus tersebut berhasil diperbanyak pada kultur sel
primer tersebut. Vaksin yang dibuat menggunakan metode formalin-killed dan
heat-killed aman diaplikasikan pada ikan gurami. Hasil vaksinasi menunjukkan
bahwa vaksin formalin-killed GGIV dapat digunakan dalam pengendalian dan
pencegahan infeksi megalocytivirus pada ikan gurami.

Ausadarur g yne v2d1 A Hw)

iwata kunci: efikasi vaksin, ISKNV, kultur sel primer, megalocytivirus,
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palocytivirus of family Iridoviridae is a known pathogen that caused fatal
infection lead to massive death and significant economic losses of
fish species in marine, fresh water and ornamental fish industries. In
, since 2011 megalocytivirus had been found as main pathogen in some
riant gourami outbreak especially in West Java, Central Java and Bali.
pansion and intensification in aquaculture has led to many cases of disease
. Mortality rates of fish due to viral infections is high and up to now
) effective treatment methods to overcome the problem. Prevention is a
ice than treatment although efforts to prevent and control diseases caused
fections are still difficult to do. The aim of this study was to develop a
ell culture and an inactivated vaccine for megalocytivirus infection in
ami.
first stage of this study was conducted to identify and characterized
tivirus in cultured giant gourami. The virus was identified using universal
ic primers for megalocytivirus and infectious spleen and kidney necrosis
KNV). Sequencing and BLAST analysis were used to develop
etic tree. The result showed that phylogenetic analysis of major capsid
CP) gene unveiled a new megalocytivirus strain, designated as giant
ridovirus (GGIV). GGIV formed cluster belonged to ISKNV and has
omology to ISKNV complete genome. Artificial infection by
bneally injection with supernatant homogenate from spleen and kidney of
nfected fish were showed 93% mortality in 12 days. Fish showed clinical
fection as lethargic, loss of appetite, pale or darken body color and
ages. Internal organ on death fish showed swollen spleen and kidney and
liver. Quantitative PCR analysis on internal organs showed spleen had
est 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
megaloeytivirus infection.

On the second stage of this study was to develop primary cell cultures from
its spleen as target organ for propagating megalocytivirus in vitro. We developed
primary eell 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 enlargement and rounding cells. Virus propagated in GPs cells was
highly virulent when injected to giant gourami in artificial infection. Intraperitoneal
injection experiments of diluted virus supernatant showed 100% mortality within
7-11 dpi and 97% mortality in 21 days by cohabitation with abnormalities were
observed in spleen and kidney. GPs cell was successfully subcultured for more than
30 passages and was found to be susceptible to GGIV as a pathogen of ISKNV
infection in cultured-giant gourami.
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GGIV was propagated in GPs cells for megalocytivirus vaccine development
for giant gourami. On the third stage of this study was to develop an effective
accine and measure its efficacy using relative percent survival (RPS), serological
imeters (antibody titers), and molecular (relative expression of gouramy
une genes). The virus was propagated in GPs cell cell and produced a virus
of 10>°TCIDso/ml. Virus inactivation was carried out using two methods (heat-
2d and formalin-killed). Vaccination in giant gourami by intraperitoneal
ction for three weeks of vaccine induction period and challenge test was done
ohabitation method. The experimental results showed RPS value of 17.7-
3% wherein formalin-killed vaccine results in a higher value. Viral accumulation
sh spleen in formalin-killed vaccine trials was lower than in the heat-killed and
rol vaccine groups which has higher chances of survival due to viral infection.
erential leukocyte after challenge test showed a decrease in percentage of
phocytes, increased in percentage of monocytes and neutrophils, but no
ificant differences were observed between treatments. Formalin-killed vaccine
ed an increased of antibody titer started on the 7" day post-vaccination and
casing 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
ession of pro-inflammatory cytokines (TNF-a and IL-1P) and increased
ession of MyD88 gene that plays a role in activation of signal transduction of
-Like Receptor (TLR) pathway. In conclusion, formalin-killed vaccine showed
er efficacy than heat-killed vaccine which showed higher protection from viral
ction after challenge test, higher RPS value and increased antibody titer and
ression of immune genes after challenge test.

The final conclusion of this study was that giant gourami iridovirus (GGIV),
s isolate from infected giant gourami, was a strain of ISKNV from
salocytivirus genus. Primary cell culture (GPs cells) which developed from
en of giant gourami found sussceptible to GGIV infection and it can propagated
suscessfully on thoses primary cells. Vaccine was made by formalin-killed and
-killed methods and it were safe for application in fish. Formalin-killed vaccine
be used for megalocytivirus infection prevention and disease control in giant
rami.
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ords: inactivated-vaccine, megalocytivirus, primary cell culture,
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Kar 4y asi megalocytivirus, pengembangan kultur sel primer dari limpa ikan
Furamiyang dapat digunakan sebagai tempat hidup (inang) dan perbanyakan virus,
Sreparasi|vaksin megalocytivirus dan uji efikasi vaksin megalocytivirus.
= =Sima kasih penulis ucapkan kepada ketua komisi pembimbing Prof Dr
3 &8 MSc dan anggota komisi pembimbing Prof Dr Muhammad Zairin Jr,
<§\/I g Alimuddin, MSc dan Dr Angela Mariana Lusiastuti, MSi yang telah
D Ememberikan masukan, saran dan koreksi dalam penyusunan disertasi ini.
% rimakasih juga penulis sampaikan kepada Dr Mia Setiawati dan Dr Munti
&

yang berkenan menjadi penguji pada ujian prelim lisan, Dr Slamet
MSi dan Dr Sri Nuryati, MSi yang bersedia menjadi penguji pada ujian
an sidang promosi. Juga kepada Rektor IPB, Dekan Sekolah Pascasarjana
an Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan (FPIK) IPB, Ketua Program
Akuakultur FPIK IPB, serta semua staf pengajar, tenaga kependidikan
nistrasi atas fasilitas pendidikan, bantuan, dan dukungan sehingga
pengajaran di kampus dapat berjalan dengan baik.

ghargaan dan terimakasih juga ditujukan kepada Pusat Pendidikan
dan Perikanan, BRSDMKP Kementerian Kelautan dan Perikanan, Pusat
kanan Kelautan dan Perikanan, serta Balai Riset Penelitian Budidaya Air
n Penyuluhan Perikanan yang telah memberikan beasiswa tugas belajar
npatan untuk melanjutkan studi di Sekolah Pascasarjana IPB. Ungkapan
ih juga penulis ucapkan kepada teman-teman seperjuangan penulis yaitu
liti, teknisi dan administrasi di Instalasi Riset Pengendalian Penyakit Ikan-
tuk dukungan dan segala bantuan dalam pelaksanaan penelitian.

makasih yang tidak terhingga kepada papa mama tercinta dr Syukri
[Si dan Arfah Mardiana, bapak ibu tercinta Mayjen (Pur) TNI AL
Ibrahim serta drg Priyati Srilaksmi, MSi, suami tercinta Achmad
ST dan anak-anak kesayangan Ahmad Naufali Azmi, Ahmad Akmal
Zaidan, Amaryllis Putri Khadeeja dan Arundina Putri Fatheema atas segala doa dan
kasih sayangnya yang memotivasi untuk menyelesaikan pendidikan ini.

Ungkapan terimakasih kepada teman-teman IPB AKU 2015 Dr Ferdinand
Hukama Taqwa, Dr Achmad Suhermanto, Dr Muzahar, Dr Prama Hartami, Dr
Samsu Adhi Rahman, Dr Rasidi, Dr Hanny Handajani, Dr Wahyu Pamungkas, Dr
Dewi Puspaningsih atas kebersamaan, kekeluargaan, dorongan semangatnya
sclama menempuh pendidikan program doktor ini. Ungkapan terimakasih juga
penulis sampaikan kepada Dra Isti Koesharyani, Dendi Hidayatullah, MSi dan
Hasan Nasrullah, MSi atas segala bantuannya sehingga penelitian dan publikasi
ilmiah dapat berjalan lancar.

Semoga hasil penelitian ini dapat bermanfaat.

Bogor, Mei 2020

Lila Gardenia



Arasarun g ueeyeysndiog

— eisauopu| Jogog —

Ajisianiun gdi

‘Aisuaniungdi Jelfem buek uebunuaday ueyibniaw yepn uednnbuad ‘q

‘Alisieniungd| uizi eduey undede ynjuaq wejep 1ul sijn} eAIRY yninjes neje ueibeges yeAueqiadwaw uep ueyjwnwnbusw Buele|iq 'z
yejesew njens uenelun neje ynuy uesiinuad ‘uelode| ueunsnAuad ‘Yeiw|l eAsey uesiinuad ‘uenijsuad ‘ueyipipuad uebuuadey ynun eAuey uedinbuad ‘e

y
/|
A
V
V
DAFTAR ISI
FTAR TABEL
: FOAFTAR GAMBAR
< [UAFTAR LAMPIRAN
2 PEUPENDAHULUAN
£ =) Latar Belakang
= E Perumusan Masalah
5y " Kerangka Pemikiran
¢ BS  Tujuan Penelitian
g S| Manfaat Penelitian
=3 Kebaruan
ETODOLOGI UMUM
Waktu dan Tempat Penelitian
Ikan Uji

Isolat megalocytivirus

Alur Pelaksanaan Penelitian

DENTIFIKASI GIANT GOURAMI IRIDOVIRUS (GGIV):
NFECTIOUS SPLEEN AND KIDNEY NECROSIS VIRUS (ISKNV)
PADA IKAN GURAMI (Osphronemus goramy)

Pendahuluan

Bahan dan Metode
Hasil dan Pembahasan
Simpulan

PENGEMBANGAN KULTUR SEL PRIMER DARI LIMPA IKAN
URAMI (Osphronemus goramy) UNTUK PERBANYAKAN GIANT
OURAMI IRIDOVIRUS (GGIV)

Pendahuluan

Bahan dan Metode
Hasil dan Pembahasan
Simpulan

FIKASI VAKSIN MEGALOCYTIVIRUS INAKTIF PADA IKAN
URAMI (Osphronemus goramy)
Pendahuluan

Bahan dan Metode

Hasil dan Pembahasan

Simpulan

6 PEMBAHASAN UMUM

7°SIMPULAN DAN SARAN
SIMPULAN

: Jaquuns ueyngeAusw uep ueywnuesusw edue) Ul sin) eAiey yninjes neje ueibeqes dynbusw buele|iq “|

XV
XV

XVi

AN N W N =

N 99

10
11
15
28

29
30

31
35
43

44
45
47
53
67

68
74
74



74

75
84
&9

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.
IPB CD_<0_..m_Hv\ 2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin IPBUniversity.
— Bogor Indonesia — Perpustakaan [PBUnivserity




eisauopu) Jogog

Ayisianun gdl

gisndiag

ISATUN G ueey

Q)L

‘Aisuaniungdi Jelfem buek uebunuaday ueyibniaw yepn uednnbuad ‘q

‘AlsioAiungd| uizi edue) undede ynjuaq wejep iUl sijn) BAIRY yninjes neje ueibeqes deAueqiadwaw uep ueswnwnbusw Buese|iq 'z
yejesew njens uenelur neje yiuy uesinuad ‘uelode| ueunsnAuad ‘yeiwl ekiey uesiinuad ‘uenijeuad ‘ueyipipuad uebunuadsy| ynjun eAuey uedynbuad ‘e

Buepun-Buepun 1Bunpulig exdin yeH

: Jaquins ueyngaiusw uep ueywniuesusw eduel ul sijn} eAiey yninjas neje ueibeqes diynbusw Buele|q “ |

5
=
S.
3
|
s
=
=
~
e
&
3
=:
)
5
=

10

11

12

13
14

DAFTAR TABEL

Urutan primer yang digunakan identifikasi virus secara molekuler
Analisis komparatif jarak genetik dari gen major capsid protein (MCP)
diantara strain megalocytivirus

Persentase matriks urutan nukleotida dari gen major capsid protein
(MCP) antara isolat giant gourami iridovirus (GGIV) dan 18 isolat
virus referensi dari genus megalocytivirus (ISKNV, RSIV dan TRBIV)
Urutan primer untuk analisis respons gen imunitas ikan gurami

Nilai kelangsungan hidup relatif (relative percent survival/RPS) dari
ikan gurami yang divaksinasi

DAFTAR GAMBAR

Kerangka pemikiran vaksin megalocytivirus untuk pencegahan
penyakit pada ikan gurami

Tahapan pelaksanaan penelitian

Amplifikasi PCR dari gen major capsin protein/MCP
megalocytivirus dari ikan gurami

Analisis filogenetik gen MCP megalocytivirus dari ikan gurami
dengan beberapa megalocytivirus lainnya

Hasil analisis qPCR dari giant gourami iridovirus (GGIV) pada
beberapa organ (ginjal, limpa, hati dan insang)

Persentase mortalitas kumulatif pada uji infeksi buatan. Ikan yang
diinjeksi secara intraperitoneal dengan supernatant homogenate
limpa dan ginjal dari ikan gurami yang terinfeksi alami

Limpa normal ikan gurami sehat dibandingkan dengan limpa
membesar pada ikan terinfeksi virus dan hati normal dibandingkan
dengan hati pucat pada ikan gurami terinfeksi pada uji infeksi buatan
Hasil analisis PCR campuran jaringan limpa dan ginjal dari ikan yang
mengalami mortalitas

Limpa ikan gurami menunjukkan nekrosis parah dengan banyak
badan inklusi intrasitoplasmik dan intranuklear. Hemoragi dan
banyak sel basofilik hipertropi teramati pada sayatan jaringan limpa
dan ginjal

Partikel seperti virus (virus-like particle) pada pengamatan negative
staining (uranil asetat) menggunakan transmission electron
microscope (TEM)

Partikel seperti virus (virus-like particle) terlihat pada pengamatan
sayatan ultra dari jaringan ginjal dan limpa ikan gurami
menggunakan transmission electron microscope (TEM)

Profil protein giant gourami iridovirus (GGIV) menggunakan analisis
SDS-PAGE

Perkembangan sel GPs yang berasal dari jaringan limpa ikan gurami
Pengaruh suhu inkubasi bagi pertumbuhan optimum sel GPs in vitro
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15 Pengaruh medium kultur dan konsentrasi serum yang berbeda untuk
pertumbuhan optimal sel primer dari limpa gurami

engamatan cytophatic effect (CPE) pada sel primer GPs

lentifikasi asal sel GPs menggunakan analisis PCR dengan primer
en mRNA beta-actin ikan gurami

nalisis qPCR jumlah copy genom virus dalam sel GPs

lortalitas kumulatif dari percobaan infeksi buatan dengan injeksi
pcara intraperitoneal dan kohabitasi

ersentase mortalitas kumulatif kelompok perlakuan vaksin dan
ontrol saat uji tantang dengan kohabitasi

| kultur primer GPs sebelum dan setelah inokulasi giant gourami
idovirus/GGIV

ersentase mortalitas kumulatif kelompok perlakuan vaksinasi dan
ontrol pada saat uji tantang

nalisis PCR untuk mendeteksi megalocytivirus dari pooled sampel
mpa ikan uji yang mengalami mortalitas setelah uji tantang

mlah (copy DNA) virus pada limpa ikan uji pra-perlakuan (S0),
clompok kontrol dan kelompok perlakuan vaksin formalin-killed
KC), vaksin heat-killed (HKC) setelah divaksinasi selama 21 hari,
ang dikoleksi pada hari ke-4 dan ke-7 setelah uji tantang
lektroforesis hasil gPCR jumlah (copy DNA) virus pada limpa ikan
i pada H4 dan H7 pasca-uji tantang

ersentasi limfosit, monosit dan neutrophil ikan gurami sebelum
erlakuan, pasca-vaksinasi dan periode pasca-uji tantang

asil analisis titer antibody ikan gurami menggunakan indirect-
LISA dari serum ikan uji

nalisis ekspresi gen TNF-a, IL-1 dan MyD88 relatif terhadap gen
eta-actin ikan gurami perlakuan vaksinasi
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DAFTAR LAMPIRAN

pengukuran protein virus dengan metode BCA
gunaan TEM: teknik preparasi spesimen biologi
iedur pada Lembaga Eijkman)
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