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ABSTRAK

Fish Nodavirus berbentuk icosahedral, tidak mempunyai envelope
dengan diameter rata-rata 25 nm atu dengan kisaran 20-34 nm. Inti electron
berukuran 13-21 nm, dikelilingi oleh lapisan jemih 5 nm. Virion terikat
dengan membrane oleh endoplasmic reticulum atau bebas didalam
sitoplasma, mungkin ada dalam susunan paracrystaline (Glazebrook ef al.,
1980 ; Breuil ef al, 1991; Block et al., 1991; Boonyaratpalin et al., 1996;
Grotmol et al., 1997). Fish Nodavirus sekarang diklasifikasikan kedalam
genus Betanovirus yang masuk kedalam Nodaviridae (Ball et al., 2000)
yang berbeda dengan nodavirus dari insek ialah alphanodavirus. Nama
virus secara resmi adalah barfin flounder nervosu necrosis (BFNNV),
Dicentrarchus labrax encephalitis virus (DIEV), Japanese flounder nervous
necrosis virus (JFNNV), Lafes carcarifer encephalitis virus (LcEV),
redspotted grouper nervosu necrosis virus (RGNNV), striped jack nervosu
necrosis virus (SINNV) and tiger puffer nervous necrosis virus (TPNNV).
Selanjutnya dua nama sementara adalah Atlantic halibut nodavirus (AHNV)
dan Malabar grouper nervous necrosis virus (MGNNV).

Kematian kerapu disebabkan oleh VNN setelah konfirmasi dengan
PCR dan vaksinasi dengan whole cell virus proteksi yang didapatkan
adalah 29 persen. Vaksinasi dilakukan selama 45 hari dimulai pasa saat
ikan berusia 30 hari dan diakhiri usia 80 hari. Selama vaksinasi kerapu
diberi pakan Arlemia salina sampai akhir penelitian. Kualitas air selama
peneitian berlangsung adalah oksigen terlarut adalah 5 — 6 ppm, suhu 27 ~
29 °C , salinitas 31 — 32 ppm dan pH air 7,3 — 7,5. Kualitas air seperti ini
sudah cukup baik untuk mendukung kehidupan ikan dan organime air lain.
VNN juga tidak menular terhadap ikan yang hidup di air payau (bandeng)
dan beberapa ikan air tawar (lele, koi, koki, mujair, nila). Pl berada pada

kisaran normal ialah 5.8-9.2 dan berat molekul coat protein adalah 32-95
kDa.
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SUMMARY

Fish nodavirus does not have envelope, icosahedral, with diameter 25
nm or between 20-34 nm. Electron core size is 13-21 nm, surrounded by
clear layer 5 nm. Virion engaged by endoplasmic reticulum membrane or
free inside cytoplasm, and my there is paracrystline arrangement
(Glazebrook et al, 1990 ; Breuil et al, 1991; Block et al, 1991;
Boonyaratpalin et al., 1996; Grotmol et al., 1997). Today fish nodavirus is
classified into genus Betanovirus or Nodaviridae (Ball ef al., 2000) which
difference from insectnodavirus is alphanodavirus. The scientific name of
the virus are barfin flounder nervous necrosis (BFNNV), Dicentrarchus
labrax encephalitis virus (DIEV), Japanese flounder nervous necrosis virus
(JFNNV), Lates carcarifer encephalitis virus (LcEV), red spotted grouper
nervous necrosis virus (RGNNV), striped jack neivous necrosis virus
(SIJNNV) and tiger puffer nervous necrosis virus (TPNNV), and 2 tentative
name are Atlantic halibut nodavirus (AHNV) and Malabar grouper nervous
necrosis virus (MGNNV).

The mortality of grouper is caused by VNN after confirmed with PCR,
vaccination with whole cell virus resulted protection of 29 percent.
Vaccination was done for 45 days, it was started when fish age of 30 days
ended at 80 days old fish. Fish was feed Arfemia salina during the course
of experiment. The water quality were DO 5 — 6 ppm, water temperature 27
~ 29 °C , salinity 31 — 32 ppm water pH air 7,3 — 7,5. Those water quality
was support for aquatic organism live. VNN does not spread to another
brackishwater fish (milkfish Chanos chanos) and other freshwater fish such
as lele, koi, koki, mujair, nila.
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PRAKATA

Penelitian perikanan di Indonesia masih tertinggal jauh dibandingkan
dengan bidang pertanian lainnya, terutama terhadap masalah yang
dihadapi didalam pembudidayaan ikan baik di panti pembenihan dan kolam
budidaya, apalagi jika dibandingkan dengan kemajuan penelitian diluar
negeri. Kerapu Epinephelus fuscogutattus adalah primadona ekspor non
udang indonesia berharga mahal tetapi kematian benih kerapu yang sangat
tinggi ysng disebabkan oleh Viral Nervous Necrosis (VNN) sampai
sekarang masih belum teratasi dibelahan dunia manapun.

Kesembronoan dan sulitnya kerjasama antar pembudidaya kerapu juga
menjadi faktor utama susahnya pemberantasan penyakit pada sistem
budidaya. Pembuangan limbah industri maupun limbah budidaya dan air
yang telah tercemar virus kadang tanpa disertai peringatan dini, sehingga
virus sangat mudah sekali menyebar bebas berkeliaran didalam ekosistem.
Penelitian analisis struktur protein dan epitope dari coat protein VNN sangat
penting untuk membuat diagnose cepat dan pembuatan vaksin yang bisa
digunakan untuk pencegahan penyakit. Harapan kami hal tersebut bisa
kami lakukan sehingga bisa memberikan masukan bagi kepentingan
industri nasional dan membimbing mahasiswa pasca untuk penelitian yang
bermutu internasional dan dibutuhkan oleh industri budidaya nasional.
Selain hal tersebut alih ketrampilan penelitian kepada mahasiswa sangatiah
penting agar mata rantai pemikiran ini tidak terputus ditengah jalan, dan
juga penelitian yang baik dari mahasiswa sulit dicapai tanpa pembiayaan
yang memadai. Penelitian ini adalah sebagian kecil dari problema diatas,
karena kasus penyakit VNN sering terjadi di beberapa daerah di Indonesia.
Tetapi tanpa kesungguhan operator di lapangan untuk melaksanakan

sistem budidaya yang benar sulit kiranya untuk bisa mengatasi VNN di
Indonesia.
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|. PENDAHULUAN

Laporan dari Dinas Perikanan dan Kelautan Indonesia bahwa jenis
ikan yang perlu dibudidayakan untuk keperluan ekspor adalah ikan
kerapu macan Epinephelus fuscogutattus, kerapu tikus Chromileptis
altivelis, kakap merah Lutjanus sp, kerapu Epinephelus sp, kerapu putih
Lates calcarifer, beronang Siganus sp, napoleon Chelius undulus (Dit-
Jen Perikanan, 1997). Hingga tahun 1995 dari potensi yang ada telah
dimanfaatkan 0.3 % masing-masing untuk ikan 0.5 % (5.120 ton),
kerang-kerangan 0.04 % (19.3 ton) dan rumput laut 0.28 % (139.400
ton). Panjang pantai Indonesia adalah nomor dua sesudah Kanada
sepanjang 81.000 km, telah diusahakan untuk budidaya laut mencapai
89.025 Ha. Sejak tahun 1992 7.5 juta ton (MT) ikan yang mempunyai
kerapui ekonomis tinggi dibudidayakan di dunia, lebih dari 90 persen
dihasilkan oleh benua Asia (Main and Rosenfeld, 1994).

Sekarang ikan kerapu telah diekspor sehingga keiangsungan
pengiriman ikan harus dijaga, oleh sebab itu kegagalan budidaya yang
disebabkan oleh penyakit harus dicegah. lkan kerapu macan
Epinephelus fuscogutattus termasuk warmmwater fish dengan suhu
pemeliharaan optimal 20 - 30°C bisa hidup pada air payau dan laut.
Indonesia adalah negara produsen kerapu terbesar didunia dengan
produksi 13,94 persen atau 41.000 MT pada tahun 1995. Atau 90
persen hasil tersebut dari tangkapan di alam dan ini harus disertai
dengan produksi buatan. Bobot ikan konsumsi adalah 0.5 — 2 kg/ekor
dan berharga sangat mahal. Jika Vibrio sp. menimbulkan penyakit pada
kerapu, kemungkinan disebabkan defense mechanism menurun, karena
dalam keadaan stress produksi antibody dan aktifitas phagocytosis
terganggu. Salah satu cara untuk mendapatkan panen kerapu yang
banyak dalam jangka waktu yang singkat adalah memakai teknik
budidaya intensif walaupun banyak kendalanya. Karena semakin tinggi
padat penebaran yang digunakan menyebabkan stress pada ikan yang
akhirnya menyulut terjadinya penyakit.

Luas perairan karang di Indonesia dari hasil sensus tahun 1991
adalah 6.800 km? dengan perkiraan produksi ikan di perairan karang
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adalah 97.014 ton per tahun, sedangkan potensi lestari adalah 52.221
ton per tahun. Angka ini didapatkan dari hasil penangkapan ikan di
perairan karang, sedangkan potensi budidaya dengan jarring apung
belum termasuk disini. Harga ikan kerapu Epinephelus fuscogutattus di
Indonesia saja per kg kurang lebih Rp 350.000 — Rp 400.000 per kg,
suatu jumlah yang menggiurkan bagi banyak orang. Dengan
pertumbuhan konsumsi sebesar 9,55 persen per tahun produksi ikan
kerapu seberapapun akan terserap oleh pasar dunia.

Sebenarnya sampai saat ini belum pernah adan penelitian
mendalam tentang VNN di Indonesia. Zafran et al (1998; 1998)
melaporkan penyebab kematian massal kerapu (humpback grouper)
Epinephelus fuscogutattus adalah VNN pada stadium larvae dan
juvenile. VNN penyebab kematian kerapu bahkan pada awal tanun 1598
kematian larva kerapu bisa mencapai 100 persen. Setelah dilakukan
konfirmasi dengan PCR diketahui bahwa penyebabnya adalah VNN.
Tetapi sampai saat ini di negara manapun pencegahan yang utama
dilakukan berdasarkan skrining induk dengan PCR, artinya hanya induk
bebas PCR yang digunakan sebagai brood stock untuk penghasil benih,
hal tersebut juga dilakukan di Indonesia. Penelitian tentang kerapu
kearah struktur protein belum pernah dilakukan, dan penelitian ini akan
menjadi dasar kearah penelian lain dikemudian hari misalnya
pengembangan vaksin. Kematian massal kerapu disebabkan oleh VNN
dan menimbulkan kerugian yang sangat besar, terutama pada stadium
larva dan juvenil. Kematian tersebut terjadi pada beberapa spesies
grouper yéng dibudidayakan di beberapa negara, dan sampai saat ini
pencegahan yang digunakan adalah skrining induk dengan PCR. Benih
yang bebas VNN pun jika dipelihara dalam medium air yang
terkontaminasi VNN tidak menjamin bahwa VNN tidak akan menyerang
kerapu. Sehingga untuk pencegahan tersebut diberbagai belahan dunia
manapun sedang dicari prophylaxis yang manjur untuk mencegah VNN.
Misalnya dengan vaksinasi dengan partikel virus yang dimatikan.
Sebelum dilakukan vaksinasi harus diketahui manakah struktur protein
penyusun VNN yang immunogenik. Pada tataran ini harus diketahui
terlebih dahulu struktur protein penyusun virus. Untuk mengetahui faktor
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lain yang sangat penting dari vaksinasi adalah melihat apakah serum
kerapu yang lolos dari serangan VNN mempunyai aktifitas neutralisasi.
Berpijak dari hasil diatas dikemudian hari akan dilakukan penelitian

lanjutan tentang pencarian prophylaxis untuk infeksi kerapu strain
Indonesia.
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il. SIGNIFIKASI PENELITIAN

Sebenamya sampai saat ini belum pernah ada penelitian
mendalam tentang VNN di Indonesia. Zafran et al (1998 dan 1998)
melaporkan penyebab kematian massal kerapu (humpback grouper)
Epinephelus fuscogutattus adalah VNN pada stadium larvae dan
juvenile. VNN penyebab kematian kerapu bahkan pada awal tahun 1998
kematian larva kerapu bisa mencapai 100 persen. Setelah dilakukan
konfirasi dengan PCR diketahui bahwa penyebabnya adalah VNN.
Tetapi sampai saat ini di negara manapun pencegahan yang utama
dilakukan berdasarkan skrining induk dengan PCR, artinya hanya induk
bebas PCR yang digunakan sebagai brood stock untuk penghasil benih,
hal tersebut juga dilakukan di Indonesia. Penelitian tentang kerapu
kearah struktur protein belum pernah dilakukan di Indonesia karena
kemungkinan VNN strain lokal tersebut berbeda dengan VNN dari
Australia, Jepang atau negara lain, dan penelitian ini akan menjadi dasar
kearah penelian lain dikemudian hari misalnya pengembangan vaksin
atau pengembangan prophylaxis lain.

Oleh sebab itu isolasi dan karakterisasi virus sangat diperlukan
untuk mengetahui struktur protein penyusun virus sehingga bisa
diketahui protein mana yang immunogenik. Karena sampai saat ini
belum diketemukan cara untuk menanggulangi virus tersebut kecuali
dengan pencegahan skrining induk. Jika protein immunogenik diketahui
akan dicoba dibuat vaksin dari WSBV dengan berbagai tipe, killed virus
vaccine, sub unit vaccine atau beberapa turunan virus tersebut.
Kematian pada stadium larva dan juvenile sangat merepotkan karena
kalaupun divaksin sangat sulit mengingat ukurannya masih kecil. Vaksin
yang dicaripun harus bisa diberikan secara orat.
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lll. KERANGKA KONSEPTUAL

3.1. Status penelitian VNN saat ini (Roadmap penelitian) yang
telah dilakukan oleh Dr. A.T.Soelih Estupangesti bekerja
sama dengan Program Studi Perikanan Universitas
Airlangga

a. Penelitian yang telah dilakukan di Program Studi Perikanan FKH

Unair
1. Studi tentang VNN penyebab kematian massal kerapu Epinephelus

fuscoguttatus pada sadium larva dan juvenile.

b. Publikasi pada jumal ilmiah penelitian tentang WSBV

1. Suprapto, H., W.Hastuti, L.Sumartiwi, A.T.S. Estupangesti and M.
Murdjani (2006) : Detection of Viral Nervous Necrosis (VNN) from
grouper Epinephelus fuscoguttatus and study of their pathological
changes.J. Perikanan IPB Bogor. (Submitted).

Dan ada beberapa artikel lain tentang VNN yang sedang
dipersiapkan untuk diterbitkan di berbagai jurnal internasional dan
nasional dari penelitian yang sedang dilakukan diatas.

Untuk penelitian tentang VNN di luar negeri terutama di Asia Timur,
Tenggara dan Selatan sangat berbeda karena VNN terdiri dari beberapa
strain virus. Nama virus secara resmi adalah barfin flounder nervosu
necrosis (BFNNV), Dicentrarchus labrax encephalitis virus (DIEV),
Japanese flounder nervous necrosis virus (JFNNV), Lates carcarifer
encephalitis virus (LcEV), redspotted grouper nervous necrosis virus
{(RGNNV), striped jack nervosu necrosis virus (SJNNV) and tiger puffer
nervous necrosis virus (TPNNV). Selanjutnya dua nama sementara
adalah Atlantic halibut nodavirus (AHNV) dan Malabar grouper nervous
necrosis virus (MGNNV). Karena berbeda strain kemungkinan besar
sifat dan karakter virus tersebut juga berbeda sehingga untuk strain
Indonesia perlu diteliti tersendiri dan dikembangkan untuk diagnosa
cepat dan pencarian beberapa prophylaxis lain misalnya dengan
pembuatan vaksin. Alur penelitian yang disajikan pada gambar dibawah
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semua telah dilakukan di Program Studi Perikanan kecuali yang sedang

dilakukan adalah analisis struktur protein dan protein immunogenik coat
protein WSBYV yang sedang dilakukan untuk hibah pasca.
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3.2.Alur penelitian yang telah dan akan dilakukan oleh Dr. A.T.Soefih
Estupangesti bekerjasama dengan Program Studi Perikanan Unair

Infeksi VNN
pada kerapu

l

Identifikasi dan

Sedang dikerjakan danJ morfologi VNN

hasilnya dipublikasikan

A

inang :
E. fuscoguttatus
C.altivelis

Penularan
buatan di lab.
pada kerapu

Karakterisasi
Virus nervous

necrosis

A 4
Penelitian
tentang inang
lain untuk
infeksi VNN

Diusutkan untukl Insentif Riset Dasar

Kerapu resisten
setelah infeksi
VNN

Analisis
struktur protein
dan protein
immunogenik

Pengembangan
diagnosis cepat
untuk VNN

Pengembangan vaksin
untuk kerapu dewasa,
larva dan juvenil

Gambar 1. Alur penelitian VNN yang telah dan akan ditakukan di Unair
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V. STUDI KEPUSTAKAAN

5.1. Viral Nervous Necrosis Penyebab Kematian Tinggi Kerapu

Viral Nervous Necrosis (VNN) adalah penyakit yang sangat
berbahaya karena menimbulkan kematian yang tinggi pada kerapu
terutama pada stadia larva dan juvenil. Di Jepang dilaporkan oleh
Yoshikoshi dan Inoue (1990) menyebabkan kematian massal pada
Japanese parrotfish Oplegnathus fasciatus. Kemudian VNN disebut
dengan nama fish encephalitis (Breuil et al, 1991) atau viral
encephalopathy and retinopathy atau VER (Munday et al., 1992) yang
menyebabkan kerugian besar pada panti pembenihan dan pembesaran
finfish. Penyebab kematian tersebut dikenal dengan piscine nodaviruses
termasuk beberapa tipe genome (Nishizawa et al., 1997). lkan yang
terinfeksi begitu banyak, dengan perkiraan 19 spesies dalam 10 famili
ikan (Munday and Nakai, 1997).

Di Indonesia, infeksi VNN dilaporkan pertama kali pada barramundi
Lates carcarifer pada panti pembenihan di Jawa Timur pada tahun 1997
(Zapran et al., 1998). Kemudian menyebar ke panti pembenihan
barramundi di Bali pada tahun 1998, kemudian pada tahun yang sama
beberapa panti pembenihan berhasil membudidayakan humpback
grouper Epinephelus fuscoguttatus. Tetapi kematian absolut terjadi di
Bali pada tahun itu juga sehingga tidak ada benih yang hidup. Penyakit
yang disebabkan oleh VNN digolongkan menjadi beberapa tingkatan
kehidupan ikan ialah induk, larva, juvenil dan grow-out.

Tabel 2. The main disease of humpback grouper in Indonesian hatchery
and farms on the difference stadium of liver

Fish speceis Larvae/juvenile | Grow-out Broodstocks
Humpback VNN VNN Parasite (Crypto-
grouper Parasite caryon, Trichodi-
Epinephelus (capsalid na, Caligus,
fuscoguttatus monogenean) | capsalid mono-
genean, gill
trematodes,
nematodes,
cestodes)
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Coral trout Not produced | Bacterial gill | Parasite
Plectropomus Disease (gili | (capsalid
leopardus rot) monogenean,
nematodes,
Lepheophtheirus)
Orange-spotted VNN Vibriosis Parasite
grouper Iridovirus (capsalid
Epinephelus monogenean, gill
coioides trematodes,
Lepheophtheirus)
Tiger grouper VNN Virbiosis Parasite
Epinephelus Parasite (capsalid
fuscoguttatus (capsalid monogenean, gill
monogenean) | trematodes,
Lepheophtheirus)
Marbled grouper | VNN Not produced | Parasite
Epinephelus (capsalid
polyphekadion ) monogenean)
Brown-spotted Not produced | Not produced | Parasite
grouper (capsalid
Epinephelus monogenean,
malabaricus Lepheophtheirus) |

a. Broodstock, penyakit induk kerapu yang terdiri dari 6 spesies
ikan adalah humpback grouper Epinephelus fuscoguttatus, Coral trout
Plectropomus leopardus, Orange-spotted grouper, Epinephelus
coioides, Tiger grouper, Epinephelus fuscoguttatus, Marbled grouper,
Epinephelus polyphekadion, Brown-spotted grouper Epinephelus
malabaricus. Penyakit utama yang menyerang induk adalah ektoparasit
termasuk diantaranya Crypfocaryon imitans, Trichodina, Benedia spp.,
Caligus sp. , Lepheophtheirus sp., Neobenedia girellae, Haliotrema sp.,
Pseudorhabdocynocus. Diantara parasit tersebut Cryptocaryon irritans
menyebabkan kematian yang tinggi tetapi , Benedia spp. dan
Neobenedia girellae adalah parasit yang sering diketemukan
(Koesharyani ef al., 1999). Humpback grouper dan coral trout juga
terinfeksi oleh parasit internal misalnya nematoda dan cestoda, tetapi
pathogenitasnya belum diketahui. Infeksi bakteri kadang dijumpai pada

beberapa spesies, dan kematian pada induk yang disebabkan oleh VNN
belum pernah diketemukan.

b. Larva dan juvenil, penyakit yang sering menyerang ikan kerapu
pada stadium ini adalah VNN yang menyebabkan kematian massal.
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Sedangkan coral trout dan brown-spotted grouper kemungkinan
kedepan bisa juga terinfeksi karena diproduksi pada tempat yang sama.

c. Grow-out fish, Vibio sp. menyerang kerapu yang
dibudidayakan pada jarring apung di Indonesia pada tahun 1998-2000.
Vibriosis pada orange-spotted grouper ditandai dengan adanya luka
pada pemmukaan tubuh ikan, sedangkan fingerling grouper terjadi
pembengkakan disertai pendarahan pada permukaan tubuh. Vibrio sp.
vang diisolasi mempunyai koloni berwarna kuning pada media TCBS.
Sedangkan coral trout, gill rot sering sekali diketemukan dan
menyebabkan kematian yang tinggi dan bakteri tersebut termasuk
didalam gliding bacteria. Akhir-akhir ini infeksi iridovirus diketemukan
pada orange-spotted grouper pada budidaya jarring apung di Sumatera
Barat dengan kematian mencapai 80-90 persen. Iridovirus kemungkinan
akan menjadi penyakit yang potensial pada budidaya kerapu di jarring
apung dikemudian hari. infeksi parasit yang disebabkan oleh capsalid
monogenean dan trematoda insang juga sering diketemukan pada
budidaya kerapu di jarring apung.

5.2. Actiology Viral Nervous Necrosis

Fish Nodavirus berbentuk icosahedral, tidak mempunyai envelope
dengan diameter rata-rata 25 nm atu dengan kisaran 20-34 nm. Inti
electron berukuran 13-21 nm, dikeleilingi oleh lapisan jemih 5 nm. Virion
terikat dengan membrane oleh endoplasmic reficulum atau bebas
didalam sitoplasma, mungkin ada dalam susunan paracrystaline
(Glazebrook et al, 1990 ; Breuil et al, 1991; Block et al, 1991:
Boonyaratpalin et al.,, 1996; Grotmol et al., 1997). Sel yang terinfeksi
virus sering terindentifikasi sebagai neurons, astrocytes, olygodendro
cytes dan microglia (Yoshikoshi and Inoue, 1990; Bioch ef al., 1991;
Grotmol ef al., 1997) yang selalu ditandai dengan luka pada saraf dan
gejala kelainan/penyakit saraf pada ikan yang sakit. Tetapi pada Atlantic
halibut, Grotmol et a/ (1997) menemukan partikel virus pada sel
endothelial, sel pilar, limfosit yang menempe! dengan endocardium,
cardiac myocytes and epicardial cells (Munday ef al., 1992; Le Breton et
al, 1997). Fish Nodavirus sekarang diklasifikasikan kedalam genus
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Betanovirus yang masuk kedalam Nodaviridae (Ball et al., 2000) yang
berbeda dengan nodavirus dari insek ialah alphanodavirus. Nama virus
secara resmi adalah barfin flounder nervosu necrosis (BFNNV),
Dicentrarchus labrax encephalitis virus (DIEV), Japanese flounder
nervous necrosis virus (JFNNV), Lates carcarifer encephalitis virus
(LcEV), redspotted grouper nervosu necrosis virus (RGNNV), striped
jack nervosu necrosis virus (SJNNV) and tiger puffer nervous necrosis
virus (TPNNV). Selanjutnya dua nama sementara adalah Atlantic halibut

nodavirus (AHNV) dan Malabar grouper nervous necrosis virus
(MGNNV).

a. Ikan yang mudah terinfeksi, usia dan stadia

Deteksi dengan PCR pada ikan yang terinfeksi selama kurun waktu
1998-2000 adalah VNN. lkan yang mudah terserang adalah humpback
grouper yang berukuran 10 hari — 4 bulan, tetapi kematian massal terjadi
pada usia 20-30 hari. Tetapi kematian menurun jika ikan berusia 1
tahun, sedangkan pada spesies lain kematian massal terjadi pada usia
yang sama. VNN diketahui mempunyai inang yang sangat luas tetapi
usia ikan yang terinfeksi tertentu. Ada 9 spesies yang rentan terhadap
infeksi VNN, hal ini menunjukkan bahwa grouper sensitive terhadap
Nodavirus. VNN akan menjadi penyakit utama didalam produksi benih
grouper, karena ikan yang gampang terserang adalah larva dan juvenil
(Mori et al., 1991; Mori ef al., 1992; Munday and Nakai, 1997; Chi et al.,
1997) kecuali sevenband grouper di Jepang (Fukuda et al., 1996).
Kerapu yang dibudidayakan pada laut yang mempunyai aliran air yang
terus meneruspun terinfeksi oleh Nodavirus. Lokasi ayang ideal dengan
kualitas air yang bagus, permukaan air yang tenang dan gelombang
yang kecil merupakan tempat yang ideal untuk budidaya kerapu. Pada
ikan dengan stress yang tinggi kematian ikan sangat besar jika disertai
dengan infeksi parasit capsalid monogenean. Laporan terakhir oleh
Munday et al (2002) lebih dari 32 spesies ikan dari 16 famili telah
terinfeksi. Di Australia, ikan utama yang dibudidayakan misalnya
barramundi telah terinfeksi dan menyebabkan kematian massal pada
larva dan juvenil (Munday et al., 1992). Tetapi dua contoh ikan infeksi
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alami pada ikan air tawar diketemukan di Australia, Hyatt menemukan
histology berupa luka khusus yang disebabkan oleh infeksi VNN dan
partikel seperti-virus pada otak catfish Australia didekat jarring apung
untuk budidaya barramundi di air tawar dan Moody yang mengisolasi
nodavirus dari ikan yang menunjukkan gejala klinis VER pada sieepy
cod in air tawar tetapi tidak berdekatan dengan budidaya barramundi.
VER bisa ditularkan secara buatan pada beberapa spesies ikan air
tawar, misalnya Macquarie perch, Murray cod, silver perch (Glazbrook,
1995), golden perch, sleepy cod, barco grunter, tetapi ikan air tawar
tidak sebegitu sensitive dibandingkan dengan barramundi. Grotmol et al
(1997) melaporkan bahwa Atlantic salmon yang terinfeksi penyakit
vascular misalnya cardiac myopathy syndrome diketemukan partikel
virus mirip dengan betanovirus pada jaringan yang terinfeksi.

b. Gejala klinis ikan yang terinfeksi

Gejala Kiinis ikan yang terserang disajikan pada tabel 2 dibawah.
Sebelum usia 20 hari ikan tidak menunjukkan gejala apapun kecuali
hilangnya nafsu makan. Pada usia 20-45 hari ikan yang terinfeksi terlihat
lemah dan sering berenang didekat permukaan air, dan mulai terjadi
kematian ikan. Sesudah 45 hari sampai 4 bulan ikan yang sakit akan
berada didasar kolam kemudian diikuti dengan kematian. Setelah usia
ikan 4 bulan ikan yang terinfeksi berada didekat permukaan air, karena
kemungkinan ikan terjadi kelainan pada gelembung renang. Tetapi
kebanykan ikan yang terinfeksi adalah larva dan juvenil, tetapi sekarang
ikan yang dewasa dan siap panenpun, khususnya European seabass
(Le Breton ef al., 1997), grouper (Fukuda ef al, 1996) dan Atlantic
halibut (Aspehaug et al., 1999). Khusus untuk grouper dan sea bass
penyakit tersebut lebih akut jika suhu air meningkat (Le Breton ef al.,
1997; Tanaka ef al,, 1998). lkan ayang sakit akan mengalami ketidak
normalan gerak, kontrol gelembung ranang, dan perubahan wama.
Pada beberapa ikan akan terjadi arah renang yang tidak beraturan,
misalnya renang searah spiral (Mori et al., 1991; Mori et al., 1992; Breuil
et al., 1991).
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¢. Perubahan histopathology pada ikan

Terjadi vakuolisasi dan degenerasi dari sel saraf pada otak pada
farva dan juvenil. lkan yang sembuh sesudah infeksi VNN pada usia 5
bulan atau lebih tidak terjadi perubahan histopathology walaupun positif
terinfeksi VNN setelah konfirmasi dengan PCR. Gejala tersebut dapat
dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Gejala klinis kerapu dan usia ikan yang rentan terhadap infeksi
VNN di Indonesia

Usia ikan Rentan terhadap virus | Gejala klinis

Larvae ++ Inappetence
(10d-20 d)

Post larvae ++ Weakened

21d -30d) swimming
Juvenilffingerling ++ Resting at bottom
(31d-120d)

Grow-out + Floating near the
(121 d) water surface

Induk - -

Catatan -:Tidak ada yang mati, + : Kematian terjadi, ++ : Kematian tinggi

Hyperinflasi dari gelembung renang dilaporkan terjadi pada
barramundi, European sea bass dan striped jack (Breuil et al, 1991:
Mori et al., 1992). Pada larva halibut dan barramundi menjadi pucat
(Galzebrook et al., 1990; Grotmol et al., 1997), tetapi grouper, halibut
juvenil, Sdea bass Eropa dan turbot menjadi lebih gelap, dan akhimya
terjadi kematian massal, khususnya larva (Munday and Nakai, 1997).

d. Distribusi penyakit diseluruh dunia

VER telah dilaporkan dari seluruh benua kecuali di Afrika, tetapi
mayoritas laporan tersebut berasal dari negara yang mempunyai intensif
mariculture. Tetapi di Australia VER telah dilaporkan di Queensland,
Northern territory dan Tasmania (Munday et al., 2002). Sedangkan di

Indonesia penyakit tersebut sudah ada, dan terdeteksi mulai tahun
1998.
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Tabel 4. The main clinical signs of fish infected with viral encephalopathy
and retinopathy of larval dan juvenile fish

Fish species Earliest Usual | Latest Mortality | Highest
occurrenc | onset | occurenc | rate mortalit
e of | of e y rate
disease |diseas
e
Barmramundi/Asi | 9 dph 15-18 | >24 50-100%/ | 100%
an sea bass dph month <1
month
European sea |10 2540 (12 10%/
bass month month
and
older
Redspotted 14 9-10 | <40 80 Upto
grouper 100%
Brownspotted 20-50 50-80
| grouper
Striped jack 1 1-4 <20 100
Japanese 6-25 <40 Up to
parroffish 100%
Halibut 60-70 | Adult Up to
100%
Japanese 35 25 100
flounder
Turbot <21 Bodywei Upto
ght 50- 100%
100 mg

dph : day post hatch

5.3. Epidemiology dari Viral Nervous Necrosis

Epidemiology dari VNN pada striped jack telah didokumentasikan
dengan baik, karena penyakit tersebut mempunyai kesamaan dengan
spesies lain (Munday et al., 2002). Penyakit tersebut menular secara
vertikal dengan berbagai macam cara dan kadang diserta dengan
transmisi fateral. Resistensi betanodavirus terhadap kondisi lingkungan
misalnya pH 2-9 (Frerich ef al., 1996) dan disimpan dalam air laut pada
suhu 15°C lebih dari setahun (Frerich et al, 2000) kelihatannya bisa
menguatkan transmisl lateral. Tetapi penularan lewat aerosol tidak bisa
dan tidak ada data penularan lewat fomite. Karena betanovirus dapat
hidup pada air laut 15°C kemungkinan dia bisa hidup pada ikan yang
sudah mati. Produk hasil perikanan mempunyai kemampuan untuk
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menyebarkan virus tersebut ke tempat lain yang belum terinfeksi.
Betanovirus bisa dimatikan pada pemanasan 60°C seiama 30-60 menit
(Arimoto ef al., 1998; Frerichs et ai., 2000).

5.4. Penularan Viral Nervous Necrosis

a. Penularan secara vertikal : Penularan secara vertikal
dilaporkan oleh Arimoto ef al (1992) yang mendeteksi virus ada pada 65
persen induk striped jack. Breuil et a/ (2000) melaporkan bahwa 17
persen ikan liar dan 18 persen ikan budidaya European sea bass adalah
seropositif dengan ELISA, juga Huang et a/ (2001) menemukan bahwa 9
persen barramundi yang dijual di pasar adalah seropositif. Perlu
diketahui bahwa virus tidak diketemukan pada organ reproduksi
selamanya dan bisa diketemukan di organ tersebut jika ikan dalam
kondisi stress berat, misainya pada waktu pemijahan (Nguyen ef al.,
1997).

b. Penularan lateral : Penularan secara lateral dapat disebabkan
oleh padat penebaran, suhu ambient dan virulent dari nodavirus yang
diisolasi darim spesies tertentu. Arimoto et al (1993) menemukan bahwa
untuk striped jack VNN tidak menyebar jika perbandingan antara ikan
terinfeksi dengan naive fish 1:100 atau kurang. Pada ikan yang telah
dewasa penyakit lebih disebabkan karena meningkatnya suhu peraiaran
(Tanaka et al., 1998).

¢. Nodavirus cross-infectivity : Di Australia perhatian ekstra
diperlukan karena kemungkinan nodavirus dari barramundi bisa menular
di lingkungan air tawar pada juvenil yang dibudidayakan di air setengah
asin. Variasi sensitifitas terhadap LcEV telah dilaporkan pada ikan
catfish Australia, Macquarie perch, Murray cod, silver perch (Glazbrook,
1995), golden perch, sleepy cod, Barco grunter. Tetapi sampai sekarang
VNN tersebut belum eksis pada air tawar.

Pada prinsipnya dua cara penularan virus, ialah melalui air yang
disebut dengan horizontal transmission dan melaui induk ke anak atau
vertical transmission. Sebagian besar udang yang ditangkap untuk
dijadikan induk telah tercemar oleh virus bahkan di Jepang 13.3 - 55 %
induk yang ditangkap di Propinsi Kyushu telah terinfeksi oleh PRDV
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(White spot) (Takahashi et al., 1998). Sedangkan di Taiwan (Liao et al.,
1990) induk betina yang tertangkap di perairan Taiwan 33 % terkonta-
minasi virus pada tahun 1987 dan mencapai puncaknya (100%) pada
tahun Desember 1988 dan Oktober 1989. Sedangkan induk yang
diimpor 40% sudah tercemar oleh MBV. Di Philiphina infection rate dari
induk adalah 67.7 - 100 % tergantung dari setiap propinsi dilakukan
sampling (Navitidad and Lightner, 1992). Oleh sebab itu skrining induk
bebas virus amatlah penting sebagai awal pencegahan pemularan
udang di tambak. Pada percobaan penularan dari udang vang sakit
MBV dapat menular terhadap udang yang sehat dalam masa inkubasi
24 jam (Lightner, 1996). Stress yang disebabkan oleh beberapa bahan
kimia dan pestisida yang ada di perairan dapat menyebabkan udang
menjadi rentan terhadap MBV. Penuiaran lewat induk ke anak bisa
dicegah dengan membuang tahiffaces udang yang terkontaminasi MBV
dan mencucinya dengan air laut yang bersih. Karena infeksi MBV terjadi
di saluran pencernaan oleh sebab itu cara tersebut diatas bisa dipakai.
Penularan dari induk ke anak tidak ditularkan melalui proses genetik,
sehingga sebetulnya penularannya lebih mudah diatasi. Liao ef al.
(1990) melaporkan bahwa kontaminasi MBV di hatchery dapat dikurangi
dengan membasuh telur atau nauplii sebelum dipindah ke tanki
pemeliharaan dengan menggunakan air laut yang bersih. Pada bulan
Maret-Oktober 1993 di Jepang terjadi kematian massal udang P.
Jjaponicus pada stadia juvenil yang diimport dari China (Nakano ef al,,
1894). Penularan penyakit tersebut terjadi secara horizontal melalui
udang yang diimpor dari China.

5.5. Faktor eksternal sebagai pemicu terjadinya penyakit

Stress dialami ikan jika sudah tidak sanggup menyesuaikan diri
dengan lingkungan (Ellis, 1989). Stressor dapat berupa berbagai
macam misalnya kepadatan yang tinggi, adanya mikroba diair, berbagai
macam polusi, perubahan suhu yang mendadak. Perubahan yang
terjadi karena response terhadap lingkungan disebut General
Adaptation Syndrome (GAS). Output-nya berupa adrenocorticotrophic
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hormone (ACTH) dan corticosteroid dan menghasilkan penyimpanan ion
Na+ dan Cl- sedangkan ion K+ dibuang, akhimya menyebabkan
peningkatan blood glucose dan metabolisme nitrogen. Efek dosis kecil
ACTH terhadap jumiah circulating leucocyte mirip efek yang ditimbulkan
oleh cold shock. Level plasma cortisol dipakai secara umum sebagai
index stress pada ikan salmon (Barton and lwama, 1991). Level plasma
cortisol pada ikan yang tidak stress sangat rendah (<56.0 ng ml)
(Pickering and Pottinger, 1989) tetapi akan naik beratus kali dalam
kondisi stress (Sumpter ef al, 1985). Kenaikan leve! cortisol
menunjukkan stress-induce immuno suppression (Maule et al., 1987),
memperlambat pertumbuhan (Pickering, 1990) dan kerusakan system
reproduksi (Carragher ef al., 1989; Pottinger and Pickering, 1990).
Plasma giucose dan cortisol hanya menunjukkan acutes stress tetapi
bukan kondisi yang kronis. Injeksi cortisone terhadap ikan menunjukkan
keterlambatan infiltrasi leucocyte pada luka dan inhibisi proses
penyembuhan luka.

Pada percobaan yang dilakukan oleh Mushiake et al, (1985)
menyatakan bahwa kemampuan leucocyte dari belut Jepang Anguilla
Jjaponica yang distresskan dengan Copper menurun. Produksi Striped
jack di Jepang pada tahun 1989 diatas 830 ribu tetapi pada tahun 1990
tidak berproduksi sama sekali karena overcrowding sehingga memicu
Viral Necrosis Virus (VNN) (Arimoto, personal communication). Stress
juga disebabkan oleh polusi perairan di perairan, yang mengakibatkan
menurunnya jumlah leucocyte dan thrombocyte (McLeay and Gordon,
1977). Japanese eel yang distresskan dengan ferric ammonium citrate
menjadikan eel sangat peka terhadap Vibrio anguillarum (Nakai et al.,
1987). Stess yang terjadi di udang dapat menyebabkan jumiah
hemocyte menurun (Hennig et al., 1998).

5.6. Pencegahan virus dengan sirkulasi tertutup

Sistem sirkulasi air laut tertutup adalah suatu sistem yang tidak ada
pembuangan dan pemasukan air, air yang telah dipakai mendapat
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intensive treatment untuk bisa digunakan lagi. Keuntungan memakai
sistem ini masuknya ikan liar, parasit dan bakteri bisa dikontrol. Obat
dan pakan bisa diberikan secara efisien terhadap udang sehingga
pertumbuhannya cepat dan merata. Karena sistem ini bisa dikontrol
sehingga penyakit bukan merupakan masalah (Landau, 1992). Air laut
yang masuk pertama kali diendapkan pada kolam pengendapan,
selama 72 jam dan dimatikan semua ikan dan kepiting atau binatang
lainnya yang masuk bersama dengan air laut. Bisa dilakukan dengan
pemberian formalin dengan harapan walaupun bakteri tidak mungkin
mati semuanya, tetapi beberapa inang perantara sebagai tumpangan
virus bisa mati.

Dengan sistem sirkulasi ini transmisi horizontal bisa dicegah dengan
terbunuhnya inang perantara. Beberapa virus tidak bisa tahan lama
hidup di air laut, tetapi untuk White spot diseases virus bisa hidup diluar
inang sampai sekitar 60 hari (Takahashi et al., 1998) dalam percobaan
laboratorium. Sirkulasi air tertutup telah dipakai oleh beberapa
petambak di Jawa Timur, hanya sebagian yang berhasil sedangkan
yang lainnya kurang menggembirakan hasilnya. Ketidak berhasilan ini
disebabkan para petambak kurang mematuhi kaidah budidaya yang

benar dan belum adanya standar budidaya udang dengan teknologi
intensif.

Walaupun memakai sirkulasi tertutup jika tidak dibarengi dengan
pemakaian benih bebas penyakit tidak bisa mencegah timbulnya
penyakit. Pemakaian benih bebas virus adalah untuk mencegah
penularan secara horizontal dari induk ke anak. Jika benih yang
tercemar masih saja dimasukkan pemakaian sistem sirkulasi tertutup
tidak banyak berguna. Benih sebagai inang perantara sangat rentan
terhadap stress sehingga sewaktu-waktu terjadi penyakit di tambak.

Tandon karantina berfungsi untuk membebaskan air yang masuk
terhadap inang perantara dengan beberapa tingkatan. Pertama dengan
menggunakan filter dibuat dari nylon sebanyak 2-3 lapis, kemudian
ditingkat kedua organisme yang masih lolos dengan filter tersebut
dibasmi dengan klorin 30 ppm atau difterex 0.5 ppm. Air yang masuk
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tersebut diendapkan selama minimal 72 jam. Jika terjadi penguapan
bisa diencerkan dengan pemberian air sumur yang relatif bebas
penyakit. Tandon resirkulasi pada prinsipnya mempunyai 3 fungsi :
pengendapan, biofilter, pemulihan /aerasi. Perbandingannya adalah 75
% petak udang dan 25 % kolam resirkulasi dan karantina dengan
kedalaman 1.5 m

5.7. Pengurangan kandungan bahan organik di kolam

Bahan organik yang dihasilkan dari sisa pakan udang akan larut
didalam air dan akan terkumpul didalam kolam. Bahan organik yang
berlebih akan menimbulkan permasalahan karena bahan organik yang
berlebih adalah habitat heberapa bakteri patogen terhadap udang.
Dengan memperhatikan pemberian pakan yang tepat tidak akan terjadi
kelebihan NH3N dan NO2 didalam air. Beberapa tumbuhan dan hewan
dapat menyerap ammonia yang terdapat di air dapat juga dipakai
sebagai filter biologi. Biofilter yang dipakai adalah kerang hijau, bandeng
2 ekor/m?, nila atau belanak 3 ekor/m? dan rumput laut (Winarto, 1998).
Bakteri Vibrio akan tumbuh subur pada air yang mengandung bahan
organik yang tinggi (Austin dan Austin, 1988) begitu pula Aeromonas
(Inglis ef al.,1993). Selain hal tersebut kandungan bahan organik yang
tinggi dapat menyebabkan plankton menjadi bloom dan mengganggu
pertumbuhan udang. Oleh sebab itu air yang mengandung bahan
organik yang tinggi perlu dikurangi dengan cara mengalirkan pada
kolam yang berisi ikan nila yang kemudian kita sebut sebagai filter
biologi. Fungsi kolam ini sebagai pengurang bahan organik dari air
pemeliharaan udang karena bahan organik yang melimpah akan
digunakan oleh plankton untuk tumbuh dan sebagai makanan utama
dari ikan nila. Ammonia dan beberapa gas lain sebagian bisa diuapkan
di kolam aerasi. Selain hal tersebut suspended matter akan diendapkan
pada kolam ini. Filter biologi ini tidak bisa untuk menghilangkan padatan
yang ada didalam air, tetapi gunanya adalah untuk mengubah zat yang
berbahaya misalnya ammonia menjadi zat yang tidak berbahaya
misalnya nitrat. Untuk keperiuan tersebut kedalam fitter kolam bisa
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ditambahkan beberapa bakteri misalnya Nitrosomonas sp untuk
membantu nitrifikasi didalam air (Boyd, 1982). Filter biologi yang utama
adalah autotrophic bacteria walaupun algae, yeast dan protozoa dan
kadang hewan yang kecil lain membantu mengubah limbah dari badan
air.

5.8. Penurunan potensi fahan budidaya

Tanah memegang peranan penting dalam budidaya udang, dan
hampir semua tanah cocok untuk budidaya udang, tetapi yang paling
bagus adalah yang banyak mengandung tanah liat untuk konstruksi
kolam. Tanah yang mengandung banyak bahan organik tidak bagus
untuk kolam karena untuk penguraian bahan organik tersebut
membutuhkan banyak oksigen. Potensi redox dari tanah atau air
menunjukkan tingkat oksigenasi atau reduksi dari tanah. Jika DO tinggi
maka nilai redox dari air 500 mv, jika nilai redox turun dibawah 340 mv
maka DO akan menjadi 2-3 mg/l dan nitrit mulai terdapat di perairan.
Pada nilai redox 200 mv DO menjadi 0 mg/l dan beberapa iron
compound mulai nampak dan tanah menjadi berwarna hitam. H2S akan
mulai nampak jika nilai redox turun sampai 100 mv. Lapisan atas tanah
berwarna coklat menunjukkan adanya proses oksidasi, sedangkan
lapisan berwama hitam merupakan tanda reduksi. Permukaan tanah
tersebut biasanya diantara 1 - 5 cm. Lapisan tanah yang keras lebih
memudahkan penanganan sisa bahan organik, karena bahan organik
yang tersisa tidak gampang masuk kedalam pori tanah.

Keasaman yang dikeluarkan oleh tanah biasanya akan dinetraslisir
oleh air. Jika tanah tidak asam sekali maka pemberian beberapa kapur
tidak diperiukan lagi. Pengambilan sedimen dan untuk mengoksidasi
bahan organik yang tersisa dilakukan dengan penambahan beberapa

mikroorganisme pengurai, selain ha! tersebut dimaksudkan untuk
menetralkan tanah.
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V. METODE PENELITIAN ——

Kerapu yang sakit dikumpulkan dari Balai Budidaya Air Payau
Situbondo di Jawa Timur, konfirmasi dilakukan dengan PCR. Kerapu
kemudian disimpan pada -80°C sampai digunakan untuk penelitian.
Deteksi kerapu selanjutnya dilakukan dengan Polymerase Chain
Reaction (PCR) untuk mengetahui dengan benar bahwa kematian
kerapu memang disebabkan oleh VNN. Penelitian ini dilakukan tiga
tahun dengan tahapan sebagai berikut:

Tahun Il : Uji lapangan proteksi immunogenik kerapu terhadap infeksi
VNN
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Penelitian Tahun Ketiga
Uji proteksi protein immunogenik VNN di lapangan

Kerapu sehat

(juvenile)
Infeksi buatan Vaksinasi dengan
dengan VNN » VNN/kontroi
Deteksi VNN Uji tantang udang
dengan PCR kerapu dengan VNN
Survival Rate Survival Rate (SR/%0)
(SR/%) dari kerapu dari kerapu

Protein immunogenik
L—— 3| siap diproduksi massal |e—
pada yest/ E. coli

Gambar 3. Alur kerja tahun ketiga uji lapangan protein immunogenik
pada ikan kerapu

e. Pembuatan Vaksin VNN
Virus yang telah diisolasi dari kerapu kemudian dimatikan untuk dibuat
vaksin. Vaksin dibuat dengan cara sebagai berikut, larutan virus diukur
konsentrasinya kemudian dipanaskan pada suhu 60°C selama 10 min
untuk membunuh virus, didinginkan pada suhu ruang, kemudian disimpan
pada suhu 4°C sampai digunakan untuk penelitian selanjutnya.
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b. Vaksinasi VNN pada kerapu

Sebanyak 500 ekor kerapu divaksin kemudian diuji tantang dengan
VNN. lkan kerapu masing-masing dibagi menjadi 3 kelompok yaitu
Kelompok pertama (I) : diinfeksi dengan homogenat dosis 0,1 ml
secara injeksi; kedua (H) : dicelup pada larutan vaksin VNN dan ketiga
(1) sebagai kontrol diberikan PBS. Semua kelompok diamati,
selama 1 tahun, dari semua kelompok hewan coba di lakukan
pengambilan darah untuk pengambilan serum. Serum darah kemudian
akan diperiksa produksi antibody terhadap VNN.

¢. Pengamatan Hasil Vaksinasi

Kerapu yang tefah divaksin akan diamati selama 1 tahun dengan
parameter adalah mortalitas keseluruhan kerapu, jumiah yang hidup
dan pencatatan kualitas air selama penelitian berangsung. Juga
dicatat gejala klinis ikan yang mati, moribund fish (sekarat) dan

pengamatan lingkungan lain yang berperan terhadap perubahan
kualitas air.
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VIl. HASIL DAN PEMBAHASAN

7.1. Pengumpulan sample dan skrining VNN

lkan kerapu kecil yang terinfeksi oleh VNN sebagai sample yang akan
digunakan untuk penelitian selanjutnya telah didapatkan dan disimpan
pada suhu -80°C (deep freezer). lkan yang terinfeksi masih berukuran
kecil dengan panjang sekitar 5-7.5 ¢cm dari Balai Budidaya Air Payau
(BBAP) Situbondo, karena ikan dengan ukuran tersbut diatas atau
dengan ukuran yang lebih kecil lagi kematiannya paling tinggi. Pada ikan
yang sedikit besar atau berusia diatas 70 hari kematian yang
disebabkan oleh VNN ataupun bakteri kematiannya rendah. Di
Indonesia, infeksi VNN dilaporkan pertama kali pada barramundi Lafes
carcarifer pada panti pembenihan di Jawa Timur pada tahun 1997
(Zapran et al, 1998). Kemudian menyebar ke panti pembenihan
barramundi di Bali pada tahun 1998, kemudian pada tahun yang sama
beberapa panti pembenihan berhasil membudidayakan humpback
grouper Epinephelus fuscoguttatus. Tetapi kematian absolut terjadi di
Bali pada tahun itu juga sehingga tidak ada benih yang hidup. Penyakit
yang disebabkan oleh VNN digolongkan menjadi beberapa tingkatan
kehiduparn ikan ialah induk, larva, juvenil dan grow-out. lkan tersebut
dikumpulkan dari Propinsi Bali dan Kabupaten Situbondo, keduanya
setelah dilakukan skrining dengan PCR positive untuk VNN. lkan yang
dari Bali sudah agak besar dengan panjang sekitar 15 cm dan terinfeksi
berat VNN, sedangkan dari Situbondo berukuran masih kecil dengan
panjang sekitar 5-7.5 cm dan terinfeksi ringan VNN. Hanya yang
terinfeksi berat dari Bali ikan kerapu terfihat berubah warna sedangkan
yang dari Situbondo terfihat seperti nomal atau tanpa tanda-tanda
kelainan apapun. Kedua sample diatas kemudian dismpan pada deep
freezer sampai digunakan untuk penelitian selanjutnya.

Sebenamya pada infeksi alami gejala kiinis sering terlihaat dengan cirri
utama adalah hilangnya nafsu makan ikan, terjadi perubahan wama
pigmen bias menjadi lebih gelap atau menjadi lebih terang, terjadi
hyperinfiation dari gelembung renang, ikan menjadi hiperaktif dan terjadi
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ketidak abnormalan renang. Jika dilihat perubahan patologi secara
mikroskopis terjadi luka misainyaa ada cellular vacuolation dan
degenerasi sistem saraf pusat, juga teijadi kerusakan pada ganglia dan
peripheral nervous system (Munday and Nakai 1997). Telah lama
diketahui bahwa induk dari beberapa ikaan bertulang sejati menjadi
reservoir dari nodavirus dan menularkannya dengaan cara menularkan
virus lewat cairan gonad dan kemudian menular pada keturunannya
(Mushiake et al., 1994), walaupun untuk prophylaxis dapat dilakukan
dengan skrining induk yang terinfeksi nodavirus dengan PCR,

Gambar 3. Produk PCR dari ikan kerapu yang terinfeksi alami oleh
VNN. Lajur 1: Marker, 2 Kontrol negatif, 3 : Kontrol positif, 4 :
Sampel terinfeksi berat, 5 : sample terinfeksi sedang, 6 :
sample terinfeksi ringan.

7.2. Perbanyakan dan pemurnian virus ,

Pada perbanyakan virus di mancanegara dilakukan dengan SSN-1 cell
line (Frerichs et al., 1996) dengan medium yang sering digunakan adalah
L-15 (10% foetal bovine serum, 200 mM L-glutamine, 100 pg pl-1
Gentamycin sulphate dan 100 mM HEPES buffer).

VNN kemudian diisolasi dari kerapu yang dan kemudian diinfeksikan pada
kultur sel sirip ekor kerapu sebanyak 50 pl per sumuran (well). Kemudian
ditunggu sampai terlihat CPE selama 7 hari atau jika CPE telah komplet
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kemudian virus dipanen dan kemudian dimurnikan dengan sucrose
gradient. Gambar dibawah adalah kultur sel dari sirip ekor ikan kerapu

yang digunakan untuk perbanyak VNN.

Gambar 4. Kultur sel yang digunakan untuk memperbanyak VNN, kuttur
sel ini masih akan disubkultur lagi sampai selnya menjadi
banyak dan virus akan dipanen jika sudah terlihat CPE atau
komplet CPE.

Kultur sel tersebut adalah hasil dari isolasi yang dilakukan sendiri di PS
Perikanan Unair. VNN tersebut kemudian digunakan untuk SDS-PAGE
untuk mengetahui pola protein dan hasilnya disajikan dibawah.

7.3. Struktur protein dari VNN

Betanodavirus adalah penyebab VNN pada ikan kerapu yang
mengakibatkan kerugian yang sangat besar perikanan di dunia. Termasuk
kedalam family Nodaviridae yang terdiri dari Alphanodavirus dan
Betanodavirus adalah penyebab penyakit pada insek dan ikan. Virus yang
termasuk  kedalam genus  betanodavirus adalah  penyebab
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encephalopathy dan retinopathy yang dikenal dengan nama Viral Nervous
Necrosis (VNN) yang menyebabkan kerugian yang sangat besar pada
budidaya ikan laut (Thiey, et al, 2006). lkan yang terinfeksi akan
menunjukkan kelainan system saraf yang biasanya terihat adanya
vakuolisasi pada system saraf pusat dan retina. Pada penelitian sekarang
ini ada 2 sampel ikan yang terinfeksi virus ialah dari Bali dan Situbondo,
dan sample Bali menunjukkan adanya infeksi yang kuat atau kerapu
terinfeksi yang akut.

Betanodavirus adalah virus yang berukuran kecil, spherical, nonevelope
virus dan genome terdiri atas utas tunggal, dan positive-sense molekul
RNA. Genomic segment yang besar RNA 1 (3.1 kb) encode RNA-
dependent RNA polymerase, sedangkan yang lebih kecil genomic
segment RNA2 (1.4 kb) encode code protein. Berdasarkan analysis
phyolegentic dari coat protein sequencing dari beberapa nodavirus bisa
dibagi merjadi 4 genotype ialah striped jack nervous necrosis virus
(SINNV), barfin flounder nervous necrsosi virus (BFNNV), tiger puffer
nervous necrosis virus (TPNNV) dan red spotted gropuer nervous
necrosis virus (RGNNV) (Valle ef al., 2001: Nishizawa ef al., 1997).
Sekarang kontrol penyakit tersebut hanya berdasarkan adanya VNN pada
induk atau ikan yang akan dibudidayakan. Berdasarkan beberapa metode
diagnostik misalnya isolasi komponen virus atau antigen dan genome.
Identifikasi induk yang diduga bebas virus dapat dilakukan dengan
antibody antibetanodavirus untuk skrining induk ikan. Juga desinfeksi
terhadap fasilitas, peraitan dan prosedur terhadap lingkungan budidaya
harus dilakukan dengan teliti. Pemakaian bahan kimia yang digunakan
untuk membunuh virus sangat dianjurkan walaupun prosedur tersebut
mungkin agak sulit untuk dilakukan di lapangan.

Telah lama dikethui bahwa vaksin mempunyai kemampuan untuk
mencegah infeksi VNN pada ikan, dan ini merupakan kontrol yang efektif
terhadap penyakit yang disebabkan oleh VNN sehingga dapat
mengurangi kerugian yang sangat besar didalam industri perikanan
didunia. Partial protective immunity dapat diperoleh pada beberapa ikan
dengan recombinan coat protein dari betanodavirus yang diekpresikan
pada Escherichia coli (Husgard et al., 2001), sedangkan peptide syntetis
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Gambar 7. Struktur proteinVNN dari SDS PAGE, lane 1 marker, 2 VNN, 3
KHV dan 4 WSBV.

Tanaka et al. (2001) melaporkan bahwa vaksinasi dengan nodavirus atau
mantel nodavirus yang diekpresikan rekombinan pada Escherichia coli
menghasilkan peoteksi yang tinggi. Bahkan titer antibodynya cukup tinggi
antara 1: 158 sampai 1 : 1257 pada serum ikan yang hidup setelah uji
tantang secara injekti dengan VNN. 32, 49, 65, 75, 95 kDa.

Tabel 5. Berat molekul dalam kilodalton (kDa) dari VNN berdasarkan
pergerakan relatif dalam SDS-polyacrilamdie gel

Protein VNN (kDa)
L 95

G 75

N 65

M1 49

M 32

M2 -

Dari data dibawah bahwa Pl untuk VNN pada kisaran 5.8 sampai 9.2
menunjukkan bahwa VNN pada kisaran normal pH. Data P! bisa
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menggambarkan bahwa hanya M2 saja yang mempunyai pH yang tinggi,
hal tersebut kemungkinan disebabkan oleh perbedaan derajat
phosphorilasi dari virus tersebut.

Tabel 6. Isoelectric point dari VNN

Protein VNN
Polymerase (L) 6.1-6.6
Glycoproetin (G) 7.0-7.2
Nucleoprotein (N) 5.8-6.2
Matrix protein 1 (M1) 7.2
Matrix protein 1 (M2) 9.0-9.2

Protein hasil elusi 32 kDa tersebut bersama dengan whole killed virus
(WKV) kemudian disuntikkan ke kerapu untuk mengetahui respon imun.
Nishizawa (1995) melaporkan bahwa protein ini adalah region T2 yang
tersusun 876 base dari 1023-base ORF dari capsid protein gene. Region
rf2 yang diperkirakan mempunyai berat molekul 32 kDa juga dilaporkan
oleh Grotmol et al (2000). Gejala awal kerapu yang diinfeksi adalah malas
dan hilangnya nafsu makan dan hampir semua ikan menampakkan
gejalaa Klinis ini. Berikutnya diikuti oleh ikan berubah menjadi gelap,
sangat aktif, renang yang tidak terkontrol dan hyperemia disekitar
disekitar cranium. Sedangkan pada kontrol tidak menunjukkan gejala
apapun.

Vaksin yang digunakan T2 region memancing respon imun humoral yang
mempunyai netralisasi virus pada kerapu. Hal ini juga dilaporkan oleh
Nakai et al. (1995) dan Husgaro et al. (2001) yang mendeteksi antibody
spesifik pada striped jack dewasa setelah imunisasi dengan recombinant
dari capsid SINNV. Sedangkan pada penelitian ini terjadi peningkatan
titer antibody dan ni menunjukkan bahwa imunisasi dapat memaancing
timbuinya antibody dalam jangka waktu yang lama di kerapu. Sengaja
tidak memakai adjuvant untuk menghindari buruknya karkas karena pada
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beberapa kali penelitian memakai adjuvant bekas suntikan akan berwamna
putih dan kadang menjadi borok.

7.4. Efikasi dari vaksin pada kerapu

Sebelum dilakukan vaksinasi tidak ada kematian yang terjadi pada ikan
coba sampai ikan digunakan untuk penelitian. Kematian awal terjadi pada
hari 4-5 sesudah uji tantang dengan VNN pada ketiga peralukan, bahkan
untuk kontrol ikan kematian terjadi 1 hari lebih cepat atau 3 hari sesudah
uji tantang. Sampai hari ke 14 sesudah uji tantang kematian terendah
terjadi pada WKV dengan kematian total 20 % dan tertinggi dari 32 kDa
60 %. Kematian pada kontrol ikan hanya 30 % sampai 80 %, merupakan
hasil vaksinasi yang berhasil baik.

Tidak ada gejaia klinis yang menyoiok terjadi tetapi ikan kehilangan nafsu
makan dan sedikit berubah wama, perubahan wama ini terjadi
kemungkinan disebabkan karena ikan tidak mendapatkan sinar matahari,
adalah fenomena umum yang sering terjadi pada ikan yang dipelihara
secara inddor.

Tabel 7. Proteksi kerapu sesudah vaksinasi dengan Whole Killed Virus
(WKV) dan 32 kDa protein setelah uji tantang dengan VNN. WKV

dan 32 kDa yang diberikan adalah 10 pg/ikan dan ikan dipelihara
selama 14 hari,

No Dosis WKV dan WKV 32 kDa Kontrol
32 kDa (pgfikan) | (matitested) | (matiftested) | (matiftested)

1 100 3/10 310 10/10

2 200 310 310

3 300 210 2/10

4 400 410 2/10

lkan yang divaksin secara intra muscular (im) dengan recombinant coat

protein titer antibody yang tinggi bisa dideteksi sampai 110 hari (Tanaka
et al., 2001), dari hasil diatas bisa disimpulkan bahwa vaksinasi dengan

coat protein dari VNN bisa dilakukan dan menghasilkan sintasan yang
tinggi, sekarang yang menjadi permasalahan adalah bagaimana
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memproduksi coat protein dalam jumlah banyak dan memberikannya
lewat metoda yang mudah misalnya pemberian lewat pakan.

Kumulatif kematian ikan yang divaksin jika disajikan dalam bentuk grafik
terlihat seperti pada gambar 6 dibawah dengan kematian teringgi 60 %
pada WKV dengan dosis injeksi 40 pgfikan dan 32 kDa 30 pgfikan.
Vaksinasi untuk ikan salmon sudah berhasil dengan baik, tetapi pencarian
vaksin untuk ikan kerapu masith belum mendapatkan hasil yang
memuaskan. Vaksin pada umumnya adalah traditional inactivated
vaccine, sedangkan pencarian vaksin dari nodavirus dengan recombinant
VP2 dengan berat molekul 32 kDa sedang dicobakan pada sea bass
(Thiery et al., 2006). Dari percobaan tersebut WKV mempunyai proteksi
antara 60-80 bergantung pada dosis virus yang digunakan untuk uji
lantang terhadap ikan kerapu. ikan kerapu yang mati karena uji tantang
walalupun tidak menujukkan gejala klinis seperti pada infeksi alami tetapi
teriihat ikan tidak mempunyai nafsu makan dan sedikit berubah wama.
Selama ini pada umumnya kenaikan sintasan akan selalu dibarengi
dengan peningkatan produksi antibody, tetapi kadang hal ini tidak selalu
bersamaan artinya sintasan yang tinggi belum tentu produksi antibodynya
juga tinggi (Song, 1984).

Tabel 8. Produksi antibody kerapu setelah divaksin dengan 32 kDa dan

Whole Killed Virus (WKV) dan diuiji tantang dengan VNN dan
diamati selama 14 hari.

No | Dosis WKV Produksi Produksi Produksi
dan 32 kDa antibody WKV | antibody 32 | antibody
(ngfikan) (1:..)) kDa(1:..) {Kontrol(1:....)
1 100 350 659 125
2 200 556 768
3 300 1010 1156
4 400 1157 1256

Dari studi ini menunjukkan bahwa region T2 mempunyai proteksi kerapu
terhadap VNN sesudah 14 hari vaksinasi. Karena kontrol ikan yang tidak
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disuntik dengan T2 atau Whole Killev Virus (WKV) kematian hampir
100%. Thiery et al. (2006) melaporkan bahwa vaksinasi dengan virus-like
particles (VLPs) pada European sea bass Dicenfrarchus labrax
menghasilkan proteksi terhadap infeksi VNN. Dosis yang digunakan
untuk vaksinasi adalah 20 — 100 pg VLPs dari malabaricus grouper
necrosis virus (MGNNV) atau 0.1 — 20 ug coat protein SB2 VLPs per ikan.
Rekombinant dari coat protein yang diekpresikan pada Escherichia coli
sering digunakan untuk immunisasi terhadap VNN.

Persen kematian
N
(=]
\\
o

O_L G She mq&;‘&@ T = e I_.' Sy O s ;":;;
KV WKV WKV 32 32 32 3

WKV W
10 20 30 40 kDa kDa kba kDa
10 20 30 40

Dosis dan jenis vaksi

Gambar 8. Kumulatif kematian ikan kerapu yang divaksin dengan 2
macam vaksin dan berbagai macam dosis dengan cara
injeksi pada kerapu

7.5. Respon imun kerapu

Pada ikan kerapu yang divaksin dengan WKV dan 32 kDa kematian yang
terjadi sesudah 4 hari pemberian vaksin dan berakhir 14 hari sesudah
vaksinasi. Sedangkan kontrol ikan kematian mulai hari ketiga sesudah
vaksinasi, sedangkan gejala klinis antara kontrol dan divaksin tidak
tampak adanya perubahan yang berarti. Hal ini juga terjadi pada udang
yang disuntik dengan WSBV, bintik putih tidak bisa diproduksi pada
infeksi buatan, karena udang diinfeksi dengan sejumlah besar virus
sehingga mati dalam waktu yang singkat. Superoxide anion merupakans
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salah satu mekanisme pertahanan diri ikan terhadap infeksi dari luar.
Pada ikan yang divaksin dengan WKV ataupun T2 (32 kDa protein),
superoxide anion (SA) diproduksi oleh macrophage ikan 0.09 untuk WKV
dan 0.11 untuk 32 kDa dan hampir tidak ada perubahan sampai akhir
penelitian. Pada sevenband grouper Epinephelus semtemfascinatus juga
terproteksi pada uji tantang setelah ikan divaksin dengan 60 png
recombinant protein dengan interval injeksi 10 hari (Tanaka et al., 2001),
tetapi RPS yang didapatkan lebih rendah dibandingkan dengan yang
divaksin dengan VLPs, hal ini kemungkinan disebabkan oleh rendahnya
titer antibody pada waktu uji tantang.

Tabel 9. Hasil test neutralisasi dari sera kerapu dengan jumiah ikan
adalah 5 ekor. Neutralisasi adalah resiprokal nilai dari
pengenceran serum 50% atau yang lebih tinggi dari titer VNN

No Sesudah 14 hari Kontrol (0 hari)
1 100 0
2 100 0
3 1600 0
4 3200 0
5 3200 0

Walaupun viral-neutralising humoral immune response kemungkinan
disebabkan karena infeksi virus atau vaaksinasi, komponen seluler dari
sistem imun dikenali sebagai komponen pertama sistem pertahanan diri
dari setiap ikan.
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Gambar 9. Produksi superoxide anion dari kerapu macrophage

Demikian pula terhadap produksi intracellular O2 yang juga merupakan
salah satu mekanisme pertahanan diri ikan terhadap adanya infeksi yang
disebabkan oleh virus ataupun bakteri. Vaksin yang dites diatas
sebenamya telah membangkitkan respon imun humoral spesifik ikan
kerapu dengan kemungkinan virus neutralizing antibody, hal ini
sebenamya juga diketemukan oleh Nakai et al. (1995) yang mendeteksi
antbody pada striped jack dewasa sesudah immunisasi dengan
recombinant capsid protein dari SJNNV. Pada studi sekarang ini
peningkatan produksi antibody memang terukur pada semua ikan jika
dibandingkan dengan kontrol ikan. Kerapu memang seinditif terhadap
VNN dan setelah infeksi dengan VNN kematian segera terjadi. Pada
infeksi tersebut kerusakan pada ikan mestinya terjadi pada sistem saraf
pusat dan retina ikan, tetapi jika infeksi buatan dengan dosis yang besar
kerusakan seperti diatas belum tentu terjadi. Dengan dosis uji tantang
sekitar 1.0 x 10’ cell virus untuk ukuran ikan kerapu 10-15 cm
panjangnya, dosis tersebut lebih dari cukup. Pada penelitian yang
dilakukan oleh ilmuwan di berbagai manca negara dosis diatas dapat
mematikan 30-100 % populasi ikan coba. Misalnya pada European sea
bass dengan uji tantang dengan pencelupan mortalitas tercatat hanya 32
% (Peducasse et al., 1999). Memahg pada penelitian vaksinasi dosis uji
tantang dan metode pemberian vaksin sangat mempengaruhi hasilnya.
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Gambar 10. Produksi extracellular O, dari kerapu macrophage

Phagocyte mempunyai kemampuan untuk membunuh berbagai macam
patogen dengan menggunakan berbagai macam cara yang biasanya
disebut dengan oxygen dependent atau oxygen independent. Pada
banyak kasus, dimana patogen merupakan mikroorganisme,
pembunuhan mirkoorganisme oleh fish phgocyte merupakan mekanisme
intracellular dan terjadi dalam waktu yang singkat/ misalnya 1 hari (Daly et
al., 1994). Tetapi extracellular killing juga terjadi misaalnya pembunuhan
farva helminth oleh macrophage dari rainbow trout (Whyte et al, 1989).
Pada waktu phagocyte ingest particle, akan terjadi pengambilan oksigen
yang bergantung pada respirasi mitokondria, misalnya rainbow trout head
kidney macrophage memeriukan 12 nmol Ox/min/10’ cell sesudah
stimulasi dengan zymosan disbanding dengan pengambilan 1.3 nmol
nmol Ox/min/107 cell pada sel yang istirahat (Nagelkerke et al., 1990).
Soluble membrane stimulant misalnya phorbol ester dapat juga
membangkitkan respon, dan ini disebut dengan respiratory burst untuk
memproduksi sejumlah oksigen dan nitrogen radikal bebas yang toksik
untuk bacteria dan parasit.
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Gambar 11. Produksi intracellular O, dari kerapu macrophage

Telah lama diketahui bahwa radikal bebas oksigen diproduksi oleh fish
phagocyte selama respiratory burst (Secombes and Fletcher, 1992).
Sebagian secara langsung bersamaan dengan superoxide anion (Oy)
dan hydrogen peroxide Reaksi pertama dari respiratory burst adalah
reduksi satu electron menjadi O, dengan katalisator NADPH oksidase.
NADPH oksidase adalah enzym kompleks, enzym multikomponen yang
terdapat yang diketemukan pada membran plasma dari phagocyte.
Tersusun dari cytochrom b dan a flavoprotein yang berfungsi sebagai
transport rantai electron yang dikataalisatori oleh NADPH. Pada sistem
sel bebas hydrogen peroksida berfungsi sebagai potent bacterial agent
(Hardie ef al, 1996).

Keduanya baik macrophage maupun neutrophil dapat membangkitkan
ROS, walaupun ada beberapa perbedaan. Misalnya ikan Atlantik saimon
produksi O; sesudah adanya stimuli dari phorbol ester lebih besar terjadi
pada neutrophil dibandingkan dengan macrophage (Lamas and Ellis,
1994). Juga telah diketahui bahwa aktifitas phagocyte dapat dimodulasi
dengan endogenous atau exogenous factor (Secombes, 1994).
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7.6. Histology retina

Pada ikan kerapu yang terinfeksi VNN berat perubahan histology mudah
diamati dengan adanya perubahan pada retina dan otak. Otak akan
menunjukkan adaanya vakuolisasi yang hebat, nekrosis dan degenerasi
dari sel-sel syaraf. Sedangkan pada retina perubahan utama adalah
adanya vakuolisasi. Sedangkan pada hasil sekarang ini perubahan
tersebut tidak teramati, kemungkinan infeksi yang terjadi tidak teralu
hebat karena hasil PCR pita yang dihasilkan tidak terlalu tebal.

Hasil dari histology_ terhadap mata ikan kerapu walaupun tidak
diketemukan pembentukan vauola tetapi mata ikan kerapu menunjukkan
kerusakan dengan adanya ruang yang lebar atau vakuolisasi ringan.
Tidak seperti biasanya hal tersebut terjadi, tetapi jika hal tersebut
disebabkan karena kerusakan prosesing sebenamya sangat kecil.
Walaupun sebenarnya perubahan patologi umum yang terjadi pada ikan
kerapu telah diketahui dengan baik ialah luka dan pembentukan vakuola
pada sel dan perubahan pada sistem saraf pusat {(Munday and Nakai,
1997). Penyakit ini sering terjadi di Asia Pasifik misalnya di Indonesia,
Philiphina yang menyebabkan kematian pada sea bass dan grouper yang

menyebabkan kerugian yang sangat besar didalam industri budidaya
finfish.
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Gambar 12. Histopat retina kerapu yang terinfeksi VNN. Gambar yang

diambil dari daerah sekitar mata dan sistem saraf ikan.
Husgaro et al. (2001) memperkirakan bahwa masuknya virus kedalam
sistem saraf pusat dengan axonal transport melewati saraf motor sesudah
inokulasi intramuscular. Tidak ada perubahan khusus pada retina kerapu
kecuali sedikit vakuolisasi pada retina.
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7.7. Peran inang dalam penularan VNN

Ikan yang hidup didekat ikan kerapu hidup dapat berperan sebagai inang
sementara untuk VNN sebelum ia menginfeksi kerapu. Pada saat ini VNN
jika disuntikkan pada ikan kerapu lain misalnya kerapu macan ternyata
setelah penyuntikan diketemukan tanda-tanda kerapu yang sakit seperti
pada kerapu tikus. Sayangnya kita sulit menangkap dan mengetahui ikan
apa saja yang hidup disekitar jarring apung, tetapi sesama kerapu
mungkin lebih mudah tertulari oleh penyakit virus diatas tentunya selain
bakteri Vibrio sp. yang memang selalu ada di dalam air.

Tabel 10. Penularan VNN terhadap bandeng setelah penyuntikan dengan
VNN isolat Bali dan diamati selama 14 hari.

No Dosis suntik Bandeng Kontrol
(ngffish) (matitested) (matiftested)
1 100 0/10 0/10
200 0/10 0/10
3 300 110 0/10

Pada table dibawah disajikan data tentang percobaan penularan VNN
terhadap beberapa jenis ikan air tawar, lele Clariad batrachus, koi
Cyprinus carpio koi, koki, mujair Tilapia mossambica, nila Oreochromis
niloficus. Sekarang nodavirus telah diketemukan menyerang pada ikan air
tawar (Athanassopoulou ef al., 2003 ; Chi et al., 2003 ; Hedge et al.,
2003). Pada infeksi ikan air tawar diyakini penularan tersebut berasal dari
tkan yang hidup dilingkungan laut kemudian mereka bemigrasi ke air
tawar.

Gejala klinis VER ditandai dengan hilangnya nafsu makan, perubahan
wama tubuh (depigmentasi), kerusakan sistem saraf termasuk ketidak
normalan arah renang ikan. Kerusakan yang diakibatkan oleh pada ikan

VER termasuk nekrosis dan pembentukan lubang-lubang (vakuolisasi)
pada otak dan mata.
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Untuk sementara sampai penelitian ini dilaporkan hasilnya seperti
disajikan dibawah pada table 11.

Tabel 11. Penularan VNN terhadap berbagai ikan air tawar setelah
penyuntikan dengan VNN isolat Bali dan diamati selama 14 hari,
dosis untuk infeksi adalah 50 ugffish.

No Spesies ikan Mortalitas Kontrol
air tawar (matiftested) (matiftested)

1 Lele 0/10 0/10

2 Koi 0/10 0/10

3 Koki 0/10 0/10

4 Mujair 0/10 0/10

5 Nila 0/10 0/10

Temyata pada penelitian penularan VNN pada ikan air tawar diantara 5
ekor ikan tidak ada yang mati. Walaupun menggunakan dosis 50 ngffish
selama satu bulan temyata tidak ada yang mati. Pemnyataan diatas

kemungkinan benar bahwa infeksi mungkin terjadi pada lingkungan payau
kemudian ikan tersebut pindah ke air tawar.

7.8. Uji Lapangam Vaksinasi Kerapu

Tanah memegang peranan penting untuk budidaya ikan dan hampir
semua tanah cocok untuk budidaya ikan kecuali tanah yang bersifat
porous, tetapi yang paling baik adalah tanah liat. Yang mengandung
banyak bahan organik juga tidak bagus untuk kolam karena untuk
penguraian bahan organik membutuhkan banyak oksigen. Potensi redox
dari tanah atau air menunjukkan tingkat oksigenasi atau reduksi dari
tanah. Jika DO tinggi maka nilai redox dari air 500 mv, jika nilai redox
turun dibawah 340 mv maka DO akan menjadi 2-3 mg/l dan nitrit mulai
terdapat di perairan. Pada nilai redox 200 mv DO menjadi 0 mg/l dan
beberapa iron compound mulai nampak dan tanah menjadi berwarmna
hitam. H2S akan mulai nampak jika nilai redox turun sampai 100 mv.
Lapisan atas tanah berwama coklat menunjukkan adanya proses
oksidasi, sedangkan lapisan berwama hitam merupakan tanda reduksi.

LAPORAN PENELITIAN ANALISI%TRUKTUR PROTEIN ... A.T. SOELIH ESTOEPANGESTIE




IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Permukaan tanah tersebut biasanya diantara 1 - 5 cm. Lapisan tanah
yang keras lebih memudahkan penanganan sisa bahan organik, karena
bahan organik yang tersisa tidak gampang masuk kedalam pori tanah.
Pada budidaya di tambak tanah memegang peran yang sangat penting
karena tanah menyokong kehidupan ikan dan biota lain. Selain itu peran
fingkungan laut tidak kalah penting karena mempunyai peran yang
sangat besar terhadap fluktuasi lingkungan dan pakan alami yang selalu
berubah disetiap musim. Pada ikan kerapu yang masih kecil/barusan
menetas masih sangat peka terhadap peribahan lingkungan, sehingga
besar kecilnya kematian benih tersebut erat degan fluktuasi
lingkungan/musim. Tabel 12 dubawah adalan

Tabel 12. Jumiah kematian ikan kerapu macan selama masa aklimatisasi
dan pemberian vaksin secara oral. Usia ikan waktu vaksinasi
adalah 30 hari dan ikan dipelihara sampai tahap kritis terlewati

(80 hari).
Minggu Kematian Benih Kerapu (ekor) Tahap
Bak | Bak Il Bak It Kontrol
1 50 20 20 70 Aklimarisasi
benih
Total SR | 10 4 4 14
(persen)
2 20 20 20 70 Vaksinasi
3 20 40 40 50 Vaksinasi
Total SR |8 12 12 24
(persen)

Usia ikan 30 hari sesudah menetas masih sangat kecil sekali, rata-
rata panjangnya adalah 1 cm, sehingga ikan tidak bisa divaksin dengan
suntik, satu-satuya cara adalah vaksin oral. VNN diketahui mempunyai
inang yang sangat luas tetapi usia ikan yang terinfeksi tertentu. Ada 9
spesies yang rentan terhadap infeksi VNN, hal ini menunjukkan bahwa
grouper sensitive terhadap Nodavirus. VNN akan menjadi penyakit
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utama didalam produksi benih grouper, karena ikan yang gampang
terserang adalah larva dan juvenil (Mori et al, 1991; Mori et al., 1992;
Munday and Nakai, 1997; Chi et al., 1997) kecuali sevenband grouper di
Jepang (Fukuda et al., 1996).

lkan yang mudah terserang berukuran 10 hari ~ 4 bulan, tetapi
kematian massal terjadi pada usia 20-30 hari. Kematian menurun jika
ikan berusia 1 tahun, sedangkan pada spesies lain kematian massal
terjadi pada usia yang sama. Tetapi pada usia ikan 20-30 hari masih
sangat kecil sehingga sangat sulit untuk divaksin. Vaksinasi hanya bias
dilakukan melewati pakan, yang pada penelitian ini diberikan melewati
Artemia. Pada ikan dengan stress yang tinggi kematian ikan sangat *
besar jika disertai dengan infeksi parasit capsalid monogenean. Laporan
terakhir oleh Munday et af (2002) lebih dari 32 spesies ikan dari 16 famili
telah terinfeksi. Di Australia, ikan barramundi telah terinfeksi dan
menyebabkan kematian massal pada larva dan juvenil (Munday ef al.,
1992). Dua contoh ikan terinfeksi alami pada ikan air tawar diketemukan
di Australia, Hyatt menemukan histology berupa luka khusus yang
disebabkan oleh infeksi VNN dan partikel seperti-virus pada otak catfish
Australia didekat jarring apung untuk budidaya barramundi di air tawar
dan Moody yang mengisolasi nodavirus dari ikan yang menunjukkan
gejala klinis VER pada sleepy cod in air tawar tetapi tidak berdekatan
dengan budidaya barramundi. VER bisa ditularkan secara buatan pada
beberapa spesies ikan air tawar, misainya Macquarie perch, Murray cod,
silver perch (Glazbrook, 1995), golden perch, sleepy cod, barco grunter,
tetapi ikan air tawar tidak sebegitu sensitive dibandingkan dengan
barramundi. Grotmol et al (1997) melaporkan bahwa Atlantic salmon
yang terinfeksi penyakit vascular misalnya cardiac myopathy syndrome
diketemukan partikel virus mirip dengan betanovirus pada jaringan yang
terinfeksi.
Kematian larva kerapu yang terbesar di Indonesia disebabkan oleh V.
alginolyticus yang menyebabkan kematian 97 persen sehingga
menyisakan sekitar 3 persen benih yang hidup. Bakteri Vibrio akan
tumbuh subur pada air yang mengandung bahan organik yang tinggi
(Austin dan Austin, 1988) begitu pula Aeromonas (Inglis et al.,1993).
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Selain hal tersebut kandungan bahan organik yang tinggi dapat
menyebabkan plankton menjadi bloom dan mengganggu pertumbuhan
udang. Oleh sebab itu air yang mengandung bahan organik yang tinggi
periu dikurangi dengan cara mengalirkan pada kolam yang berisi ikan nila
yang kemudian kita sebut sebagai filter biologi.

Tabel 13. Kematian total ikan kerapu macan selama masa vaksinasi (50
hari). Usia ikan yang divaksin 30 adalah hari, selama masa
pemeliharaan kualitas air diperiksa setiap hari.

Minggu Kematian Benih Kerapu (ekor) Tahap
Bak | Bak Il Bak Ill Kontrol
4 10 30 40 50 Aklimarisasi
benih
5 30 40 0 50 Vaksinasi
6 50 0 0 30 Vaksinasi
7 50 20 0 50 Vaksinasi
8 0 0 0 40 Vaksinasi
Total SR | 140 90 40 220
(persen) | (28%) (18%) | (8%) (44%)

Rerata kematian adalah 14,6 persen sedangkan rerata kematian
kontrol adalah 44 persen, selisihnya adalah 29,4 persen. SR kerapu
sebesar ini sudah cukup besar untuk pembenihan kerapu, apalagi
dipelihara mulai menetas sampai usia 80 hari. Pada ikan yang terifeksi
sebelum usia 20 hari ikan tidak menunjukkan gejala apapun kecuali
hilangnya nafsu makan. Pada usia 20-45 hari ikan yang terinfeksi terlihat
lemah dan sering berenang didekat permukaan air, dan mulai terjadi
kematian ikan. Sesudah 45 hari sampai 4 bulan ikan yang sakit akan
berada didasar kolam kemudian diikuti dengan kematian. Setelah usia
ikan 4 bulan ikan yang terinfeksi berada didekat permukaan air, karena
kemungkinan ikan terjadi kelainan pada gelembung renang. Tetapi
kebanykan ikan yang terinfeksi adalah larva dan juvenil, tetapi sekarang
ikan yang dewasa dan siap panenpun, khususnya European seabass
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(Le Breton et al, 1997), grouper (Fukuda et al, 1996) dan Atlantic
halibut (Aspehaug et al., 1999). Khusus untuk grouper dan sea bass
penyakit tersebut lebih akut jika suhu air meningkat (Le Breton et al.,
1997, Tanaka et al, 1998). lkan ayang sakit akan mengalami ketidak
normalan gerak, kontrol gelembung ranang, dan perubahan wama.
Pada beberapa ikan akan terjadi arah renang yang tidak beraturan,
misalnya renang searah spiral (Mori et al., 1991; Mori et al., 1992; Breuil
et al., 1991).

Infeksi VNN dilaporkan pertama kali pada barramundi Lates
carcarifer pada panti pembenihan di Jawa Timur pada tahun 1997
(Zapran et al., 1998). Kemudian menyebar ke panti pembenihan
barramundi di Bali pada tahun 1998, kemudian pada tahun yang sama
beberapa panti pembenihan berhasil membudidayakan humpback
grouper Epinephelus fuscoguttatus. Tetapi kematian absolut terjadi di
Bali pada tahun itu juga sehingga tidak ada benih yang hidup. Penyakit
yang disebabkan oleh VNN digolongkan menjadi beberapa tingkatan
kehidupan ikan ialah induk, larva, juvenil dan grow-out. Sampai saat ini
infeksi VNN masih menjadi pemmasahan besar didalam budidaya
kerapu, khususnya dipanti pembenihan karena VNN menyebabkan
kematian yang tinggi. Budidaya laut sangat penting bagi Indonesia dan
kendala utama untuk kerapu adalah VNN, VNN dapat berkembang
dengan baik pada suhu air 28 —~ 32 °C. Sekarang infeksi VNN tidak
hanya terjadi pada kerapu saja, tetapi terjadi pada beberapa ikan
ekonomis penting lain di Taiwan (Chen et a/, 2001).

Sekarang kontrol penyakit tersebut hanya berdasarkan adanya VNN
pada induk atau ikan yang akan dibudidayakan. Berdasarkan beberapa
metode diagnostik misalnya isolasi komponen virus atau antigen dan
genome. ldentifikasi induk yang diduga bebas virus dapat dilakukan
dengan antibody antibetanodavirus untuk skrining induk ikan. Juga
desinfeksi terhadap fasilitas, peraltan dan prosedur terhadap lingkungan
budidaya harus dilakukan dengan teliti. Pemakaian bahan kimia yang
digunakan untuk membunuh virus sangat dianjurkan walaupun prosedur
tersebut mungkin agak sulit untuk dilakukan di lapangan. Kerapu yang
dibudidayakan pada laut yang mempunyai aliran air yang terus
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meneruspun terinfeksi oleh Nodavirus. Lokasi ayang ideal dengan
kualitas air yang bagus, permukaan air yang tenang dan gelombang
yang kecil merupakan tempat yang ideal untuk budidaya kerapu. Pada
ikan dengan stress yang tinggi kematian ikan sangat besar jika disertai
dengan infeksi parasit capsalid monogenean. Laporan
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Vill. KESIMPULAN DAN SARAN

7.1. Kesimpulan

Kematian kerapu disebabkan olen VNN setelah konfirmasi dengan PCR
dan vaksinasi dengan whole cell virus proteksi yang didapatkan adalah
29 persen. Vaksinasi dilakukan selama 45 hari dimulai pasa saat ikan
berusia 30 hari dan diakhiri usia 80 hari. Selama vaksinasi kerapu diberi
pakan Artemia salina sampai akhir penelitian.

Kualitas air selama peneitian berlangsung adalah oksigen terlarut
adalah $ — 6 ppm, suhu 27 - 29 °C , salinitas 31 — 32 ppm dan pH air
7,3 = 7,6. Kualitas air seperti ini sudah cukup baik untuk mendukung
kehidupan ikan dan organime air lain. VNN juga tidak menular terhadap
ikan yang hidup di air payau (bandeng) dan beberapa ikan air tawar
(lele, koi, koki, muijair, nila).

7.2. Saran

Pada akhir penelitian sebaiknya dilakukan uji mekanisme pertahanan
diri dari kerapu yang divaksin dengan ukuran ikan yang besar.
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