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RINGKASAN

GERALDINE ANGGI PUTRI. Skripsi Tentang Ekspresi TNF-a. (Tumor Necrosis
Factor Alpha) Mata l|kan Kerapu Cantang (Epinephelus fuscoguttatus x
Epinephelus lanceolatus) yang Diinfeksi VNN (Viral Nervous Necrosis) Dengan
Pemberian Ekstrak Dunaliella salina (dibawah bimbingan Dr. Ating Yuniarti,
S.Pi., M.Agua. dan Rani Yuwanita, S.Pi., MP.)

Virus Viral Nervous Necrosis (VNN) merupakan salah satu patogen yang
sering ditemukan menginfeksi ikan kerapu cantang dan menyebabkan kematian
masal hingga 100% dalam waktu singkat. VNN disebabkan oleh infeksi
Nodavirus yang menginfeksi sistem saraf dan penglihatan ikan. Pencegahan
VNN pada ikan kerapu cantang dapat dilakukan dengan menggunakan mikroalga
Dunaliella salina yang memiliki kandungan B-karoten, nephtalene, tetradekana
dan fenol yang berperan sebagai anti virus, anti mikroba dan anti inflamasi.
Fungsi anti virus pada D. salina dapat mempengaruhi jumlah VNN dan respon
imun ikan seperti TNF-o.. Tujuan penelitian untuk mengetahui ekspresi TNF-a
mata ikan kerapu cantang yang diinfeksi VNN dengan pemberian ekstrak D.
salina pada pakan.

Metode vyang digunakan adalah deskriptif kuantitatif dengan
membandingkan persentase ekspresi TNF-a tiap perlakuan yang dianalisa
menggunakan software ImmunoRatio. Perlakuan pada penelitian ini yaitu
pemberian ekstrak D. salina pada pakan secara repelleting menggunakan dosis
250, 300, 350 dan 400 mg/kg pellet dan 0 mg/kg atau tanpa pemberian D. salina
yang dipelihara selama 10 hari. Ikan kerapu cantang ukuran 7-9 cm sebanyak 50
ekor diuji tantang dengan menyuntikkan VNN sebanyak 0,2 ml/ekor.

Gejala klinis ikan kerapu cantang yang diinfeksi VNN yaitu pada 12 jam,
24 jam dan 36 jam pasca infeksi ikan belum menunjukkan gejala yang tidak
normal dengan gerakan renang yang masih aktif, nafsu makan normal dan warna
tubuh yang normal; pada 48 jam dan 60 jam pasca infeksi ikan mulai
menunjukkan gejala tidak normal seperti bergerak pasif, sering berdiam dan
bergerombol di dasar bak, berenang miring, nafsu makan menurun dan warna
tubuh menggelap pada perlakuan dosis 0 mg/kg, 250 mg/kg dan 300 mg/kg,
sedangkan perlakuan dosis 350 mg/kg menunjukkan gejala yang sama pada 72
jam pasca infeksi dan perlakuan dosis 400 mg/kg juga menunjukkan gejala yang
sama pada 84 jam pasca infeksi. Lesi anatomi yang didapatkan yaitu ikan
menunjukkan perubahan warna pada sirip pektoral menjadi kemerahan, hati
menguning dan limfa yang membengkak. Survival Rate (SR) yang didapatkan
pada perlakuan pemberian D. salina dengan dosis 0 mg/kg, 250 mg/kg, 300
mg/kg, 350 mg/kg dan 400 mg/kg secara berturut-turut yaitu sebesar 30%, 40%,
40%, 50% dan 60% dengan total ikan mati sebanyak 28 ekor sampai hari kelima
pengamatan. Uji PCR menunjukkan hasil bahwa ikan kerapu cantang positif
terinfeksi VNN dilihat dari adanya perpendaran pita DNA pada 294 bp. Uji SDS-
PAGE menunjukkan hasil bahwa VNN menginfeksi ikan pada berat molekul (BM)
35 kDa - 50 kDa. Ekspresi TNF-a yang didapatkan pada perlakuan dosis D.
salina 0 mg/kg, 250 mg/kg, 300 mg/kg, 350 mg/kg, 400 mg/kg dan ikan normal
secara berturut-turut yaitu 77,3%, 70,6%, 61,0%, 57,3%, 43,4% dan 39,1%.
Perlakuan terbaik yaitu pemberian D. salina dosis 400 mg/kg.
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PENDAHULUAN

11 Latar Belakang

Negara Indonesia memiliki potensi budidaya perikanan tambak dan laut
yang sangat besar (Rahmaningsih dan Ari, 2013). Organisme perikanan yang
ada di lautan Indonesia sangat diminati masyarakat tidak hanya di Indonesia tapi
juga internasional. Kegiatan perdagangan produk perikanan di Indonesia baik
ekspor maupun impor setiap tahunnya akan terus meningkat dengan potensi
sumber daya yang besar. Lalu lintas komoditas perikanan baik antar negara
maupun antar area di dalam wilayah Indonesia semakin meningkat (Fitriatin dan
Manan, 2015). Salah satu jenis spesies yang berpotensi menjadi komoditas
budidaya adalah ikan kerapu.

Ikan kerapu memiliki nilai ekonomis yang tinggi baik di dalam negeri
maupun di luar negeri sehingga penangkapan dan budidayanya bisa
berkembang (Langkosono, 2007). Produksi ikan kerapu budidaya pada tahun
1999 sebesar 759 ton, meningkat menjadi 6.493 ton pada tahun 2005 dengan
nilai total sekitar Rp. 116.891.489.000. Produksi kerapu dari usaha budidaya
meningkat 1,5% setiap tahun dan berkontribusi terhadap total produksi makanan
ikan laut (Afero, 2012). Jenis ikan kerapu yang memiliki prospek cerah salah
satunya ikan kerapu cantang (Rahmaningsih dan Ari, 2013).

Ikan kerapu cantang (Epinephelus fuscoguttatus x E. lanceolatus) mudah
dibudidayakan di tambak karena memiliki selera makan yang baik dan
pertumbuhan jenis ikan kerapu ini lebih cepat dibandingkan dengan ikan kerapu
lainnya. Keunggulan yang dimiliki ikan kerapu cantang menjadikan ikan kerapu
jenis ini salah satu spesies target utama dalam budidaya (Luin, et al., 2013).
Kematian ikan tidak lepas dari kegiatan usaha budidaya. Tingkat mortalitas yang

tinggi pada benih maupun larva ikan kerapu menjadi kendala utama dalam



kegiatan budidaya (Roza, et al., 2006). Penyebab kematian masal tersebut dapat
disebabkan oleh adanya penyakit akibat dari infeksi virus. Beberapa jenis virus
yang sering ditemukan menginfeksi ikan kerapu yaitu Viral Nervous Necrosis
Virus (VNNV), Grouper Iridovirus (GIV) dan Lympocyscvirus (Hakim, et al.,
2016).

Viral Nervous Necrosis (VNN) atau Viral Encephalopathy and Renopathy
(VER) merupakan penyakit ikan yang disebabkan oleh Nodavirus dan
menyebabkan kematian masal pada stadia larva dan benih ikan kerapu (Hakim,
et al., 2016). Virus VNN mampu menyebabkan kematian massal hingga 100%
dalam waktu singkat dengan menginfeksi sistem saraf dan penglihatan ikan
(Tarsim, et al., 2013). Kematian masal yang disebabkan oleh infeksi virus VNN
pada sistem budidaya dapat mengakibatkan kerugian yang besar bagi
pembudidaya (Novisa, et al.,, 2015). Virus VNN telah banyak dilaporkan
menginfeksi ikan laut yang dibudidayakan di Indonesia dan telah ditetapkan
dalam Kepmen nomor 26 tahun 2013 sebagai Hama Penyakit Ikan Karantina
(HPIK) Golongan | (Fitriatin dan Manan, 2015). Sejauh ini belum ditemukan obat
untuk penyakit yang disebabkan oleh virus pada ikan. Pendekatan dengan
pencegahan munculnya penyakit menjadi salah satu cara yang paling efektif
untuk meminimalkan terjadinya wabah penyakit VNN (Tarsim, et al., 2103).
Pencegahan VNN pada ikan kerapu cantang dapat dilakukan dengan
menggunakan mikroalga Dunaliella salina (Mustopa, et al., 2012).

Mikroalga memiliki kandungan inhibitor enzim seperti protease, helikase
dan polimerase yang berfungsi sebagai pencegah virus untuk bereplikasi
(Bhattacharjee, 2016). D. salina diketahui menjadi salah satu jenis mikroalga
hijau yang dapat memproduksi fenol (Duan, et al., 2017). Fenol pada D. salina
memiliki fungsi sebagai senyawa anti mikroba, anti oksidan, anti virus, anti alergi

dan anti inflamasi (Cepeda, et al., 2018). Bhattacharjee (2016) menambahkan



bahwa D. salina memiliki kandungan -karoten terbesar dibandingkan mikroalga
lain yaitu 14% dari berat kering. B-karoten berfungsi sebagai nutrisi esensial dan
dapat diubah tubuh menjadi vitamin A, serta bertindak sebagai antioksidan lemah
(Hadiyanto dan Azim, 2012). D. salina memiliki kandungan senyawa asam
linoleat dan asam palmitat yang berpotensi sebagai anti mikroba. Asam lemak
pada D. salina juga dapat digunakan sebagai senyawa bioaktif untuk anti
inflamasi, anti virus, anti kanker dan anti fungi (Agustini dan Kusmiati, 2012).
Berdasarkan Supamattaya, et al. (2005), pemberian ekstrak D. salina dosis 300
mg/kg pakan dapat menghambat kematian ikan atau udang dan menghasilkan
SR tertinggi yaitu 33,3% dibandingkan dosis lain yang lebih rendah. Fungsi anti
virus dari D. salina dapat mempengaruhi respon imun ikan seperti TNF-a.

TNF-a merupakan jenis sitokin utama yang terjadi akibat adanya respon
inflamasi akut. Infeksi patogen memicu sinyal inflamasi yang akan mengaktifkan
makrofag untuk menghasilkan TNF-a. Infeksi yang berlebih dapat memicu
dihasilkannya TNF-a dalam sel tubuh dengan jumlah yang besar. TNF-o. memiliki
peran penting dalam pertahanan tubuh ikan terhadap infeksi patogen (Yanuhar,
et al., 2015). Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui ekspresi TNF-a mata ikan

kerapu cantang yang diinfeksi virus VNN dan diberi D. salina pada pakan.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah penelitian ini yaitu bagaimana ekspresi TNF-a mata
ikan kerapu cantang yang diinfeksi VNN dengan pemberian ekstrak Dunaliella

salina pada pakan dengan waktu pemeliharaan selama 10 hari?

1.3  Tujuan
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui ekspresi TNF-o mata ikan

kerapu cantang yang diinfeksi VNN dengan pemberian ekstrak Dunaliella salina.



14 Kegunaan

Kegunaan dari penelitian ini dapat berguna secara teoritis maupun secara
praktis. Kegunaan tersebut antara lain:
1.4.1 Kegunaan Teoritis

Hasil penelitian ini diharapkan menjadi referensi atau sumber informasi
mengenai potensi Dunaliella salina terhadap pencegahan infeksi virus VNN
dilihat dari perbedaan ekspresi TNF-a mata ikan.
1.4.2 Kegunaan Praktis

Hasil penelitian ini dapat menambah pengetahuan, pengalaman dan
ketrampilan bagi masyarakat khususnya para pembudidaya ikan kerapu cantang
dalam mengatasi permasalahan kesehatan ikan yang diakibatkan oleh VNN,
sehingga menjadi salah satu solusi dalam mengatasi permasalahan kesehatan

ikan secara ramah lingkungan.

1.5 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Eksplorasi Sumberdaya
Perikanan dan Kelautan Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas
Brawijaya, Laboratorium Kesehatan l|kan dan Lingkungan Balai Perikanan
Budidaya Air Payau (BPBAP) Situbondo, Laboratorium Patologi Anatomi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya dan Laboratorium Sentral llImu Hayati

Universitas Brawijaya pada bulan Januari - Maret 2019.



II.  TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ikan Kerapu Cantang (Epinephelus fuscoguttatus x E. lanceolatus)
2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi

Kerapu cantang adalah kerapu hasil silangan atau hibridisasi antara
Kerapu Macan betina (Epinephelus fuscoguttatus) dan Kerapu Kertang jantan
(Epinephelus lanceolatus) yang dilakukan di Balai Budidaya Air Payau (BBAP)
Situbondo, Jawa Timur sejak tahun 2009 (Fitriyani, et al., 2015). Klasifikasi Ikan

Kerapu menurut Soemarjati, et al. (2015), yaitu sebagai berikut:

Filum : Chordata

Subfilum : Vertebrata

Klas : Pisces

Ordo . Pisciformes

Famili : Serranidae

Genus : Epinephelus

Spesies : Epinephelus fuscoguttatus x Epinephelus lanceolatus

Secara morfologis, ikan kerapu cantang memiliki kemiripan dengan kedua
induknya, namun pertumbuhannya lebih baik dibandingkan dengan ikan kerapu
macan dan kerapu kertang (Fitriyani, et al., 2015). Kerapu cantang merupakan
ikan kerapu hasil hibridisasi yang unggul dengan bobot mencapai 1 kg dalam
kurun waktu 5 bulan saja. Keunggulan lainnya yaitu cantang juga lebih adaptif
dan tahan penyakit. Bentuk tubuh kerapu cantang hampir sama dengan induknya
yaitu kompres membulat. Warna tubuh cokelat kehitaman dengan 5 garis
melintang, bentuk mulut lebar dengan bibir bawah lebih panjang dari bibir atas,
bintik hitam tersebar di area kepala dan dekat sirip pektoral (Soemarjati, et al.,

2015). Morfologi ikan kerapu cantang disajikan pada Gambar 1.



Gambar 1. Ikan Kerapu Cantang (Sutarmat dan Yudha, 2013)
2.1.2 Habitat

Habitat alami ikan kerapu adalah di perairan laut berbatu karang dengan
kedalaman antara 40-60 meter atau di daerah dangkal berbatu koral. Ikan kerapu
muda biasanya hidup pada kedalaman 0,5-3 meter (Mursitorini dan Ramdhani,
2016). Ketika dewasa berpindah ke perairan yang lebih dalam di kedalaman
antara 7-40 meter. lkan kerapu biasanya berpindah pada siang dan sore hari.
Kerapu muda hingga dewasa bersifat demersal atau berdiam di dalam kolam.
Sifat kerapu yaitu sebagai organisme nocturnal dimana pada siang hari kerapu
lebih banyak menghabiskan waktunya di dasar atau bersembunyi di liang-liang
karang dan akan aktif bergerak di kolom air pada malam hari untuk mencari
makanan (Subyakto dan Cahyaningsih, 2003).

Daerah penyebaran kerapu cukup luas, secara umum kerapu tersebar di
perairan Afrika, Taiwan, Filipina, Malaysia, Australia, Indonesia dan Papua
Nugini. Penyebaran ikan kerapu di Indonesia sendiri dapat ditemukan di seluruh
perairan nusantara (Kordi, 2010). Daerah spesifik penyebaran kerapu macan di
Afrika Timur, Kepulauan Ryukyu (Jepang Selatan), Australia, Taiwan, Mikronesia
dan Polinesia (Soemarjati, et al.,, 2015). Kualitas perairan optimal untuk
pertumbuhan ikan kerapu yaitu suhu berkisar antara 24-31°C, salinitas antara 30-
33 ppt, oksigen terlarut > 3,5 ppm dan pH berkisar antara 7,8-8,0 (Langkosono,

2007).



2.1.3 Kebiasaan Makan lkan Kerapu Cantang

Kerapu cantang hasil hibridisasi mewarisi gen pertumbuhan dari kerapu
kertang yang relatif tinggi. Kerapu cantang memiliki nafsu makan yang tinggi
serta dapat memanfaatan pakan lebih baik untuk mengimbangi laju
metabolismenya, dibandingkan dengan benih dari perkawinan silang lainnya
(Sutarmat dan Yudha, 2013). Pakan yang diberikan saat pemeliharaan ikan
kerapu yaitu pakan segar dan pakan buatan. Pakan segar berupa ikan rucah dan
pakan buatan berupa pelet (Sim, et al., 2005).

Ikan kerapu merupakan ikan karnivora dengan cara makan yang melahap
satu persatu pakan yang diberikan sebelum sampai ke dasar. Pakan yang paling
disukai dari jenis crustaceae (udang-udangan) seperti rebon, dogol, krosok dan
jenis ikan-ikan kecil seperti tembang, teri dan belanak. Pemberian pakan ikan
kerapu cantang yaitu sebesar 10-15% dari berat tubuh perhari dan pertumbuhan
ikan akan maksimal jika pakan diberikan sebanyak 15 % dari berat tubuh perhari
(Rahmaningsih dan Ari, 2013). lkan kerapu membutuhkan nutrisi yang cukup
dalam pakan untuk pertumbuhan dengan konsentrasi protein yang baik berkisar
antara 45-55% dan lemak antara 8-14% (Marzugi dan Anjusary, 2013).

2.1.4 Sistem Pertahanan Tubuh Ikan Kerapu Cantang

Ikan kerapu cantang hasil persilangan memiliki sifat-sifat yang unggul
dibandingkan dengan induknya termasuk ketahanannya terhadap infeksi
penyakit lebih baik (Sumino, et al., 2017). Penelitian yang dilakukan oleh
Sutarmat dan Yudha (2013) menunjukkan hasil bahwa koefisien pertumbuhan
tertinggi dihasilkan oleh kerapu cantang dibandingkan dengan jenis ikan kerapu
yang lain. Disimpulkan pula bahwa ikan kerapu hibrid cantang dapat
memanfaatkan pakan dengan baik sehingga pertumbuhannya lebih cepat.

Sistem pertahanan tubuh ikan kerapu macan terhadap virus dapat dilihat

dari pengamatan TNF-a pada mata ikan. TNF-a merupakan mediator pada



respons inflamasi akut terhadap infeksi bakteri dan mikroorganisme lain (Kahtan,
et al., 2018). Penelitian yang dilakukan Sudaryatma, et al. (2012) menunjukkan
ikan kerapu macan positif terinfeksi virus VNN pada 24 jam pengamatan. Virus
menginfeksi saluran pencernaan, selanjutnya menginfeksi sistem saraf perifer,
menginfeksi serabut otot jantung dan makrofag. Makrofag yang terinfeksi akan
menjadi aktif dan melepaskan sitokin di antaranya tumor necrosis factor a (TNF-
a), interleukin 1 (IL-1), IL-6 dan platelet activating factor (PAF) (Alia, et al., 2014).
Sistem imun berpengaruh terhadap tinggi dan rendahnya kadar TNF-a. Ketika
sistem imun menurun maka tubuh akan lebih mudah terserang penyakit. Hal itu
dikarenakan kemampuan imunitas tubuh yang lemah untuk melawan infeksi
sehingga menyebabkan TNF-a diproduksi secara berlebihan dan kadar TNF-a
meningkat (Supit, et al., 2015). Penelitan yang dilakukan Kahtan, et al. (2018)
menunjukkan bahwa dengan meningkatnya produksi TNF-a berhubungan
dengan menurunnya sifat parasit dan sebaliknya. Bagan aktivasi TNF-a disajikan

pada Gambar 2.
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Gambar 2. Aktivasi TNF-a (Barnes dan Karin, 1997)



Mekanisme aktivasi TNF-a berdasarkan bagan diatas yang dijelaskan
oleh Barnes dan Karin (1997) yaitu setelah NF-kB diaktifkan oleh sinyal inflamasi
yang berasal dari infeksi virus, NF-kB masuk kedalam nukleus dan berikatan
dengan inflammatory gen lalu diterjemahkan dan dibawa oleh m-RNA menuju
inflammatory protein. Pada tahap ini sitokin mengeluarkan protein proinflamasi
TNF-o dan Inteleukin-1p didalam sitoplasma. TNF-a yang dikeluarkan bekerja
pada sel-sel yang mengalami kerusakan. Apabila infeksi terus menerus terjadi
dan dibutuhkan lebih banyak respon imun, maka TNF-a dapat bertindak sebagai
sinyal inflamasi untuk mengaktifkan kembali makrofag dan sitokin yang

selanjutnya memproduksi TNF-a dan interleukin.

2.2 Uji TNF-a

Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-a) merupakan sitokin utama pada
respon inflamasi akut terhadap infeksi bakteri dan mikroba lainnya. Infeksi yang
berat dapat memicu produksi TNF dalam jumlah besar yang menimbulkan reaksi
sistemik (Supit, et al., 2015). TNF-a merupakan sitokin yang bersifat sebagai
pirogen. TNF-a dalam kadar rendah dapat menghambat pertumbuhan stadium
darah parasit dengan mengaktifkan sistem imun seluler dan dapat membunuh
parasit secara langsung namun aktivitasnya lemah. Peran ganda dari sitokin
TNF-a vyaitu pada kadar yang tepat akan memberi perlindungan dan
penyembuhan, tetapi kadar berlebihan yang merupakan tanggapan terhadap
hiperparasitemia dan pertumbuhan parasit yang berlebihan akan menyebabkan
kerusakan jaringan yang sangat berat dan fatal (Irawati, et al., 2008). Infeksi virus
VNN pada ikan akan meningkatkan jumlah TNF-a. Apabila infeksi pada ikan
berlebihan, kadar TNF-a meningkat dan menyebabkan kerusakan jaringan fatal.

Beberapa penelitian pada ikan membuktikan bahwa TNF-a penting dalam

mengaktivasi makrofag. Penelitian pada ikan rainbow trout, turbot, sea bream
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(Sparus aurata), goldfish (Carassius auratus) dan catfish menunjukkan bahwa
TNF mengaktifkan makrofag, sehingga meningkatkan aktivitas respirasi,
fagositosis dan produksi nitric oxide (Uribe, et al., 2011). TNF-a berperan dalam
pengaturan makrofag untuk memproduksi IL-12. TNF-a berperan penting
sebagai kofaktor sintesis IL-12 dalam meningkatkan produksi IFN-y oleh sel NK
(natural killer) (Kahtan, et al., 2018). Sel NK sendiri merupakan sel darah putih
turunan limfosit yang berperan sebagai sistem pertahanan nonspesifik terhadap
tumor, sedangkan sitokin IFN-y berperan sebagai sistem surveillance tumor dan
melindungi terhadap tumor yang muncul secara spontan (Mihardja dan Hety,
2011). Tumor Necrosis Factor diketahui dapat merangsang produksi sitokin,
meningkatkan ekspresi molekul adhesi dan aktivasi netrofil, juga merupakan
stimulator tambahan untuk aktivasi sel T dan produksi antibodi oleh sel B
(Maulina, 2015). Induksi TNF-a melalui reseptor TNF-a pada makrofag, akan
meningkatkan sintesis ROS dan NO yang bersifat toksik terhadap parasit.
Mekanisme tersebut menunjukkan bahwa TNF-a terlibat secara langsung dalam
aktivasi sistim imun hospes terhadap infeksi (Kahtan, et al., 2018). Ekspresi TNF-
a yang diwarnai menggunakan pewarnaan IHK pada penelitian Yanuhar (2015),

menunjukkan bahwa warna cokelat mengindikasikan adanya TNF-a dan warna

ungu tidak terdapat TNF-a. (Gambar 3).

Gambar 3. Ekspresi TNF-a. pada Jaringan Mata |kan Kerapu yang Terinfeksi
VNN (Yanuhar, 2015)
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2.3 Dunaliella salina
2.3.1 Klasifikasi dan Morfologi

Klasifikasi Dunaliella salina menurut Kumar, et al. (2018), antara lain:

Kingdom : Plantae

Filum : Chlorophyta
Klas : Chlorophyceae
Ordo : Volvocales
Famili : Dunaliellaceae
Genus : Dunaliella
Spesies : Dunaliella salina

Mikroalga adalah makhluk hidup unisel berukuran antara 1 um sampai
ratusan um. Mikroalga memiliki klorofil, hidup di air tawar atau laut, memerlukan
karbon dioksida, beberapa nutrien dan cahaya untuk berfotosintesis. Alga D.
salina merupakan salah satu contoh mikroalga yang banyak dibudidayakan. Alga
D. salina memiliki bentuk bulat, bersel eukariotik, uniseluler dengan diameter
berkisar antara 5-10 mikrometer (Hadiyanto dan Azim, 2012). Ciri unik sel
Dunaliella adalah tidak memiliki dinding sel yang kaku. Ciri ini yang
membedakannya dari alga hijau uniseluler lainnya. Ketiadaan dinding sel
membuat gangguan terhadap sel jauh lebih mudah daripada alga lainnya

(Kulshreshtha dan Singh, 2013). Morfologi D. salina disajikan pada Gambar 4.

o

Gambar 4. Dunaliella salina (Wehr, et al., 2015)

L
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2.3.2 Habitat

Mikroalga dominan berada dalam garam dan lingkungan hipersalin alami.
Mikroalga dikenal dengan kemampuan mereka untuk beradaptasi dengan
berbagai perubahan pada medianya. Alga Dunaliella tersebar luas di dunia dan
hidup di habitat yang sangat luas. Mikrorganisme ini dibudidayakan di banyak
negara untuk memproduksi protein karotenoid gliserol dan vitamin yang memberi
makan ikan dan konsumsi manusia serta produksi biofuel dan formulasi farmasi
(Charioui, et al., 2016). Dunaliella banyak ditemukan hampir di semua perairan
dengan kadar salinitas tinggi di dunia seperti Afrika, Amerika, Asia, Australia dan
Eropa (Arun dan Singh, 2016).

Dunaliella tumbuh dengan baik dalam perairan berkadar garam 120 gr/L
NaCl (Seckbach, 2007). Dunaliella toleran terhadap berbagai suhu kurang dari
0°C hingga diatas 40°C dengan kadar optimal suhu antara 21-40°C. Suhu
pertumbuhan optimum tergantung pada ketegangan dan intensitas cahaya.
Karotenogenesis pada Dunaliella terangsang di lingkungan dengan suhu tinggi
mendekati 40°C atau lebih. Kadar PH optimum adalah 7-9. Alga D. salina
mampu mengakumulasi konsentrasi B-karoten yang tinggi yang dapat mencapai
hingga 10-14% dari berat kering terutama ketika tumbuh di bawah tekanan
lingkungan seperti iradiasi yang intens, salinitas tinggi, kekurangan nutrisi
(nitrogen, fosfat, dan sulfat) dan suhu ekstrim (Hamed, et al., 2017).
2.3.3 Siklus Hidup

Tahap pertumbuhan Dunaliella salina berdasarkan Masithah, et al.,
(2011) terdiri dari 4 fase, yaitu fase adaptasi, fase eksponensial, fase stationer
dan fase kematian.
e Fase adaptasi, terjadi pada HO setelah D. salina ditebar pada medium baru

dan masih dengan kepadatan yang sama
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e Fase eksponensial, terjadi pada hari ketiga, dimana terjadi puncak kepadatan
D. salina. Fase eksponensial merupakan fase dimana terjadi kecepatan
pertumbuhan yang didukung dengan ketersediaan nutrient yang cukup dan
kondisi lingkungan kultur yang sesuai.

e Fase stationer, merupakan fase dimana tidak ada lagi pertumbuhan,
kecepatan pertumbuhan menjadi nol. Fase stationer terjadi pada hari
keempat, dimana populasi D. salina sudah mengalami penurunan pada
semua perlakuan,

¢ Fase kematian dimana populasi D. salina mengalami penurunan.

2.3.4 Kandungan Dunaliella salina

Mikroalga selain  memiliki protein, karbohidrat dan lemak juga
memproduksi senyawa metabolit sekunder seperti asam lemak dan pigmen yang
dapat digunakan sebagai senyawa bioaktif dalam bidang farmasi untuk anti
inflamasi, anti virus, anti kanker, anti fungi, dan anti mikroba. Senyawa
antimikroba yang dimiliki mikroalga umumnya belum teridentifikasi, namun
beberapa telah diketahui komponen penyusunnya, ada yang terdiri dari asam
lemak, fenol, dan asam organik. Mikroalga dari jenis Dunaliella yang diketahui
memiliki potensi antimikroba antara lain Dunaliella primolecta dengan kandungan
senyawa asam gama-linoenat, Dunaliella bardawil dengan kandungan senyawa
metabolism karoten seperti neophytadiene dan beta-ionone serta Dunaliella
salina dengan kandungan senyawa asam linoleat dan asam palmitat (Agustini
dan Kusmiati, 2012). D. salina merupakan mikroalga hijau yang memiliki
kemampuan mengakumulasi B-karoten secara alami dalam jumlah yang sangat
tinggi pada kondisi stres. Kondisi yang menyebabkan D. salina dapat
menghasilkan B-karoten tinggi ketika konsentrasi garam tinggi, keterbatasan

nitrogen dan terkena intensitas cahaya matahari (Fretes, et al., 2012).



14

Dunaliella sp. kaya akan kandungan B-karoten, protein, eksopolisakarida,
karotenoid, gliserol, lipid, dan vitamin (Winahyu, 2017). Senyawa B-karoten yang
dihasilkan D. salina terbanyak dibandingkan dengan mikroalga hijau lainnya. -
karoten digunakan sebagai obat peredam nyeri kanker payudara, sebagai obat
mata, pencegah penyakit kulit yang mudah iritasi bila terkena sinar matahari,
sebagai pencegah penyakit bronkitis, peredam nyeri dan sebagainya (Hadiyanto
dan Azim, 2012). Beta-karoten (B-karoten) memiliki aktivitas antioksidan yang
tinggi sehingga mampu mengurangi resiko penyakit jantung, stroke, semua
penyakit kardiovaskuler dan melindungi tubuh dari resiko kanker paru-paru,
payudara dan prostat. Senyawa -karoten merupakan salah satu tipe antioksidan
lemak (Fretes, et al., 2012). Kandungan biokatif D. salina disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Kandungan Bioaktif D. salina

No Kandungan Bioaktif Konsentrasi Sumber
(% Berat Kering)
1 Protein 57 Handayani dan Ariyanti
(2012)
2 Lemak 6 Handayani dan Ariyanti
(2012)
3 Karbohidrat 32 Handayani dan Ariyanti
(2012)
4  B-karoten 17 Hadiyanto dan Azim
(2012)
5 Karotenoid Total (KT); 12,6 Fretes, et al. (2012)
- Astaxantin 17,7 (% KT) Fretes, et al. (2012)
- zeaxantin 13,4 (% KT) Fretes, et al. (2012)
- lutein 4,6 (% KT) Fretes, et al. (2012)
- kriptoxantin 3,9 (% KT) Fretes, et al. (2012)
6. Fenol: 36.15 (mg/l) Cepeda, et al. (2018)
- Flavonoid Cepeda, et al. (2018)
- Tanin Momuat, et al. (2015)

Senyawa B-karoten pada D. salina memiliki manfaat yang sangat banyak.
Senyawa B-karoten berfungsi sebagai nutrisi esensial yang dibutuhkan oleh
tubuh dan dapat diubah tubuh menjadi vitamin A. Fungsi lain yang dimiliki

senyawa ini yaitu bertindak sebagai antioksidan lemah namun efektif dalam
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menghambat oksigen tunggal. Senyawa B-karoten pada D. salina juga dapat
menstimulasi enzim-enzim untuk memperbaiki DNA yang rusak, dapat
meningkatkan aktivitas sel-sel imun dan dapat melindungi kornea mata dari sinar

ultraviolet (Hadiyanto dan Azim, 2012).

2.4  Viral Nervous Necrosis (VNN)
2.4.1 Klasifikasi dan Morfologi
Klasifikasi virus Viral Nervous Necrosis (VNN) menurut Chi, et al. (2001),

adalah sebagai berikut:

Kingdom : Virus

Divisi : RNA Virus

Class : Single standart (+) RNA Virus
Family : Nodaviridae

Genus : Betanodavirus

Spesies : Viral Nervous Necrosis

Salah satu virus penyebab penyakit pada ikan kerapu vyaitu VNN.
Serangan virus VNN telah terdeteksi mulai dari kegiatan pembenihan sampai
pembesaran ikan kerapu di karamba jaring apung. Virus VNN merupakan virus
dari genus Betanodavirus. Virus ini berukuran sangat kecil dengan diameter
25+30 nm, tidak beramplop, memiliki asam inti berupa RNA untai tunggal.
Genom dari virus ini berbentuk ikosahedral yang terdiri dari dua utas RNA; RNA-
1 berukuran 3,1 kb menyandikan RNA polimerase yang bertanggung jawab pada
replikasi genom, dan RNA-2 berukuran 1,4 kb yang menyandikan protein kapsid
(Andriyani, 2012). Nodavirus diklasifikasikan menjadi empat genotip berdasarkan
urutan gen protein yaitu Tiger Puffer Nervous Necrosis virus (TPNNV), Striped
Jack Nervous Necrosis Virus (SIJNNV), Barfin Flounder Nervous Necrosis Virus

(BFNNV) dan Andred-spotted Grouper Nervous Necrosis Virus (RGNNV). Suhu
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optimal yang dibutuhkan virus NNV untuk dapat bereplikasi berkisar antara 24-

32°C (Chi, et al., 1999). Morfologi virus VNN disajikan pada Gambar 5.

Gambar 5. Nervous Necrosis Virus pada ikan kerapu (Tang, et al., 2002)

2.4.2 Habitat

Viral nervous necrosis (VNN) adalah salah satu penyakit yang menjadi
kendala utama dalam budidaya banyak spesies ikan di seluruh dunia. Agen
penyebab penyakit VNN adalah infeksi nodavirus, anggota keluarga Nodaviridae
yang menyebabkan penyakit yang sangat merusak dengan mortalitas mencapai
hingga 100% pada larva dan juvenile. Keluarga Nodaviridae terdiri dari dua
genera, alphanodavirus (jenis spesies-Nodamura virus, NOV) yang menginfeksi
serangga dan betanodavirus (tipe-bergaris jack virus nekrosis saraf, SIJNNV)
yang menginfeksi ikan. Studi awal menggambarkan agen penyebab VNN
sebagai "virus mirip picorna" dideskripsikan pertama kali pada parrotfish Jepang,
Oplegnathus fasciatus di Jepang, larva dan juvenil seabass Eropa (Dicentrarchus
labrax) dengan bentuk icosahedral yang khas dan diameter 23 nm. Penyakit ini
dilaporkan telah ditemukan pada lebih dari 50 spesies ikan (dengan dampak
terbesar pada seabass, ikan kerapu, ikan cod dan ikan datar) di bawah 16
keluarga di kawasan Indo-Pasifik, Mediterania, Skandinavia dan Amerika Utara
(Jithendran, 2017). Infeksi VNN telah menyebabkan kematian hingga 100% pada

3 jenis ikan kerapu di China, 80-100% kematian pada larva dan benih ikan
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kerapu di Singapura dan 100% kematian pada larva ikan kerapu di beberapa
produsen benih di Indonesia pada tahun 1999-2000 (Novriadi, et al., 2015).
2.4.3 Mekanisme Infeksi VNN

Penyakit VNN menginfeksi pada sistem syaraf pusat, retina mata serta
organ reproduksi. Penyakit ini umumnya dapat menginfeksi hampir pada seluruh
fase pertumbuhan ikan dan pada stadia larva dan benih mortalitasnya dapat
mencapai 100% dalam waktu 1-2 minggu. Penularan penyakit ini dapat terjadi
secara verkal maupun horizontal (Hakim, et al., 2016). Infeksi VNN dapat
menyebabkan kematian atau kerusakan saraf sentral sehingga ikan sulit untuk
merespon berbagai rangsangan dan tubuh mengalami ketidakseimbangan dalam
hal pergerakan (Novisa, et al., 2015). Gejala umum VNN pada ikan yang diinfeksi
antara lain nafsu makan menurun, gerakan renang ikan sangat lemah, dan warna
tubuh pucat. Gejala spesifik yang menyertai berupa pergerakan yang tidak
terkoordinasi, seperti berenang tidak terarah, berputar-putar, hiperaktif, terbalik,
serta sering menghentakkan kepala ke atas permukaan air secara sporadik
(Hakim, et al., 2016).

Virus penyebab VNN dapat menginfeksi ikan melalui tiga cara yaitu
melalui sel-sel epithelia saluran pencernaan, melalui axon yang ada di
permukaan sel dan melalui peredaran darah. Virus VNN bersifat neurotropik dan
dapat bereplikasi dalam saraf dan dapat secara cepat menginfeksi organ lain
yang dilalui oleh sistem saraf perifer. Mekanisme ikan terinfeksi VNN yaitu virus
yang ada di air masuk melalui kontak dengan permukaan tubuh (lendir, sirip dan
otot), termasuk via oral sehingga akan menginfeksi sel-sel epitel sistem saluran
pencernaan. Virus yang masuk melalui permukaan tubuh dapat langsung
bereplikasi di epitel permukaan saluran pencernaan dan masuk ke dalam sistem
saraf pusat melalui sistem saraf perifer (Sudaryatma, et al., 2012). Keberadaan

virus pada organ tubuh ikan bergantung pada jalur infeksinya (Prihartini, 2016).
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Materi Penelitian

3.1.1 Alat-alat Penelitian

METODE PENELITIAN

No. Alat Fungsi

1. Bak kontainer Wadah untuk ikan hidup dan untuk menyimpan
hasil repelleting

2.  Selang aerator Perantara penyuplai oksigen untuk ikan

3. Batu aerasi Memecah gelembung oksigen

4.  Seser Membantu mengambil ikan

5. Drum Wadah penampungan air laut

6. Thermometer Mengukur suhu selama pemeliharaan

7. DO meter Schott Mengukur kadar DO selama pemeliharaan

8.  Pipa paralon Mengalirkan oksigen dari blower ke seluruh bak
kontainer.

9. Blower Sumber energi untuk suplai oksigen.

10. Autoklaf Hirayama Mensterilisasi alat-alat yang digunakan.

11. Botol sprayer Wadah alkohol 70%.

12. Timbangan digital Uni Menimbang pakan dan kebutuhan D. salina

Bloc dengan ketelitian 107

13. Cetakan pelet Membantu membentuk pakan repelleting

14. Nampan Wadah untuk mencampur pelet dan D. salina
pada saat repelleting

15. Oven Membantu mengeringkan pelet

16. Sectio Set Membantu membedah ikan

17. Botol film Menyimpan organ setelah ikan dibedah

19. Coolbox Menyimpan botol film yang berisi organ dalam
waktu sementara dan sebagai wadah sementara
pada saat transportasi ikan

20. Blender Menghaluskan pelet dan mikroalga Dunaliella
salina

22.  Mikroskop binokuler Membantu melihat hasil TNF-a

23. Freezer suhu -80°C Menyimpan isolat virus VNN

24.  Tissue prosesor Wadah larutan alkohol bertingkat, xylol dan
paraffin pada proses dehidrasi dan clearing

25. Slide drying Membantu mengeringkan slide setelah ditempeli
potongan organ mata

26. Pisau mikrotom Memotong organ mata yang telah diparafin

27. Cassette Tempat meletakkan organ mata pada proses
pembuatan sediaan histopatologi

28. Tissue Tex DRS Alat pewarnaan pada uji TNF-a

29. Object Glass BioGear Meletakkan potongan organ mata

30. Cover glass OnelLab Menutup object glass

31. Rotator  Evaporator Alat evaporasi tepung D. salina

IKA
32. Pellet pestle Menghaluskan organ mata ikan
33. Waterbath Wadah air panas tempat meletakkan hasil

potongan sediaan pada object glass
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No. Alat Fungsi

34. Centrifuge MPW Menghomogenkan isolat virus

35. Wax dispenser Wadah parafin pada saat proses blocking
Electrothermal

36. pH meter Schott Pengukur pH air

3.1.2 Bahan-bahan Penelitian

No Bahan Fungsi
1 Ikan kerapu cantang Bahan yang diamati selama penelitian
ukuran 7-9 cm

2 Air laut Media hidup ikan kerapu cantang

3 Kaporit Bahan untuk mensterilisasi air, drum dan toples

4, Na-thiosulfat Bahan untuk menetralkan kaporit

5. Alkohol 70% Bahan untuk pengkondisian aseptis.

6. Tisu Bahan untuk membersihkan alat-alat yang telah
digunakan

7. Tepung D. salina Bahan untuk perlakuan

8. Pelet Stella no. 2 Pakan ikan dan bahan repelleting

9. Isolat virus VNN Bahan untuk uji tantang

10. Micro tube Wadabh isolat virus VNN

11. Saringan miliopore Bahan untuk menyaring virus agar tidak

no. 45 pm Minisart tercampur dengan bakteri

12. PBS Bahan untuk mempertahankan konsistensi pH
pada isolat virus

13. Formalin 10% Bahan fiksasi organ otak ikan

14. Sampel mata Bahan yang akan diamati TNF-o

15. Dry Ice Bahan untuk menurunkan suhu pada coolbox
saat transportasi isolat virus VNN

16. Kertas label Pemberi tanda perlakuan

17. Tepung kaniji Bahan perekat pada saat mencampur pelet dan
tepung D. salina

18. Lem entelan Bahan perekat cover glass pada object glass

19. Xylol Larutan untuk menjernihkan preparat sehingga
memudahkan dalam pengamatan

20. Hematoksilin Pewarna uji TNF-a yang bersifat asam

21. Methanol Bahan pelarut tepung D. salina

22. N-heksana Bahan pelarut tepung D. salina

23. Etanol Bahan pelarut tepung D. salina

24. Pot sampel Tempat menyimpan organ mata yang direndam
formalin 10%

25. Spuit OneMed Alat untuk menyuntik isolat virus

26. Eosin Pengikat cat yang bersifat basa

3.2 Metode Penelitian

Penelitian ini

menggunakan metode penelitian deskriptif kuantitatif.

Metode deskriptif menggambarkan situasi atau kejadian dengan menerangkan
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hubungan fenomena, membuat prediksi, serta menyimpulkan makna atas
persoalan yang dibahas (Sumodiningrat, 2007). Penelitian deskriptif bertujuan
mencapai fakta dengan menginterpretasikan data secara tepat. Metode ini
mengkaji masalah-masalah dalam masyarakat, tata cara yang berlaku, situasi-
situasi tertentu, termasuk kegiatan, sikap, pandangan, proses, serta pengaruh
suatu fenomena. Peneliti yang menggunakan metode ini dapat membandingkan
berbagai fenomena sehingga menjadi studi komparatif (Nazir, 1988).
3.3  Teknik Pengumpulan Data

Teknik pengumpulan data adalah suatu cara yang digunakan peneliti
untuk memperoleh data dan fakta yang diperlukan dalam penelitian (Hamdi dan
Bahruddin, 2015). Adapun teknik pengumpulan data yang digunakan pada
penelitian ini ada dua, yaitu data primer dan data sekunder.
3.3.1 Data Primer

Data primer merupakan data yang dikumpulkan berdasarkan interaksi
langsung dengan sumber data. Pihak informasi sumber data contohnya yaitu
narasumber (Wibisono, 2003). Beberapa teknik dalam pengumpulan data primer
antara lain, observasi, wawancara, survey, angket, dan lain sebagainya.
3.3.2 Data Sekunder

Data sekunder berupa data yang diperoleh dari sumber-sumber tercetak.
Data tersebut merupakan data yang telah dikumpulkan oleh pihak lain
sebelumnya. Sumber data sekunder antara lain, buku, jurnal, internet,

arsip/laporan perusahaan, dan lain sebagainya (Wibisono, 2003).

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Penelitian Pendahuluan
Penelitian pendahuluan terdiri dari tahap pembuatan ekstrak D. salina

menggunakan tiga pelarut: n-heksana (non polar), etanol (polar) dan methanol
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(polar) sebagai bahan maserasi. Penelitian pendahuluan ini bertujuan untuk
mengetahui pelarut terbaik dalam menghasilkan kandungan ekstrak D. salina
dengan metode GCMS (Gas Cromatography and Mass Spectroscopy). Prosedur
maserasi D. salina mengacu pada Agustini dan Kusmiati (2012) yaitu tepung D.
salina 30 gram direndam dalam 150 ml untuk masing-masing pelarut selama 24
jam. Hasil rendaman disaring dan didapatkan hasil filtrat dari pelarut n-heksana
sebanyak 80 ml, etanol 120 ml dan metanol 130 ml. Filtrat kemudian dievaporasi
menggunakan rotator evaporator dengan suhu 50°C, hasil evaporasi berupa
ekstrak sebanyak 0,13 gram dari pelarut n-heksana, 0,39 gram etanol dan 0,92
gram metanol. Hasil ekstrak selanjutnya diuji menggunakan metode GCMS (Gas
Cromatography and Mass Spectroscopy) untuk mengetahui pelarut terbaik dalam
menghasilkan kandungan ekstrak D. salina. Prosedur penelitian pendahuluan

disajikan pada Gambar 6.

3 Bahan pelarut (@150 ml) Tepung D. salina (30 gr)

I |
v

Maserasi selama 24 jam

!

Penyaringan

v

Evaporasi (50°C)

v

Terbentuk ekstrak (pasta)

v

Ekstrak ditimbang

v

Ditempatkan pada pot sampel

v

Uji GCMS (konsentrasi 1000 ppm)

Gambar 6. Prosedur Kerja Penelitian Pendahuluan
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Berdasarkan dari penelitian pendahuluan diperoleh pelarut yang terbaik
yaitu n-heksana karena dapat mengekstrak senyawa napthalene, fenol dan
tetradekana dari D. salina (Yuwanita, et al.,, 2019 belum dipublikasikan).
Napthalene dapat berfungsi sebagai senyawa antimikroba yang efektif untuk
melawan patogen, toksisitas akut, anti inflamasi dan aktivitas analgesik (Rokade
dan Sayyed, 2009). Senyawa fenol berguna dalam menangkal radikal bebas
dengan mengurangi stress dan menghambat oksidasi makromolekul (Pereira, et
al., 2007). Senyawa tetradekana sebagai senyawa antibakteri yang dapat
menghambat pertumbuhan beberapa bakteri uji (Ozdemir, et al., 2004). Senyawa
fenol diantaranya senyawa flavonoid dan tanin (Momuat, et al., 2015). Flavonoid
berperan sebagai anti virus yang dapat menghambat pertumbuhan VNN
(Hidayanti, et al., 2010), sedangkan tanin dapat membunuh atau menghambat
pertumbuhan mikroorganisme seperti bakteri dan virus (Afrianti, et al., 2013).

3.4.2 Penelitian Utama

Sterilisasi Alat dan Kultur D. salina Pembuatan Tepung
Bahan D. salina
A\ 4
o Repelleting Maserasi
Isolasi Virus VNN |« pakan campuran (larutan n-heksana)
(pelet + D. salina)

\ 4
Adaptasi Ikan

Pemberian Pakan

Y

Y

(7 hari) Campuran (10 hari) Uji Tantang
A 4
Uji TNF-a < Pengujian PCR dan | Pengamatan Gejala
SDS-PAGE Klinis dan Lesi Anatomi

Gambar 7. Prosedur Kerja Penelitian Utama
Berdasarkan tahap penelitian utama yang disajikan pada Gambar 7,

dilakukan setelah penelitian pendahuluan. Hasil ektrak terbaik yang didapatkan
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dari penelitian pendahuluan menggunakan pelarut n-heksana. Prosedur
penelitian utama dimulai dari sterilisasi alat dan bahan hingga pengujian TNF-a.
Parameter yang diukur seperti suhu, pH, salinitas, DO serta Survival Rate (SR).
a. Persiapan Alat dan Bahan

Wadah pemeliharaan ikan kerapu cantang yang digunakan yaitu bak
kontainer sebanyak 5 buah dengan kapasitas air 16 liter. Bak kontainer di cuci
dahulu dengan detergen kemudian direndam menggunakan kaporit 100 ppm
selama 24 jam dan dinetralisir menggunakan Na-Thiosulfat 50 ppm. Bak
kontainer dikeringkan selama 2 hari lalu diisi air laut sebanyak 15 liter. Setiap bak
kontainer diisi 10 ekor ikan kerapu cantang ukuran 7-9 cm. Aerator set dipasang
pada setiap bak kontainer sebagai sumber oksigen.

b. Sterilisasi Alat dan Bahan

Sterilisasi dilakukan sebelum alat dan bahan digunakan untuk
menghilangkan kuman atau kotoran sehingga alat dan bahan yang digunakan
terbebas dari kontaminasi mikroba. Sterilisasi pada alat yaitu alat-alat dicuci
terlebih dahulu menggunakan sabun dan air mengalir, kemudian dikeringkan dan
dibungkus dengan koran. Sterilisasi alat menggunakan oven dengan suhu 167-
177°C selama 1 jam. Tekan tombol off, keluarkan alat dan buka pembungkus.
Bahan yang akan disterilisasi seperti akuades dimasukkan ke dalam botol.schot
dan dibungkus dengan alumunium foil. Bahan yang sudah dibungkus alumunium
foil disterilisasi menggunakan autoklaf yang telah di-setting ke mode p2 yaitu
suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit. Tekan tombol off autoklaf, buka
klep penutup setelah alarm berbunyi dan keluarkan bahan yang telah disterilisasi.
3.4.3 Pembuatan Ekstrak Dunaliella salina

Ekstrak D. salina didapatkan dengan menggunakan metode maserasi

(perendaman). Proses ekstraksi dilakukan dengan merendam tepung D. salina



24

menggunakan pelarut dari hasil terbaik uji GCMS yaitu n-heksana (Yuwanita, et
al., 2019 belum dipublikasikan) dengan perbandingan 1:5 (g/ml). Tepung D.
salina dimaserasi selama 24 jam dan disimpan dalam kondisi gelap. Filtrat yang
dihasilkan ditampung dan dikumpulkan kemudian dievaporasi menggunakan
rotator evaporator dengan suhu 50°C hingga filtrat mengental (Agustini dan
Kusmiati, 2012). Hasil evaporasi filtrat yang didapatkan berupa ekstrak D. salina,
selanjutnya ekstrak ditimbang sesuai dosis yang telah ditentukan.
3.4.4 Repelleting

Pembuatan pakan secara repelleting mengacu pada Yuwanita, et al.
(2018) yaitu dengan mencampurkan ekstrak dari tepung dunaliella yang telah
menjadi pasta ke dalam pakan komersiil secara repelleting. Pakan komersiil yang
digunakan vyaitu pelet merk Stella no. 2 sebanyak 4 kg untuk 50 ekor ikan dan
ekstrak D. salina sesuai dosis yang telah ditentukan yaitu 0 mg, 250 mg, 300 mg,
350 mg dan 400 mg. Pelet komersiil dihaluskan hingga menjadi tepung terlebih
dahulu dan disaring menggunakan saringan teh untuk mendapatkan tekstur yang
halus dan tidak ada yang menggumpal. Pasta ekstrak dunaliella dicampurkan ke
dalam pakan yang telah halus dan ditambahkan tepung kanji 10 gram sebagai
bahan perekat dan diaduk secara merata. Pakan yang telah tercampur dicetak
kembali menjadi pelet menggunakan cetakan manual agar kandungan bioaktif D.
salina tidak rusak, lalu dikeringkan sampai kering sempurna. Pelet yang telah jadi
disimpan di ruang kedap udara agar tidak mengurangi kandungan D. salina.
3.4.5 Isolasi Virus

Virus diisolasi dari organ mata dan otak ikan kerapu terinfeksi virus VNN
yang didapatkan dari Balai Besar Perikanan Budidaya Air Payau (BBPBAP)
Jepara. Kegiatan isolasi virus dilakukan dengan mengacu pada prosedur BPBAP
Situbondo, yaitu organ mata dan otak diambil lalu digerus dengan pellet pestle

dan ditimbang. Hasil penggerusan dilarutkan dalam Phosphate Buffer Saline
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(PBS) pH 7,2 dengan perbandingan 1:3 lalu disentrifugasi dengan kecepatan
3000 rpm selama 10 menit. Supernatan kemudian diambil dan disentrifugasi
kembali dengan kecepatan 12000 rpm selama 30 menit. Supernatan yang
diperoleh disaring menggunakan membran filter 0,45 pm. Hasil isolasi virus
kemudian digunakan untuk uji tantang.
3.4.6 Persiapan Ikan Penelitian

Ikan uji yang digunakan adalah ikan kerapu cantang yang diperoleh dari
BPBAP Situbondo, Jawa Timur. Ikan kerapu cantang sehat sebanyak 50 ekor
dengan ukuran 7-9 cm yang akan diletakkan di 5 bak kontainer yang berbeda.
Akuarium berkapasitas 16 liter dengan kepadatan 10 ekor tiap bak kontainer dan
diberi aerasi. Seluruh bak kontainer akan diinfeksi virus VNN dengan 4 bak
kontainer diberi perlakuan pakan D. salina dan 1 bak kontainer sebagai kontrol
negatif. Adaptasi dilakukan selama 7 hari awal setelah ikan ditebar, tujuannya
agar ikan tidak stres saat dilakukan uji penelitian. Pakan yang diberikan ketika
masa adaptasi yaitu pelet merk Stella no 2 pada pagi hari pukul 08.00 WIB dan
sore hari pukul 15.00 WIB. Penyiponan dilakukan apabila air telah kotor karena
feses dan terdapat sisa pakan yang mengedap di dasar. Apabila ikan sudah
mampu beradaptasi dan respon terhadap pakan baik maka ikan kerapu cantang

siap untuk diberikan perlakuan.

3.5 Pelaksanaan Penelitian
3.5.1 Pemberian Pakan

Pemberian pakan campuran diberikan setelah 7 hari masa adaptasi ikan.
Pakan campuran pelet dengan Dunaliella salina yang telah ditentukan dosisnya
yaitu 0 mg, 250 mg, 300 mg, 350 mg dan 400 mg dalam 1 kg pelet diberikan
selama 10 hari. Frekuensi pemberian pakan pada ikan kerapu sebanyak 2 kali

sehari pada pagi hari pukul 08.00 WIB dan sore hari pukul 15.00 WIB (Yanuhar,
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2011). Pakan diberikan secara adlibitum dengan Feeding Rate (FR) 5% atau
sebanyak 5% dari berat keseluruhan tubuh ikan (Arief, et al., 2011). FR yang
diberikan sebesar 7,5 gram dari berat biomassa 10 ekor ikan sebesar 150 gram.
3.5.2 Uji Tantang

Prosedur uji tantang virus VNN mengacu pada Mahardika, et al. (2017)
yaitu uji tantang dilakukan pada masing-masing ikan uji dengan menyuntikkan
0,2 ml virus VNN/ekor ikan yang sebelumnya dibius menggunakan 100 ppm
eugenol. lkan kerapu selanjutnya dipelihara dalam bak kontainer dengan
penambahan aerasi hingga ikan mati mencapai 50% atau lebih.
3.5.3 Pengamatan Gejala Klinis

Gejala patologi klinik ikan diamati pasca ikan diinfeksi virus VNN.
Pengamatan gejala klinis mengacu pada Yuwanita, et al. (2018) yaitu ikan
diamati selama 4 hari pasca infeksi dengan interval waktu 12 jam yakni 12 jam,
24 jam, 36 jam, 48 jam, 60 jam, 72 jam, 84 jam dan 96 jam pasca infeksi.
Pengamatan dilakukan hingga infeksi mencapai LDs, (Lethal Dosis) atau
menimbulkan kematian sampai 50%.
3.5.4 Pengamatan Lesi Anatomi

Pengamatan lesi anatomi dilakukan dengan mengamati 2 ikan dari
masing-masing bak kontainer pada 96 jam pasca ikan diinfeksi VNN yang
mengacu pada Lestari dan Sudaryatma (2014). Tubuh ikan kerapu dibedah untuk
mengamati perubahan dan luka anatomi organ bagian dalam tubuh ikan. Organ-
organ yang diamati meliputi sirip dan organ bagian dalam tubuh lainnya ikan
kerapu cantang.
3.5.5 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Ikan yang telah diinfeksi virus VNN selanjutnya diuji PCR untuk

mendeteksi ikan positif terinfeksi virus. Prosedur pengujian PCR mengacu pada
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laboratorium Kesehatan Lingkungan BPBAP Situbondo dengan langkah-langkah

uji PCR antara lain:

a)

b)

d)

f)

RNA diekstraksi menggunakan RNA Extraction Solution

RNA diamplifikasi dalam reaksi RT-PCR (Reverse Trancriptase -
Polymerase Chain Reaction) dengan menggunakan primer F2 (5-CGT-
GTC-AGT-CAT-GTG-TCG-CT-3’) dan primer R3 (5-CGA-GTC-AAC-
ACG-GGT-GAA-GA-3) (OIE, 2019). Reagen yang digunakan vyaitu
GoTag PCR Core System (Promega). Suhu thermalcycler pada saat
transkripsi balik sebesar 48°C selama 45 menit, denaturasi awal 94°C
selama 2 menit, amplifikasi pertama 95°C selama 40 detik, amplifikasi
kedua 55°C selama 40 detik, amplifikasi ketiga 72°C selama 40 detik,
ekstensi akhir 72°C selama 5 menit dan hold dengan suhu 4°C yang
dilakukan sebanyak 40 siklus.

Nested PCR menggunakan GoTaq Green Master Mix dengan primer NF2
(5-GTT-CCC-TGT-ACA-ACG-ATT-CC-3’) dan NR3 (5-GGA-TTT-GAC-
GGG-GCT-GCT-CA-3’) (OIE, 2019). Suhu thermalcycler pada saat
denaturasi awal 94°C selama 2 menit, amplifikasi pertama 94°C selama
40 detik, amplifikasi kedua 50°C selama 40 detik, amplifikasi ketiga 72°C
selama 40 detik, ekstensi akhir 72°C selama 10 menit dan hold dengan
suhu 4°C yang dilakukan sebanyak 40 siklus.

Produk PCR dielektroforesis pada 1,5% agarose gel selama 30 menit
dengan larutan TAE 1X sebanyak 500 ml dengan voltase 100-150 V.
Pewarnaan menggunakan larutan Ethidium Bromide (EtBr) 0,05% selama
10 menit.

Pembacaan hasil menggunakan UV Gel Documentation. Hasil positif

VNN apabila terlihat garis perpendaran pita DNA (band) dengan 294 bp
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(nested). Hasil negatif VNN apabila tidak terlihat garis perpendaran pita

DNA (band).
3.5.6 Sodium Dodecyl Sulfate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis (SDS-

PAGE)

Pengujian SDS-PAGE dilakukan untuk mengetahui profil protein TNF-a.
Mata ikan kerapu cantang diekstraksi untuk mendapatkan isolasi protein. lkan
kerapu cantang dibedah dan diambil bagian organ mata. Prosedur pembuatan
isolasi protein mengacu pada Ode (2011), yaitu organ yang telah diisolasi
ditimbang kemudian organ dicuci dengan PBS sebanyak 3 kali. Organ mata
kemudian diletakkan didalam microtube lalu digerus menggunakan pellet pestle
sampai halus. Selama prosedur isolasi dikondisikan dalam keadaan dingin dan
diletakkan diatas es serut. Buffer ekstrak PBS ditambahkan ke dalam microtube
lalu disentrifuge dengan kecepatan 11000 rpm pada suhu 4°C selama 20 menit.
Residu yang mengendap di dasar microtube dibuang dan supernatan diambil lalu
dipindahkan kedalam microtube lainnya sebanyak 20 ul untuk uji SDS-PAGE.

Analisis protein SDS-PAGE mengacu pada Yanuhar dan Khumaidi
(2017), dengan menggunakan gel elektroforesis berupa gel sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide dengan konsentrasi 12,5%. Buffer sampel ditambahkan ke
dalam microtube yang berisi sampel protein dengan rasio 1:1. Pelarut 5 mm Tris
HCI pada pH 6,8; 2-mercapto ethanol 5%; sodium dodecy! sulfate 2,5% w/v dan
glycerol 10% v/v ditambahkan dalam sampel lalu dipanaskan pada suhu 100°C
selama 5 menit. Sampel didinginkan pada suhu konstan 20°C lalu dianalisis pada
kecepatan konstan 20 mA selama 40-50 menit atau saat tracking dye 0,5 cm
dari gel dasar. Sampel kemudian diwarnai menggunakan commasie brilliant blue
(CBS). Tahap terakhir yaitu dilakukan destaining untuk menghapus gel colorant

dan menekan band protein.
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3.5.7 Pengambilan Organ Mata Ikan Kerapu Cantang

Ikan kerapu cantang yang telah terinfeksi virus VNN dibedah
menggunakan sectio set dari bagian mulut menuju atas kepala ikan dan diambil
organ mata. Organ mata kemudian difiksasi dalam formalin 10% berdasarkan
prosedur kerja imunohistokimia (IHK) yang mengacu pada laboratorium Patologi

Anatomi Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya. Fiksasi bertujuan untuk

menjaga dan mempertahankan struktur organ yang telah mati. Organ mata yang

telah difiksasi dimasukkan dalam pot sampel lalu diuji TNF-a..

3.5.8 Metode Uji Ekspresi TNF-a

Pengujian TNF-a dilakukan untuk mengetahui respon imun ikan terhadap
infeksi VNN dengan diberi Dunaliella salina yang dilihat dari banyaknya TNF-o
yang disekresi di organ mata. Pengujian TNF-a. mata ikan kerapu mengacu pada
laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya
dengan langkah kerja uji TNF-a sebagai berikut:

- Organ mata ikan kerapu cantang yang telah difiksasi kemudian dipotong
dengan ketebalan 2-3 mm dan dimasukkan ke tissue casset kemudian diberi
label dan ditutup

- Dilakukan dehidrasi, pembeningan (clearing), pembenaman (embedding),
didinginkan pada lempeng pendingin

- Dilakukan pemotongan (sectioning) menggunakan mikrotom yang
menghasilkan potongan pita tipis

- Pita tipis dimasukkan ke dalam waterbath yang berisi air hangat lalu diambil
dan diletakkan diatas object glass yang telah diolesi albumin gliserin.

- Dilakukan inkubasi over night di inkubator

- Pewarnaan dilakukan dengan memanaskan object glass yang tercoating Poly

L-Lysine dalam inkubator dengan suhu 80°C selama 1 jam



30

- Preparat yang telah kering kemudian dilakukan deparafinisasi dalam xylol I, I,
Il (masing-masing selama 15 menit)

- Preparat dimasukkan ke dalam ethanol absolute, alkohol 90% dan 80%
(masing-masing 15 menit)

- Preparat dimasukkan kedalam H,O, 1,6% dalam methanol selama 20 menit

- Preparat direndam didalam antigen retrieval dan dipanaskan menggunakan
Decloaking Chamber, selanjutnya didinginkan pada suhu ruang selama 30
menit lalu dibilas dengan akuades

- Preparat direndam dalam Phosphat Buffer Saline (PBS) selama 15 menit

- Preparat ditetesi antibodi primer anti-mouse untuk TNF-a dan diinkubasi over
night, kemudian preparat dicuci dengan PBS selama 15 menit

- Preparat sampel ditetesi Simple Stain Max PO dan diinkubasi selama 1 jam

- Preparat ditetesi DAB (1 ml Betazoid DAB Substrate Buffer ditambah 1-2 tetes
DAB Chromogen) dan diinkubasi selama 10 menit, setelah itu preparat dicuci
dengan air mengalir selama 5-7 menit

- Dilakukan counterstain dengan mayer haematoxilin 2-3 menit

- Preparat direndam dalam Lithum Carbonat jenuh 3 menit, lalu diicuci dengan
air mengalir selama 5-7 menit

- Dilakukan dehidrasi pada preparat dengan alkohol 80%, 96%, alkohol absolut
dan xylol I, 11, 11l (masing-masing 15 menit)

- Dilakukan mounting dengan lem entellan dan dilanjutkan pengamatan

dibawah mikroskop binokuler.

3.6  Parameter Uji
3.6.1 Parameter Utama
Parameter utama yang diujikan pada penelitian ini adalah TNF-o mata

ikan kerapu cantang yang diinfeksi VNN, gejala Klinis, lesi anatomi, PCR, SDS-
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PAGE dan Survival Rate (SR). Pengamatan TNF-o dilakukan dengan
membandingkan mata ikan kerapu cantang yang diinfeksi virus VNN dan
diberikan perlakuan Dunaliella salina dengan kontrol tanpa perlakuan apapun.
3.6.2 Parameter Penunjang

Parameter penunjang yang diamati dalam penelitian ini yaitu kualitas air
(suhu, pH, salinitas, dan oksigen terlarut). Pengukuran kualitas air dilakukan

setiap hari pada pukul 08.00 WIB pagi hari dan pukul 15.00 WIB pada sore hari.

3.7  Analisis Deskriptif
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Gambar 8. Halaman Depan ImmunoRatio Software (Dokumentasi Pribadi, 2019)
Ekspresi TNF-a. mata ikan kerapu cantang diuji menggunakan pewarnaan
IHK kemudian dianalisa menggunakan metode ImmunoRatio. ImmunoRatio

software dapat diakses pada http://jvsmicroscope.uta.fi/immunoratio/ (Rodrigues-

Sousa, et al.,, 2014). Halaman depan ImmunoRatio software disajikan pada
Gambar 8. Analisis data menggunakan ImmunoRatio software dilakukan secara
online atau berbasis internet. Deteksi persentase pewarnaan IHK menggunakan
Image Analyser (ImmunoRatio) setelah dilakukan scanning slide pada mikroskop
dan dikonversi menjadi gambar digital. ImmunoRatio merupakan software yang
memberikan informasi kuantitatif dari gambar slide IHK dan dapat mendeteksi

jumlah dan bagian yang terwarnai (Diab, et al., 2015).


http://jvsmicroscope.uta.fi/immunoratio/

IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Parameter Utama
4.1.1 GejalaKlinis

Gejala klinis pada ikan merupakan tanda-tanda yang menunjukkan jenis
patogen dan penyakit yang menginfeksi ikan. Gejala klinis yang ditimbulkan dari
setiap infeksi patogen berbeda-beda dan memiliki khas masing-masing termasuk
gejala klinis infeksi virus penyebab VNN. Hasil pengamatan gejala klinis dan
tingkah laku ikan kerapu cantang yang diinfeksi VNN disajikan pada Tabel 2.
Gambaran kondisi gejala Kklinis ikan kerapu cantang pasca diinfeksi VNN
disajikan pada Gambar 9.

Tabel 2. Gejala Patologi Klinik Pasca Infeksi VNN

Waktu Dosis Gejala Klinis

Pengamajgn  D. salina Nafsu Makan  Tingkah Laku Warna Tubuh

(jam) (mg/kg)
0 Normal Berenang aktif Normal
250 Normal Berenang aktif Normal
12 300 Normal Berenang aktif Normal
350 Normal Berenang aktif Normal
400 Normal Berenang aktif Normal
0 Normal Berenang aktif Normal
250 Normal Berenang aktif Normal
24 300 Normal Berenang aktif Normal
350 Normal Berenang aktif Normal
400 Normal Berenang aktif Normal
0 Normal Berenang aktif Normal
36 250 Normal Berenang aktif Normal
300 Normal Berenang aktif Normal
350 Normal Berenang aktif Normal
400 Normal Berenang akiif Normal
0 Menurun Berenang pasif 50% menghitam
48 250 Menurun Berenang pasif Normal
300 Menurun Berenang pasif Normal
350 Normal Berenang aktif Normal
400 Normal Berenang akiif Normal
0 Menurun Berenang pasif 50% menghitam
250 Menurun Berenang pasif, 50% menghitam
60 berdiam di dasar
300 Menurun Berenang pasif, = Normal

berenang miring
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Waktu Dosis Gejala Klinis
Peng:rrnfltan I?msge}:(lgfl Nafsu Makan  Tingkah Laku Warna Tubuh
350 Normal Berenang Normal
mayoritas pasif
400 Normal Berenang aktif, Normal
beberapa
berdiam di dasar
0 Menurun Berenang pasif, 50% menghitam
beberapa
berenang miring
250 Menurun Berenang pasif, 50% menghitam
berdiam di dasar
72 dan tubuh miring
300 Menurun Berenang pasif, 50% menghitam
beberapa miring
350 Menurun Berenang pasif, = 50% menghitam
berdiam di dasar
400 Normal Berenang aktif, 50% menghitam
berdiam di dasar
0 Menurun Berenang pasif, = 50% menghitam
tubuh miring
250 Menurun Berenang pasif, 50% menghitam
tubuh miring
84 300 Menurun Berenang pasif, = 50% menghitam
tubuh miring
350 Menurun Berenang pasif, = 50% menghitam
berdiam di dasar
400 Menurun Berenang pasif, = 50% menghitam

berdiam di dasar

Berdasarkan tabel gejala klinis ikan kerapu cantang pada semua

perlakuan dengan waktu 12 jam pasca infeksi virus VNN menunjukkan bahwa

ikan berenang aktif dengan nafsu makan yang normal dan warna tubuh yang

masih normal. Gejala klinis ikan kerapu macan yang diinfeksi VNN pada awal

pengamatan hingga 12 jam pasca infeksi menurut Lestari dan Sudaryatma

(2014) yaitu ikan menunjukkan tingkah laku dan gerakan renang yang normal

serta gesit. Pengamatan pada 24-36 jam pasca infeksi, ikan tidak menunjukkan

gejala klinis terinfeksi VNN pada semua perlakuan dengan pergerakan, nafsu

makan dan warna tubuh yang normal. Gejala yang normal pada 24-36 jam pasca

infeksi sesuai dengan pendapat Roza, et al. (2006), bahwa ikan baru akan

mengalami penurunan nafsu makan pada hari ke-2 setelah uji tantang.
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Gejala yang diamati pada 48-60 jam pasca infeksi VNN yaitu ikan
berenang pasif dengan nafsu makan yang mulai menurun pada perlakuan dosis
D. salina 250, 300 dan 0 mg/kg serta warna tubuh ikan mulai terlihat gelap pada
perlakuan dosis 250 dan 0 mg/kg. Yuwanita, et al. (2018) menyebutkan bahwa
nafsu makan ikan menurun diakibatkan oleh stres sehingga respon saraf yang
berfungsi meningkatkan sistem imun mengalami gangguan fisiologis. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa perlakuan pemberian Dunaliella salina efektif
meningkatkan pertahanan tubuh ikan terhadap infeksi patogen dilihat dari gejala
ikan terinfeksi VNN pada 48-60 jam pasca infeksi hanya terjadi di perlakuan
dengan dosis D. salina terendah. Hal tersebut sesuai dengan pendapat
Yuwanita, et al. (2018), bahwa D. salina mengandung betakaroten yang dapat
berperan sebagai antioksidan dan vitamin A yang dapat menetralisir adanya
radikal bebas, menjaga sel dan jaringan dari kerusakan serta berperan dalam
fungsi kekebalan tubuh sehingga perlakuan dengan dosis D. salina yang lebih
tinggi belum menunjukkan gejala yang tidak normal.

Pengamatan pada 72 jam pasca infeksi VNN, ikan berenang pasif dengan
pergerakan yang lambat, nafsu makan yang menurun pada perlakuan dosis D.
salina 250, 300, 350 dan 0 mg/kg. Sebagian besar tubuh ikan mulai menggelap
pada seluruh perlakuan. Beberapa ikan berenang dengan tubuh yang miring dan
selalu berdiam di dasar bak kontainer. Gejala ikan yang berdiam di dasar sesuai
dengan pendapat Yuasa, et al. (2001) bahwa virus penyebab VNN menginfeksi
sistem saraf mata dan otak yang ditandai dengan tingkah laku berenang yang
tidak normal dan berdiam di dasar bak. Pada 84 jam pasca infeksi ikan berenang
pasif dengan tubuh miring, sering berdiam dan bergerombol di dasar, serta
warna tubuh ikan sebagian besar menggelap pada seluruh perlakuan. Gerakan
miring ikan menunjukkan ikan telah kehilangan keseimbangan, sedangkan warna

tubuh yang menggelap menunjukkan ikan mengalami stres. Berdasarkan
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Yoshikoshi dan Inoue (1990), ikan yang terinfeksi virus VNN akan mengalami
perubahan gerakan renang dan warna tubuh ikan menggelap. Sudaryatma, et al.
(2012) mengatakan bahwa perubahan gaya renang ikan kerapu yang terinfeksi
virus VNN mudah dikenali seperti berenang berputar dan vertikal, kehilangan
disoreintasi lingkungan dengan menabrakkan diri ke dinding akuarium dan warna
tubuh yang menjadi gelap. Gejala infeksi VNN pertama kali terlihat pada
perlakuan dengan pemberian dosis D. salina terendah, hal ini diperkirakan
karena adanya senyawa flavonoid dan tanin dari ekstrak D. salina yang memiliki
aktivitas anti virus berdasarkan Saparuddin, et al. (2017), dengan menurunkan

jumlah VNN dan mengurangi jumlah sel terinfeksi VNN.

Gambar 9. Gejala Patologi Klinik Ikan Kerapu Cantang Pasca Infeksi VNN. (a)
warna tubuh ikan menggelap; (b) ikan berenang miring; (d) ikan
bergerombol di tepi bak; dan (c) ikan berdiam di dasar bak
(Dokumentasi Pribadi, 2019)

Ikan kerapu cantang mulai mengalami kematian pada waktu 96 jam
sampai 108 jam pasca infeksi. Kematian yang terjadi mencapai hingga LDs, pada

108 jam pasca infeksi, hal ini sesuai dengan pendapat Rozigin (2018) bahwa
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kematian dapat terjadi hingga hari kelima dan kematian akan mencapai 100%
pada hari kelima hingga ketujuh.
4.1.2 Lesi Anatomi

Hasil nekropsi ikan kerapu cantang terinfeksi VNN yaitu adanya
perubahan pada warna sirip pektoral menjadi kemerahan, limfa bengkak dan hati
menguning. Hal ini sesuai dengan pendapat Sudaryatma, et al. (2012) bahwa,
ikan kerapu terinfeksi VNN menunjukkan lesi anatomi dengan perubahan limpa
bengkak dan hemoragis serta warna hati pucat dan konsistensinya rapuh pada
penelitian yang dilakukan. Perubahan pada organ internal, terutama hati dan
limpa akan terjadi akibat adanya viremia pada ikan yang terinfeksi virus
penyebab VNN (Nagasawa dan Cruz-Lacierda, 2004). Lesi anatomi ikan kerapu
yang terinfeksi VNN menurut Lestari dan Sudaryatma (2014) yaitu limpa bengkak

dan bercak-becak merah, merah di sirip pektoral, hati rapuh dan kuning.

Gambar 10. Lesi Anatomi Ikan Kerapu Cantang pasca infeksi VNN. (a) sirip
pektoral kemerah-merahan; (b) pembengkakan pada organ limfa,;
dan (c) organ hati menguning (Dokumentasi Pribadi, 2019)
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Pembedahan dilakukan untuk melihat patologi anatomi ikan kerapu
cantang pada 96 jam pasca infeksi VNN. Pengamatan lesi anatomi menunjukkan
adanya perubahan warna sirip pektoral menjadi kemerahan (Gambar 10a), organ
limfa membengkak (Gambar 10b) dan organ hati menguning (Gambar 10c).

4.1.3 Survival Rate (SR)

Survival Rate (SR) vyaitu tingkat kelulushidupan ikan mulai awal
pemeliharaan sampai akhir pemeliharaan. Kelulushidupan menurut Siregar dan
Adelina (2009) dipengaruhi oleh faktor biotik dan abiotik. Faktor biotik seperti
umur, kemampuan ikan beradaptasi dan lingkungan hidup ikan. Faktor abiotik
seperti pakan, kualitas air dan sifat-sifat biologis lain. Pada penelitian ini,
pemeliharaan ikan dilakukan sampai kematian ikan sebanyak 50% atau
mencapai LDso. Setelah uji tantang didapatkan nilai SR yang berbeda-beda
setiap perlakuan dengan total 28 ekor ikan mati pada 96-108 jam pasca infeksi
VNN. Penyebab kematian ikan karena pertahanan tubuh yang rendah dan infeksi
virus VNN. Nilai SR merupakan kebalikan dari mortalitas ikan. Dari 50 ekor ikan
pada penelitian ini menyisakan 22 ekor ikan hingga hari kelima pasca infeksi
VNN. Data SR ikan kerapu cantang disajikan pada Lampiran 4 dan Tabel 3.

Tabel 3. Survival Rate lkan Kerapu Cantang Selama Penelitian

Dosis D. salina  Jumlah ikan awal Jumlah ikan SR (%)
(mg/kg) (ekor) akhir (ekor)
0 10 3 30
250 10 4 40
300 10 4 40
350 10 5 50
400 10 6 60

Berdasarkan tabel diatas, SR atau kelulushidupan ikan kerapu cantang
selama penelitian berbeda-beda setiap perlakuan. SR yang diperoleh pada
perlakuan dengan dosis D. salina 0 mg/kg, 250 mg/kg, 300 mg/kg, 350 mg/kg

dan 400 mg/kg berturut-turut yaitu 30%, 40%, 40%, 50% dan 60%. Hasil tersebut
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menunjukkan bahwa kematian telah mencapai LDs, atau kematian 50%. Roza, et
al. (2006) menambahkan bahwa ikan kerapu yang disuntik 0,2 ml VNN dapat
mengakibatkan kematian LDsy pada hari kegita paska infeksi. Kematian yang
terjadi pada penelitian ini mencapai LDs, pada hari kelima, hal ini menunjukkan
adanya peran dari D. salina dalam pertahanan tubuh ikan melawan virus.
Kematian terbanyak terjadi pada perlakuan dengan pemberian dosis D. salina
terendah pada pakan ikan, hal ini diduga karena adanya penambahan D. salina
dapat meningkatkan sistem kekebalan dan pertahanan tubuh ikan (Rozigin,
2018). Senyawa aktif yang dimiliki D. salina seperti flavonoid dan tanin juga
berfungsi sebagai anti virus yang dapat menghambat pertumbuhan VNN dan
mematikan sel virus sehingga menurunkan jumlah kematian ikan kerapu cantang
(Saparuddin, et al., 2017; Solichati, et al., 2010).
4.1.4 Uji PCR

Pengujian PCR dilakukan setelah ikan kerapu cantang diinfeksi virus VNN
di Laboratorium Kesehatan Ikan dan Lingkungan, Balai Perikanan Budidaya Air
Payau (BPBAP) Situbondo dan menunjukkan hasil positif ikan terinfeksi VNN.
Hasil pengujian PCR dapat menguatkan analisis gejala klinis dan lesi anatomi
ikan telah terinfeksi virus VNN. Hasil uji PCR disajikan pada Gambar 11.

Berdasarkan Gambar 11, hasil uji PCR positif VNN apabila pita DNA
berpendar pada nested 294 base pair (bp). Pada lane-1 berisi DNA marker 100
bp, lane-2 diisi sebagai kontrol positif, lane-3 diisi sebagai kontrol negatif dan
lane-4 berisi sampel ikan kerapu cantang yang diuji PCR terhadap VNN. Sampel
yang diuji dapat dikatakan positif VNN karena berpendar pada 294 bp yang sama
dengan lane-3 yaitu kontrol negatif. Hal ini sesuai dengan pendapat Fitriatin dan
Manan (2015) yaitu band atau pita DNA yang muncul pada sampel dibandingkan
dengan kontrol positif. Sampel dinyatakan positif VNN apabila pita DNA ada pada

ukuran 294 bp atau sejajar dengan band pada kontrol negatif.



39

294 bp

Gambar 11. Hasil Uji PCR Ikan Kerapu Cantang yang Diinfeksi VNN
Keterangan:
Lane-1: Marker
Lane-2: Kontrol positif
Lane-3: Kontrol negatif (diinfeksi VNN)
Lane-4: Sampel positif terhadap VNN
4.1.5 Uji SDS-PAGE

Pengujian SDS-PAGE dilakukan setelah ikan kerapu cantang diinfeksi
VNN yang bertujuan untuk mengetahui berat molekul (BM) protein. Pengujian ini
dilakukan untuk menguatkan apabila sampel terinfeksi VNN dilihat dari BM
protein yang berpendar. BM protein yang berpendar pada sampel uji kemudian
dibandingkan dengan Marker. Konsentrasi protein sampel VNN yang digunakan
sebanyak 16,56 mg/ml. Analisa SDS-PAGE menggunakan stacking gel 3% dan
separating gel 15% yang diwarnai menggunakan Commassie Briliant Blue (CBB).
Stacking gel 3% merupakan media agar bagi protein yang telah terdenaturasi
dan bermuatan negatif tergabung membentuk elips, sedangkan separating gel
15% berfungsi memisahkan protein berdasarkan ukuran (Atma, 2018). Hasil
analisa SDS-PAGE disajikan pada Gambar 12. Data hasil uji SDS-PAGE
disajikan pada Lampiran 2.

Berdasarkan gambar dibawah, hasil analisa SDS-PAGE pada Marker
terdapat 8 (band) pita protein yaitu 15 kDa, 25 kDa, 35 kDa, 50 kDa, 75 kDa, 100

kDa, 150 kDa dan 225 kDa. Marker protein merupakan pembanding pada analisa
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SDS-PAGE yang menggunakan standar BM (Dewi, 2013). Pita protein yang
berpendar dari sampel uji dianalisis untuk mengetahui BM dengan
membandingkan sampel dan standar marker (Isnaini, 2008). Sampel Al
merupakan organ otak dan sampel A2 merupakan organ mata ikan kerapu

cantang yang terinfeksi VNN.

Gambar 12. Hasil Analisa SDS-PAGE pada lkan Kerapu Cantang yang Diinfeksi
VNN

Berdasarkan perpendaran pita protein marker dan sampel ikan kerapu
cantang yang diinfeksi VNN, diketahui bahwa VNN dapat menginfeksi ikan
kerapu cantang pada BM 35 kDa - 50 kDa. Sampel A2 diperoleh BM 37,31 kDa,
42,80 kDa, 44,80 kDa, 47,55 kDa dan 50 kDa. Berdasarkan Yanuhar, et al.
(2012), protein yang berperan melekatkan virus pada inang adalah mantel
protein (bagian terluar protein). Tebal tipisnya pita protein menunjukkan
kandungan atau banyaknya protein yang mempunyai BM yang sama dan berada
pada posisi pita yang sama (Rachmania, et al., 2017). Yanuhar, et al. (2012) juga
menambahkan, BM mantel protein VNN berkisar antara 37,18 kDa dan 42 kDa.
Berdasarkan hasil uji SDS-PAGE tersebut, diketahui bahwa terdapat VNN pada

sampel dilihat dari BM yang berpendar termasuk dalam BM mantel protein VNN.
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4.1.6 Uji TNF-a Mata lkan Kerapu Cantang
a. Hasil Pengujian Ekspresi TNF-a

Ekspresi TNF-a mata ikan kerapu cantang dianalisa menggunakan
ImmunoRatio software (Image Analyser) dengan berbasis internet. Software ini
mendeteksi banyaknya pewarnaan IHK dari gambar digital setelah dilakukan
scanning slide pada mikroskop dan memberikan informasi kuantitatif berupa
persentase bagian yang terwarnai (Diab, et al., 2015). Pengujian TNF-a. mata
ikan kerapu cantang dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Ekspresi TNF-a yang diperoleh
disajikan pada Tabel 4 dan Gambar 13.

Tabel 4. Ekspresi TNF-a pada Ikan Kerapu Cantang

Dosis D. salina (mg/kg) Persentase Ekspresi TNF-a. (%)
Normal 39,1
0 77,3
250 70,6
300 61,0
350 57,3
400 43,4
ImmunoRatio ImmunoRatio
Sample ID: normal_TNF_mata a Sample ID: TNF_mata_K b
Date: 21.4.2019 06:33 Date: 21.4.2019 06:39

DAB / nuclear area: 39.1% DAB / nuclear area: 77.3%




ImmunoRatio

Sample ID: TNF_mata_A
Date: 21.4.2019 07:32
DAB / nuclear area: 70.6%

ImmunoRatio

Sample ID: TNF_mata_B
Date: 21.4.2019 06:50
DAB / nuclear area: 61.0%

ImmunoRatio

Sample ID: TNF_mata_C
Date: 21.4.2019 07:45
DAB / nuclear area: 67.3%

ImmunoRatio

Sample ID: TNF_mata_D
Date: 21.4.2019 07:27
DAB / nuclear area: 43.4%

Gambar 13. Ekspresi TNF-o Mata Ikan Kerapu Cantang Berwarna Cokelat. (a)
ikan normal; (b) perlakuan 0 mg/kg; (c) perlakuan 250 mg/kg; (d)
perlakuan 300 mg/kg; (e) perlakuan 350 mg/kg; dan (f) perlakuan
400 mg/kg.

Hasil pengujian pada gambar diatas menunjukkan adanya reaksi TNF-a
pada retina ikan kerapu cantang yang diinfeksi VNN. Organ target infeksi virus

VNN vyaitu otak, sumsum tulang belakang, dan retina dimana VNN bereplikasi
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aktif dan menyebabkan vakuolisasi jaringan yang luas (OIE, 2019). Perhitungan
ekspresi TNF-a. menggunakan metode ImmunoRatio. Ekspresi TNF-a tertinggi
dan terendah dari perlakuan yang diinfeksi virus VNN yaitu berturut-turut terdapat
pada perlakuan kontrol (-) dengan dosis D. salina 0 mg/kg dan perlakuan D
dengan dosis 400 mg/kg. Perbedaan persentase TNF-a dipengaruhi oleh dosis
pemberian D. salina yang berbeda, semakin besar dosis yang diberikan semakin
kecil persentase ekspresi TNF-a. Hal ini diduga karena senyawa aktif D. salina
memiliki aktivitas anti virus yang dapat menghambat pertumbuhan VNN sehingga
TNF-o diproduksi dalam jumlah yang rendah. Jumlah TNF-a pada kadar yang
tepat akan memberikan perlindungan dan penyembuhan, tetapi pada kadar yang
berlebihan akan menyebabkan kerusakan jaringan yang sangat berat dan fatal
(Irawati, et al., 2008).

Berdasarkan hasil uji GCMS, terdapat senyawa napthalene, fenol dan
tetradekana yang terkadung di dalam D. salina (Yuwanita, et al., 2019 belum
dipublikasikan). Fenol terdiri dari ribuan senyawa, diantaranya yaitu senyawa
flavonoid dan tanin (Momuat, et al., 2015). Aktivitas anti virus diketahui berkaitan
dengan kelompok senyawa polifenol, terutama flavonoid dan tanin (Hernawan
dan Setyawan, 2003). Flavonoid merupakan senyawa polifenol yang berperan
sebagai anti virus dengan menghambat pertumbuhan virus (Saparuddin, et al.,
2017; Hidayanti, et al., 2010). Senyawa flavonoid dapat menyebabkan denaturasi
atau koagulasi protein sehingga sel virus akan mati dan proses replikasi dari
virus VNN akan terhambat secara otomatis jumlah virus akan berkurang
(Solichati, et al., 2010). Saparuddin, et al. (2017) menambahkan bahwa senyawa
flavonoid dapat menghambat proses replikasi virus dengan cara mengikat
partikel virus dan menghambat glikoprotein virus, dimana glikoprotein pada virus

berperan dalam penempelan dengan sel inang. Senyawa flavonoid juga
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menghambat replikasi VNN pada sel darah ikan kerapu sehingga jumlah VNN
dan sel yang terinfeksi berkurang. Flavonoid pada kadar rendah akan
menyebabkan denaturasi protein menurut pendapat Hidayanti, et al. (2010) dan
pada kadar tinggi akan menyebabkan koagulasi protein sehinnga sel akan mati.
Senyawa polifenol seperti flavonoid juga dapat menekan teraktivasinya NF-kB
sehingga ekspresi protein inflamasi seperti TNF-a tidak terbentuk (Rastini, et al.,
2010). Senyawa aktif lain dari ekstrak D. salina yaitu tanin yang memiliki aktivitas
anti virus. Senyawa tanin merupakan kelompok polifenol yang dapat membunuh
atau menghambat pertumbuhan mikroorganisme seperti bakteri dan virus
(Hernawan dan Setyawan, 2003; Afrianti, et al., 2013). Tanin dapat berikatan
dengan dinding sel mikroorganisme (bakteri, virus) sehingga akan
menginaktifkan kemampuan menempel, menghambat pertumbuhan dan aktivitas
enzim protease (Afrianti, et al., 2013).

Pemberian ekstrak D. salina pada ikan kerapu cantang dapat
menurunkan jumlah VNN dan mengurangi jumlah sel yang terinfeksi dengan
adanya aktivitas anti virus oleh senyawa aktif flavonoid dan tanin. Jumlah virus
yang berkurang akan menurunkan jumlah sinyal inflamasi yang terkirim ke sel
untuk memproduksi TNF-a sehingga persentase ekspresi TNF-a semakin kecil.
Pada perlakuan normal dimana ikan tidak diinfeksi virus VNN dan tidak diberi
perlakuan D. salina menunjukkan jumlah persentase ekspresi TNF-a. yang
rendah. Dalam keadaan normal, ekspresi TNF-a muncul dalam jumlah sedikit
yang berfungsi menangkal radikal bebas serta merancang gen sitotoksik sebagai
pertahanan sel inang (Yanuhar, et al.,, 2015). Ekspresi TNF-a dilihat dari
munculnya warna coklat pada sitoplasma makrofag. Hal ini sesuai dengan
pendapat Sayuti (2015) bahwa pada preparat imunohistokimia ekspresi TNF-a

ditunjukkan dengan adanya perubahan warna sitoplasma makrofag yang coklat.
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b. Mekanisme D. salina Menghambat VNN pada Ikan Kerapu Cantang

Ikan dapat terinfeksi VNN akibat masuknya virus melalui permukaan
tubuh (lendir, sirip dan otot) serta melalui oral sehingga virus dapat menginfeksi
sel-sel epitel sistem saluran pencernaan. Infeksi VNN pada ikan yang dilakukan
melalui injeksi intra muskular sangat cepat menyebar dan menginfeksi inang
melalui saraf perifer yang ada di otot, masuk ke dalam sistem saraf pusat dan
mata sehingga mengakibatkan ikan kehilangan orientasi berenang dan disfungsi
visual (Sudaryatma, et al., 2012). VNN yang ada pada intra muskular kemudian
melewati sistem saraf perifer di jaringan otot tepi lalu dibawa oleh axon menuju
jaringan spina pada tulang belakang. VNN menginfeksi sistem saraf pusat yang
berada di tulang belakang dan melalui saraf menuju organ mata (retina) ikan
(Gomez, et al.,, 2006). Yanuhar (2015) juga menambahkan, organ mata pada
ikan kerapu cantang merupakan tempat yang cocok untuk virus RNA seperti
VNN mereplikasi dirinya. Hal ini menunjukkan bahwa terdapat kesesuaian antara
asam amino yang terdapat dalam VNN dan protein reseptor ikan kerapu cantang.

Virus yang menginfeksi sel inang akan bereplikasi dengan cara
mensintesis protein penyusunnya di dalam sitosol. Fragmen-fragmen protein
virus diikat oleh reseptor glikoprotein di dalam retikulum endoplasma (RE) sel
virus yang selanjutnya dipresentasikan di permukaan sel kepada sel T sehingga
mengaktifkan sel-sel lain seperti makrofag dan limfosit sel B. Makrofag yang aktif
akan melepaskan sitokin sebagai respon imun terhadap infeksi virus. Salah satu
jenis sitokin yang akan dilepaskan yaitu TNF-o yang merupakan respon inflamasi
dari tubuh ikan. Sitokin disekresikan di dalam sel makrofag yang terdapat dalam
jaringan mata ikan (Yanuhar, 2015). Beberapa referensi telah menyebutkan
bahwa paparan virus pada sel inang dapat menyebabkan reaksi

inflamasi/peradangan. Berdasarkan pendapat Yanuhar (2015), salah satu reaksi
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inflamasi yang ditunjukkan adalah dengan meningkatnya ekspresi TNF-a. saat
diinfeksi VNN. Respon imun adaptif ikan kerapu menunjukkan bahwa reaksi
inflamasi pada jaringan mata dapat berkurang apabila jumlah virus yang
menginfeksi dalam jumlah yang sedikit. Jumlah VNN pada jaringan mata ikan
kerapu cantang dapat berkurang dengan pemberian bahan alami yang berperan

sebagai anti virus terhadap VNN.

4.2 Parameter Penunjang
4.2.1 Kualitas Air

Pengukuran kualitas air selama masa pemeliharaan ikan kerapu cantang
dilakukan untuk menjaga agar lingkungan tempat hidup ikan tetap sesuai dengan
kebutuhan. Kualitas air yang diamati antara lain suhu, derajat keasaman (pH),
oksigen terlarut (DO) dan salinitas. Kualitas air diukur pada pagi dan sore hari
selama masa pemeliharaan dan sebelum uji tantang yaitu pada tanggal 18
Februari - 7 Maret 2019. Data kualitas air yang diperoleh selama penelitian
disajikan pada Lampiran 3 dengan kisaran yang disajikan pada tabel 5.

Tabel 5. Kisaran Parameter Kualitas Air Selama Penelitian

Parameter Nilai Referensi
Suhu (°C) 27-30 24-32 (Kordi, 2010)
Derajat Keasaman (pH) 7,11-7,94 7-9 (Kordi, 2010)
Oksigen Terlarut (DO) (ppm) 5,1-8,2 >5 (Brotohadikusumo, 1997)
Salinitas (ppt) 31-34 15-35 (Kordi, 2010)

Berdasarkan hasil pengukuran suhu selama masa pemeliharan berkisar
antara 27-30 °C. Kisaran tersebut masih termasuk dalam kisaran suhu yang baik
untuk pertumbuhan ikan kerapu menurut Suwoyo (2011) dimana suhu yang baik
berkisar antara 26-30,5°C. Suhu perairan penting untuk diperhatikan karena
mempengaruhi kelangsungan hidup, pertumbuhan, morfologi, reproduksi, tingkah
laku dan metabolisme ikan. Brotohadikusumo (1997) menambahkan bahwa

kisaran suhu yang baik untuk pembesaran ikan kerapu berkisar antara 28-32°C.
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Hasil pengukuran keasaman perairan (pH) selama masa pemeliharaan
berkisar antara 7,11-7,94. Kisaran pH yang layak untuk pertumbuhan ikan kerapu
menurut Suwoyo (2011) yaitu 7,5-8,5. pH air yang baik untuk pembesaran ikan
kerapu menurut Brotohadikusumo (1997) berkisar antara 7-8. Kadar pH selama
penelitian masih dianggap baik untuk kelangsungan hidup ikan kerapu.

Oksigen terlarut (DO) selama pemeliharaan berkisar antara 5,1-8,2.
Kandungan DO didalam perairan tidak mengalami perubahan yang drastis.
Fluktuasi oksigen terlarut akan sangat berbahaya bagi kehidupan ikan kerapu
apabila mencapai batas toleransi dan berlangsung dalam waktu yang lama
(Suwoyo, 2011). Kandungan DO yang ideal bagi pertumbuhan benih ikan kerapu
yaitu >5 ppm menurut Subyakto dan Cahyaningsih (2003). Ahmad, et al. (1992)
menyebutkan bahwa DO harian antara 3,4-6,5 belum mencapai konsentrasi
krisis bagi ikan kerapu sehingga kisaran selama pemeliharaan masih dianggap
baik untuk ikan kerapu.

Kadar salinitas selama pemeliharaan berkisar antara 31-34 ppt. Kadar
tersebut masih termasuk dalam kadar yang baik bagi pertumbuhan ikan air laut
seperti ikan kerapu. Salinitas termasuk kualitas air yang penting bagi
kelangsungan hidup dan pertumbuhan ikan kerapu karena berperan dalam
transformasi energl dan proses osmoregulasi di dalam menjaga keseimbangan
tekanan cairan tubuh dan lingkungan (Suwoyo, 2011). Kadar garam terbaik untuk
ikan kerapu menurut Burhanuddin dan Tonnek (2005) yaitu berkisar antara 15-33
ppt. Muslimin, et al. (2004) menyatakan bahwa salinitas 35-40 ppt masih dapat
memberikan kelangsungan hidup dan pertumbuhan bagi ikan kerapu. Kadar
salinitas selama pemeliharaan tidak mengalami fluktuasi yang berarti sehingga

tidak menjadi penyebab ikan kerapu mengalami stres.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang didapatkan dari penelitian ini yaitu pemberian ekstrak
Dunaliella salina pada pakan dengan dosis yang berbeda berpengaruh terhadap
persentase ekspresi TNF-o mata ikan kerapu cantang yang berbeda pula.
Perlakuan terbaik yaitu pada perlakuan dosis D. salina 400 mg/kg pakan dengan
persentase ekspresi TNF-a sebesar 43,4%, dimana persentase ini mendekati
perlakuan normal sebesar 39,1%. Persentase perlakuan dosis D. salina 250
mg/kg, 300 mg/kg, 350 mg/kg dan 0 mg/kg secara berturut-turut yaitu 70,6%,

61,0%, 57,3% dan 77,3%.

5.2 Saran

Saran yang dapat diberikan dari penelitian ini yaitu untuk dilakukan
penelitian lebih lanjut mengenai ekspresi TNF-a pada ikan kerapu yang terinfeksi
VNN dengan pemberian ekstrak D. salina menggunakan dosis yang lebih tinggi
dikarenakan hasil terbaik dari penelitian ini yaitu pada dosis tertinggi dan masih

dapat dinaikkan untuk menentukan dosis terbaik.
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Dosis Kualitas Air

Tanggal | D. salina Suhu (C) DO (ppm) pH Sal (ppt)
(mg/kg) | Pagi | Sore | Pagi | Sore | Pagi | Sore | Pagi | Sore

0 28 28 56 | 69 | 758|773 | 34 33

18 Feb 250 28 29 57 | 59 |762]| 732 | 34 33

2019 300 28 29 59 | 66 | 749|741 | 34 33

350 27 | 285 | 52 | 61 |719| 748 | 34 33

400 28 29 57 | 73 | 748|744 | 34 33

0 27 29 6,2 | 7,7 | 731|768 | 32 33

19 Feb 250 27 29 55 | 64 | 728|764 | 32 33

2019 300 28 29 64 | 7,6 | 747|725 | 32 33

350 27 28 6,3 | 6,9 | 744|737 | 32 33

400 275 | 28 63 | 7,3 | 729|769 | 32 33

0 28 29 56 | 6,7 | 729|738 | 33 34

20 Feb 250 275 | 29 6,3 | 68 | 748 | 7,24 | 33 34

2019 300 28 | 295| 59 | 69 |723| 773 | 33 34

350 28 28 57 | 73 | 728|736 | 33 34

400 28 29 58 | 74 |7,32 | 749 | 33 34

0 28 29 51 | 68 | 749|738 | 31 32

21 Feb 250 28 29 6,1 | 72 | 746|763 | 31 32

2019 300 275 | 29 64 | 69 | 751|739 | 31 32

350 275 | 28 6,1 | 69 | 758|748 | 31 32

400 27 29 6,1 | 73 | 766 | 7,39 | 31 32

0 28 29 6,2 | 69 | 755|743 | 33 33

22 Feb 250 28,5 | 30 57 | 63 | 763|748 | 33 33

2019 300 28 29 58 | 65 | 747|719 | 33 33

350 28 30 59 | 68 | 756|757 | 33 33

400 28 30 56 | 7,3 | 746 | 755 | 33 33

0 275 | 29 57 | 68 | 757|749 | 34 32

23 Feb 250 27,5 | 28 56 | 7,1 | 789|746 | 34 32

5019 300 28 | 29 | 57 | 75 | 7,59 | 7,30 | 34 | 32

350 28 29 6,2 | 7,1 | 766|794 | 34 32

400 27 | 285 | 64 | 69 | 764|719 | 34 32

0 28 29 55 | 72 | 7,75 7,79 | 32 34

24 Feb 250 28 28 55 | 66 | 754|748 | 32 34

2019 300 28,5 | 29 64 | 74 | 748|729 | 32 34

350 28 29 59 | 67 | 7,79 | 7,47 | 32 34

400 275 | 28 62 | 74 | 773714 | 32 34

0 275 | 28 59 | 63 | 754|756 | 33 34

25 Feb 250 28 | 285 | 6,1 | 6,2 | 7,48 | 7,58 | 33 34

2019 300 28 29 6,5 | 6,7 | 711|735 | 33 34

350 28 29 58 | 58 | 7,37 | 7,68 | 33 34

400 27,5 | 28 6,3 | 64 | 725|746 | 33 34

0 27,5 28 5,5 51 | 7,11 | 7,42 | 33 32

26 Feb 250 27,5 | 28 76 | 65 | 7,78 | 754 | 33 32

2019 300 28 | 285| 6,2 | 71 | 714|725 | 33 32

350 27 28 6,1 | 65 | 749|769 | 33 32

400 28 29 6,3 | 66 | 739]|775| 33 32
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Dois Kualitas Air
Tanggal | D. salina Suhu (C) DO (ppm) pH Sal (ppt)
(mg/kg) | Pagi | Sore | Pagi | Sore | Pagi | Sore | Pagi | Sore
0 28 | 285| 63 | 66 | 749 | 7,71 | 32 31
27 Eeb 250 275 | 29 6,3 | 69 | 7,29 | 7,60 | 32 31
2019 300 28 29 74 | 76 | 754|718 | 32 31
350 275 | 28 74 | 72 | 740|756 | 32 31
400 285 | 29 66 | 65 | 7,26 | 7,49 | 32 31
0 28 29 69 | 65 | 7,79 | 7,65 | 32 33
28 Feb 250 27 | 285| 70 | 65 | 747|760 | 32 33
2019 300 28 29 6,7 | 75 | 760 | 7,24 | 32 33
350 28 29 76 | 57 | 728|756 | 32 33
400 275 | 28 74 | 72 | 750|763 | 32 33
0 27 30 64 | 7,8 | 747|767 | 34 33
1 Mar 250 28 | 285 | 64 | 65 | 767|765 | 34 33
2019 300 285 | 29 6,4 | 75 | 736|768 | 34 33
350 28 | 295 | 71 | 70 | 742|744 | 34 33
400 28 | 285 | 74 | 72 | 768|737 | 34 33
0 27 29 56 | 56 | 736|731 | 33 33
> Mar 250 275 | 29 72 | 62 | 7,18 | 7,67 | 33 33
2019 300 27 | 275 | 76 | 58 | 766|761 | 33 33
350 28 29 57 | 49 | 752|747 | 33 33
400 29 29 54 | 52 | 757|765 | 33 33
0 28 29 60 | 66 | 762 | 7,39 | 33 32
3 Mar 250 28 | 285 | 64 | 6,7 | 7,37 | 7,27 | 33 32
2019 300 275 | 29 6,2 | 6,7 | 725|757 | 33 32
350 27 29 6,1 | 60 | 7,74 | 745 | 33 32
400 27 29 64 | 6,7 | 744|729 | 33 32
0 275 | 29 64 | 7,7 | 738|749 | 34 33
4 Mar 250 28 30 76 | 79 | 758|758 | 34 33
2019 300 27,5 | 28 81 | 7,7 | 712|726 | 34 33
350 28 | 29582 | 71 | 729|719 | 34 33
400 27 29 73 | 81 | 756|738 | 34 33
0 27 28 6,7 | 6,3 | 758|725 | 33 34
5 Mar 250 275 | 29 65 | 63 | 765|729 | 33 34
2019 300 28 29 6,5 | 6,7 | 747|758 | 33 34
350 28 29 6,7 | 6,7 | 754|768 | 33 34
400 28 29 66 | 68 | 768 | 7,14 | 33 34
0 27 29 65 | 64 | 739|744 | 34 33
6 Mar 250 28 29 64 | 63 | 7,12 | 7,38 | 34 33
2019 300 27 | 295| 64 | 68 | 745|731 | 34 33
350 27 29 69 | 69 | 728|737 | 34 33
400 28 29 71 | 70 | 764|725 | 34 33
0 27,5 | 28 6,9 7,82 34
250 28 285 | 7,1 7,57 34
7 Mar
2019 300 27 28 7,5 7,46 34
350 27 28 7,6 7,45 34
400 28 28 7,4 7,14 34
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Dosis Jumlah lkan | Jumlah lkan
Tanggal D. salina Hidup (ekor) | Mati (ekor) SR (%)
(mg/kg)
0 10 0
, 250 10 0
O —— o
350 10 0
400 10 0
0 10 0
Selasa, 26 250 10 0
Feb 2019 300 10 0
350 10 0
400 10 0
0 10 0
Rabu, 27 Feb 250 10 Q
2019 300 10 0
350 10 0
400 10 0
0 10 0
Kamis, 28 &0 i 9
Feb 2019 Q0 18 :
350 10 0
400 10 0
0 10 0
Jumat. 1 250 10 0 100% )
Maret 2’019 300 10 0 sebelum uji
350 10 0 tantang
400 10 0
0 10 0
Sabtu, 2 250 Al 0
Maret 2019 300 10 0
350 10 0
400 10 0
0 10 0
. 250 10 0
A 1 o
350 10 0
400 10 0
0 10 0
. 250 10 0
Senin, 4
’ 300 10 0
Maret 2019 350 10 0
400 10 0
0 10 0
250 10 0
350 10 0
400 10 0
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Dosis Jumlah lkan | Jumlah lkan
Tanggal D. salina Hidup (ekor) | Mati (ekor) SR (%)
(mg/kg)
0 10 0
Rabu, 6 250 10 0
Maret 2019 300 10 0
350 10 0
400 10 0
0 10 0
. 250 10 0
350 10 0
400 10 0
0 10 0
Jumat, 8 250 10 0 100% setelah
Maret 2019 300 10 Q uji tantang
350 10 0
400 10 0
0 10 0
Sabtu, 9 24 10 0
Maret 2019 250 19 0
350 10 0
400 10 0
0 4 6 40
. 250 6 4 60
S — 7 s C
350 8 2 80
400 9 1 90
0 3 1 30
. 250 4 2 40
bt 4 : i
350 5 3 50
400 6 3 60




