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ABSI'RAK 
Tujuan penelitian ini untuk pembuatan kultur sci otak dan mata ikan kerapu Chromileptes altivelis. Metode yang digunakan dalam 
pembuatan kultur seperti yang dilakukan oleh Chen et al. (1982) dari sirip ikan mas dan crussian carp. Kultur jaringan otak dan 
mata ilean kerapu yang dilakukan menghas ilkan ku ltur sci yang sehat dan proliferasinya sangat baik dalam media L-15 . Kultur 
jaringan tersebut juga dapat digunakan untuk replikasi virus VNN. dan hasilnya tetap mempunyai patogenitas yang tinggi karena 
ikan kcrapu yang diinfeksi mati dalam waktu yang singkat. Has il kultur sel disimpan pada deep freezer menggunakan glycerol 10 
..~ pada suhu -80 oC selama I tahun dengan thawing tiap 3 bul an untuk mengetah ll l apakah sel masih hidup. 

Kala ku nci : Chromileples allivelis, Kultur sel otak, Viral Nervous Necrosis 

ABSTRACT 
The experiment was deal with propagat cell Iine from encephalon and retina of grouper Chromileples allivelis. The cell was isolate 
propagation of method described following by Chen el af. (1982) from arp an d cruss ian carp fin . The cell line from enchepalon 
and retina of grouper grew very fast and heavy in medium L-IS . The cell line were then used for viral replication giving, isolated 
virus with high pathogenicity indicated by mortal effect in short time after admin istration. The preservation of cell line is in 10% 
gl ·cerol under -80"C for one year. Thawing will be done every 3 months to ensure the viability of the cell. 

Keyword!: ChromilepleS allivelis, Cell line, Viral Nervous Necrosis 

PENDAHULUAN 
Penelitian ini dilakukan untuk menanggulangi 

masalah kematian yang sangat tinggi (97-98%) pada 

'l'Kan 'Kerapu \C nrom'lieptes I1htveih} '0) 1>lIll\1 
pembenihan akibat VNN (viral nerveous necrosis). VNN 

adalah penyakit yang sangat berbahaya karena 

menimbulkan kematian yang tinggi pada stadia larva 

dan juvenile, disebut juga fish encephali tis (Breui l, ef 

at. , 1991) atau viral encephalopathy and retinopathy 

alau VER (Munday ef at., 1992). Diduga penya ·t VNN 

pada ikan kerapu disebabkan oleh penuTunan daya 

tahan karena adanya gangguan produksi antibodi dan 

aktifi tas phagocytosis. 

Ikan kerapu termasuk ikan perai ran trop is 

dengan suhu pemeliharaan optimal 20-30Ve mampu 

hidup pada air payau dan laut. Indonesia adalah negara 

produsen kerapu terbesar didunia. Berdasarkan data 

Departemen Kelautan dan Perikanan., produksi ikan 

kerapu Indonesia pada tahun 2004 sebanyak 6.552 ton 

sedangkan pada tahun 2006 diperk irakan mencapai 12 

ribu ton dan pada 2009 diproyeksikan naik menjadi 30 

ribu ton (http://m.antaranews.com). Salah satu cara 

'arWtkm~tfa'P'a"f<.'a1\ 'P'a1l.'e1l. IKe'i'aJjU )la1l.'g 1ili1\)/lil<1l'a11'1fi?t 

jangka waktu singkat adalah memakai teknik budidaya 

intensif dengan padat tebar tinggi, tetapi mudah 

mem i u munculnya serangan penyakit di antaranya 

adalah VNN. 

Kelemahan penelitian virus pada ikan kerapu 

adalah karena tidak. adanya kultur sel dari ikan tersebut 

sehingga studi untuk patogenitas, replikasi dan lainnya 

sangat sulit dilakukan. Saat in i ikan kerapu telah 

diekspor sehingga keJangsungan pengiriman ikan harus 

dij aga, oleh sebab itu kegagalan budidaya yang 

disebabkan leh penyakit harus dicegah. 

Dalam rang a memecahkan masalah pada 

pembenihan kerap u maka sanga t dibutuhkan 

penyediaan sel k-ultur untuk penelitian VNN. Penelitian 

ini bertujuan untuk mengkultur sel otak dan retina ikan 

kerapu UDtuk replikasi VNN. 

' Dilerima: 01 Desember 2010 - Disetujui: 20 Desember 2010 
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Sumaryam cl (11 . Kultur Sci Otsk dan Mal lkan Kerllpu (Chroml/eptes A/livelis) untuk Repllkasi Ytnll Nervous Necrosis 

BAHANDANMETODE 

Pembuatan kultur sel dilakukan di aboratorium 
Fakulta Kedokteran Hewan Universitas Airtangga, 

Program Studi Perikanan dan Uji Tantang pada ikan 
kerapu dilakukan di Laboratorium Perikanan, Fakultas 
Pertanian Universitas Dr. Soetomo Surabaya. 

Kultur Sel Primer (primary CeO Culture) 

Kerapu dengan berat minimal 20 g dibeli dari 
BBAP Situbondo, Jawa Timur dipelihara beberap a 
minggu dalam kolam berukuran I X I X 0,8 m) yang 
dilengkapi aerasi di Laboratorium Perikanan Fakultas 
Pertanian, Universitas Dr. Soetomo Surabaya. Ikanyang 
digunakan dipilih yang sehat dan gesit kemudian dibius 
dengan MS-222. 

Kerapu dilap dengan kapas beralkohol 70%, 
kemudian mata dan otak diambil dengan cara 
menggunting organ tersebut dan secepatnya 
dimasukkan kedalam L-IS yang mengandung suplemen 
2,5% (w/v) NaCI, 10% fetal bovine serum, 1% yeast 
solution, I% lipid concentrate, 100 IJglml penicilin dan 
50 i.Jg/ml kanarnyicin sulfute, kemudian diamati dibawah 
milcroskop. Jaringan otak dan mata da1am medium L-I 

kemudian disimpan dalam inkubator. Untuk melihat 
perkembangbiakan sel, dilakukan pengamatan setiap 
bali. 

Sub Kultur Sel 

Sel basil kultur biasanya akan mati setelah usia 
empat hari, karena itu perlu dilakukan sub kultur untuk 
mendapatkan sel baru hasil dari pembiakan sel. Setelah 
dilakukan sepuluh kali sub kultur, hasil sub kultur 
ditransfer ke media yang mengandung 0, \ ~A trypsin 

dalam EDTAlPBS dan kemudian diJakukan sub kultur 
setiap minggu pada split ratio): 2 daIam L-15. 

Untuk mendapa/kan kondisi pertumbuhan sel 
yang optimal di lakukan pengacuran pemberian 
konsentrasi FeS (fetal bovine serum) yang diikuti 
dengan pengaturan suhu kultur jaringan pada kisaran 
20-30°C sesuai kondisi Unglamgan hidup ikan kerapu. 

Penyimpanao Kultur Sel 

Kultur jaringan yang sudabjadi akan disimpan 
untuk dipergunakan suatu-waktu dalam penel itian. Sel 
hasil kultur disimpan dlbawah suhu -80QC dalam larutan 
gliserol 10% selama satu tahun. 

Isola i Virus 

Kerapu yang terinfeksi VNN setelah disteri lkan 
dengan alkohol 70% diamb il mata dan otaknya, 

kemudian organ terse but ditimbang dan digerus 
d ngan mortar. Hasil penggerusan dilarutkan dalam L­

15 yang me gandungFetal bovine sennn (FBS) dengan 
ratio 9: I , dipusingkan pada 2,000 rpm selama 10 menit. 
Supernatant yang diperoleh difilter dengan kertas 
saring 0.45j..LDl. Selanjutnya sediaan virus disimpan pada 
suhu -20Dc sampai digunakan. 

Pemornian Virus 

Pemurnian virus diketjakan menurut metode Oh 

( 1995) sebagai berikut. supernatant diencerkan dengan 
TE buffer djsentrifuse pada 4,000 rpm selama 20 menit, 
kemudian disentrifuse lagi 80,000 'Vm selama 120 menit. 
Pellet (endapan) yang didapatkan dieneerkan dengan 
TE buffer dan dipisahkan dengan no linear sucrose 
gradient ! 0 dan 50% pada !00,000 rpm selama 120 menit. 
Virus yang didapatkan diencerkan dengan TE buffer 
dan dilakukan dialisa semalam terhadap TE buffer. 

Replikasi Viru 

Replikasi virus dilakukan untuk. mengetahui 
babwa kultur sel kerapu tersebut dapat digunakan 
untuk memperbanyak jumlah virus. Pengamatan 
terhadap sel monolayer di lakukan untuk mengecek 
keadaan sel, j ika sel sehar kemudiao dicuci dengan 
HBSS (Hank's Buffered SaltSolution) untuk mengambil 
sel yang mati. Selanjutnya ke dalam sel monolayer 
dimasukkan 0,5 ml dari lQl VNN dan diinkubasikan 
selama 30 menit pada subu 37UC. Setelab beberapa 
menit sambt! dlgoyang, untuk meratak.an penyera an 

virus dilakukan pencucian sebanyak 3 kaU denga'" 

HBSS. lnkubasi dilakukan pada suh J 37Ue dalam 
inkubator. Pengamatan dilakukan setiap hari, pada saat 
CP E (cytophatic e ffeet) telah sempuma. Pengambilan 
dilakukan dengan tube untttk disimpan pada sllhu ­
70UC sampai waktu pemanenan. 

Uji Thntaog Terhadap Kerapu 

Dua puluh ekor ikan kerapu uji disuntik dengan 
0. 1 ml larutan VNN untuk mengetahui tingkac 
patog nitas virus. Sete lah penyuntikan. kerapu 
dlpelih ra dalam akuarlUfD selama 14 hari dan dicatat 
mortalitasnya. Kerapu yang mati diadakan reisolasi dari 

mata dan otak unruk memastikan bahwa kematian ikan 
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disebabkan oleh VNN dan dianalisis dengan PCR. 

Cytoplratic Effects (CPE) 

Untuk mengetahui bahwa VNN dapat 

menginfeksi kultur sel kerapu dilakukan pengamatan 

CPE. Lima puluh mikroliter dari sediaan virus 

diinokulasikan pada 96 well plate yang berisi kultur 

cell monolayer yang telah dipersiapkan 24 jam 

sebelumnya. Kemudian diinkubasikan pada suhu 25UC 

dan diamati sampai CPE terlihat. 

HASIL 

Kultur sel didapatkan setelah dilakukan kultur 

otak dan mata pada medium L-15, dan replikasi terjadi 

dalam waktu 24 jam. Pengamatan terhadap sub kultur 

setiap dua minggu dilakukan sampai 4 minggu dan sel 

masih dalam keadaan baik. Setelah el1lpat kali dilakukan 

subkultur semua sel tumbuh dengan baik dan sudah 

tidak berkelompok. Untuk mengatasi sel yang masih 

berkelompok dengan kepadatan tinggi dilakukan 

trypsinasi agar sel terpisah satu dengan lainnya dan 

membentuk monolayer. 

Hasil kultur jaringan kerapu setelah 24 jam dan 

A 
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sub kulturnya ditampilkan pada Gambar I dan 2. 

Sampai pada 72 jam setelah sub kultur, sel tumbuh 

sangat ban yak. Sel tersebut mengelompok dengan 

kepadatan tinggi hingga bertumpuk satu dengan 

lainnya hingga keluar medium. 

Untuk membuktikan apakah sel yang dihasilkan 

dari kultur jaringan dapat digunakan untuk percobaan 

patogenitas VNN, dilakukan uji tan tang dengan virus 

tersebut yang dihasilkan dari proses isolasi virus VNN. 

Hasil isolasi VNN yang dikembangbiakan pada 

kultur jaringan kerapu setelah dipanen disuntikan 

secara intramuscular pada ikan kerapu uj i untuk 

mengetahui kemampuan virus berkembang pad a kultur 

jaringan. Hasil penyuntikan ditampilkan pada Tabel I. 

Setelah penyuntikan ikan yang mati tidak menunjukkan 

gejala klinis seperti pada infeksi alami, kemungkinan 

disebabkan karen a infeksi dilakukan menggunakan 

jumlah virus yang banyak sehingga gejaJa klinis tidak 

bisa berkembang sebagai mestinya pad a infeksi alami . 

Pad a umumnya gejala klinis terjadi dalam waktu yang 

lama sehingga bisa menampakkan gejala khas, misalnya 

white spot pad a udang yang terinfeksi dengan SEMBY. 

h 

------'-~ h 

B 
H 

Gambar 1. Foto A. Kultur primer sel otak pada usia Gambar 2. Foto A. Kultur sel otak ibn kerapu, 
24 jam. Foto B. Kultur primer sel mata ikan kerapu setelah 72 jam sub kultur pertama. Foto B. Kultur sel 
pada usia 24 jam. Sel tumbuh dengan baik tetapi mata ikan kerapu, setelah 72 jam sub kultur pertama. 
masih sedikit. a . sel yang mati, b. sel yang hidup. Sel sudah mulai tumbuh lebat dan bagus. 
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Tabell. Hasil uji infeksi buatan VNN terhadap20 
ekor ikan kerapu menggunakan virus hasil 

pengembangbiakan dalam kultur sel. 

MCIOdc inlCksi JUI111ah ikan Lal11a kCl11atian 
(mati/hidup) (hari) 

Slintik intral11uscular 20(18/2) 4 

Data yang diperoleh memperlihatkan bahwa sel 

dapat tUlllbuh dan virus dapat lllengadakan replikasi 

dengan baik pada kultur jaringan. Analisis 

menggunakan PCR (Gambar 3) nampak bah"va VNN 

yang diisolasi dari kerapu yang terinfeksi alami, dan 

infeksi buatan. Infeksi buatan ditandai denganjumlah 

virus yang banyak sehingga rnelllberikan pita yang tebal 

pada hasil elektroforesis hasil PCR. 

PEMBAHASAN 
Sejak Wolf dan Quimby (1962) sukses 

rnengkultur jaringan ikan peltama kali, sampai sekarang 

kira-kira lebih dari 80 kultur jaringan ikan yang telah 

bisa dikultur. Kulturjaringan adalah media yang sangat 

penting unruk penelitian beberapa disiplin ilmu biologi 

sel (Silverstein, 1989). Nagai et al. (1998) berbasil 

mengisolasi dan mengkultur sel black abalone primer 

menggunakan medium L-15. 

VNN dapat dikultur pada SSN-I eeilline, tetapi 

harga kultur jaringan terse but mahal sehingga membuat 

kulrur jaringan sendiri merupakan pilihan. Terlebih lagi 

6 5 432 

848 bp 
630 bp 

333 bp 

Gambar 3. Produk PCR dari ikan kerapu yang terinfeksi 
alami dan buatan dengan VNN . Lajur I: Marker, Lajur: 
2 Konrrol negatif, Lajur 3: Kontrol positif, Lajur 4: 
Sampel terinfeksi berat (infeksi buatan pad a C. 
allivelis), Lajur 5 : Sampel terinteksi Illenengah (infeksi 
buatan pada E. jilscoglltlatus) Lajur 6 : Salllpel 
terinfeksi berar alallliah. 

apabila harus melakukan kllitur setiap hari lllaka 

biayanya akan sangat besar. Walaupun kultur jaringan 

kerapu belulll eliketahui sampai berapa lama bisa 

disilllpan. keberhasilan kllitur jaringan kerapll 

melllberikan harapan baru tentang penelitian virus 

kerapu eli laboratorium yang kita kembangkan. 

Ada 3 teknik yang dikembangkanuntuk isolasi 

jaringan dari beberapa organ yang dapat 

dikelolllpokkanmenjadi I). mekanis, 2). kimia, 3). enzim 

digestif. Pad a proses pembuatan kultur jaringan 

biasanya dipakai kombinasi ketiga teknik di atas untuk 

membuat kultur jaringan secara baik. Pemakaian metode 

mekanis yang tidak tepat dapat lllenyebabkan rusaknya 

sel /pecah dan metode ini biasanya dipakai pad a tahap 

awal pelllbuatan kulturjaringan (13urleson et aI. , 1992). 

Kultur jaringan yang sebenarnya adalah ulltuk 

melllaksa sel menjadi individual dan bersifat monolayer. 

Kultur jaringan kerapu illi melllPunyai berbagai macam 

kegunaan, antara lain untuk studi penyakit ikan 

khususnya virus yang menyerang kerapu. Kultur 

jaringan dari sirip ikan Crussian carp dapatdigunakan 

untuk studi adoptive transfer dan graji rejection 

(Hasegawa et al. , 1997). Hasil penelitian yang dilakukan 

oleh Muhaj ir et al. (1996) yang melakukan kultur sel 

dari sirip ekor ikan kerapu menunjukkan bahwa 

walaupun sel yang dibasilkan dari kultur jaringan dapat 

disilllpan selallla beberapa waktu tetapi ternyata tidak 

dapat digunakan untuk percobaan patogenitas VNN. 

karena jaringan sirip ikan kerapu tidak sesuai untuk 

peltumbuhan VNN . Karena itu kultur jaringan yang 

berasal dari otak dan mata ikan kerapll ini sangat 

berguna sekal i lIntuk penel itian virus karena ternyata 

VNN dapat tumbuh dan berkembang biak didalamnya. 

VNN adalah penyakit yang sangat berbahaya 

karena menimbulkan kematian yang tinggi pada stadia 

larva dalljllvenile, disebutjuga fish encephalitis (Breuil 

el al., 1991) atau viral encephalopathy and retinopathy 

atau VER (Munday et 01. , 1992). 

Deteksi dengan PCR pada ikan yang terinfeksi 

selama kurun waktu tahun 1998-2000 adalah VNN. Ikan 

yang l1ludah terse rang adalah grouper yang berllll1l1r 

10 hari - 4 bu lan, tetapi kematian massal teljadi pada 

ulllur 20-30 hari . Kematian menurun setelah ikan 

berumur I tahun. VNN diketahui mempunyai inang 

yang sangat luas tetapi usia ikan yang terinfeksi adalah 
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spesifik. Ada 9 spesies yang rentan terhadap terhadap 

infeksi VNN. HaJ ini menunjukkan bahwa grouper 

sensirif terhadap nodavirus. Kar na itu VNN menjadi 

nyakit utama dalam produksi benih grouper, karena 
ikan yang mudah terserang ada1ah larva dan juvenile 

(Morietai. , 1991 ). 
Sebelum usia 20 hari, ik n yang terserang VNN 

tid k menunjukkan gejala apapun kecuali hilangnya 
nafsu makan . Hilangn ya n fsu makan akan 

mempengaruhi asupan nutrisi pada ikan sebinggajika 
terlalu lama akan menjadi sangat lemah dan cepat 
terinfeksi oleh VNN. Pada usia 20-45 hari ikan yang 
terinfeksi terJihat lemah dan sering terlihat berenang di 
dekat permukaan air, dan mulailah terjadi kematian ikan 

sedikit demi sedikit atau dalam j umJah yang banyak. 
Sesudah 45 hari sampai 4 bulan, ikan yang sakit akan 

berada di dasar kolam yang kemudian diikuti deng n 
kematian yang tinggi. Setelab usia ikan 4 bulan, ikan 
yang terinfeksi berada di dekat permukaan air karen a 

kemungkinan terjadi kelainan pad ikan dan kerusakan 
pada gelembung renang sebingga ikan sul it untuk 

beradaptasi terhadap kedalaman air. Kebanyakan ikan 
yang 	terinfeksi adalah larva dan j uveni l dan 

menimbu1kan kematian yang tinggi, juga sekarang pada 

ikan dewasa dan siap panen, khususnya grouper 
(Fukuda et al., 1996) walaupun tidak menyebabkan 
kematian yang tinggi. Khusns un tuk grouper dan sea 
bass di Eropa penyakit tersebut lebih akutj ika uhu air 
meningkat (Tanaka et al., 1998). 

Kultlrr jaringan memerlukan biaya yang roahal 
w ena medium harns diganti setiap 7 hari. Kultur 
jari ngan tersebut sebaiknya disimpan pada suhu 
endah untuk memperlambat metab lisme. Tissue 

"a sage dapat di lakukan dua k Ii dalam setahun, 

ehingga dapat menghemat anggaran. Jika kuJtur 
ringan pada suhu -80UC, proses metabolisme sel akan 

- henti walaupun tidak total. Kultur jaringan dapat 
5i mpan pada suhu -70 sampai dengan -80U dengan 

uran 10 persen gliserol, pemberian gliserol adalah 

-melapisi sel dari pembekuan yan cepat sehingga 
_ ndak rusak. 

.....·~.... I YI. ULAN 

KuJtur jaringan ibn otak dan mata kerapu 
"lghasilkan kultur sel yang sehat dan proliferasinya 

sangat baik menggunakan L- 15 . Kultur j aringan 

tersebut juga dapat digunakan untuk memperbanyak 
VNN, dan h iI replikasi virus tersebut tetap mempunyai 

patogen itas yang til ggi. Kul tu r j aringan dapat 

disimpan dengan kr'opres rvasi menggunakan 10% 

glycerol pada suhu -80°C selama I tabun. 
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