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ABSTRACT

Virus was isolated from infected koi Cyprinus carpio koi with KHV and confirmed by polymerase chain reaction (PCR) and ©
electron microscope (TEM). Fish that were naturally living near koi pond such as catfish Clarias batrachus, nila Oreochr:
koki Carrasius auratus, and komet Macropinna microstoma did not infected after the cohabitation test. Based on the results K\ -
agent responsible for mortality of million cultured koi in East Java Province Indonesia. Absolute mortality was occurred in koi betwess
72 h post infection, while other cyprinids family was not caused in mortality. Other fresh water fish such as catfish Clarias batrrachus =
Oreochromis niloticus, koki Carrasius auratus, and komet Macropinna microstoma was not infected. Virus-like particles as found m = of
infected fish with KHV.

Key words: Koi Herpes Virus, Cyprinus carpio koi, absolute mortality, Polymerase Chain Reaction (PCR) dan transmission e¢leciron
microscope (TEM) Polymerase Chain Reaction (PCR), Transmission Electron Microscope (TEM), virus-like particles

ABSTRAK
Penyebab utama kematian ikan koi adalah karena Koi Herpes Virus (KHV) yang bisa dideteksi dengan metode Polymerase Chain Reaction
(PCR) dan transmission electron microscope (TEM). Dari hasil penelitian beberapa ikan air tawar yang sering hidup di sekitar kolam koi
adalah lele Clarias batrachus, nila Oreochromis niloticus, komet Macropinna microstoma dan koki Carrasius auratus tidak terinfeksi
KHV. Hanya ikan koi saja yang mati (100%) dalam jangka waktu 48-72 jam akibat infeksi KHV sehingga inang dari KHV adalah ikan koi
(Cyprinus carpio koi). KHV di luar tubuh inangnya hanya bertahan selama 4 jam di air dan lumpur yang diambil dari tempat budidaya koi.
Juga ditemukan virus-like particles pada insang koi yang sakit karena terinfeksi oleh KHV.

Kata kunei: Koi herpes virus, Cyprinus carpio ko, kematian massal, Polymerase Chain Reaction (PCR), transmission electron microscope

PENDAHULUAN

Di Indonesia kematian massal ikan koi
terjadi pada tahun 2002-3003 dengan kerugian yang
sangat besar, sampai sekarang kematian tersebut
masih sering terjadi secara sporadic. Kematian juga
terjadi di Eropa, USA dan Israel (Bretzinger et al.,
1999; Neukirch et al., 1999; Body et al., 2000;
Hedrick er al, 2000). Penyakit tersebut diduga
disebabkan oleh infeksi sistematis koi herpes virus
(Hedrick et al., 2000). Kematian dimulai dari hari ke
7-10 jika ikan tertular penyakit dari inang perantara
dan kematian kumulatif sampai 100% terjadi selama
2-3 minggu (Hedrick et al., 2000). lkan yang
terserang berwarna pucat dan berubah warna pada
insang dan kulit, juga terjadi pada organ internal.
Pengamatan mikroskopi pada liver, limpa dan ginjal
menunjukkan nekrosis pada sel parenkima dan debris
pada macrofage (Hedrick et al, 2000). Inklusi
intranuklear mungkin terdapat pada sel yang
terinfeksi dan virion yang khas untuk infeksi
herpesvirus terdapat pada sel tersebut (Bretzinger et

*Diterima: 15 Juni 2011 - Disetujui: 10 Maret 2012

al., 1999; Body et al., 2000; Hedrick et al., 2000).
Hedrick et al. (2000) berhasil mengisolasi KHV dari
sirip ikan koi (KF-1) yang sama dengan virus yang
terdapat pada jaringan yang terinfeksi. Selanjutnya
juvenil koi yang diekspos dengan KHV dengan bath
challenge tertular penyakit yang mirip dengan
penyakit yang terjadi di alam. Sedangkan di
Indonesia penyebab kematian sporadis tersebut
belum banyak diketahui penyebabnya, apakah sama
dengan yang terjadi di Eropa, USA dan Israel.

Mengacu pada pemikiran di atas maka
penelitian ini perlu dilakukan dengan tujuan untuk
mengetahui penyebab kematian ikan koi dan
mengetahui inang KHV yang sering menyerang ikan
mas Cyprinus carpio dan koi Cyprinus carpio koi di
Indonesia. Apakah sebenarnya KHV tersebut
memang ada di lingkungan budidaya, misalnya
menginfeksi ikan yang sering dibudidayakan
bersama ikan koi dan beberapa ikan air tawar yang
sering hidup di sekitar kolam yang bisa berperan
sebagai inang.
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BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Fakultas Pertanian-Perikanan  Universitas  Dr.
Soetomo Surabaya, Tropical Diseases Center dan
Laboratorium Perikanan Universitas Airlangga
Surabaya pada bulan Mei sampai Oktober 2008
Pemeriksaan dengan TEM

Untuk konfirmasi adanya KHV dapat
dilakukan dengan pemeriksaan Tranmission Electron
Microscopy (TEM) untuk melihat adanya partikel
virus. Organ yang diambil untuk pemeriksaan TEM
adalah organ yang luka karena KHV kemudian
difiksasi dalam 2.5 persen glutaraldehyde dalam 0,2
Sorensen phosphate buffer (pH 7,2 selama | jam).
Setelah beberapa lama dicuci, sampel kemudian
difiksasi dengan 1 persen OsO4 selama 1 jam.
Kemudian tissue didehydrasi dalam alkohol yang
mempunyai pengenceran berseri dan dimasukkan
dalam resin. Ultrathin section dilakukan dengan
ultramicrotome dan diwarnai dengan uranyl acetat
dan lead citrate, diamati dengan JEOL.
Ekstraksi KHV DNA dari Koi

Usus koi diambil dan dicacah kemudian
dihomogenisasi dalam lysis buffer (50 mM Tris-HCI,
10 mM NaCl, 2 % SDS, 10 mM EDTA, proteinase K
100 pg/ml) selama 3 at 56°C). DNA diekstraksi
dengan menggunakan phenol seperti yang diuraikan
oleh Sambrook e al. (1989). DNA dari koi dipakai
sebagai template untuk amplifikasi PCR.
Amplifikasi PCR

Amplifikasi PCR dilakukan dalam 50pul
campuran reaksi yang mengandung 10mM Tris-HCI
(pH 8,0), 50 mM Kel, 1,5 mM NgCI2, 0.1 % Triton
X-100, 0,2 mM each dNTP, 100 pmolof setiap
primer, 1 unit Taq DNA polymease and 50 - 100 ng
DNA templates, Campuran tersebut ditutup dengan
satu tetes mineral oil, Amplifikasi dilakukan dalam
DNA thermal cycles 95°C selama 5 menit dan
kemudian 50 cycles (95°C selama 1 menit, 55°C
selama 1 menit dan 72°C selama 1 menit) dan
akhirnya 5 menit perpanjangan pada suhu 72°C
sesudah 50 cycles, Hasilnya akan dianalisis pada 1,5
% agarose gel yang mengandung ethidium bromide
0,5 pg/ml.
Infeksi KHY

Satu gram ikan koi yang positive terinfeksi
KHV kemudian dimasukkan kedalam akuarium yang
berisi ikan air tawar yang sering hidup bersamaan
dengan koi ialah ikan koki (Carrasius auratus), ikan
komet (Macropinna microstoma), ikan nila
(Oreochromis niloticus) dan ikan lele (Clarias
batrachus). Tkan dipelihara selama 14 hari dan
dilakukan pengamatan. Terhadap ikan yang mati
kemudian dilakukan test PCR untuk memastikan
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bahwa kematian ikan tersebut disebabkan oleh
infeksi KHV. Adapun langkah kerja dalam metode
PCR adalah sebagai berikut;
Sampel ikan

Sampel ikan diambil dari ikan yang mati
selama perlakuan dengan menunjukkan gejala klinis
terkena KHV seperti pada organ insang terdapat
bintik-bintik putih atau kulit melepuh (luka).
Kemudian ikan dibedah dan diambil insangnya
seberat 50 mg.
Ekstraksi DNA

Insang koi diambil 50 mg digerus dalam
appendorf 2 ml. Lalu tambahkan 1 ml DNA
ekstraktion kit (DNAzol, tri reagent), kemudian
dikocok dan inkubasi selama 5 menit pada suhu
kamar. Selanjutnya disentrifuge pada 14000 rpm
selama 10 menit dan supernatan dipindah ke
appendorf baru. Supemnatan diencerkan dengan
menambahkan 0,5 ml alkohol 100% dan dikocok,
setelah itu disentrifuge 10000 rpm selama 5 menit.
Pisahkan supernatan dari endapan kemudian
tambahkan 1 ml alkohol 90% pada endapan, kocok
lalu sentrifuge pada 10.000 rpm selama 5 menit
(diulang sebanyak 3 kali). Pelet didiamkan pada suhu
kamar selam 35-10 menit. Tambahkan 5-200ul
Nuclease Free Water (ddH»O) dan siap digunakan
untuk amplifikasi.
Amplifikasi DNA

Memasukkan dalam appendorf 1 butir
Master mix (d NTP, Tag polymerase, MgCl,) lalu
primer 1pl, ddH,0 23ul, dan DNA template 1l hasil
ekstraksi. Dihomogenase, lalu masukkan ke dalam
thermocyler untuk melakukan amplifikasi DNA
Pemisahan  produk PCR dengan  Unit
Elektoforesis Gel

Persiapan agarosa dengan memasang tangki
elektoforesis, lalu tambahkan agar di dalam tangki
clektroforesis, kemudian masukkan TAE encer ke
dalam tangki elektroforesis. Ambil loading buffer
sebanyak 2 pl diatas parafilm. Ambil marker
sebanyak 1ul. Ambil sampel produk PCR masing-
masing sebanyak 10 pl. Campur marker dengan
loading dye, lalu masukkan ke dalam sumur (1).
Campur sampel produk PCR dan loading buffer
diatas parafilm, lalu masukkan kedalam sumur (2).
Campur kontrol positif dan loading buffer diatas
parafilm, lalu masukkan ke dalam sumur (3).
Campur kontrol negatif dan loading buffer diatas
parafilm, lalu dimasukkan ke dalam sumur.
Kemudian lakukan elektoforesis dengan voltase
sebesar 120 volt selama 20 menit. Setelah selesai
angkat gel agarosa, lalu rendam ke dalam EtBr
selama 10 menit dan bilas dengan aquades.
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Pengamatan hasil PCR

Setelah dielektroforesis, gel agarosa diamati
hasilnya dengan menggunakan UV Transilluminator.
Lalu didokumentasikan menggunakan kamera
polaroid.

HASIL

Pada i1kan yang terinfeksi oleh KHV
diketemukan viral-like particle seperti gambar
dibawabh ini. Partikel ini (viral-like particle) tersusun
rapi menyerupai sebuah mozaik dan tidak tak
beraturan.

Pada ikan koi hasil sampling di Jawa Timur
ditemukan bahwa infeksi koi tersebut memang
disebabkan oleh KHV dengan bukti positif pada hasil
analisis PCR dan disajikan pada gambar 2.

Pada pemeriksaan patogenitas KHV pada
ikan air tawar lain yang sering hidup bersama sama
dengan koi tidak menunjukkan adanya kematian
pada ikan tersebut. Bahkan ikan air tawar lainpun
(lele, nila, komet dan koki) yang biasanya hidup
bersama sama dengan koi dan mas juga tidak ada
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yang mati dengan infeksi buatan, tetapi koi mati
dalam waktu 48-72 jam. Infeksi dengan pemberian
ikan koi sakit karena KHV juga menyebabkan koi
mati absolut dalam jangka waktu 48-72 jam sama
dengan infeksi buatan secara suntik. Hasil tersebut
disajikan pada tabel 1.

Persistensi KHV di luar tubuh inangnya
hanya selama 4 jam yaitu pada air kolam yang telah
steril pada suhu kamar, oleh sebab itu jika tidak
segera dapat inang la akan mati. Begitu juga di
lumpur yang di ambil dari kolam yang telah steril
pada suhu kamar kemudian diberi viruspun hasilnya
sama dengan PCR air kolam. Jadi hasil tersebut
memberikan gambaran bahwa di lingkungan perairan
KHV memang hanya bisa bertahan hidup selama 4
jam. Hasil tersebut dapat dilihat pada Tabel 2.

Diagnosa yang sekarang dilakukan adalah
pertama melihat gejala klinis yang terjadi pada ikan
kemudian dilakukan uji histopatologi untuk melihat
adanya proliferasi dari gill epithelia yang
menunjukkan adanya degenerasi dan nekrosis dan
adanya single intranuclear inclusion bodies adalah

Gambar 1. Hasil Transmission electron microscope (TEM) dari insang ikan kol yang terinfeksi oleh KHV.
Viral-like particles tersusun seperti mozaik berupa bulatan hitam (tanda panah)

290 bp

Gambar 2. Hasil PCR dari ikan koi yang terinfeksi oleh KHV. 1, marker ; 2, kontrol positif; 3, kontrol negatif;

4, sample yag positif terinfeksi KHV.
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Tabel 1. Patovenesis dart KHY terhadap beberapa than alr Givvar vang sering hidup bersama dengan Kol secar

kohabitasi. Suhw rata-rata adr pads Wakio penelitiap adalah 23700

Jenis tkan

Cyprinus carnio kol 5.9

Corvasing auratus 5.4

Macropinng microstonia 52

Oreochromis niloticus 6.3

Clarias batrachus 49

Berat ihan 10y

Panjune tkan (cm) Matiiested
6.2 10/10
85 Bilo
i.6 010
6.1 giln

65 0o

Tabel 2, Persistenst KHY pada abr kolam don bavse vang telal disteniiRan dan diteniatian sada sub kanar

Samvel air untuk PUER i Hasil POR

Sampel lumpur unmok POR Hasll PCR

ke jam ke

petunjuk vane penling. Virus dupal s dikultor
pada sel KEC L Sekarang metode vane paline efisien
adalah Pelymerase Chain Reaction (PLR Y

PEMBAHASAN

KHY adalah penvakil vitns pada than mas
don ko wane sonsal mendlae dan Kemanokioan
menyebabkan kematian  vane sangat besar pada
budidava ikan diatas. lhkan bissanys divanokan
sebisal kan konsumsi sedangkan tkan kot sebagai
ikan hiss Korena warna dian bentubag vane kool
Penvakit ini meniadi pentine seiak ek vane hebat
fabm 1908 (hedrick er ol 20001 vane terads g1
Amerika berikal dan lstael KHY  digolongkan
sebaoal  DNA - wirge vane | termasuk family
Herpesviridae Berdasarkan miorioloss dan senenh
Spesies dari evprisnd lin mesalavg connmon voldhish
Corrpsne aorats don snass care Cnonharnvnoodon
idella terlihat tidak terinleksi oleh KV KBV
divakin berada pada Hhan vane weriniekss selamg
hidup, sehintoa ikan terschut biss beroeran sebiony
mang. Inleksi KHY bisa menvebabkan kematian 80
100 %% populas dan tkon akan mudah erinfeksi pada
subn alr 22.27% (OATA, 200D lkan yane

AL B e

3
6
.
8
9
i
i
2,

terinleks: bisa dart berbazar macam tsig, letapt pada
1est Lohabitast By lebih sensitive dari usia devasa
(Poreribers er gl 2003

i Jawa Dimur ikan kKol vang lerserang
KV menvenabian kematian vano eepal tkan vano
terinlekst KHY akan man dalam 2248 jun, Ronen
(2003 melaporkan jika ikan berada pada subu 20°C
akan matl dalam |5 han sesudsh wmfeksi, ditandal
dencan luka serins pada nsane vane menvebublan
kematian vane ool Tkan meniadi tdak bisa
bermitas karena kerusakan nmane. sclam keratian
oleh  inieker vius . mortalitas vane biees jusa
disehabloan ol kekuranuan oksiven Kekwanuan
oheisen meniadi faltor vane dapst mempertinaod
kematian iean kol dan mas walsupun ikan oo
schenurnve hidup pada daerah vane kava oksiven
Timumnya Bolain ko bukaniah kolam sang dalam
dan hidup tdak aub dari permukaan alr sehinooa
schenarava kol dan mas selalu mendapat supla
ohsien vano banvak ks dilibat dart luar ek
KHY ditandal oleh pendamban pada | hsann
terbenamnya matn. luka pada kulit, hika dilihat
denean mikroskop luka wersebut penuh denoan
bakieri dan berbaval parasit sedanekan fanda daban




adalah adesi pada rongga tubuh dan kerusakan organ
dalam (Hedrick et al., 2000; OATA 2001).

Dari hasil analisis PCR, ikan yang positip
terinfeksi KHV, terlihat adanya kerusakan insang
vang parah (pendarahan) sedangkan tanda-tanda lain
misalnya luka di kulit tidak terlihat. Pada umumnya
ikan yang sakit terlihat kehilangan nafsu makan,
bahkan kadang terlihat kerusakan arah renang
sebelum akhirnya mati. Yang sering terlihat adalah
hilangnya warna ikan (ikan menjadi pudar warnanya)
dan frekuensi pernafasannya menjadi cepat. Hal ini
juga dilaporkan oleh Gray et al (2002) disertai
dengan adanya pembengkakan, pucat dan luka di
kulit. Pada pemeriksaan histopatologi terjadi
proliferasi massal di epithelium insang dengan
swrubahan  degeneratif dan nekrosis dan adanya
mklusi  intraseluler pada sel yang terinfeksi.
Pemeriksaan pada liver, limpa, ginjal dan saluran
pencernaan menunjukkan adanya nekrosis pada
parenchyma dan sejumlah macrophage dengan
pecahan yang sel yang teringested.

Dimanakah  sebenarnya virus berada
didalam tubuh ikan, dari hasil penelitian yang
dilakukan oleh Pikarsky et al. (2004) diketahui
bahwa ginjal merupakan tempat virus berkembang
biak secara efisien. Lebih lanjut dikatakan DNA
virus dapat dideteksi pada ginjal dan darah sesudah
infeksi 3 dan 5 hari. Tetapi pada infeksi dengan
bathing (perendaman) ternyata lebih efisien
dibandingkan dengan kohabitasi (gesekan) Virus
DNA pada ginjal bertambah pada 3 hari post
injection (pi) sedangkan darah 5 pi. Virus DNA
terdeteksi pada insang, gastrointenstinal dan liver
pada ikan yang diinfeksi buatan. Anehnya virus
DNA tidak terdeteksi pada syaraf otak ditengarai
virus DNA hanya ada dalam jumlah yang sedikit
didalam otak koi yang diinfeksi buatan. Tetapi ini
sebenarnya adalah ciri khusus dari herpesvirus yang
tidak menimbulkan perubahan patologi pada infeksi
primer, tetapi kemudian infeksinya nyata pada sistem
syaraf (Gray et al., 2002).

Pada waktu percobaan patogenesis suhu air
pada akuarium adalah 25°C sehingga sebenarnya
suhu ini sangat cocok untuk infeksi KV pada koi
dan mas. Suhu tersebut stabil selama penelitian
dilakukan sedangkan suhu paling dingin di sentra
budidaya koi di beberapa daerah di Jawa Timur
berkisar antara 22-23°C, sebenarnya suhu ini adalah
batas bawah di negara yang mempunyai 4 musim
seperti di Israel seperti rentang suhu antara 13-27°C
vang dijelaskan diatas. Sebenarnya ledakan penyakit
KHV yang terjadi pada tahun 2002 silam diduga
berasal dari impor koi dari China, karena pada tahun
tersebut juga terjadi kematian yang luar biasa pada
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budidaya koi. Memang pada kenyataannya sekarang
infeksi tersebut masih ada tetapi bersifat sporadis dan
belum mengancam industri koi dan mas seperti pada
tahun 2002 silam.

Peran temperatur pada penularan penyakit
sangat penting pada hewan poikilothermik vertebrata
(Ahne et al., 2002). Suhu air diketahui mempunyai
peran didalam serangan/ infeksi penyakit pada
hewan air misalnya serangan virus dengan
mempercepat replikasi virus didalam inang sambil
menekan proses imun inang (Alcorn et al., 2002),
karena secara langsung suhu air akan mempengaruhi
respon imun seluler dan humoral didalam tubuh ikan.
Infeksi penyakit tersebut terjadi karena adanya
pengaruh dari suhu air, jumlah virus walaupun bukan
permasalahan utama selain suhu air. Koi dan ikan
mas sangat peka terhadap jumlah virus yang sedikit
(12 TCIDso KHV/ml dan 1,2 TCIDs, KHV/ml) pada
suhu 23°C kematian mencapai 90-95%, sedangkan
pada suhu 18°C adalah 90% dan pada suhu 13°C
tidak ada kematian (Gilad et al., 2003). Pada suhu
yang tinggi misalnya 23°C ikan yang terinfeksi akan
cepat mati dengan rentang waktu 7-12 hari, tetapi
jika suhu rendah misalnya 13°C kemungkinan virus
akan bersifat dormant sehingga kematian tidak
terdeteksi pada suhu ini.

KHV akan tetap hidup selama 4 jam
didalam air menunjukkan bahwa virus ini sangat
menular pada kolam (Pererlberg et al, 2003),
walaupun  belum diketahui dengan sebenarnya
bagaimana virus masuk kedalam ikan apakah lewat
insang atau usus, tetapi kelihatannya KHV masuk
kedalam ikan lewat insang kemudian mengadakan
perbanyakan menyebabkan kerusakan sel lendir dan
nekrosis. Kerusakan insang merupakan penyebab
utama kematian ikan karena ikan tidak bisa bernafas
dengan baik. Virus yang berkembang biak akan
menyebar pada air dan kemudian akan menginfeksi
ikan koi lain dan menyebabkan kematian. Virus ini
menyebabkan intersitial nephritis pada ikan yang
terinfeksi.

KESIMPULAN

Penyebab utama kematian ikan koi yang
banyak terjadi adalah Koi Herpes Virus (KHV).
Infeksi (patogenitas) terjadi hanya pada koi ,
sedangkan pada family cyprinid lain dan beberapa
ikan air tawar vang sering hidup disekitar kolam
ialah lele, nila, komet dan koki tidak terinfeksi.
Hanya koi saja yang mati (100%) dalam jangka
waktu 48-72 jam akibat infeksi KHV sehingga inang
dari KHV adalah ikan koi (Cyprinus carpio koi).
KHYV di luar tubuh inangnya hanya bertahan selama
4 jam di air dan lumpur yang diambil dari tempat
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budidaya koi. Juga ditemukan virus-like particles
pada insang koi yang sakit karena terinfeksi oleh
KHV.
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