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RINGKASAN 
 
“Analisis Infeksi Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) Pada Ikan Zebra (Danio rerio) Sebagai Dasar Pengembangan Seed 

Virus Vaksin COVID-19” 
 

         Muhammad Khaliim Jati Kusala 
 

Severe Acute Respiratory Syndrom Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) pertama 

kali muncul di China kemudian ditularkan secara sporadis di seluruh dunia. Pada 

Maret 2020, WHO mengumumkan bahwa infeksi virus korona ini telah menjadi 

wabah pandemi. Wabah dan penularan COVID-19 yang sangat cepat ini telah 

membahayakan kesehatan terutama bagi manusia dan mempengaruhi ekonomi 

secara global (Nidom et al, 2020). Hal ini juga telah memperbarui minat umum 

untuk mempelajari virus corona secara biologi dan ekologi. Lingkungan akuatik 

dapat menjadi sumber mikroorganisme patogen yang tak terhitung jumlahnya untuk 

hewan air dan darat yang berbeda, serta manusia (Oidtmann et al, 2018). 

Salah satu hewan dari lingkungan perairan yang banyak digunakan sebagai 

hewan model dalam berbagai penelitian adalah dengan menggunakan ikan zebra 

(Danio rerio). Saat ini, pengembangan virus SARS CoV-2 yang banyak dilakukan 

adalah dengan menggunakan media kultur sel Vero. Sebagaimana diketahui bahwa 

sel vero merupakan sel yang berasal dari ginjal monyet dan bersifat non halal. Salah 

satu media pertumbuhan virus yang diharapkan dapat digunakan sebagai basis 

kehalalan adalah ikan zebra (Danio rerio). 

Penelitian ini merupakan penelitian eksploratif laboratorium yang secara 

umum bertujuan untuk melakukan upaya pengembangan penelitian dalam 

mengembangkan virus SARS CoV-2 dan produksi seed virus vaksin covid-19 

untuk manusia dengan menggunakan ikan zebra. Secara khusus penelitian ini 

bertujuan untuk menganalisis apakah virus SARS CoV-2 dapat tumbuh dan 

berkembang di dalam tubuh ikan zebra, menganalisis gambaran infeksi virus SARS 

CoV-2 pada tubuh ikan zebra, menganalisis perbedaan pengaruh rute infeksi 

terhadap gambaran pertumbuhan virus SARS-CoV-2 di dalam tubuh ikan zebra dan 



viii 
 

menganalisis kemampuan ikan zebra dalam menyebarkan virus SARS-CoV-2 ke 

lingkungan / air. 

Penelitian ini menunjukkan hasil bahwa virus SARS-CoV-2 dapat tumbuh 

dan berkembang di dalam tubuh ikan zebra. Hasil pemeriksaan uji RT PCR dalam 

penelitian ini menunjukkan hasil positif pada hari pertama dan ketiga post infeksi 

dari tiga jalur infeksi. Ikan Zebra menunjukkan infeksi yang dapat diperoleh dari 

lingkungan perairan dengan pemberian titer virus SARS-CoV-2 pada air sebesar 

2,25 x 104 pfu/mL sampai dengan 3x104 pfu/mL sudah dapat menginfeksi ikan 

zebra. Selain didapatkan dari lingkungan, pemberian virus SARS-CoV-2 juga 

diinfeksikan langsung ke dalam tubuh ikan zebra pada Jalur intra peritoneal dengan 

titer virus sebesar 6,75 x102 sampai dengan 9x102 pfu/mL sedangkan melalui tetes 

insang dengan titer virus mulai dari 9 x 102 pfu/mL sampai dengan 18 x 102 pfu/mL 

sudah dapat masuk menginfeksi ikan zebra. 

Infeksi virus SARS-CoV-2 dapat masuk dan ditemukan pada organ Insang, 

Hepar, Usus, Organ Reproduksi, Otot dan Mata dari ikan zebra. Hasil dalam 

penelitian ini melalui metode pemeriksaan Imunohistokimia (IHC) menunjukkan 

bahwa ketiga jalur infeksi tersebut dapat memberikan persentase positif di atas 50% 

dari semua Kelompok perlakuan. Hasil yang menunjukkan persentase positif 

terbesar dalam penelitian ini yakni pada ikan zebra yang diinfeksi melalui jalur 

injeksi intraperitoneal dengan titer virus mulai dari 6,75 x 102 pfu/mL dan jalur tetes 

insang dengan titer virus mulai dari 9 x 102 pfu/mL dimana memiliki persentase 

positif sebesar 100% pada semua organ yang dilakukan pemeriksaan. 

Hasil pemeriksaan RT PCR pada sampel air akuarium menunjukkan bahwa 

ikan zebra yang diinfeksi virus SARS-CoV-2 dapat menularkan virus ke 

lingkungan perairan. Pada jalur injeksi Intraperitoneal, pada penelitian ini 

menunjukkan bahwa ikan zebra memiki kemampuan dalam menularkan virus 

SARS-CoV-2 ke lingkungan perairan pada titer infeksi sebesar 9 x 102 pfu/mL, 

sedangkan pada jalur infeksi melalui tetes insang pada titer infeksi mulai dari 9 x 

102 pfu/mL sampai dengan 18 x 102 pfu/mL 

. 
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SUMMARY  
 

 “Analysis of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) Infection in Zebrafish (Danio rerio) As a Basis for the Development 

Seed Virus for COVID-19 Vaccine” 
 

Muhammad Khaliim Jati Kusala 
 

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) first 

appeared in China and then spread sporadically around the world. In March 2020, 

WHO announced that this corona virus infection had become a pandemic outbreak. 

This very fast outbreak and transmission of COVID-19 has endangered health, 

especially for humans and affected the economy globally (Nidom et al, 2020). It 

has also renewed the general interest in studying coronaviruses biologically and 

ecologically. The aquatic environment can be a source of countless pathogenic 

microorganisms for different aquatic and terrestrial animals, as well as humans 

(Oidtmann et al, 2018). 

One of the animals from the aquatic environment that is widely used as a 

model animal in various studies is the zebrafish (Danio rerio). Currently, the 

development of the SARS CoV-2 virus is mostly done using Vero cell culture 

media. As it is known that vero cells are cells that come from monkey kidneys and 

are non-halal. One of the virus growth media that is expected to be used as a halal 

basis is zebrafish (Danio rerio). 

This research is an exploratory laboratory research that generally aims to 

carry out research development efforts in developing the SARS CoV-2 virus and 

the production of Covid-19 vaccine virus seeds for human using zebrafish. In 

particular, this study aims to analyze whether the SARS CoV-2 virus can grow and 

develop in the zebrafish body, to analyse SARS-CoV-2 virus infection in the 

zebrafish body, analyze the difference in the effect of the infection route on the 

growth of the SARS-CoV-2 virus in zebrafish body and analyzed the ability of 

zebrafish to spread the SARS-CoV-2 virus into the environment/water. 

This study shows that the SARS-CoV-2 virus can grow and develop in the 

zebrafish body. The results of the RT PCR test in this study showed positive results 
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on the first and third post-infection days of the three infection pathways. Zebrafish 

showed that infections that could be obtained from the aquatic environment by 

giving the SARS-CoV-2 virus in water with the titer of virus 2.25 x 104 pfu/mL up 

to 3x104 pfu/mL were able to infect zebrafish. In addition to being obtained from 

the environment, the SARS-CoV-2 virus was also infected directly into the 

zebrafish body on the intra-peritoneal route with a virus titer of 6.75 x102 to 9x102 

pfu/mL while through gill drops with virus titers ranging from 9 x 102. pfu/mL up 

to 18 x 102 pfu/mL can infect zebrafish. 

Infection with the SARS-CoV-2 virus can enter and be found in the gills, 

liver, intestines, reproductive organs, muscles and eyes of zebrafish. The results in 

this study through the Immunohistochemistry (IHC) examination method showed 

that the three infection pathways could give a positive percentage of above 50% of 

all treatment groups. The results that showed the largest positive percentage in this 

study were zebrafish infected through the intraperitoneal injection route with a virus 

titer starting from 6.75 x 102 pfu/mL and a gill drip line with a virus titer starting 

from 9 x 102 pfu/mL which had a percentage of 100% positive in all organs tested. 

The results of the RT PCR examination on aquarium water samples showed 

that zebrafish infected with the SARS-CoV-2 virus could transmit the virus to the 

aquatic environment. In the Intraperitoneal injection route, this study showed that 

zebrafish have the ability to transmit the SARS-CoV-2 virus to the aquatic 

environment at an infection titer of 9 x 102 pfu/mL, while in the infection route 

through gill drops the infection titer ranged from 9 x 102 pfu/mL up to 18 x 102 

pfu/mL 
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ABSTRACT 
 

ANALYSIS OF SEVERE ACUTE RESPIRATORY SYNDROME 
CORONAVIRUS 2 (SARS-COV-2) INFECTION IN ZEBRAFIDH (Danio 

rerio) AS A BASIS FOR THE DEVELOPMENT SEED VIRUS FOR 
COVID-19 VACCINE 

 
Muhammad Khaliim Jati Kusala 

 

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) first 
accurred in China and then spread sporadically around the world. One of the 
animals that is widely used as an model animal in various studies is the zebrafish 
(Danio rerio). This research aims to carry out research development efforts in 
developing the SARS-CoV-2 virus and the production of COVID-19 vaccine virus 
seeds using zebrafish. This study showed that the SARS-CoV-2 virus can grow and 
develop in the zebrafish body. Real Time PCR (qPCR) test in this study showed 
positive results from the infections that could be obtained from the aquatic 
environment by giving the SARS-CoV-2 virus in water with the titer of virus 
2.25x104 pfu/mL up to 3x104 pfu/mL. In addition the SARS-CoV-2 virus was also 
infected directly into the zebrafish body on the intra-peritoneal route with a virus 
titer from 6.75x102 to 9x102 pfu/mL while through gill drops with virus titers 
ranging from 9 x 102. pfu/mL up to 18 x 102 pfu/mL can infect zebrafish. Infection 
with the SARS-CoV-2 virus can be found in the gills, liver, intestines, reproductive 
organs, muscles and eyes of zebrafish, through the immunohistochemistry (IHC) 
examination method showed that the three infection pathways could give a positive 
percentage of above 50% of all treatment groups. The largest positive percentage 
were zebrafish infected through the intraperitoneal injection route with a virus titer 
starting from 6.75 x 102 pfu/mL and a gill drip line with a virus titer starting from 
9 x 102 pfu/mL which had a percentage of 100% positive in all organs tested. In 
summary, it can be concluded that zebrafish proposed as an animal model in the 
development attempt of COVID-19 vaccine seed. 

 
Keywords : SARS-CoV-2, Zebrafish, Vaccine, Infection, Immunohistochemistry,   
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BAB I PENDAHULUAN 

 

1.1.Latar Belakang 

Severe Acute Respiratory Syndrom Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) pertama kali 

muncul di China kemudian ditularkan secara sporadis di seluruh dunia. SARS-CoV-2 

pertama kali diisolasi dari cairan bronchoalveolar lavage (BALF) pada tiga pasien 

COVID-19 yang berada di Rumah Sakit Wuhan Jinyintan pada tanggal 30 Desember 

2019 (Zhu et al, 2020). Pada Maret 2020, WHO mengumumkan bahwa infeksi virus 

korona ini telah menjadi wabah pandemi. Wabah dan penularan COVID-19 yang 

sangat cepat ini telah membahayakan kesehatan terutama bagi manusia dan 

mempengaruhi ekonomi secara global (Nidom R et al, 2020).  

Analisis filogenetik seluruh genom menunjukkan bahwa SARS-CoV-2 

memiliki kesamaan struktur dalam urutan nukleotida yaitu sekitar 79,5% terhadap 

SARS-CoV dan 50% terhadap MERS-CoV (Lu et al, 2020). Selain itu, sekitar 94,6% 

terdapat kemiripan struktur dalam urutan nukleotida antara ketujuh domain replicase 

di ORF1ab SARS-CoV-2 dan SARS-CoV, dan kurang dari 90% struktur urutan 

nukleotida antara SARS-CoV-2 dan β-CoV lainnya, hal ini menyiratkan bahwa SARS-

CoV-2 termasuk dalam garis keturunan B (Sarbecovirus) dari β-CoVs (Wu et al, 2020) 

Hewan dan manusia dapat terinfeksi oleh virus korona. SARS-CoV-2 Virus ini 

termasuk famili Coronaviridae yang terbagi menjadi dua subfamili yaitu 

orthocoronavirinae dan torovirinae. Berdasarkan analisa filogenetik dan kajian 

serologis orthocoronavirinae terdiri dari empat jenis genera yaitu Deltacoronavirus, 
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Gammacoronavirus, Betacoronavirus, dan Alphacoronavirus (Joseph & Fagbami, 

2020). Alphacoronavirus dan Betacoronavirus dapat menginfeksi hewan dan manusia, 

sedangkan Deltacoronavirus dan Gammacoronavirus hanya menginfeksi hewan 

(Nidom et al, 2020). Genom SARS-CoV-2 adalah RNA rantai tunggal positive sense 

yang tersusun dari sekitar 30.000 nukleotida. Genom ini mengkode empat struktur 

protein yaitu protein membran (M), amplop (E), nukleokapsid (N), dan spike (S) 

(Harapan et at, 2020). 

Saat ini, database nukleotida pada GISAID EpiCoVTM telah ditemukan tujuh 

subtipe SARS-CoV-2 yaitu S, L, V, G, GR, GH, dan O. Menariknya, semua isolat 

Indonesia tergolong dalam Klade L kecuali EJ-ITD3590NT (GH) dan JKT-EIJK2444 

(O). Virus RNA ini memiliki kecenderungan mutasi yang jauh lebih tinggi jika 

dibandingkan dengan mikroorganisme lainnya (Normalina et al, 2020). Tingkat mutasi 

yang tinggi menyebabkan meningkatnya dinamika virus termasuk virulensi dan 

kemampuan evolusi adaptif yang lebih besar terhadap kondisi lingkungan. 

Kemampuan ini menyebabkan meningkatnya peluang untuk menginfeksi inang yang 

lain sehingga virus bisa bersifat zoonosis dan terjadi penularan dari manusia ke 

manusia, serta memungkinkan virus ini berubah menjadi lebih ganas (Duffy, 2018). 

Krisis pandemi ini membutuhkan mobilisasi studi ilmiah yang ekstensif 

mengenai SARS-CoV-2. Pengembangan penelitian terkait aspek klinis, karakteristik, 

dan mekanisme penularannya sangat penting untuk dilakukan saat ini.  Meskipun 

banyak ilmuwan yang telah menerbitkan beberapa pilihan pengobatan untuk melawan 

wabah COVID-19, namun sampai saat ini belum terdapat obat yang diketahui secara 
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pasti ampuh dalam melawan Virus Corona tersebut. Upaya pengembangan vaksin 

COVID-19 telah dimulai di banyak pusat penelitian dan industri farmasi, menyusul 

setelah dilakukan identifikasi terhadap agen penyebab infeksi serta genom lengkap dari 

virus SARS-CoV-2 (Nidom R. et.al, 2020). 

Saat ini berdasarkan data yang tersedia, terdapat 158 kandidat vaksin SARS-

CoV-2 di seluruh dunia, 135 kandidat dalam tahap investigasi pengembangan atau di 

fase praklinis (Dharma et al, 2020). Proses vaksinasi diawali pada penentuan antigen 

yang sesuai untuk pencegahan yang diikuti formulasi pada tahap berikutnya. Penentuan 

antigen vaksin, akan disesuaikan dengan karakter antigen dan modulasi sistem antibodi 

yang akan ditimbulkan. Proses dari hulu ke hilir, harus mengikuti ketentuan regulasi 

nasional dan internasional, termasuk ketentuan proses halal agar umat muslim dapat 

menerima vaksin yang akan digunakan (Artois et al., 2018 ; McIntosh, 2018).    

Selain itu, tataran ke-halal-an telah menjadi perhatian tersendiri, mengingat 

pengguna vaksin sepertiga penduduk dunia beragama Islam. Beberapa vaksin 

menggunakan enzim berbasis-porcine dalam produksinya, menimbulkan kekhawatiran 

akan "halal" dari vaksin-vaksin tersebut. Namun, terlepas dari fakta bahwa enzim ini 

digunakan dalam beberapa proses pembuatan vaksin, Komisi Fatwa Agama Islam telah 

mengizinkan penggunaan vaksin ini (Abdullah, 2014).  

Keputusan ini didasarkan pada beberapa prinsip dalam hukum Islam terkait 

dalam membedah isu tersebut. Pada "halal" dari produk vaksin itu sendiri, konsepnya 

bahwa "jumlah yang kecil" enzim ditambahkan ke jumlah yang besar, ini, sejalan 

dengan konsep "suci" atau "unsur murni" dalam Islam. Kedua, penghapusan enzim 
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yang digunakan dalam produksi akhir juga sejajar dengan konsep "kebersihan dan 

elemen murni" dalam Islam, sehingga membuat produk akhir sebagai "tidak 

mengandung" unsur-unsur "non-halal" melalui prinsip dari tampilan, bau dan rasa. 

Akhirnya, berdasarkan kebutuhan penting menggunakan vaksin dalam pencegahan 

penyakit dalam situasi di mana kita tidak memiliki alternatif "murni halal" lainnya, 

ulama Islam telah memutuskan bahwa penggunaan vaksin ini dapat diizinkan sesuai 

dengan keputusan berdasarkan konsep "dharurah" atau situasi darurat. Namun ada 

beberapa perbedaan pendapat mengenai hal ini, bahwa para ulama yang lebih ketat 

tidak dapat menerima "hukum" baru ini berdasarkan "ijma" atau "perjanjian" para 

sarjana, khususnya dalam kaitannya dengan konsep "halal" (Abdullah, 2014). 

SARS-CoV-2 saat ini telah menjadi fokus minat penelitian meliputi bidang 

biologi molekuler, mekanisme masuknya visrus ke dalam sel (entry cell), diagnostik, 

pemodelan epidemiologi, imunologi, terapi eksperimental dan pengembangan vaksin, 

pengobatan klinis, prediksi dan xenophobia dan efek psikologis dari pandemi (Jin et 

al, 2020). Hal ini juga telah memperbarui minat umum untuk mempelajari virus corona 

secara biologi dan ekologi. Lingkungan akuatik dapat menjadi sumber mikroorganisme 

patogen yang tak terhitung jumlahnya untuk hewan air dan darat yang berbeda, serta 

manusia (Oidtmann et al, 2018). Danau dan sungai merupakan habitat penting bagi 

kelelawar dan burung (termasuk unggas air), yang merupakan salah satu sumber utama 

untuk berbagai virus korona. Telah diketahui bahwa hewan-hewan ini dapat 

melepaskan RNA virus corona melalui kotoran, walaupun hal ini masih harus diteliti 
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kembali apakah ini terkait dengan keberadaan partikel virus yang menular (Milek et al, 

2018). 

 Namun demikian, sangat menarik untuk meneliti hubungan antara lingkungan 

perairan dan kelompok virus ini. Selain itu, perlu diupayakan hewan coba selain hewan 

mamalia, sebagai alternatif untuk digunakan sebagai hewan coba. Salah satu hewan 

dari lingkungan perairan yang banyak digunakan sebagai hewan model dalam berbagai 

penelitian terkait penyakit infeksi maupun berbagai alternatif terapi pengobatanya 

adalah dengan menggunakan ikan zebra (Danio rerio). Saat ini, pengembangan virus 

SARS-CoV-2 yang banyak dilakukan adalah dengan menggunakan media kultur sel 

Vero. Sebagaimana diketahui bahwa sel vero merupakan sel yang berasal dari ginjal 

monyet dan bersifat non halal. Salah satu media pertumbuhan virus yang diharapkan 

dapat digunakan sebagai basis kehalalan adalah ikan zebra (Danio rerio). 

Ikan zebra adalah organisme kecil dan serbaguna yang sangat mudah untuk 

ditangani dan mekanisme pensinyalannya. Interaksi dengan perubahan kimiawi, dan 

komunikasi antara inang dengan virus pada jaringan mukosa dapat digunakan untuk 

analisis secara detail. Ikan zebra telah menjadi hewan model pilihan untuk mempelajari 

berbagai penyakit manusia termasuk yang disebabkan oleh virus, selain itu dapat 

digunakan sebagai hewan model untuk menemukan alternatif obat baru dan atau untuk 

peninjauan kembali fungsi obat yang sudah ada (Galindo & Villegas, 2020). Ikan zebra 

diketahui memiliki sistem kekebalan bawaan (Innate) dan adaptif yang terdefinisi 

dengan baik serta memiliki beberapa kesamaan dengan sistem imun yang ada pada 

manusia (Varela et al, 2017).  



6 
 

Meskipun manusia lebih dekat hubungannya dengan mamalia lain daripada 

ikan, namun ikan zebra dapat membantu mempercepat penelitian tentang mekanisme 

kesehatan dan penyakit vertebrata. Embrio dan larva ikan zebra dapat diakses dengan 

mudah, dikembangkan dalam sebuah wadah dan menguntungkan secara optik, 

sehingga mekanisme penyakit dapat divisualisasikan melalui pencitraan fluoresen 

transgenik dari organ yang berfungsi pada hewan hidup misalnya pada ikan zebra 

transgenik yang mengekspresikan GFP dalam sel TNFA positif dan mCherry dalam 

neutrophil memungkinkan visualisasi komponen 'badai sitokin' yang dapat 

menyebabkan kematian pada manusia (pasien dewasa) COVID-19 dan sindrom 

inflamasi multisistem yang mempengaruhi infeksi SARS-CoV-2 pada anak-anak. Ikan 

zebra memiliki vertebrata, organ dan sistem organ tertentu yang mirip pada manusia 

dan mereka berkembang serta berfungsi dengan mekanisme yang serupa pada manusia. 

Selain itu, ukurannya yang kecil membuat ikan zebra cocok untuk menyaring molekul 

terapeutik dalam skala yang tidak dimungkinkan pada mamalia (Zhang et al, 2020).  

Sama halnya dengan virus corona lainnya, SARS-CoV-2 perlu pemrosesan 

proteolitik dari protein S untuk mengaktifkan rute endositik. Telah terbukti bahwa 

protease inang berpartisipasi dalam pembelahan protein S dan membantu masuknya 

SARS-CoV-2, termasuk transmembrane protease serine protease 2 (TMPRSS2), 

cathepsin L dan furin. Data sekuensing RNA sel tunggal menunjukkan bahwa 

TMPRSS2 banyak diekspresikan di beberapa jaringan dan tubuh dan diekspresikan 

bersama dengan ACE2 di sel epitel hidung, paru-paru dan cabang bronkial (Lukassen 

et al, 2020). 
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Ikatan reseptor yang diekspresikan oleh sel inang adalah langkah pertama 

infeksi virus yang kemudian diikuti oleh fusi dengan membran sel, dalam hal ini bahwa 

sel epitel paru adalah target utama dari virus ini. Telah dilaporkan bahwa penularan 

SARS-CoV dari manusia ke manusia terjadi oleh ikatan antara domain reseptor virus 

protein spike dan reseptor seluler yang telah diidentifikasi sebagai reseptor 

angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2). Data ini menunjukkan bahwa masuknya 

virus SARS CoV-2 ke dalam sel inang kemungkinan besar melalui reseptor ACE2 

(Jaimes et al, 2020). 

Genom ikan zebra berisi ortolog gen yang mengkode ACE2, sebagaimana 

diketahui bahwa ACE2 merupakan reseptor dari SARS-CoV-2. Namun, konservasi 

sederhana asam amino pada permukaan ikatan protein ACE2 ikan tidak mungkin 

mengikat protein spike virus secara efisien (Damas et al.,2020). Terlepas dari prediksi 

in silico ini, kerentanan inang memerlukan validasi eksperimental terutama mengingat 

bahwa banyak reseptor dan koreseptor lain untuk SARS-CoV-2 telah diidentifikasi 

(Zamorano Cuervo & Grandvaux, 2020). Dalam larva ikan zebra, berdasarkan sel 

tunggal transkriptomik, ACE2 sangat diekspresikan dalam subtipe enterosit, sejalan 

dengan hal tersebut telah dilaporkan bahwa usus juga merupakan organ dengan 

ekspresi ACE2 terkuat pada manusia (Postlethwait et al.,2020).  

Pada penelitian terdahulu melalui sel kultur (primary cell culture) Ikan Zebra, 

telah berhasil  mengembangkan pertumbuhan virus H5N1 reverse genetic ssebagai 

kandidat seed vaksin H5N1  (Muhammad et al.,2020). 
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Berdasarkan Uraian fakta di atas, dirasa perlu melakukan penelitian alternatif 

pengembangan virus SARS-CoV-2 dengan menggunakan Ikan Zebra (Danio rerio). 

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi salah satu upaya sebagai basis untuk 

mengembangkan cara baru dalam memproduksi vaksin halal di Indonesia.  

 

1.2 Rumusan Masalah 

 Berdasarkan latar belakang dapat dirumuskan masalah sebagai berikut: 

1) Apakah virus SARS CoV-2 dapat tumbuh dan berkembang di dalam tubuh ikan 

zebra (Danio rerio)?  

2) Bagaimana gambaran infeksi virus SARS CoV-2 pada tubuh ikan zebra (Danio 

rerio) ? 

3) Apakah terdapat pengaruh perbedaan jalur infeksi terhadap gambaran 

pertumbuhan virus SARS-CoV-2 di dalam tubuh ikan zebra (Danio rerio)? 

4) Apakah ikan zebra (Danio rerio) memiliki kemampuan untuk menyebarkan 

virus ke lingkungan /air? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan Umum  

Untuk melakukan upaya pengembangan penelitian dalam mengembangkan 

virus SARS CoV-2 dan produksi seed virus vaksin covid-19 untuk manusia dengan 

menggunakan ikan zebra (Danio rerio). 
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1.3.2 Tujuan Khusus 

1) Menganalisis virus SARS CoV-2 dapat tumbuh dan berkembang di dalam 

tubuh ikan zebra (Danio rerio).  

2) Menganalisis gambaran infeksi virus SARS CoV-2 pada tubuh ikan zebra 

(Danio rerio).  

3) Menganalisis perbedaan pengaruh jalur infeksi terhadap gambaran 

pertumbuhan virus SARS-CoV-2 di dalam tubuh ikan zebra (Danio rerio). 

4) Menganalisis kemampuan ikan zebra (Danio rerio) dalam menyebarkan virus 

SARS-CoV-2 ke lingkungan / air. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Manfaat Teoritis 

Melalui penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi ilmiah 

mengenai perkembangan virus SARS CoV-2 pada ikan zebra (Danio rerio) sehingga 

dapat digunakan sebagai acuan basis pengembangan produksi vaksin SARS CoV-2 

untuk manusia dengan menggunakan ikan zebra (Danio rerio). 

 

1.4.2 Manfaat Praktis 

Ikan Zebra (Danio rerio) dapat digunakan sebagai alternatif media kultur untuk 

virus SARS CoV-2 yang diharapkan mampu memberikan solusi terhadap upaya 

pengembangan seed virus vaksin SARS CoV-2 untuk manusia.  



 
 
 
 
  10 

 
 

BAB II TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Severe Acute Respiratory Syndrom Coronavirus 2 (SARS-CoV-2)  

SARS-CoV-2 masuk dalam golongan famili Coronaviridae dan ordo 

Nidovirales. Coronaviridae terdiri dari dua subfamili yaitu, Coronavirinae dan 

Torovirinae. Sementara ubfamili Coronavirinae mempunyai empat genera: (a) 

Alphacoronavirus termasuk human coronavirus (HCoV) -229E dan HCoV-NL63; (b) 

Betacoronavirus termasuk HCoV-OC43, Severe Acute Respiratoru Syndriome Human 

Coronavirus (SARS-HCoV), HCoV-HKU1, dan Middle East Respiratory Syndrome 

Coronavirus (MERS-CoV); (c) Gammacoronavirus termasuk virus ikan paus dan 

burung dan; (d) Deltacoronavirus termasuk virus yang diisolasi dari babi dan burung. 

SARS-CoV-2 tergolong dalam Betacoronavirus bersama dengan dua virus yang 

memiliki tingkat patogenitas tinggi yakni, SARS-CoV dan MERS-CoV. SARS-CoV-

2 adalah virus RNA untai tunggal sense positif (+ ssRNA) dan memiliki kapsul 

(Harapan et al, 2020). 

Coronavirus berbentuk bola dengan diameter 80-160 nm dan amplop yang 

ditutupi oleh klub dengan jarak lebar atau proyeksi berbentuk kelopak bunga, dengan 

diameter 20 nm Susunan struktur memberikan penampilan ciri khas pada amplop 

seperti mahkota dari mana nama keluarga 'korona' diturunkan. Virus ini memiliki satu 

rantai RNA untai tunggal dengan sense positif berukuran 27-32 kb dan dari semua 

genom RNA, file Genom virus corona adalah yang terbesar.  Genome ini mengkode 

empat protein struktural yakni, protein membran(M), protein spike (S), protein 

envelope (E), dan nukleoprotein virus (N). Beberapa betacoronaviruses memiliki 
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glikoprotein struktural kelima yaitu haemagglutinin-esterase (HE) yang terletak pada 

permukaan virion yang secara genetik terkait dengan protein serupa dengan protein fusi 

haemagglutininesterase virus influenza C. Protein S berinteraksi dengan reseptor 

spesifik pada sel inang untuk memfasilitasi perlekatan, masuknya virus, dan 

menginduksi respon imun. Genom juga mengkode protein nonstruktural yang termasuk 

dua poliprotein replikase, ORF1a dan ORF1b, dan antara satu atau lebih protein 

aksesori yang memiliki fungsi penting dalam replikasi virus corona dan patogenesis 

secara in vivo (Joseph & Fagbami, 2020). 

 

Gambar 2.1. Diagram Skematik Struktur Virus Korona (Joseph & Fagbami, 2020)  
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Sebagai virus betacorona baru, SARS-CoV-2 memiliki kemiripan identitas 

urutan genom sebesar 79% dengan SARS-CoV dan 50% dengan MERS-CoV. Enam 

fungsional Open Reading Frame (ORF) diatur dalam urutan dari 5 ′ to 3 ′: replicase 

(ORF1a / ORF1b), spike (S), envelope (E), membran (M) dan nukleokapsid (N). 

Kebanyakan protein yang dikodekan oleh SARS-CoV-2 memiliki panjang yang sama 

dengan protein yang sesuai dalam SARS-CoV. Dari empat gen struktural, SARS-CoV-

2 memiliki kemiripan identitas asam amino sebesar 90% dengan SARS-CoV kecuali 

untuk gen S, yang menyimpang (Lu et al, 2020). Gen replikase mencakup dua pertiga 

dari genom 5 ', dan mengkode polyprotein besar (pp1ab), yang secara proteolitik 

dibelah menjadi 16 protein non-struktural yang terlibat dalam transkripsi dan replikasi 

virus. Sebagian besar protein non-struktural SARS-CoV-2 ini memiliki lebih dari 85% 

kemiripan identitas urutan asam amino dengan SARS-CoV (Chan et al, 2020). 

 

2.1.1. Siklus Infeksi Virus SARS-CoV2  

Sebagai anggota keluarga Nidovirus, infeksi virus corona (SARS-CoV2) dapat 

ditularkan dari hewan seperti kelelawar, dan sesama manusia. Virus ini dapat masuk 

ke dalam tubuh manusia melalui reseptor, ACE2 yang ditemukan di berbagai organ 

seperti jantung, paru-paru, ginjal, dan saluran pencernaan, sehingga memfasilitasi virus 

masuk ke sel target. Proses masuknya CoV ke dalam sel inang dimulai melalui 

perlekatan glikoprotein S ke reseptor, ACE2 dalam sel inang (seperti pada pneumosit 

tipe II di paru-paru). Penempelan ini terjadi di domain pengikatan S protein reseptor 

SARS-CoV-2 yang ada pada residu 331 hingga 524, dan dapat mengikat kuat ke ACE2 
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pada manusia dan kelelawar. Proses masuk dan pengikatan kemudian diikuti oleh fusi 

membran virus dan sel inang. Setelah fusi terjadi, protease serin transmembran tipe II 

(TMPRSS2) yang ada di permukaan sel inang akan menghapus ACE2 dan 

mengaktifkan protein S (Rabi et al, 2020). 

 Aktivasi protein S menyebabkan perubahan konformasi dan memungkinkan 

virus memasuki sel. Kedua protein tersebut (TMPRSS2 dan ACE2) adalah penentu 

utama masuknya virus ini. Berdasarkan penelitian Sungnak et al. sel epitel hidung, 

secara khusus sel goblet / sekretori dan sel bersilia, yang mengekspresikan ACE2 

tertinggi pada seluruh saluran pernapasan. Selanjutnya setelah masuk, SARS-CoV-2 

akan merilis materi genom di sitoplasma dan diterjemahkan ke dalam inti sel (Sugnak 

et al, 2020). 

Materi genom yang dikeluarkan oleh virus ini adalah mRNA yaitu siap 

diterjemahkan menjadi protein. Dalam rentang genomnya, virus ini dilengkapi dengan 

sekitar 14 Open Reading Frame (ORF), yang masing-masing mengkode berbagai 

protein, baik struktural maupun nonstruktural yang berperan dalam kelangsungan 

hidupnya serta daya virulensinya. Dalam fase transformasinya, segmen gen yang 

menyandi poliprotein nonstruktural melalui proses yang pertama kali diterjemahkan 

menjadi ORF1a dan ORF1b untuk menghasilkan dua poliprotein besar yang tumpang 

tindih, pp1a dan pp1ab dengan menyumbangkan kerangka ribosom (Master, 2006; 

Indwiani & Ysrafil, 2020).  

Poliprotein dilengkapi dengan protease enzim yaitu protease mirip papain 

(PLpro) dan sejenis serin Protease mpro (chymotrypsin-like protease (3CLpro)) 
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dikodekan dalam nsp3 dan nsp 5. Selanjutnya, terjadi pembelahan antara pp1a dan 

pp1ab masing-masing menjadi protein nonstruktural (nsps) 1e11 dan 1e16. Nsps 

memainkan peran penting dalam banyak proses di virus dan sel inang. Banyak dari 

nsps kemudian membentuk replicase-transcriptase kompleks (RTC) dalam vesikula 

membran ganda (DMV), yaitu terutama perakitan oleh RNA polimerase yang 

bergantung pada RNA (RdRp) dan subunit yang mengandung helikase, domain RdRp 

kanonik yang berada di CoV nsp 12 dan AV nsp9. Selanjutnya kompleks 

mentranskripsi template genom endogen dari entri virus gen ke sense negatif pada 

genom yang diturunkan dan subgenomik RNA sebagai produk antara dan diikuti 

dengan transkripsi ke mRNA sense positif yang terutama dimediasi oleh RdRp 

(Posthuma et al, 2017). 

Selanjutnya protein subgenom ditranslasikan menjadi protein struktural dan 

aksesoris seperti protein M, S, dan E. selanjutnya diisolasi dalam retikulum 

endoplasma dan kemudian pindah ke retikulum endoplasma-Golgi intermediet 

kompartemen (ERGIC). Sedangkan yang sebelumnya direplikasi. Program genom 

dapat langsung menggabungkan protein N ke nukleokapsid terbentuk dan pindah ke 

ERGIC. Di kompartemen ini, nukleokapsid akan bertemu dengan beberapa protein 

struktural lain dan berbentuk kecil yang kemudian melalui vesikula untuk diekspor 

keluar sel melalui eksositosis (Indwiani & Ysrafil, 2020).  
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Gambar 2.2. Mekanisme Infeksi Sars Cov2 dan Siklus Hidupnya (Rabi et al, 2020) 

 

2.1.2 Respon Imun Terhadap Infeksi SARS CoV 2 

Secara umum, respon imun tubuh terhadap SARS-CoV2 dan SARS-CoV 

sebenarnya hampir sama yakni dimediasi oleh sitokin (Yi et al, 2020). Laporan kasus 

di Wuhan dari 99 pasien COVID-19 mengungkapkan terdapat peningkatan jumlah total 

neutrofil, serum Interleukin-6 (IL-6) dan protein c-reaktif masing- masing sekitar 38%, 

52% dan 86% dan 35% penurunan dari total limfosit (Chen et al, 2019). Penelitian lain 

menemukan peningkatan ekspresi sitokin proinflamasi dan kemokin IP-10, MCP-1, 
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MIP-1A, dan tumor necrosis factor-alpha (TNFa). Kondisi tersebut berkorelasi dengan 

keparahan dan mortalitas penyakit ini yang menunjukkan potensi pembentukan sitokin 

seperti yang ditemukan terjadi pada infeksi SARS-CoV dan MERS-CoV 

(Prompetchara et al, 2020). 

Masuknya virus ke dalam sel inang memicu rangsangan respon imun inang, 

yang pertama kali akan dihadapi oleh sel sistem imun bawaan melalui antigen 

presenting cells (APC), misalnya sel dendritik dan makrofag sebagai garis depan 

sistem kekebalan. APC memiliki Pattern Recognition Receptors (PRR) termasuk Toll 

Like Reseptor (TLR), NOD Like Receptor (NLR), RIG-I Like Receptor (RLR) dan 

molekul bebas kecil lainnya yang berada di berbagai tempat pada sel inang seperti 

membran plasma, membran endosom, lisosom, endositolisosom, dan sitosol. Mereka 

mengenali PAMP yang terdiri dari asam nukleat, gugus karbohidrat, glikoprotein, 

lipoprotein dan molekul kecil lainnya yang ditemukan dalam komponen struktural 

virus atau produk perantara seperti dsRNA dan menginduksi pensinyalan kaskade 

untuk memproduksi sel efektor sistem kekebalan. Masing-masing PRR dapat 

menimbulkan respon biologis yang berbeda untuk aktivasi protein selanjutnya (Li et 

al, 2020). 

Sebagai sel penyaji antigen asing, APC akan mempresentasikan antigen CoV 

ke sel T-helper CD4 oleh MHC kelas 1, dan ini menyebabkan pelepasan IL-12 sebagai 

molekul ko-stimulator yang kemudian merangsang aktivasi sel Th1. Selain stimulasi 

Th1, pelepasan interleukin-12 dan IFN-a, peningkatan ekspresi MHC Kelas I dan 

aktivasi sel NK juga diperlukan untuk resistensi replikasi virus untuk pemberantasan 
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sel yang terinfeksi virus serta memulai produksi sitokin proinflamasi melalui jalur 

pensinyalan NF-kB. IL-17 juga merupakan sitokin proinflamasi yang meningkat ketika 

infeksi SARS-CoV2 terjadi. Sitokin ini merekrut neutrofil dan monosit ke tempat 

infeksi dan mengaktifkan beberapa sitokin dan kemokin pro-inflamasi lainnya 

termasuk IL-1, IL-6, IL-8, IL-21, TNF-b, dan MCP-1 (Zumla et al, 2019). 

Selanjutnya, aktivasi sel Th1 dapat merangsang sel T CD8, yang mana adalah 

salah satu efektor sel T yang akan menargetkan dan membunuh sel terinfeksi CoV. 

Pada saat yang sama, sel T CD4 dapat merangsang respon imun humoral dengan 

memproduksi antibodi spesifik antigen melalui aktivasi sel B (Janeway et al, 2008; 

Indwiani & Ysrafil, 2020). Antibodi yang dihasilkan umumnya adalah IgM dan IgG 

yang memiliki pola unik sebagai respons terhadap keberadaan virus corona. Umumnya 

infeksi ini akan menghasilkan IgM spesifik yang hanya bertahan 12 minggu, tetapi IgG 

dengan periode yang lebih lama. Selain itu pembentukan antibodi dari paparan virus 

ini juga menyebabkan pembentukan sel T CD4 dan memori CD8 yang dapat bertahan 

selama empat tahun. Padahal, berdasarkan temuan pada pasien yang sembuh enam 

tahun yang lalu dari infeksi virus Corona, sel T memori masih bisa mengenai peptida 

spike saat paparan pertama terjadi. Hal ini menjelaskan dan mengarahkan peneliti 

untuk pengembangan vaksin terhadap virus corona, khususnya SARS-COV-2 yang 

sekarang menjadi wabah pandemi di seluruh dunia (Li et al, 2020). 
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2.2 Perkembangan Vaksin Severe Acute Respiratory Syndrom Coronavirus 2 

(SARS CoV-2) 

 Vaksin adalah bahan antigenik yang digunakan untuk menghasilkan kekebalan 

aktif pada tubuh. Hal ini dimaksudkan agar tubuh dapat mencegah atau mengurangi 

infeksi dari suatu penyakit yang disebabkan oleh bakteri dan virus. Pengertian Vaksin 

menurut Peraturan Menteri Kesehatan RI No. 42 tahun 2013 adalah suatu antigen yang 

berwujud mikroorganisme yang tidak hidup atau sudah mati atau juga yang masih 

hidup namun dilemahkan, yang beberapa bagiannya masih utuh dan telah di olah. 

Dapat juga berupa mikroorganisme yang sudah diubah menjadi toksoid ataupun protein 

rekombinan yang bisa menimbulkan efek kekebalan spesifik terhadap suatu penyakit 

infeksi tertentu (Sumber Pengertian, 2018). 

Vaksinasi adalah pilihan terbaik yang ada saat ini untuk pengendalian COVID-

19. Plasmid DNA, epitop, mRNA, dan Antigen Presenting Cells (aAPC) adalah 

beberapa platform bioteknologi yang menjadi fokus penelitian global sebagai dasar 

pembuatan vaksin (Chen et al, 2020). Informasi mengenai antigen spesifik yang 

digunakan dalam pengembangan vaksin melawan SARS-CoV-2 saat ini masih sangat 

terbatas. Sebagian besar kandidat vaksin ditujukan untuk menginduksi antibodi untuk 

mentralisir terhadap protein virus spike (S), yang mencegah penyerapannya melalui 

reseptor ACE2 (Ansori et al, 2020). 

Rantai peristiwa dari konsepsi hingga ketersediaan vaksin di pasaran biasanya 

terjadi lebih dari sepuluh tahun, dan hanya memiliki kemungkinan 6% kesuksesan 

untuk dapat diterima di pasaran. Jika vaksin SARS-CoV-2 yang tersedia secara 
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komersial akan tersedia untuk dapat digunakan dalam 12-18 bulan, dengan asumsi 

jalurnya dari laboratium ke pasar terjadi tanpa hambatan, itu akan mewakili perubahan 

seismik dari jalur pengembangan vaksin tradisional. Ini akan membutuhkan strategi 

multi cabang yang melibatkan paradigma pengembangan vaksin baru, fase 

pengembangan yang fleksibel, meningkatkan kapasitas produksi yang ada, skala dan 

kecepatan Research and Development (R&D) secara global yang belum pernah terjadi 

sebelumnya, dan perubahan radikal dalam proses regulasi. Ini juga membutuhkan 

evaluasi yang cermat terhadap keamanan dan kemanjuran di setiap tahapannya (Ansori 

et al, 2020). 

 

Gambar 2.3 Gambaran Jalur pengembangan Vaksin secara Tradisional dan yang 
dipercepat (Vaksin SARS CoV-2) (Krammer, 2020) 

 

Pengembangan vaksin secara tradisional adalah proses yang panjang, dan 

waktu pengembangan biasanya berkisar 15 tahun. Prosesnya dimulai dengan pekerjaan 
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eksplorasi desain dan evaluasi vaksin pada model hewan, yang bisa memakan waktu 

bertahun-tahun. Ini kemudian diikuti oleh tahap di mana lebih banyak percobaan 

praklinis formal dilakukan, sebuah proses untuk produksi vaksin dirancang dan studi 

toksikologi formal dilakukan; tahap ini juga bisa berlangsung selama beberapa tahun 

(Krammer, 2020). 

Aplikasi untuk file obat baru investigasi diajukan dan uji klinis fase I (pengujian 

dalam format kurang dari 100 individu; sekitar 2 tahun) dilakukan untuk menghasilkan 

profil keamanan awal dari kandidat vaksin dan untuk memperoleh data imunogenisitas 

awal. Jika hasilnya menjanjikan dan dana tersedia, calon vaksin kemudian dipindahkan 

ke tahap II uji klinis (pengujian pada beberapa ratus individu, juga berlangsung sekitar 

2 tahun) untuk menyelidiki imunogenisitas lebih lanjut dan untuk menentukan dosis 

yang tepat dan regimen vaksin yang optimal. Jika hasil fase percoabaan II 

menunjukkan hasil yang baik, keputusan mungkin bisa dibuat untuk lanjut ke tahap uji 

klinis fase III yang sangat mahal (pada ribuan individu; kira-kira 2 tahun) di mana 

khasiat dan keamanan dievaluasi. Jika hasil dari uji coba fase III memenuhi titik akhir 

yang telah ditentukan sebelumnya, permohonan lisensi diajukan ke badan pengatur 

(misalnya, Badan Pengawas Obat dan Makanan Amerika Serikat (FDA) atau Badan 

Obat di Eropa). Proses perizinan dapat memakan waktu 1–2 tahun lagi, terutama jika 

diperlukan data tambahan. Penting, karena produksi vaksin ini sangat mahal, dimana 

keseluruhan proses pengembangan vaksin menjadi lambat dengan penilaian risiko 

ekonomi di setiap langkahnya. Pengembangan vaksin berkembang melalui tahap-tahap 
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ini hanya jika pengembang yakin akan hal itu (datanya menjanjikan), bahwa risiko 

kegagalan relatif rendah dan masih ada pasar untuk vaksin tersebut (Krammer, 2020). 

Pandemi SARS-CoV-2 membutuhkan tindakan cepat dan pengembangan 

vaksin dalam jangka waktu yang belum pernah terjadi sebelumnya. Data dari 

pengembangan praklinis calon vaksin SARS-CoV dan MERS-CoV memungkinkan 

sebagai langkah awal ekslplorasi desain vaksin, menghemat banyak waktu. Pada 

banyak kasus, proses produksi hanya diadaptasi dari vaksin itu atau kandidat vaksin 

yang ada, dan dalam kasus tertentu data praklinis dan toksikologi dari vaksin terkait 

dapat digunakan. Sebagai Hasilnya, uji klinis pertama calon vaksin untuk SARS-CoV-

2 dimulai pada Maret 2020 (NCT04283461). Pengujian dirancang dengan fase klinis 

yang tumpang tindih. Uji coba fase I / II awal diikuti dengan perkembangan cepat ke 

fase III uji coba setelah analisis sementara dari data fase I / II. Saat ini, ada beberapa 

produsen sudah memulai produksi komersial vaksin berisiko (tanpa hasil apa pun dari 

uji coba fase III) (FDA, 2020).  

Meskipun jalur perizinan belum sepenuhnya jelas, ada kemungkinan tinjauan 

dapat dipercepat dan vaksin bahkan dapat disetujui melalui otorisasi penggunaan 

darurat. FDA telah merilis file dokumen pedoman pengembangan dan perizinan vaksin 

SARS-CoV-2, serta memberikan rincian tambahan menyatakan kemanjuran minimal 

50% akan dibutuhkan. Ini sangat penting menunjukkan bahwa bergerak maju dengan 

risiko finansial adalah faktor utama telah memungkinkan percepatan pengembangan 

kandidat vaksin SARS-CoV-2, dan tidak ada jalan pintas yang harus dipotong terkait 

dengan evaluasi keamanan (FDA, 2020). 
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Saat ini, para ilmuwan di seluruh dunia sedang berusaha untuk menghasilkan 

vaksin untuk melawan SARS-CoV-2, dengan vaksin berbasis protein yang menjadi 

jenis vaksin paling mutakhir dan sektor swasta saat ini berada di garis depan studi ini 

(Jean et al, 2020).  

2.2.1 Perkembangan Jenis-Jenis Vaksin 

Pengembangan vaksin COVID-19 saat ini telah dimulai di berbagai tempat 

pusat penelitian dunia dan industri farmasi seiring dengan pengumuman 

mikroorganisme agen penyebab SARS-CoV-2 dan susunan genom secara lengkap. 

Saat ini sudah tersedia data assemble menyatakan bahwa calon vaksin COVID-19 telah 

dikelompokkanmenjadi beberapa jenis berikut: 

 

Gambar 2.4 Diagram skema platform vaksin COVID-19 (diilustrasikan dan dirakit 
menggunakan BioRender). A. DNA dan vaksin RNA; B. Vaksin vektor virus; C. 

Vaksin virus; dan D. Vaksin berbasis protein (Nidom R. et al, 2020). 
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A). Vaksin Inaktif 

Virus yang dimatikan, juga disebut sebagai vaksin yang tidak aktif (inaktif), 

adalah vaksin yang terkenal berpotensi menghentikan replikasi virus dan langsung 

memberikan perlakuan terhadap virus melalui pemanasan atau radiasi, dan 

formaldehida (bahan kimia). Selain itu, vaksin inaktif dipromosikan sebagai vaksin 

yang efektif dan aman, yang tersedia sangat banyak dengan harga yang jauh lebih 

murah dibandingkan dengan vaksin DNA / RNA (Pandey et al, 2020). Vaksin dengan 

virus yang dimatikan yang terpenting adalah mengandung subunit virus dari protein 

amplop dan spike, matriks, dan bagian open reading frames (ORF), dan dapat 

mendorong munculnya sistem kekebalan. Vaksin inaktif telah mendapat perhatian 

selama beberapa dekade sebagai konsekuensi dari manfaatnya melawan virus, yang 

mungkin dengan mudah menangkal virus (Schaecher et al, 2007; Nidom R. et al, 

2020). 

Vaksin inaktif diproduksi dengan menumbuhkan SARS-CoV-2 pada kultur sel, 

biasanya sel yang digunakan adalah sel Vero, kemudian diikuti dengan inaktivasi 

kimiawi terhadap virus. Mereka dapat diproduksi dengan relatif mudah; Namun, hasil 

yang mereka dapat dibatasi oleh produktivitas virus dalam kultur sel dan persyaratan 

fasilitas produksi pada tingkat keamanan hayati 3 (Biosafety level 3). Contoh kandidat 

vaksin inaktif termasuk CoronaVac (awalnya dikenal sebagai PiCoVacc), yang sedang 

dikembangkan oleh Sinovac Biotech di Cina (Gao et al, 2020).  

Beberapa kandidat lainnya sedang dikembangkan di Cina, oleh Bharat Biotech 

di India dan oleh Lembaga Penelitian untuk Masalah Keamanan Biologis di 
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Kazakhstan. Vaksin ini biasanya diberikan secara intramuskular dan dapat berisi tawas 

(aluminium hidroksida) atau bahan pembantu lainnya. Karena secara keseluruhan virus 

disajikan ke sistem kekebalan, kemungkinan besar ada respons kekebalan yang tidak 

hanya merujuk pada protein spike SARS-CoV-2 tetapi juga matriks, amplop dan 

nukleoprotein. Beberapa kandidat vaksin inaktif telah memasuki uji klinis, dengan tiga 

kandidat dari China dalam fase Uji coba III, dan satu dari India, satu dari Kazakhstan 

dan dua dari China dalam uji klinis fase I atau II (Krammer, 2020). 

Penelitian terhadap hewan primata non manusia, tikus, dan mencit dengan 

berbagai dosis dengan fokus pada imunogenisitas dan potensi perlindungan dari 

kandidat vaksin inaktif (PiCoVacc). Kelompok yang menemukan PiCoVacc dapat 

menetralkan virus baru secara signifikan dan membangun potensi perlindungan 

terhadap virus terbaru pada primata non manusia. PiCoVacc mungkin ditetapkan 

sebagai calon vaksin baru. Selain itu, vaksin inaktif menunjukkan daya protektif 

terhadap SARS-CoV yang mungkin menjadi kuat melawan virus penyebab COVID-

19 (Amanat & Krammer, 2020). 

 

B) Live Attenuated Vaccines (LAV)  

Vaksin dengan Virus hidup yang dilemahkan atau disebut Live Attenuated 

Vaccines (LAV) didemonstrasikan sebagai salah satu vaksin yang efektif dan teraman 

melawan influenza berdasarkan data. LAV mungkin dikembangkan dengan 

kemungkinan patogenesitas yang lebih sedikit, seperti infeksi paru-paru, masuknya 

neutrofil, dan sitokin antiinflamasi (Shang et al, 2020). 
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 Sebuah penelitian yang meneliti LAV menyarankan pengurangan replikasi 

virus dengan memulai perubahan menjadi nsp14 pada hewan model (Liu et al, 2020). 

Penelitian saat ini mengusulkan kemajuan Vaksin LAV oral dapat menurunkan infeksi 

paru-paru yang disebabkan oleh SARS-CoV-2 dan berkorelasi dengan saluran sistem 

imun selama reaksi melawan COVID-19. LAV mungkin dikelola dan disajikan kepada 

masyarakat yang diharapkan mempromosikan kekebalan kawanan (herd immunity) 

dengan cepat untuk menyembuhkan SARS-CoV-2 (Nidom R. et al, 2020). 

Vaksin virus hidup yang dilemahkan diproduksi dengan menghasilkan versi 

virus yang dilemahkan secara genetik yang bereplikasi sampai batas tertentu, tidak 

menyebabkan penyakit tetapi memicu respons imun yang mirip dengan yang 

disebabkan oleh infeksi alami. Atenuasi bisa dicapai dengan mengadaptasi virus ke 

kondisi yang tidak menguntungkan (misalnya, pertumbuhan pada suhu yang lebih 

rendah, pertumbuhan dalam sel non-manusia) atau dengan modifikasi virus secara 

rasional (misalnya, dengan de-optimasi kodon atau dengan menghapus gen yang 

bertanggung jawab untuk menangkal pengenalan sistem imun bawaan (Broadbent et 

al, 2016). 

 Keuntungan penting dari vaksin ini adalah mereka dapat diberikan secara 

intranasal, setelah itu mereka dapat menginduksi respon kekebalan mukosa yang dapat 

melindungi saluran pernapasan bagian atas, dimana merupakan tempat portal masuk 

utama virus. Selain itu, karena virus bereplikasi pada individu yang divaksinasi, 

respons imun kemungkinan besar akan mentargetkan baik protein virus struktural dan 

non-struktural melalui terbentuknya antibodi dan respons imun seluler. Namun, 
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kerugian dari vaksin ini termasuk masalah keamanan dan kebutuhan untuk 

memodifikasi virus memakan waktu yang lama jika dilakukan dengan cara tradisional 

dan teknis yang menantang ketika harus menggunakan teknologi genetika terbalik 

(reverse genetic). Saat ini Hanya tiga vaksin dari virus hidup yang dilemahkan sedang 

dalam pengembangan praklinis, semuanya dilemahkan oleh de-optimasi kodon dan 

yang sedang dikembangkan bekerja sama antara Codagenix dan Serum Institute of 

India (Krammer, 2020) 

Saat ini, LAV mungkin adalah vaksin COVID-19 berlisensi yang pertama, saat 

ini, banyak pusat penelitian dan universitas di China berhasil menemukan strain virus 

SARS-CoV-2 dan memulai aktivitas formulasi LAV (Nuismer et al, 2019). Serum 

Institute of India, Ltd. juga mempromosikan LAV bekerja sama dengan Codagenix, 

Inc. untuk melawan SARS-CoV-. Bagaimanapun, pada beberapa kasus perlu 

diperhatikan beberapa batasan selama penggunaan LAV untuk melawan SARS CoV-2 

(Chen et al, 2020). 

 

C) Vaksin Rekombinan Berbasis Protein 

Vaksin protein rekombinan dapat dibagi menjadi rekombinan vaksin berbasis 

protein spike, vaksin berbasis receptor binding domain (RBD) rekombinan dan vaksin 

berbasis virus-like particle (VLP). Protein rekombinan ini dapat diekspresikan dalam 

sistem ekspresi yang berbeda-beda pada sel serangga, sel mamalia, ragi dan tumbuhan 

(Chen et al, 2020). Hasil virus dan jenis serta luas modifikasi pasca-translasi, bervariasi 

bergantung pada sistem ekspresi. Khususnya untuk vaksin rekombinan berbasis protein 
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spike, modifikasi seperti penghapusan polybasa pada situs pembelahan, penambahan 

dua (atau lebih) mutasi penstabil, dan penambahan domain trimerisasi seperti halnya 

cara pemurnian (protein terlarut dengan ekstraksi membran) dapat mempengaruhi 

respons imun yang ditimbulkan (Hsieh et al, 2020). 

  Keuntungan dari vaksin ini adalah bahwa mereka dapat diproduksi tanpa 

menangani virus hidup. Selain itu, beberapa vaksin protein rekombinan seperti FluBlok 

vaksin untuk influenza, telah memiliki izin, dan jumlahnya cukup banyak pengalaman 

dalam memproduksinya. Namun, vaksin semacam itu juga memiliki kekurangan. 

Protein spike relatif sulit untuk diekspresikan, dan memang demikian kemungkinan 

akan berpengaruh pada hasil produksi dan berapa banyak dosis yang bisa diproduksi 

(Amanat et al, 2020). 

Partikel mirip virus (VLP) adalah protein kapsid (tidak menular) terkonjugasi 

dengan struktur virus protein yang direkayasa untuk dimanfaatkan dengan 

nanoteknologi. Struktur VLP sesuai dengan virus alami tanpa genom virus. Selain itu, 

VLP memiliki ukuran partikel mulai dari 20 hingga 100 nm. VLP aktif secara biologis, 

imunogenik kuat, dan adekuat untuk membuat timbulnya respon imun humoral dan 

seluler. VLP mungkin lebih mudah dibuat dengan biaya rendah dan lebih aman jika 

dibandingkan dengan vaksin virus konvensional, seperti vaksin hidup yang dilemahkan 

atau vaksin inaktif. VLP memiliki imunogenisitas yang lebih beragam daripada vaksin 

asam nukleat atau subunit (Huang et al. 2020). 

  Saat ini, Vaksin VLP sangat dianggap sebagai kandidat yang efektif untuk 

menghentikan pandemi COVID-19. Sebelumnya, vaksin virus corona berbasis VLP 
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sudah ada dibangun dengan menerapkan berbagai sistem ekspresi atau kombinasi 

antigen. Produk ini menunjukkan kemampuanya dalam mencegah virus corona dan 

menunjukkan potensi yang sangat menjanjikan dalam penggunaan klinis. Berbagai 

studi mengeksplorasi adjuvan untuk meningkatkan kemanjuran Vaksin berbasis VLP. 

Sedangkan studi terbaru juga mengungkapkan bahwa protein rekombinan dengan 

menggunakan Platform nanoteknologi dapat digunakan untuk menghasilkan kandidat 

vaksin COVID-19. Adjuvan Matrix-M™  pada vaksin dilaporkan dapat meningkatkan 

respon imun selama vaksinasi. Saat ini, ada kandidat vaksin Covid-19 di bawah 

platform VLP dan memasuki fase uji klinis (Nidom R. et al, 2020) 

  RBD lebih mudah untuk diekspresikan. Namun, ini merupakan protein yang 

relatif kecil jika diekspresikan sendiri dan meskipun berpotensi menetralkan antibodi 

mengikat RBD, ia tidak memiliki epitop penetral lainnya seperti yang ada pada protein 

spike, hal ini kemungkinan menyebabkan vaksin berbasis RBD lebih rentan terhadap 

dampak dari antigenic drift daripada vaksin yang menyertakan protein spike secara 

genome penuh. Banyak kandidat vaksin protein rekombinan melawan SARS-CoV-2 

saat ini sedang dalam pengembangan praklinis, dan beberapa vaksin berbasis protein 

spike dan RBD telah masuk uji klinis (Krammer, 2020). 

 

D) Vaksin Subunit 

Imunisasi vaksin berbasis subunit setidaknya satu protein dengan   

imunogenisitas yang kuat tersedia untuk menjadi vaksin yang efektif untuk dapat 

menimbulkan respon imun. Jenis antibodi ini lebih mudah dan lebih aman untuk 
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dikembangkan karena tidak memiliki substansi virus hidup dalam pembuatan vaksin. 

Namun demikian, seringkali membutuhkan adjuvan untuk dapat meningkatkan respon 

imun yang memiliki daya protektif. Di sisi lain, vaksin subunit tidak begitu memiliki 

efek imunogenik yang efektif, dengan demikian perlu ditambahkan bahan adjuvant 

yang sesuai untuk dapat meningkatkan respon imun yang ditimbulkan (George et al, 

2020). 

Vaksin subunit protein dihasilkan melalui sintesis rekombinan antigen protein 

atau isolasi dan metode pemurnian protein setelah membudidayakan patogen dalam 

jumlah besar. Strategi ini dapat menghilangkan kemungkinan efek samping yang 

parah, tetapi sering meningkatkan kebutuhan untuk meningkatkan dosis booster dan 

mengoptimalkan adjuvan yang ditambahkan untuk mencapai efek imunisasi yang lebih 

kuat dan tahan lama. Antigen yang diberikan bersamaan dengan adjuvant mengaktifkan 

sel penyaji antigen (APC) untuk kemudian disajikan kepada sel imun adaptif 

(Kyriakidis et al, 2021).  

 

E) Vaksin Asam Nukleat 

Salah satu tren terbaru dalam pengembangan vaksin adalah pengembangan 

platform asam nukleat yang menyandikan antigen patogen. Tidak ada vaksin DNA atau 

mRNA yang telah disetujui untuk digunakan pada manusia. Vaksin berbasis DNA yang 

telah dilisensikan oleh USDA adalah untuk penggunaan pada hewan, diantaranya, ada 

vaksin terhadap virus West Nil pada kuda39 dan terhadap melanoma anjing. Vaksin 

asam nukleat adalah penginduksi yang kuat untuk respon imun adaptif humoral dan 
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seluler dan sangat cepat untuk digunakan sejak satu-satunya bahan yang dibutuhkan 

untuk produksinya adalah urutan genetik yang mengkodekan antigen virus dan 

platform penyaluranya. Desain dan produksi jalur cepat vaksin ini memungkinkan 

mereka untuk muncul sebagai kandidat vaksin melawan virus corona baru SARS-CoV-

2. Molekul DNA dan mRNA memiliki perbedaan stabilitas dan juga termasuk langkah-

langkah berbeda yang digunakan untuk produksi antigen (Kyriakidis et al, 2021). 

Vaksin DNA didasarkan pada DNA plasmid yang dapat diproduksi dalam skala 

besar pada bakteri. Biasanya, plasmid ini mengandung ekspresi promotor mamalia dan 

gen yang mengkode protein spike, yang diekspresikan pada saat individu divaksinasi.  

Keuntungan dari teknologi ini adalah kemungkinan untuk memproduksi dengan skala 

besar pada E. coli, serta stabilitas tinggi dari DNA plasmid. Namun, DNA vaksin 

seringkali menunjukkan imunogenisitas yang rendah, dan harus diberikan tambahan 

zat pada saat diberikan untuk membuatnya lebih efisien.  Saat ini terdapat empat 

kandidat vaksin DNA untuk melawan SARS-CoV-2 yang sedang dalam fase uji klinis 

I / II (Krammer, 2020). 

Antibodi yang merupakan sintetik DNA dianggap lebih banyak disukai 

dibandingkan dengan antibodi lainnya. Molekul DNA menyandikan paling sedikit satu 

gen asing (Phelan et al, 2020). Vaksin berbasis DNA mungkin berhasil mengatasi 

berbagai macam virus corona termasuk domain transmembran, RBD, protein spike, 

ekor sitoplasma, dan domain S1 (Kirchdoerfer et al, 2016). Konfigurasi vaksin berbasis 

DNA adalah teknik mutakhir dan dianggap mahal. Teknik ini tersusun dari plasmid 

yang umumnya tersusun dengan perangkat pintar yang membantu mengungkapkan  
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sistem kekebalan untuk mengalahkan virus. Saat ini, beragam institusi telah memulai 

studi untuk mengembangkan vaksin untuk menyembuhkan virus corona baru (Nidom 

et al, 2020). 

Vaksin DNA dapat memiliki rute aplikasi yang berbeda. Vaksin ini \ dapat 

disampaikan secara intradermal dengan elektroporasi dapat mengoptimalkan 

serapannya oleh sel penyaji antigen (APC) kulit seperti makrofag, monosit, dan sel 

dendritik yang akan memproses dan menampilkannya untuk naif sel T pada organ getah 

bening sekunder, sehingga meningkatkan sel respon imun adaptif. Antigen yang baru 

disintesis juga akan mencapai organ-organ ini dan memulai aktivasi sel B naif yang 

akan menghasilkan produksi antibodi. Administrasi subkutan akan menyebabkan 

serapan fibroblast dan keratinosit. Sel-sel ini selanjutnya akan mensintesis dan 

melepaskan antigen yang bisa dikenali dan difagositosis oleh APC. Pemberian DNA 

transdermal terutama akan dilakukan oleh sel Langerhans yang akan mengekspresikan, 

memproses, dan menyajikan transgen (Hobernik & Bros, 2018).  

Di sisi lain, DNA diberikan melalui injeksi intravena secara sistematis 

mencapai organ limfatik sekunder, sedangkan aplikasi vaksin DNA intramuskular yang 

ditingkatkan dengan elektroporasi pada prinsipnya dapat menyebabkan pengiriman 

miosit. Miosit akan selanjutnya mensintesis dan mengeluarkan antigen baru yang akan 

lahir selanjutnya diambil oleh APC yang dapat memulai respon imun adaptif. 

Akhirnya, vaksin DNA akan nebulisasi menghasilkan aktivasi APC paru yang 

menginduksi mukosa kekebalan, sedangkan, dengan cara yang sama, DNA yang 

diberikan secara oral dalam bentuk plasmid bakteri akan memancing serapan oleh sel 
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epitel usus. Mediator ini akan mengungkapkan sejumlah besar antigen oleh APC usus 

dan selanjutnya presentasi dalam jaringan limfoid usus (Gut Associated Lymphoid 

Tissue / GALT), seperti Peyer Patch. Molekul DNA umumnya cukup stabil, 

memungkinkan adanya penyimpanan vaksin DNA pada +4°C, sehingga 

menyederhanakan distribusi jenis vaksin ini (Hobernik & Bros, 2018). 

Vaksin RNA merupakan perkembangan yang relatif baru. Mirip dengan vaksin 

DNA, informasi genetik untuk antigen adalah berasal antigen itu sendiri, dan antigen 

kemudian diekspresikan di dalam sel individu yang divaksinasi.  Vaksin mRNA 

(dengan modifikasi) atau RNA yang menggandakan diri sendiri semuanya dapat 

digunakan. Dosis yang lebih tinggi diperlukan untuk mRNA dibandingkan dengan 

RNA yang menggandakan diri dan menguatkan dirinya sendiri (Vogel et al, 2018). 

RNA biasanya dikirim melalui lipid nanoparticles (LNP). Vaksin RNA telah 

menunjukkan harapan besar dalam beberapa tahun terakhir dan banyak di antaranya 

memang menjanjikan dalam perkembangannya, misalnya untuk virus Zika atau 

cytomegalovirus. Vaksin RNA memiliki potensi sebagai vaksin untuk melawan SARS-

CoV-2, hasil praklinis yang menjanjikan telah diterbitkan untuk sejumlah kandidat 

vaksin RNA Pfizer dan Moderna saat ini memiliki kandidat dalam uji coba fase III, 

CureVac dan Arcturus memiliki kandidat dalam uji coba fase I / II, dan kandidat vaksin 

dari Imperial College London dan Cina Liberation Army sedang dalam uji coba fase I. 

Keuntungan dari teknologi ini adalah bahwa vaksin tersebut dapat diproduksi 

sepenuhnya secara in vitro. Namun, teknologi masih baru, dan belum diketahui secara 

pasti masalah apa yang akan dihadapi dalam hal produksi skala besar dan stabilitas 
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penyimpanan jangka panjang, karena penyimpanan beku diperlukan. Selain itu, vaksin 

ini juga diberikan melalui suntikan dan oleh karena itu tidak mungkin menimbulkan 

kekebalan mukosa yang tinggi (Krammer, 2020). 

Aplikasi vaksin mRNA memiliki konsep yang sama dengan vaksin DNA, 

perbedaannya mRNA perlu mencapai sitoplasma atau ribosom retikulum endoplasma 

untuk diterjemahkan menjadi protein. Molekul mRNA dapat diberikan dalam kapsul 

lipid nanoparticles (LNP) vektor yang dapat mengenkapsulasi asam nukleat secara 

efisien dan kuat sehingga memungkinkan penetrasi jaringan untuk memfasilitasi 

pengiriman informasi genetic dalam sel inang sehingga sintesis protein antigen asing 

dapat dimulai. Induksi selanjutnya dari respon imun sama dengan induksi vaksin DNA. 

Namun, molekul mRNA secara signifikan lebih tidak stabil dibandingkan dengan 

molekul DNA. Oleh karena itu, vaksin mRNA biasanya membutuhkan suhu antara −70 

° C dan −20° C untuk penyimpanan jangka panjang yang mempersulit logistik 

distribusi vaksin semacam ini. Penambahan mutasi spesifik dan modifikasi penstabil 

kimia pada molekul vaksin mRNA secara khusus bertujuan untuk mengatasi masalah-

masalah ini, untuk penyimpanan jangka pendek (hingga 6 bulan) calon vaksin mRNA 

pada suhu antara 2 dan 8 ° C (Pardi et al, 2018). 

 

F) Vaksin Vektor Virus 

Vektor virus merupakan salah satu strategi terbaru dalam pengembangan 

vaksin. Virus yang berbeda dimodifikasi untuk mengurangi virulensi dan biasanya 

potensi replikasi mereka tetap dipertahankan kapasitasnya untuk menginfeksi sel 
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manusia. Ini dirancang untuk menyampaikanm informasi genetik patogen ke sel 

kekebalan untuk mengekspresikan dan menyajikan protein antigenik ke limfosit. 

Vektor adenovirus, campak, dan vesicular stomatitis virus (VSV) biasanya digunakan 

untuk desain seperti itu yang telah terbukti memprovokasi respons imun yang kuat 

dengan satu kali pemberian (Kyriakidis et al, 2021). 

Komplikasi yang diamati dalam penggunaan vaksin vektor virus adalah 

kekebalan yang sudah ada sebelumnya terhadap vektor yang kemudian dapat 

berpengaruh terhadap besarnya respon imun yang ditimbulkan. Antibodi yang 

terbentuk terhadap vektor virus yang dihasilkan pada vaksinasi pertama dapat 

menurunkan imunogenisitas pemberian vaksinasi booster. Menggunakan serotipe 

vektor yang kurang umum atau vektor virus non-manusia (misalnya, adenovirus yang 

berasal dari simpanse) dapat membantu menghindari permasalahan imunologi ini (Zhu 

et al, 2020). 

Vektor replikasi tidak kompeten mewakili sebagian besar pengembangan 

vaksin. Vaksin semacam itu biasanya didasarkan pada virus yang lain yang telah 

direkayasa untuk mengekspresikan protein spike dan telah dinonaktifkan dari replikasi 

in vivo dengan penghapusan beberapa bagian genom. Mayoritas pendekatan ini 

didasarkan pada vektor adenovirus (AdV), Modified Vaccinia Ankara (MVA), 

vektorvirus parainfluenza pada manusia, virus influenza, virus adeno terkait dan virus 

Sendai juga digunakan (Krammer, 2020). Mayoritas dari vektor ini disampaikan secara 

intramuskular, memasuki sel-sel pada individu yang divaksinasi dan kemudian 

mengekspresikan protein spike, yang ditimbulkan oleh respon imun inang. Pendekatan 
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ini memiliki banyak keuntungan, diantaranya tidak memerlukan SARS-CoV-2 yang 

hidup selama proses produksi, terdapat pengalaman yang cukup banyak dengan 

memproduksi  dalam jumlah yang lebih besar dari beberapa vektor seperti vaksin 

berbasis Ad26 MVA untuk melawan virus Ebola baru-baru ini dilisensikan di Uni 

Eropa, dan vektor ini menunjukkan stimulasi yang baik dari respon sel B dan sel T. 

Kerugiannya adalah beberapa dari vektor ini terpengaruh dan sebagian dinetralkan oleh 

imunitas vektor yang sudah terbentuk sebelumnya, hal ini dapat dihindari dengan 

menggunakan jenis vektor yang jarang ditemukan pada manusia atau yang berasal dari 

virus hewan, atau dengan menggunakan virus yang tidak menimbulkan banyak 

kekebalan sendiri (misalnya, virus adeno) (Folegatti et al, 2020).  

Imunitas vektor dapat menjadi masalah jika regimen yang sama digunakan pada 

vaksinasi pertama dan booster, meskipun ini dapat dihindari dengan satu vektor pada 

vaksinasi pertama dan booster dengan vektor yang berbeda.  Beberapa replikasi-tidak 

kompeten Kandidat vaksin vektor terhadap SARS-CoV-2 telah berkembang pesat 

dalam pengembangan klinis: hasil dari uji coba NHP dan / atau uji klinis di manusia 

telah dilaporkan untuk ChAdOx1 nCoV-19 (berdasarkan simpanse AdV), oleh Janssen 

(menggunakan vektor berbasis AdV26) dan oleh CanSino (AdV5). Selain itu, kandidat 

dari Gamaleya Research Institute (Ad5 / Ad26) sedang dalam uji klinis fase III dan satu 

lagi dari ReiThera (gorilla AdV) sedang dalam uji coba fase I (Krammer, 2020). 

Vektor replikasi kompeten biasanya diturunkan dari vaksin virus yang 

dilemahkan atau strain vaksin dari virus yang telah direkayasa untuk mengekspresikan 

transgen, dalam hal ini adalah protein spike. Dalam beberapa kasus, virus hewan yang 
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tidak berkembang biak secara efisien dan tidak menyebabkan penyakit pada manusia 

dapat digunakan juga. Pendekatan ini dapat menghasilkan induksi kekebalan yang 

lebih kuat, karena vektor menyebar sampai batas tertentu pada individu yang 

divaksinasi dan sering juga memicu respon kekebalan bawaan yang kuat. Beberapa dari 

vektor ini juga dapat diberikan melalui permukaan mukosa, yang mungkin memicu 

respons imun mukosa (Krammer, 2020). 

Saat ini, hanya dua vektor replikasi kompeten yang berada dalam fase I uji 

klinis: strain vaksin campak yang direkayasa yang dikembangkan oleh Institute Pasteur 

dan Themis (sekarang diakuisisi oleh Merck), dan berbasis vektor virus influenza yang 

sedang dikembangkan oleh Beijing Wantai Farmasi Biologi. Namun, beberapa lainnya, 

termasuk vektor berdasarkan virus stomatitis vesikuler (VSV), cacar kuda dan Virus 

Newcastle Disease (NDV) saat ini sedang dalam pengembangan. Vektor berbasis NDV 

menarik karena virus ini tumbuh hingga titer tinggi pada telur, dan vektor dapat 

diproduksi dengan menggunakan virus influenza. Berbeda dengan vektor campak dan 

VSV, mereka mungkin cukup aman untuk diberikan secara intranasal, yang diharapkan 

dapat menimbulkan sistem kekebalan mukosa (Krammer, 2020). 
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Gambar 2.5 Gambaran pengembangan vaksin terhadap SARS-CoV2 (Kaur & Gupta, 
2020)  
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2.3 Ikan Zebra  

2.3.1 Taksonomi dan Klasifikasi Ikan Zebra  

Klasifikasi ikan Zebra menurut Eschmeyer ( 1997) adalah sebagai berikut ; 

 Kingdom : Animalia 

 Filum  : Chordata 

 Class  : Actynopterygii 

 Ordo  : Cypriniformes 

 Family  : Cyprinidae 

 Genus  : Brachydanio 

 Spesies : Danio rerio 

 

2.3.2 Morfologi Ikan Zebra 

 Ikan Zebra merupakan ikan teleostei yang termasuk dalam keluarga cyprinid 

dan class actynopterygii. Nama ikan zebra digunakan berdasarkan ciri tubuhnya yang 

memiliki lima garis seragam pada tubuh yang meluas hingga ke sirip anal dan sirip 

ekor. Ikan zebra memiliki bentuk tubuh fusiform dan lateral dengan mulut pada bagian 

atas tubuh dengan dua pasang sungut yang berfungsi untuk mencari makanan pada 

dasar perairan. Garis-garis pada tubuh ikan zebra biasa berwarna hitam biru yang 

mengandung dua jenis sel pigmen berupa melanophores dan iridiophore sedangkan 

garis berwarna kuning keperakan mengandung sel pigmen xanthophores dan 

iridophore. Ikan zebra betina umumnya memiliki ukuran tubuh yang lebih besar 
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dibandingkan ikan zebra jantan dan warna yang lebih pudar. Ikan zebra termasuk ikan 

yang sangat gesit serta lincah dan tidak memiliki sifat predator (Axelrod, 1982). 

 Ikan zebra memiliki sirip dorsal atau sirip punggung 8-9, sirip anal atau sirip 

dubur 15-16, sirip pectoral atau sirip perut 12-13, memiliki 10 hingga 13 buah gill 

rakers pada gill arch, terdapat dua barbles yaitu rostral barbles dan maxillary barbles. 

Barbels ini dimilki baik oleh ikan zebra jantan maupun betina dengan gari-garis yang 

sama (Apritasari, 2017) 

 

 

 

Gambar 2.6 Morfologi Ikan Zebra Sumber : White et al (2013) 

 

Ikan zebra memiliki sirip dorsal (sirip punggung) 8 – 9, sirip anal 15 – 16, sirip 

pectoral 12 – 13, memiliki 10 – 13 buah gill rakers pada gill arch. Sistem hemapoietik 

pada ikan zebra berbeda dengan sebagian besar mamalia, tulang ikan zebra tidak 
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memliki medullary cavity. Jaringan hematopoetik berlokasi di stroma dari limpa dan 

interstitium ginjal. Sistem respirasi ikan zebra terdiri dari jaringan insang dan gas 

bladder. Organ penyusun sistem digesti antara lain mulut, faring, gigi, intestine. Insang 

mempunyai peran yang sangat penting yaitu sebagai alat pertukaran O2 pada darah. Air 

yang masuk melalui mulut, melewati insang dan keluar melalui operculum. Air dapat 

mengalir dikarenakan kontraksi dari rongga mulut dan ruang operkular. Darah yang 

masuk melalui arteri filament afferent dari lamella primer menuju ke lamella sekunder, 

dimana CO2 rilis ke air dan O2 diambil. Darah yang mengandung oksigen keluar dari 

lamella sekunder melalui arteri lamella effenrent kemudian masuk ke aorta dorsal dan 

diedarkan ke seluruh jaringan tubuh (Menke et al., 2011). 

Jantung dari ikan zebra terletak pada anterior rongga tubuh dan berada di ventral 

dari esophagus. Darah yang mengandung CO2 masuk ke dalam atrium melalui katub 

sino-atrial. Atrium mempunyai dinding yang tebal, berotot, trabekula tebal. Kontraksi 

dari atrium dan dilatasi ventrikel menyebabkan darah masuk ke dalam ventrikel melalui 

atrioventricular valve. Darah dipompa dari ventrikel dengan tekanan yang tinggi  

(Apritasari, 2017). 

Mulut dan rongga mulut merupakan gabungan dari system digestif maupun 

respirasi. Fungsi digestif dari mulut dan rongga mulut adalah untuk seleksi, 

melembutkan dan jalur masuk ke dalam intestine. Mulut dari ikan zebra mempunyai 

taste bud dan rongga mulutnya terdiri dari epitel mukoid yang tebal dan terdapat sel 

goblet. Intestine dari ikan zebra terdiri dari saluran yang panjang dan terlipat dua kali 

pada rongga perut. Intestine dibagian anterior berlumen lebar dan semakin mengecil 
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pada rostral-caudal. Tidak ada pembagian lambung, usus kecil dan usus besar dalam 

hal ini. Hepar dari ikan zebra terdiri dai tiga lobus dan terletak di sepanjang saluran 

digestif. Hepar ikan mempunyai fungsi yang sama dengan mamamlia, yaitu sebagai 

homeostatis metabolisme tubuh, antara lain memproses karbohidrat, protein, lipid 

(Arpitasari, 2017).  

 

2.3.3 Reproduksi Ikan Zebra 

Betina dewasa akan menunjukkan papilla genital keci di depan sirip dubur, 

reproduksi ikan zebra diawali dengan proses ikan betina melepaskan telurnya pada 

perairan terbuka yang kemudian akan dibuahi oleh ikan jantan, dan setelah terbuahi 

telur akan berada di dasar perairan di luar jangkauan induk jantan maupun betina. 

Pemijahan bisa berlangsung lima hari hingga beberapa minggu, telur ikan zebra 

memiliki diameter 0,05 hingga 1,37 mm dengan jumlah 300 hingga 500 butir dalam 

sekali siklus reproduksi ( Axelrod, 1982). 

 Ikan zebra dapat tumbuh dengan panjang sampai 6,4 cm meskipun jarang 

tumbuh lebih besar dari 4 cm untuk pemeliharaan di dalam akuarium. Pada 

penangkaran usia ikan zebra dapat mencapai usia dua hingga tiga tahun dan dalam 

kondisi ideal bisa mencapai lima tahun (Lahay, 2017). 

  

2.3.4 Habitat dan Kebiasan Makan Ikan Zebra 

Ikan Zebra berasal dari Myanmar, India, Srilangka dan sudah tersebar ke seluruh 

wilayah Asia Tenggara hingga Indonesia, ikan zebra menyukai daerah yang bersuhu 
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dingin  dan dapat dipelihara pada suhu 25 ̊C - 28 ̊C dengan pH 6,5- 7 ppt. Ikan zebra 

membutuhkan adanya sinar matahari yang cukup dan adanya tanaman air (Lahay, 

2017). 

Ikan Zebra merupakan ikan omnivora yang memakan zooplankton, fitoplankton, 

serangga, larva serangga hingga cacing dan krustasea kecil yang menjadi sumber 

makanan bila sumber makanan utama tidak tersedia.  Pakan alami larva pertama ikan 

zebra dapat berupa artemia, rotifer, untuk stadia dewasa dapat berupa cacing sutera 

dan cacing darah (Lahay, 2017). 

 

2.3.5 Penelitian Virus dengan Menggunakan Ikan Zebra 

 Penggunaan Ikan Zebra terkait dengan infeksi virus telah banyak dilakukan 

baik pada fase larva, dewasa dan juga pada kultur sel. Telah dihasilkan sel kultur primer 

dari bagian kepala dan badan ikan zebra (Danio rerio) yang dapat tumbuh dan 

berkembang dengan baik pada suhu 37 °C dengan kadar CO2 sebesar 5%. Kondisi ini 

telah menghasilkan sel yang konfluen serta dapat dilakukan pasase untuk dilakukan 

inokulasi dengan menggunakan virus influenza H5N1 reverse genetic (Kusala, 2019). 

Penelitian pendahuluan yang dilakukan oleh Nidom R.V pada 2016 dengan 

menggunakan virus influenza H5N1 reverse genetic dapat tumbuh dan berkembang 

dengan baik di dalam kultur sel Madine Darby Canine Kidney (MDCK) dan juga sel 

Vero yang diinkubasi pada suhu 37 °C dengan kadar CO2 sebesar 5% yang merupakan 

suhu optimum untuk perkembangan virus influenza (Nidom et al.,2016).  
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Hasil Penelitian ini menggambarkan bahwa virus influenza H5N1 reverse 

genetic telah berhasil tumbuh dan berkembang di dalam kultur sel primer ikan zebra 

pada sel bagian kepala dan juga sel bagian badan. Hal ini terlihat dari adanya gambaran 

cytopathogenic effect (CPE) pada kultur sel primer bagian kepala dan badan yang 

mengindikasikan bahwa virus tersebut dapat tumbuh dan bereplikasi di dalam kultur 

sel primer tersebut (Muhammad et al, 2020). Hasil ini sesuai dengan penelitian 

pendahuluan yang dilakukan oleh Lahay (2017) pada ikan zebra, menunjukkan bahwa 

ikan zebra dapat terinfeksi virus Flu Burung H5N1 yang diinfeksikan melalui 

perendaman atau dipping. Penelitian oleh (Nidom et al., 2018) juga menyatakan bahwa 

infeksi ikan zebra dengan virus H5N1 reverse genetic telah dilakukan dan 

menunjukkan bahwa Virus H5N1 bisa menginfeksi ikan zebra pada hampir semua 

organ.  
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BAB III  

KERANGKA KONSEPTUAL 

3.1 Skema Kerangka Konseptual Penelitian 
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Gambar 3.1 Kerangka Konseptual Penelitian 
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3.2 Kerangka Konseptual 

Coronavirus adalah kelompok virus yang dapat menginfeksi berbagai jenis 

hewan, dan virus ini dapat menyebabkan infeksi saluran pernapasan ringan hingga 

yang parah pada manusia. Pada tahun 2002 dan 2012, masing-masing, dua virus korona 

yang sangat patogen dan bersifat zoonosis, Severe Acute Respiratory Syndrome 

Coronavirus (SARS-CoV) dan Middle East Respiratory Coronavirus (MERS-CoV), 

muncul menginfeksi pada manusia dan menyebabkan penyakit pernafasan yang fatal. 

Hal ini menyebabkan virus korona muncul sebagai masalah kesehatan masyarakat yang 

baru di abad kedua puluh satu. Di akhir tahun 2019, sebuah novel coronavirus yang 

ditunjuk sebagai SARS-CoV-2 muncul di kota Wuhan, Cina, dan menyebabkan wabah 

virus penyebab pneumonia yang tidak biasa. Virus ini sangat mudah ditularkan, 

penyakit coronavirus ini, juga dikenal sebagai penyakit coronavirus 2019 (COVID-19) 

dan telah menyebar dengan cepat ke seluruh dunia (Wu et al, 2020).  

SARS-CoV-2 menggunakan reseptor yang sama dengan SARS-CoV, 

Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2). Selain ACE2 manusia (hACE2), SARS-

CoV-2 juga mengenali ACE2 dari babi, musang, monyet rhesus, kucing, trenggiling, 

kelinci dan anjing (Zhao et al, 2020). Penggunaan reseptor yang luas pada SARS-CoV-

2 menyiratkan bahwa virus ini mungkin memiliki jangkauan host yang luas, dan variasi 

efisiensi penggunaan ACE2 pada hewan yang berbeda dapat menunjukkan kerentanan 

yang berbeda terhadap infeksi SARS-CoV-2. Subunit S1 dari virus korona dibagi lagi 

menjadi dua domain fungsional, domain N-terminal dan domain C-terminal. Analisis 

struktural dan biokimia mengidentifikasi 211 daerah asam amino (asam amino 319-
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529) di S1 Domain C-terminal SARS-CoV-2 sebagai RBD, yang memiliki peran kunci 

dalam masuknya virus dan merupakan target antibodi penetral (Walls et al, 2020) 

Vaksinasi merupakan metode paling efektif untuk strategi jangka panjang 

pencegahan dan pengendalian COVID-19 di masa depan. Banyak platform vaksin yang 

berbeda untuk melawan SARS-CoV-2 yang saat ini sedang dalam pengembangan, 

antara lain vektor rekombinan, DNA, mRNA dalam nanopartikel lipid, virus yang tidak 

aktif, virus hidup yang dilemahkan dan subunit protein (Gao et al, 2020). Baru-baru 

ini, WHO (2020) menyiapkan dokumen tentang semua kandidat vaksin untuk uji klinis 

COVID-19, melaporkan 35 kandidat vaksin di evaluasi klinis dan sedikitnya 166 calon 

vaksin dalam pengujian praklinis dan klinis (Bianca et al, 2020). 

Identifikasi terhadap virus SARS CoV, SARS-CoV-2, dan MERS-CoV, serta 

kebutuhan untuk mengkarakterisasi dan mengembangkan vaksin untuk melawan virus 

tersebut menuntut agar virus dapat beradaptasi dengan kultur sel sehingga didapatkan 

jumlah yang cukup dari virus infektif untuk dapat dilakukan studi lebih lanjut. Virus 

corona sulit untuk diperbanyak dalam kultur sel dan virus korona manusia secara 

tradisional tumbuh dalam kultur organ dan sel manusia. HCoV-229E tumbuh dengan 

mudah dalam kultur primer atau sekunder dari embrio manusia atau sel line fibroblast, 

jauh lebih baik daripada HCoVOC43. Sel line yang paling sensitif untuk isolasi virus 

ini dari spesimen klinis yakni sel line usus diploid, MA-177 (Joseph & Fagbami 2020). 

Studi tentang virus korona yang baru menunjukkan bahwa isolat klinis SARS-

CoV direplikasi secara efisien dalam berbagai kultur sel seperti VeroE6 dan LLC-MK2 

(ginjal monyet), HEK-293T (ginjal manusia), RK-13 (ginjal kelinci), Huh (human 
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hepatocellular carcinoma), dan sel mononuklear darah tepi manusia (PBMC). 

Demikian pula, MERS-CoV tumbuh pada kultur sel ginjal monyet dan sel line Huh, 

tetapi tidak tumbuh di berbagai jenis sel lainnya. Studi terbaru menunjukkan bahwa 

SARSCoV-2 dapat dikembangkan di sel yang sama untuk menumbuhkan SARS-CoV, 

dan sel kultur dari epitel saluran pernafasan manusia adalah yang paling sensitif untuk 

menumbuhkan virus (Peerlman, 2020).  

Melihat fenomena yang ada saat ini, tentunya penelitian terkait SARS CoV2 

masih sangat diperlukan. Dimana ketersediaan bahan yang ada sampai saat ini untuk 

kepentingan mengembangkan SARS-CoV-2 baik dalam keperluan riset maupun 

sebagai strategi pengembangan vaksin adalah berasal dari bahan-bahan yang sifatnya 

non halal jika di asumsikan untuk masuk ke dalam tubuh bagi umat Islam. Alternatif 

yang bisa digunakan salah satunya adalah dengan menggunakan bahan yang memiliki 

basis kehalalan bagi umat Islam yakni salah satunya dengan menggunakan ikan zebra 

(Danio rerio). 

Ikan Zebra (Danio rerio) saat ini telah banyak digunakan sebagai model hewan 

coba yang menjanjikan untuk berbagai penyakit pada manusia, menguji efektifitas obat 

dan juga study yang berkaitan dengan terapi kanker. Ikan zebra bisa menjadi model 

alternatif baru untuk menguji kandidat vaksin praklinis untuk COVID-19, mencari 

strategi untuk menilai keamanan dan toksisitas untuk kandidat vaksin. Perbandingan 

antara susunan fungsional genom ikan zebra dan manusia memiliki kemiripan sebesar 

70% kesamaan genetik dengan manusia (Howe et al, 2013).  
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa sebagian besar gen Renin-Angiotensin-

Aldosterone System (RAAS) pada manusia memiliki satu atau lebih ortolog atau co-

ortolog pada gen ikan zebra. Hasil menunjukkan jenis enterosit tertentu sebagai situs 

spesifik ekspresi ortolog komponen RAAS utama pada ikan zebra, termasuk ACE, 

ACE2, Slc6a19 (reseptor untuk SARS-CoV-2), dan pembelahan peptida terkait 

Angiotensin enzim Anpep (reseptor flu biasa coronavirus HCoV-229E), dan Dpp4 

(reseptor untuk MERS-CoV). Hasil mengidentifikasi subtipe sel vaskular tertentu 

mengekspresikan reseptor Ang II, apelin, dan gen reseptor apelin. Hasil ini 

mengidentifikasi gen dan tipe sel untuk mengeksploitasi ikan zebra sebagai hewan 

model untuk memahami mekanisme penyakit COVID-19 (Postlethwait et al., 2020). 

Ikan zebra telah digunakan sebagai model untuk mempelajari keamanan vaksin 

dan untuk menilai toksikologi yang mungkin berkorelasi dengan kesehatan manusia. 

Analisis docking menunjukkan bahwa ikan zebra memiliki IgM chain 4 (CH4) dengan 

kemiripan sebesar 43,3% dengan IgM CH4 pada manusia dan mungkin memiliki 

potensi yang mirip dalam mengenali protein S seperti antibodi pada manusia. Salah 

satu target protein Spike SARS-CoV-2 yang diketahui adalah reseptor Angiotensin 

Converting Enzyme 2 (ACE2) pada manusia dianggap sebagai gerbang utama 

masuknya infeksi virus. Mempertimbangkan efek protein Spike pada ikan  

menggunakan analisis bioinformatis, menariknya, ikan zebra memiliki protein ACE2 

yang memiliki kesamaan identitas urutan primer sebesar 58 dan 72% dengan ACE2 

pada manusia (Bianca et al, 2020). 
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ACE2 memiliki 22 residu yang menjadi bagian dari interaksi protein-protein 

dan kebanyakan dari mereka berada di wilayah N-terminal ACE2. 77% dari residu 

ACE2 manusia terketak serupa dalam urutan ACE2 pada ikan zebra yang menunjukkan 

bahwa ikan zebra juga dapat mengikat protein Spike SARS-CoV-2. Dimensi pohon 

struktur ACE2 ikan zebra berdasarkan model homologi menunjukkan kesamaan 

struktural yang tinggi dengan ACE2 pada manusia. Analisis komputasi dari interaksi 

protein-protein menggunakan ACE2 dan RBD dari SARS-CoV-2 Spike protein 

mengungkapkan nilai yang sama dari energi bebas pengikatan yang menunjukkan 

bahwa ikan zebra rentan terhadap infeksi virus (Bianca et al, 2022). 

Analisis PCR kuantitatif real-time dari beberapa jaringan dari ikan zebra jantan 

dan ikan zebra betina dewasa menunjukkan bahwa ACE2 sebagian besar diekspresikan 

di otak dan otot pada kedua jenis kelamin. Meskipun tingkat yang lebih tinggi terlihat 

di ginjal pada ikan betina, banyaknya transkrip ACE2 di organ ini adalah cukup 

bervariasi dan tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan jika dibandingkan dengan 

jaringan lain. Analisis lebih lanjut membandingkan ekspresi relatif dari zebrafish 

ACE2 antara jantan dan betina untuk jaringan yang sama. Analisis ini mengungkapkan 

ekspresi ACE2 yang lebih tinggi pada jantan jika dibandingkan dengan betina untuk 

organ berikut: otak, gonad, jantung, otot, dan jaringan adiposa (tubuh gemuk) (Bianca 

et al, 2022). 

Menariknya, ikan zebra yang disuntik dengan rSpike menghasilkan respon 

peradangan yang mirip dengan kasus COVID-19 yang parah pada manusia. Perubahan 

histologis dianalisis di hati sebagai infiltrasi lobular ringan oleh limfosit kecil, dilatasi 
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sinusoidal sentrilobular, nekrosis, steatosis mikrovesikular sedang, infiltrasi sel radang  

ringan di lobulus hati, dan saluran portal. Perubahan ini serupa dengan yang diamati 

pada pasien dengan COVID-19 (Tian et al., 2020). Meskipun fungsi biokimia dari hati 

ikan zebra tidak diuji, peningkatan kadar ALT, AST, dan GGT tiga kali lipat telah 

dilaporkan selama rawat inap untuk manusia. Perubahan ini dapat dikaitkan dengan 

efek sitopatik langsung dari virus dan dapat dikaitkan dengan kematian yang lebih 

tinggi (Jothimani et al., 2020). 

Sehubungan dengan jaringan reproduksi, ikan zebra betina disuntik dengan 

rSpike menunjukkan kerusakan parah pada ovarium (atresia folikel, infiltrasi seluler, 

dan matriks ekstraseluler yang tidak teratur) setelah 7 hari inokulasi protein. Di sisi 

lain, hal yang luar biasa bahwa kerusakan ovarium tidak terjadi (kembali membaik) 

setelah 14 hari, ketika ikan zebra menerima suntikan kedua rSpike. Pada manusia, ada 

bukti bahwa ACE2 mRNA diekspresikan pada ingkat rendah, selama semua tahap 

pematangan folikel di ovarium, dan juga di endometrium. Pola ekspresi ACE2 ini, 

sejalan dengan pengamatan kami dan menunjukkan bahwa SARS-CoV-2 

mempengaruhi kesuburan wanita pada manusia dan ikan zebra (Zupin et al., 2020). 

Berdasarkan uraian fakta diatas, oleh karena itu diperlukan pengembangan 

penelitian dengan menggunakan virus SARS-CoV-2 yang dikembangkan dengan 

menggunakan model hewan coba Ikan Zebra (Danio rerio) sebagai model proses 

formulasi vaksin yang berbasis vaksin halal.  
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BAB IV MATERI DAN METODE PENELTIAN 

 

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksploratif laboratorium. Penelitian ini 

dilakukan dalam tiga tahap,  

Tahap pertama melakukan koleksi sampel virus SARS-CoV-2.  Spesimen 

yang mengandung Virus SARS-CoV-2, dari nasotracheal swab di Laboratorium 

Molekular Professor Nidom Foundation (LM-PNF). Spesimen yang diuji dengan 

realtime-PCR, untuk yang positif dilakukan pemurnian guna mendapatkan virus.  

  Tahap kedua, adalah melakukan pengujian virus SARS CoV2 dengan 

menggunakan model hewan coba. Hewan coba yang digunakan dalam penelitian 

ini adalah dengan menggunakan ikan zebra (Danio rerio). Pada tahap ini dilakukan 

dengan menginfeksikan virus SARS-CoV-2 pada hewan coba untuk melihat 

kemampuan virus dapat menginfeksi hewan coba dan berkembang biak di dalam 

tubuh hewan coba. Terdapat tiga jalur infeksi yang dilakukan dalam penelitian ini 

masing-masing jalur infeksi diberikan tiga perbedaan dosis infeksi. Penelitian ini 

bersifat eksperimental untuk mengetahui variabel tertentu terhadap suatu kelompok 

dalam kondisi yang terkontrol. Percobaan ini terdapat kelompok eksperimen dan 

kelompok kontrol, dimana kelompok kontrol berperan sebagai pembanding hingga 

terjadi perubahan akibat berbagai eksperimen tersebut (Nasution, 2003). Media dan 

bahan percobaan yang digunakan dalam penelitian ini dianggap seragam, yang 

membedakan hanya berbeda pada masing-masing perlakuan sebagai berikut : 
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Perlakuan A1 : Jalur Infeksi dengan menebarkan virus langsung pada air (Tetes 

Air) sebanyak 0,1 mL  

Perlakuan A2 : Jalur Infeksi dengan menebarkan virus langsung pada air (Tetes 

Air) sebanyak 0,15 mL  

Perlakuan A3 :  Jalur Infeksi dengan menebarkan virus langsung pada air (Tetes 

Air) sebanyak 0,2 mL  

Perlakuan B1  : Jalur Infeksi injeksi virus secara Intra Peritoneal dengan 0,3 µL / 

ekor setelah dilakukan anastesi terlebih dahulu 

Perlakuan B2 : Jalur Infeksi injeksi virus secara Intra Peritoneal dengan 0,45 µL 

/ ekor setelah dilakukan anastesi terlebih dahulu 

Perlakuan B3 : Jalur Infeksi injeksi virus secara Intra Peritoneal dengan 0,6 µL / 

ekor setelah dilakukan anastesi terlebih dahulu 

Perlakuan C1 : Jalur Infeksi dengan meneteskan virus sebanyak 0,6 µL melalui 

insang ikan zebra setelah dilakukan anastesi terlebih dahulu 

Perlakuan C2 : Jalur Infeksi dengan meneteskan virus sebanyak 0,9 µL melalui 

insang ikan zebra setelah dilakukan anastesi terlebih dahulu 

Perlakuan C3 : jalur Infeksi dengan meneteskan virus sebanyak 0,12 µL melalui 

insang ikan zebra setelah dilakukan anastesi terlebih dahulu 

Kontrol A : Jalur Infeksi dengan menebarkan PBS langsung pada air (Tetes 

Air) sebanyak 0,2 mL  

Kontrol B : Jalur Infeksi injeksi PBS secara Intra Peritoneal dengan 0,6 µL / 

ekor setelah dilakukan anastesi terlebih dahulu 
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Kontrol C : Jalur Infeksi dengan meneteskan PBS sebanyak 0,12 µL melalui 

insang ikan zebra setelah dilakukan anastesi terlebih dahulu 

Tabel 4.1 Perhitungan Titer Virus SARS-CoV-2 

Perlakuan Rute Pemberian Titer Virus 

A1 Tetes Air 1,5 x 104 pfu/mL 

A2 Tetes Air 2,25 x 104 pfu/mL 

A3 Tetes Air 3 x 104 pfu/mL 

B1 Injeksi Intra Peritoneal 4,5 x 102 pfu/mL 

B2 Injeksi Intra Peritoneal 6,75 x 102 pfu/mL 

B3 Injeksi Intra Peritoneal 9 x 102 pfu/mL 

C1 Tetes Insang 9 x 102 pfu/mL 

C2 Tetes Insang 13,5 x 102 pfu/mL 

C3 Tetes Insang 18 x 102 pfu/mL 

 

Pada penelitian ini virus yang digunakan adalah virus SARS-CoV-2 utuh 

dengan type betacoronavirus clade GH dari Laboratorium Molekular Professor 

Nidom Foundation (PNF) yang sudah terdaftar di GISAID dengan kode teregister: 

hCoV-19/Indonesia/JI-PNF-211352/2021 dan Accession ID EPI_ISL_6425650, 

yaitu varian WUHAN.  Dalam penelitian ini digunakan virus SARS-CoV-2 secara 

utuh (wildtype) mengingat penggunaan Virus SARS-CoV-2 secara utuh belum 

pernah dilakukan penelitian pada ikan zebra. Beberapa penelitian yang telah 

dilakukan adalah dengan menggunakan virus SARS-CoV-2 rekombinan. Valerio et 

al (2021) telah berhasil menginfeksikan virus rekombinan SARS-CoV-2 protein N 
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pada larva ikan zebra dengan titer sebesar 8 x 104 pfu/mL melalui metode 

perendaman dan dengan titer sebesar 1,13 x 108 pfu/mL serta 1,6 x 107 pfu/mL 

melalui injeksi.  

Tahap ketiga, adalah melakukan pengujian molekuler terhadap hasil infeksi 

virus pada hewan coba. Untuk menganalisis hasil pertumbuhan dan gambaran 

infeksi virus pada tubuh hewan coba.  Pemeriksaan molekuler dilakukan dengan 

metode Realtime PCR sedangkan pemeriksaan gambaran infeksi dilihat 

berdasarkan gambaran Histopatologi dan gambaran secara Immunohistokimia.  

4.2 Variabel Penelitian 

4.2.1 Variabel Bebas    

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah Jalur infeksi pada ikan zebra dan 

Dosis Infeksi yang digunakan.  

4.2.2 Variabel Tergantung  

Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah  

- Hasil Realtime PCR Cycles Tresshold (Nilai CT) yang diperoleh dari 

pertumbuhan virus SARS-CoV-2 pada tubuh ikan zebra (Danio rerio).  

- Gambaran Histopatologi yang diperoleh dari gambaran pertumbuhan virus SARS-

CoV-2 pada tubuh ikan zebra (Danio rerio). 

-  Gambaran Immunohistokimis yang diperoleh dari gambaran pertumbuhan virus 

SARS-CoV-2 pada tubuh ikan zebra (Danio rerio). 

4.2.3 Variabel Kendali   

Variabel kendali dalam penelitian ini adalah Strain Virus SARS-CoV-2 yang 

digunakan dalam penelitian ini 
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4.2.4 Definisi Operasional Variabel 

4.2.4.1 Ikan Zebra (Danio rerio) 

Ikan Zebra merupakan ikan teleostei yang termasuk dalam keluarga cyprinid 

dan Klas actynopterygii. Nama ikan zebra digunakan berdasarkan ciri tubuhnya 

yang memiliki lima garis seragam pada tubuh yang meluas hingga ke sirip anal dan 

sirip ekor (Axelrod, 1982). Ikan zebra yang digunakan rata-rata berukuran 3-5 cm 

stadia umur dewasa. 

 

4.2.4.2 Hasil Realtime PCR Cycles Tresshold (Nilai CT) 

Pengujian SARS-CoV-2 dengan menggunakan RT-qPCR di mana sinyal 

fluoresensi meningkat secara proporsional sesuai dengan jumlah asam nukleat yang 

digandakan, memungkinkan penghitungan RNA yang akurat pada sampel. Jika 

fluoresensi mencapai ambang yang ditentukan dalam jumlah tertentu dari siklus 

PCR (nilai Ct), sampelnya dianggap sebagai hasil yang positif. Nilai Ct berbanding 

terbalik dengan viral load dan setiap ~ 3,3 peningkatan nilai Ct mencerminkan 

pengurangan 10 kali lipat dalam bahan awal. Banyak pengujian qPCR melibatkan 

batas nilai Ct 40 untuk menganggap tes positif, hal ini memungkinkan untuk dapat 

deteksi lebih awal dengan jumlah molekul RNA yang sangat sedikit (Michael & 

Michael, 2020). 

 

4.2.4.3 Gambaran Histopatologi 

Histopatologi merupakan cabang dari ilmu patologi yang mempelajari 

perubahan pada suatu jaringan. Pemeriksaan histopalogi ditujukan untuk 



 

56 
 

 

mengetahui perubahan yang terjadi pada jaringan baik yang disebabkan 

mikroorganisme pathogen, senyawa, maupun agen kimia/toksik. Sebagai salah satu 

metode diagnosa, pemeriksaan histopatologi mempunyai arti yang sangat penting 

untuk menentukan tindakan kuratif maupun preventif terhadap pathogen tertentu. 

Selain itu, dalam dunia riset, perubahan histopatologi dapat memberikan jawaban 

tentang pengaruh atau dampak yang ditimbulkan dari suatu senyawa atau perlakuan 

suatu penelitian. 

 

4.2.4.4 Gambaran Imunohistokimia 

Imunohistokimia atau ihk adalah suatu metode untuk mendeteksi antigen 

tertentu dalam suatu sampel/jaringan (umumnya sampelnya berupa preparat/parafin 

section) dengan berprinsip pada pengikatan antibodi spesifik terhadap antigen yang 

akan diamati. Visualisasi interaksi antigen dengan antibodi dapat dicapai dalam 

beberapa cara. Contoh yang paling umum, sebuah antibodi yang terkonjugasi 

menggunakan enzim, seperti peroksidase (HRP) yang dapat mengkatalisis reaksi 

sehingga dapat memproduksi warna. Atau, antibodi dapat ditandai juga 

menggunakan fluorophore, seperti fluorescein atau rhodamine. 

Jika antibodi terlabel menggunakan HRP maka pewarna yang umum 

digunakan adalah DAB sehingga terbentuk reaksi perubahan warna menjadi coklat. 

Jika antibodi terlabel menggunakan flourophore: 

rhodamin –> berwarna merah 

fluorescein –> berwarna hijau 
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4.2.4.5 Virus SARS-CoV-2 

SARS-CoV-2 masuk dalam golongan famili Coronaviridae dan ordo 

Nidovirales. Coronaviridae terdiri dari dua subfamili yaitu, Coronavirinae dan 

Torovirinae dan anggota subfamili Coronavirinae. dibagi lagi menjadi empat 

genera: (a) Alphacoronavirus termasuk human coronavirus (HCoV) -229E dan 

HCoV-NL63; (b) Betacoronavirus termasuk HCoV-OC43, Severe Acute 

Respiratoru Syndriome Human Coronavirus (SARS-HCoV), HCoV-HKU1, dan 

Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV); (c) 

Gammacoronavirus termasuk virus ikan paus dan burung dan; (d) Deltacoronavirus 

termasuk virus yang diisolasi dari babi dan burung. SARS-CoV-2 tergolong dalam 

Betacoronavirus bersama dengan dua virus yang memiliki tingkat patogenitas 

tinggi yakni, SARS-CoV dan MERS-CoV. SARS-CoV-2 adalah virus RNA untai 

tunggal sense positif (+ ssRNA) dan memiliki kapsul (Harapan et al, 2020). 

Virus yang digunakan adalah stok virus SARS CoV2 dengan type 

betacoronavirus clade GH dari Laboratorium Professor Nidom Foundation (PNF) 

yang sudah terdaftar di GISAID dengan nama isolate hCoV-19/Indonesia/JI-PNF-

211352/2021 dan Accession ID EPI_ISL_6425650 (Varian Wuhan). Titer isolat 

virus yang digunakan dalam penelitian ini adalah 1x105 pfu/ml.  

 

4.3 Materi Penelitian 

4.3.1 Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Virus SARS CoV2 yang 

diperoleh dari stok Laboratorium Molekuler Professor Nidom Foundation 
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(LM-PNF) terdaftar pada GISAID dengan type betacoronavirus clade GH hCoV-

19/Indonesia/JI-PNF-211352/2021 dan Accession ID EPI_ISL_6425650 (Varian 

Wuhan), ikan zebra (Danio rerio), Hi-DiTM Formamide AB System cat.no. 

4311320, Phosphate Buffer Saline (PBS) gibco Lot 990436, Aquadest, Buffer AVL 

(lysis buffer), MgSO4, primer forward, primer reverse, enzyme RT Taq Polymerase 

Invitrogen cat.no. GI 18080-044, DDW (Distilated water, Crystal Violet weldeck 

GmBH Lot 382419, larutan Diva, universal link, trekavidin HRP label, DAB, 

Alkohol 80 %, Antibodi SARS CoV2, ice pack, DO test kit, amoniak test kit, nitrat 

test kit, nitrit test kit, Aqua pro injection, Phosphate Buffer Formalin (PBF), SARS-

CoV-2 Spike1 antibody GT263 monoklonal Cat.No GTX635708. 

 

4.3.2 Alat Penelitian 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah akuarium dengan ukuran 

20 x 30 cm, plastik klip,pot organ, timbangan digital, thermometer digital, biosafety 

cabinet kelas 2 (Biobase®, Tiongkok), mikropipet 1000 µl, 200 µl, dan 50 µl, pipet 

5 ml dan 10 ml, pipettor, konikal 15 ml, konikal 50 ml,  eppendof 1,5 µl, screwtube, 

centrifuge (myFuge™), microcentrifuge (Thermo Fisher Scientific, Amerika), blue 

tip, yellow tip yellow, white tip (Tarsons Product Pvt. Ltd., India), inverted 

microscope (Olympus CKX 31, CKX 41), kaca pembesar, alat bedah minor, water 

bath, microcentrifuge tube, QIAmp mini spin column, SimpliAmp Thermal Cycler 

(Applied Biosystems™, Amerika),pH Paper, Ph Pen, 3130 xL Applied Biosystems® 

Genetic Analyzers (Applied Biosystems™, Amerika), microwave (decloaking 

chamber), hot plate, oven 60°C, aerator, selang oksigen, batu aerator, mikrotom, 
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gelas , obyek dan cover glass, slide holder, mikroskop cahaya   vortex (Vortex-

Genie™ 2), Kulkas (Modena), Timbangan (Krisbow KW 0600376), Tissue 

Rupture. 

 

4.4. Tempat dan Waktu Penelitian  

4.4.1 Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Molecular Professor Nidom 

Foundation (LM - PNF) dan Animal Laboratorium Biosafety Level 3 (ABSL-3) 

Professor Nidom Foundation (PNF). 

 

4.4.2 Waktu Penelitian 

Waktu Penelitian dimulai dari bulan Januari 2021 –  April 2022 

 

4.5 Prosedur Penelitian 

4.5.1 Persiapan Akuarium 

 Akuarium yang akan digunakan dibersihkan terlebih dahulu dengan dicuci 

menggunakan sabun sampai bersih kemudian, diautoclave dan dikeringkan di 

dalam inkubator. Setelah kering akuarium selanjutnya akuarium diisi dengan air 

steril dan diberi selang serta batu aerasi yang telah dicuci dan diautoclave. 

 

4.5.2 Persiapan Sampel Ikan 

 Ikan zebra yang digunakan rata-rata berukuran 3-5 cm umur dewasa. Ikan 

yang diperoleh adalah ikan yang terbebas dari segala penyakit baik parasit bakteri 
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jamur maupun virus dengan ciri morfologi yang sehat ikan kemudian dikemas dan 

dibawa ke labotarium. Setelah itu ikan diaklimatisasi ke akuarium selama 5 hari. 

Melakukan pengelompokkan ikan dengan menimbang ikan yang akan digunakan 

dengan berat antara 0,3-0,7 gram ke dalam wadah yang telah disiapkan. Masing – 

masing wadah berisikan 15 ekor ikan. Pengelompokkan ikan didasarkan pada rute 

infeksi yang akan dilakukan yaitu Tetes Air, Tetes Insang dan Injeksi 

Intraperitoneal, dimana masing-masing rute infeksi memiliki 3 perbedaan dosis 

infeksi.  

 

4.5.3 Preparasi Stok Virus SARS-CoV-2 

 Virus SARS-CoV-2 yang digunakan dalam penelitian ini adalah virus yang 

diperoleh dari stok virus Laboratorium Molecular Professor Nidom Foundation 

(LM - PNF). 

 

4.5.4 Perlakuan Infeksi Virus SARS-CoV-2 pada  Ikan Zebra (Danio rerio) 

Melakukan pengenceran sampel virus SARS-CoV-2 yang akan digunakan. 

Stok virus diencerkan 10x sebelum digunakan untuk diinfeksikan kepada ikan. Hal 

ini merujuk pada penelitian sebelumnya telah melakukan inokulasi intraperitoneal 

(IP) dari larutan yang mengandung 1 µg rSpike murni yang diencerkan dalam 10 

µL buffer inokulasi (7 M urea,50 mM Tris-HCl pH 7,5, 200 mM NaCl, dan 1 mM 

EDTA) (Bianca et al., 2022). Pengenceran stok virus dalam penelitian ini dengan 

menggunakan larutan Phospate Buffer Saline (PBS). Setelah semua peralatan yang 

diperlukan telah siap, maka langkah selanjutnya adalah melakukan Anastesi (pada 
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kelompok injeksi dan tetes insang) terhadap ikan zebra dewasa dengan 

memasukkan ke dalam air es. Setelah ikan pingsan, kemudian dilakukan Injeksi 

Intra peritoneal dan tetes insang. Injeksi dilakukan dengan menggunakan spuit 

insulin 0,05 ml sedangkan tetes insang dilakukan dengan menggunakan pipet serta 

white tip ukuran 1-10 µl. Kelompok dengan rute infeksi tetes air tidak dilakukan 

pemingsanan. Infeksi tetes air dilakukan dengan menggunakan pipet dan yellow 

tipe ukuran 10-200 µl. Setelah dilakukan infeksi, maka segera kembalikan ikan ke 

dalam wadah akuarium yang telah disiapkan untuk masing-masing perlakuan dan 

diberi oksigen dengan aerator.     

 

4.5.5. Pengambilan dan Preparasi Sampel Organ Ikan Zebra 

 Koleksi sampel ikan zebra dilakukan pada 24 jam, 3, 7, 9 dan 14 hari setelah 

infeksi. Ikan zebra yang telah diinfeksi oleh virus, dikoleksi dalam konikal 15 ml 

dan dicuci dengan PBS dengan vortex sebanyak 2x pengulangan untuk mengurangi 

kontaminan dari lingkungan yang ada. Sampel ikan yang telah dicuci 

digerus/dihancurkan dengan menggunakan tissue raptor dengan tambahan PBS 

dengan perbandingan 1gram ikan : 5ml PBS hingga halus menjadi suspensi yang 

tercampur dengan PBS. Setelah digerus sampel ikan disentrifuge dengan kecepatan 

3.000 rpm, suhu 4 ̊C selama lima menit. Hasil sentrifuge berupa supernatan 

dipindahkan ke dalam eppendof. 

 

4.5.6 Ekstraksi RNA 

Sampel ikan yang telah digerus dan juga sampel air yang dikoleksi pada 24 

jam, 3 hari, 7 hari, 9 hari, dan 14 hari setelah infeksi selanjutnya dilakukan ekstraksi 
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RNA. Ekstaksi RNA dilakukan dengan cara mengambil 560 µL Buffer AVL (lysis 

buffer) yang telah disiapkan sebelumnya mengandung carrier RNA, masukkan ke 

dalam microsentrifuge tube 1 mL dan 5 mL. Tambahkan 140 µL sampel cairan 

supernatan sel lalu diletakkan ke dalam microsentrifuge tube 1,5 ml. µL. Vortex 

selama 15 detik dan kemudian diinkubasi selama 10 menit pada suhu ruang. 

Tambahkan 560 µL ethanol (96-100%) pada tube sampel. Vortex selama 15 detik. 

Ambil 630 µL sampel masukan ke dalam QIAmp mini spin column kemudian 

sentrifus dengan kecepatan 8000 rpm selama 1 menit suhu 20°C. Setelah QIAmp 

mini spin column dibuka dengan hati-hati, kemudian cairan pada tabung 

penampung dibuang. Mengulangi langkah memasukkan 630 µL sampel masukkan 

ke dalam QIAmp mini spin column sampai semua larutan dalam tube sampel 

terambil semua dan sentrifus dengan kecepatan 8000 rpm selama 1 menit suhu 

20°C. Menambahkan 500 µL Buffer AW 1 (Wash buffer 1), lalu sentrifus dengan 

kecepatan 8000 rpm selama 1 menit suhu 20°C. dan menambahkan 500 µL AW 2 

(Wash buffer 2), lalu sentrifus dengan kecepatan 14000 rpm selama 3 menit suhu 

20°C. Setelah dibuang cairan pada tabung penampung, dan sentrifus kembali 14000 

rpm selama 1 menit suhu 20°C. Meletakkan QIAmp mini spin column pada tabung 

eppendorf  1,5 mL dan menambahkan 30 µL Buffer AVE kemudian sentrifus dengan 

kecepatan 8000 rpm selama 1 menit suhu 20°C. Memeriksa jika sudah ada cairan 

pada tabung eppendorf penampung menunjukkan bahwa ekstrak RNA sudah 

tertampung. Melabel sesuai dengan nama sampe untuk kemudian dapat dilanjutkan 

dengan uji PCR (Qiagen, 2011). 
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4.5.7 Real Time PCR (RT-PCR) 

RNA yang telah didapatkan ditambahkan master mix dalam eppendof yang 

baru yaitu 2xrf buffer sebanyak 12,5µL, 2x enzyme 1µL, primer F 1µ L, primer R 

1µl, probe 1µ L, distillated water 3,5µl, dan template yang berupa sampel ikan 

sebanyak 5µl. Sampel RNA yang telah ditambahkan master mix dispindown untuk 

menurunkan cairan yang tertempel di dinding eppendof. Sampel RNA yang telah 

tercampur master mix dimasukan ke dalam plate RT-PCR, dimana pada baris 

pertama well diberikan kontrol standar berupa sampel yang positif sesuai dengan 

tujuan target virus dan kontrol negatif. Plate yang telah terisi dimasukan ke dalam 

instrument mesin RT-PCR, pada tab instrument diberi label sesuai pekerjaan dan 

pilih menu “start run” untuk memulai proses RT-PCR. Mesin RT-PCR akan 

berjalan selama dua jam dalam membaca sampel yang diujikan yang mana akan 

didapatkan hasil berupa nilai CT dan kuantifikasi sampel uji yang akan 

dibandingkan dengan sampel kontrol positif. 

 

4.5.8 Histopatologi Organ Ikan Zebra 

 Spesimen  organ  dipotong  dengan  ukuran  1  x 1  cm  dengan ketebalan  2-3  

mm  dan  diletakkan  dalam cassette. Organ yang telah dipotong direndam dalam 

larutan fiksasi BNF 10% minimal 24 jam, untuk mencegah terjadinya perubahan 

post mortem, mengeraskan jaringan agar mudah dipotong, membunuh kuman serta 

penyakit, meningkatkan perbedaan indeks refraksi komponen jaringan dan 

meningkatkan afinitas protoplasma terhadap bahan pewarna tertentu ( Nurani, 

2015)  Selanjutnya  dilakukan  proses dehidrasi,  yaitu  proses  untuk  menarik  air  
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dari jaringan  dengan  merendam  organ  hasil  fiksasi ke  dalam  larutan  alkohol  

dengan  konsentrasi bertingkat,  yaitu  mulai  dari  alkohol  70%, alkohol  80%,  

alkohol  90%,  alkohol  95%  dan alkohol  absolut  100%.  (Humason 1967), 

perendaman dalam masing-masing konsentrasi alkohol dilakukan selama dua jam. 

Pada perendaman alkohol 95% dan alkohol absolute 100% dilakukan dengan 

menggunakan dua beaker glass dengan tujuan untuk menarik air dalam jaringan 

dan diganti dengan alkohol.  

Tahap selanjutnya adalah clearing (Penjernihan), yaitu proses yang 

dilakukan dengan cara merendam organ hasil dehidrasi  pada  larutan penjernih. 

Larutan yang biasa digunakan sebagai clearing agent adalah larutan  xylol yang 

berfungsi membuat jaringan menjadi transparan Setelah  dilakukan proses clearing 

dilanjutkan dengan proses Embedding yang merupakan  proses pengisian paraffin 

ke dalam jaringan, yang dilakukan dengan memasukan potongan jaringan dan 

paraffin ke dalam oven untuk mengeraskan jaringan agar mudah dipotong setipis 

mungkin untuk kemudian dilakukan pencetakkan menggunakan suatu  atau tissue 

cassete dengan sisi jaringan yang hendak dipotong menghadap ke bagian bawah, 

menuangkan paraffin cair dalam cetakkan dan dibiarkan hingga parafin mengeras 

dan menjadi blok paraffin dari jaringan. Setelah parafin menjadi blok, maka 

selanjutnya spesimen dipotong dengan ketebalan 3-10µM mengguanakan rotary 

mikrotom. Potongan diletakkan di atas pengangas air dengan suhu 37 ̊C untuk 

menghindari terjadinya artefak lipatan pada specimen dan mencairkan paraffin 

yang terpotong bersama jaringan.  
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Tahap selanjutnya adalah tahap pewarnaan (staining) bertujuan untuk 

meningkatkan kontras yangs udah ada dan menonjolkan sel maupun komponen 

jaringan dan bahan ekstrinsik yang hendak diteliti atau diamati. Pewarnaan diawali 

dengan menghilangkan sisa paraffin dengan menggunakan larutan xylol I dan xylol 

II yang dilakukan masing-masing selama dua menit dilanjutkan dengan hidrasi 

alkohol absolute 100% dua menit, alkohol 95% dan alkohol 80% masing-masing 

selama satu menit. Preparat yang selesai di hidrasi dicuci dengan menggunakan air 

keran yang mengalir selama satu menit dan dimasukan ke dalam larutan pewarna 

Mayer’s Haematoxyllin selama 10 menit, dicuci kembali dengan air keran selama 

30 detik, dimasukan ke dalam larutan lithium karbonat selama 15 hingga 30 detik 

dan dicuci kembali dengan air kran selama dua menit. Preparat yang sudah dicuci 

dimasukan ke dalam larutan pewarnaan eosin selama dua hingga tiga menit, dicuci 

dalam air selama 30 hingga 60 detik, preparat yang telah diwarnai kemudian 

dimasukan ke dalam larutan alkohol 95 % dan alkohol absolute I sebanyak 10 kali 

celupan dan alkohol absolute II selama dua menit. Kelebihan zat warna pada proses 

pewarnaan dapat dibersihkan dengan air atau alkohol kemudian diberi Canada 

balsam secukunya dan ditutup dengan cover glass untuk kemudian diamati di 

bawah mikroskop. 

 

4.5.9 Pembuatan Preparat Imunohistokimia 

Pembuatan preparat imunohistokimia ikan zebra dengan cara dibuat preparat 

secara utuh. Ikan difikasi dengan PBF 10% selama 24 jam, untuk mencegah 

terjadinya perubahan post mortem, memfiksasi jaringan dan mencegah kontaminasi 
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bakteri. Selanjutnya dilakukan proses embedding dengan paraffin, kemudian 

dipotong dengan menggunakan mikrotom setebal 4 µm dan dimasukkan ke dalam 

waterbath 55̊C. Potongan jaringan yang mengapung di dalam waterbath diambil 

dengan gelas obyek dan dikeringkan pada hot plate suhu 40°C selama overnight. 

Proses selanjutnya adalah deparafinisasi dan rehidrasi. Slide diletakkan pada 

slide holder. Slide kemudian di rendam dalam larutan xylol tiga kali masing – 

masing lima menit, alkohol bertahap (96%, 80% dan 70%) masing – masing empat 

menit kemudian dicuci dengan air (direndam) selama lima menit. Untuk proses 

pembuatan preparat histopat dilanjutkan dengan rehidrasi dan pewarnaan 

menggunakan haematoxilin eosin. Langkah selanjutnya adalah blocking endogen 

peroksidase dengan cara slide ditetesi dengan H2O2 3% selama 30 menit, kemudian 

dicuci dengan air mengalir selama lima menit. Proses selanjutnya dari 

imunohistokimia adalah dengan antigen retrieval. Antigen retrieval menggunakan 

decloaking chamber dengan cara slide diletakkan pada staining box yang berisi 

larutan Diva dengan suhu 80°C selama 30 menit. langkah selanjutnya adalah 

bloking protein non spesifik dengan Normal Horse Serum 5% selama 30 menit, 

kemudian di tetesi dengan antibodi primer anti SARS CoV2 dengan pengenceran 

1 : 100. Universal link diteteskan dan diinkubasi selama 30 menit. Treakvidin HRP 

Label diberikan setelah dicuci dengan PBS selama 30 menit, selanjutnya diberikan 

DAB substrat pada slide dan di inkubasi 2 – 5 menit. Pencucian perlu dilakukan 

sebelum diberikan counterstain (Meyer Haematoxylin). Proses selanjutnya adalah 

dehidrasi, clearing dan mounting 
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4.5.10 Pembacaan Preparat Histopatologi 

Histopatogi dilakukan untuk meneguhkan gambaran infeksi virus SARS-CoV-

2 pada ikan zebra dengan mengetahui kerusakan pada jaringan ikan dan juga 

mengetahui target organ virus SARS-CoV-2 pada ikan zebra. Dilakukan 

pengamatan preparat histopat dengan menggunakan Mikroskop perbesaran 200-

400x untuk melihat apakah ada perubahan gambaran organ akibat adanya infeksi 

seperti peradangan, perbesaran organ (proliferasi),terjadinya degenerasi, kongesti 

yang dijabarkan secara deskriptif. 

 

4.5.11 Pembacaan Preparat Imunohistokimia 

Pewarnaan jaringan ikan dengan metode immunohistokimia digunakan untuk 

mendeteksi adanya protein Virus SARS-CoV-2 yang tersebar di seluruh jaringan 

maupun organ ikan zebra. Antibodi primer yang digunakan adalah antibodi 

monoklonal SARS-CoV2 Spike1 antibody (subtipe spesifik). Pewarnaan 

immunohistokimia menggunakan pelabelan antibodi biasanya ditemukan pada 

sitoplasma atau membran sel. Jaringan yang positif ditandai dengan perubahan 

warna pada jaringan yaitu berwarna kecoklatan   

 

4.6 Analisa Data  

Data yang diperoleh pada penelitian ini, hasil infeksi virus SARS-CoV-2 

pada Ikan Zebra (Daniorerio) akan dibandingkan dengan kontrol yang disajikan 

dalam bentuk deskriptif, grafik, dan tabel. 
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4.7 Kerangka Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Gambar 4.1 Skema kerangka alur penelitian 
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BAB V HASIL PENELITIAN 

5.1 Isolat Virus SARS-CoV 2 

  Virus yang digunakan adalah stok virus SARS CoV2 dengan type 

betacoronavirus clade GH dari Laboratorium Professor Nidom Foundation (PNF) yang 

sudah terdaftar di GISAID dengan nama isolate hCoV-19/Indonesia/JI-PNF-

211352/2021 dan Accession ID EPI_ISL_6425650 (Varian Wuhan). Titer isolat virus 

yang digunakan dalam penelitian ini adalah 1x105 pfu/mL.  

Gambar 5.1 Isolat SARS-CoV-2 milik Laboratorium Professor Nidom Foundation 
(PNF) (GISAID, 2022) 
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5.2 Penggunaan Ikan Zebra 

 Ikan Zebra yang digunakan adalah ikan zebra stadium dewasa berukuran 3-5 

cm. Sebelum penelitian dilakukan penimbangan berat badan dan pengelompokkan ikan 

zebra berdasarkan perlakuan yang akan diberikan. Pada penelitian ini kelompok A 

adalah kelompok ikan zebra yang akan diberikan perlakuan infeksi virus SARS CoV2 

dengan cara melakukan tetesan lansung isolat virus pada air akuarium pada masing-

masing kelompok dengan tiga dosis yang berbeda (A1, A2 dan A3). Tabel berat badan 

Ikan Zebra Kelompok A dapat dilihat pada Lampiran 1.  

Pada penelitian ini kelompok B adalah kelompok ikan zebra yang akan 

diberikan perlakuan infeksi virus SARS CoV2 dengan cara melakukan injeksi isolat 

virus secara Intraperitoneal pada masing-masing ikan dengan tiga dosis injeksi yang 

berbeda (B1, B2 dan B3). Tabel Berat badan Ikan Zebra Kelompok B dapat dilihat pada 

Lampiran 2.  

Pada penelitian ini kelompok C adalah kelompok ikan zebra yang akan 

diberikan perlakuan infeksi virus SARS CoV2 dengan cara meneteskan isolat virus 

pada insang masing-masing ikan dengan tiga dosis injeksi yang berbeda (C1, C2 dan 

C3). Tabel Berat badan Ikan Zebra Kelompok B dapat dilihat pada Lampiran 3.  
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Gambar 5.2 Diagram Rata-rata berat badan Ikan Zebra yang digunakan 

 
 Dari hasil penimbangan berat badan ikan zebra yang digunakan dalam 

penelitian ini rata-rata setiap kelompok memiliki berat antara 0,3-0,6 gram dapat dilihat 

pada Gambar 5.2 dan ikan zebra yang digunakan dalam penelitian ini dapat dilihat pada 

Gambar 5.3.  

 

Gambar 5.3 Ikan Zebra yang digunakan dalam penelitian ini 
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5.3 Pengukuran Kualitas Air Akuarium  

5.3.1 Pengukuran pH Air Akuarium 

 Pengukuran pH air akuarium dalam penelitian ini dilakukan untuk mengetahui 

besaran pH lingkungan Air yang digunakan sebagai tempat hidup ikan zebra selama 

dalam masa penelitian dan dalam lingkungan fasilitas penelitian Animal Biosafety 

Level-3. Pengambilan sampel Air akuarium masing-masing kelompok perlakuan 

dilakukan secara periodik yaitu pada hari ke-1,3,7,9 dan hari ke-14 setelah dimulainya 

perlakuan pada kelompok hewan coba. Pengukuran pH air dilakukan dengan 

menggunakan alat pH Pen.  

Pengukuran nilai pH air akuarium ikan zebra menunjukkan nilai berkisar 6 dan 

7 yakni seperti yang tampak pada Gambar 5.4, menunjukkan bahwa pH air akuarium 

selama masa penelitian berada pada pH yang normal dan baik digunakan untuk 

lingkungan hidup Ikan Zebra. Tabel Hasil Pengukuran pH Air Akuarium dalam 

penelitian ini dapat dilihat pada Lampiran 4. 
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Gambar 5.4 Diagram pH Air Akuarium  

5.3.2 Pengukuran suhu Air Akuarium 

Pengukuran suhu air akuarium dalam penelitian ini dilakukan untuk 

mengetahui besaran pH lingkungan Air yang digunakan sebagai tempat hidup ikan 

zebra selama dalam masa penelitian dan dalam lingkungan fasilitas penelitian Animal 

Biosafety Level-3. Pengambilan sampel Air akuarium masing-masing kelompok 

perlakuan dilakukan secara periodik yaitu pada hari ke-1,3,7,9 dan hari ke-14 setelah 

dimulainya perlakuan pada kelompok hewan coba. Pengukuran suhu air dilakukan 

dengan menggunakan alat thermometer air digital. Tabel hasil pengukuran suhu air 

akuarium dapat dilihat pada Lampiran 5.  

 Pengukuran suhu Air Akuarium ikan zebra pada masing-masing kelompok 

perlakuan dalam masa penelitian berkisar antara 22 °C dan 24 °C seperti yang tampak 

pada Gambar 5.5. Nilai suhu ini merupakan nilai suhu yang optimal dan baik digunakan 

dalam pemeliharaan ikan zebra.   
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Gambar 5.5 Diagram Suhu Air Akuarium (°C) 

 

5.3.3 Pengukuran Kadar Oksigen Terlarut (DO) dalam Air Akuarium 

Pengukuran kadar oksigen terlarut dalam air akuarium dalam penelitian ini 

dilakukan untuk mengetahui kandungan oksigen dalam lingkungan Air yang digunakan 

sebagai tempat hidup ikan zebra selama dalam masa penelitian dan dalam lingkungan 

fasilitas penelitian Animal Biosafety Level-3. Pengambilan sampel Air dilakukan secara 

periodik yaitu pada hari ke-7 dan hari ke-14 setelah dimulainya perlakuan pada 

kelompok hewan coba. Pengukuran kadar oksigen terlarut dalam air dilakukan dengan 

menggunakan DO test kit.  Hasil pengukuran pada sampel air kelompok A, B, C dan 

Kontrol menunjukkan nilai yang sama yakni antara 5 sampai dengan 8 ppm. Tabel hasil 

pengukuran kadar oksigen terlarut dalam air dalam satuan ppm (parts per million) 

dapat dilihat pada Lampiran 6. 
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5.3.4 Pengukuran Kadar Nitrat (NO3) dalam Air Akuarium 

Pengukuran kadar Nitrat (NO3) dalam air akuarium dalam penelitian ini 

dilakukan untuk mengetahui kandungan Nitrat (NO3) dalam lingkungan Air yang 

digunakan sebagai tempat hidup ikan zebra selama dalam masa penelitian dan dalam 

lingkungan fasilitas penelitian Animal Biosafety Level-3. Pengambilan sampel Air 

dilakukan secara periodik yaitu pada hari ke 7 dan 14 setelah dimulainya perlakuan 

pada kelompok hewan coba. Pengukuran kadar Nitrat (NO3) dalam air dilakukan 

dengan menggunakan Nitrat (NO3) test kit. Tabel hasil pengukuran kadar Nitrat (NO3) 

dalam air dalam satuan mg/L yang dilakukan dapat dilihat pada Lampiran 7.  

Kadar kadar Nitrat (NO3) dalam air akuarium harus dijaga dalam nilai yang 

serendah mungkin. Dari hasil pengukuran sampel air dari setiap perlakuan perbedaan 

jalur infeksi didapatkan hasil pada hari ke-7 kadar nitrat menunjukkan angka nol mg/l, 

sedangkan pada hari ke 14 untuk kelompok kontrol menunjukkan angka nol mg/l dan 

untuk kelompok perlakuan A, B, dan C menunjukkan adanya peningkatan yaitu pada 

skala 0-12,5 mg/L  

 

5.3.5 Pengukuran Kadar Nitrit (NO2) dalam Air Akuarium 

Pengukuran kadar Nitrit (NO2) dalam air akuarium dalam penelitian ini 

dilakukan untuk mengetahui kandungan Nitrit (NO2) dalam lingkungan air yang 

digunakan sebagai tempat hidup ikan zebra selama dalam masa penelitian dan dalam 

lingkungan fasilitas penelitian Animal Biosafety Level-3. Tabel hasil pengukuran kadar 

Nitrit (NO2) dalam air yang dilakukan dapat dilihat pada Lampiran 8. 
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Pengambilan sampel Air dilakukan secara periodik yaitu pada hari ke-7 dan -

14 setelah dimulainya perlakuan pada kelompok hewan coba. Pengukuran kadar Nitrit 

(NO2) dalam air dilakukan dengan menggunakan test kit Nitrit (NO2). Hasil 

pengukuran pada hari ke-7 dan ke -14 dari perlakuan A, B, C dan Kontrol menunjukkan 

nilai kurang dari 3 ppm (mg/L). 

 

5.3.6 Pengukuran Total Amonia Nitrogen (TAN) NH3 dan NH4 dalam Air 
Akuarium 

 
Pengukuran kadar Total Amonia Nitrogen (TAN) NH3 dan NH4 dalam air 

akuarium dalam penelitian ini dilakukan untuk mengetahui kandungan TAN dalam 

lingkungan Air yang digunakan sebagai tempat hidup ikan zebra selama dalam masa 

penelitian dan dalam lingkungan fasilitas penelitian Animal Biosafety Level-3. 

Pengambilan sampel Air dilakukan secara periodik yaitu pada hari ke 7 dan 14 setelah 

dimulainya perlakuan pada kelompok hewan coba. Pengukuran kadar Total Amonia 

Nitrogen (NH3 dan NH4) dalam air dilakukan dengan menggunakan Total Amonia 

Nitrogen (NH3 dan NH4) test kit. Hasil pemeriksaan kadar TAN pada hari ke 7 adalah 

nol, sedangkan pada hari ke 14 adalah 0,25 ppm (mg/L), hasil pada kelompok 

perlakuan A, B, C dan Kontrol menunjukkan nilai yang sama. Tabel hasil pengukuran 

kadar Total Amonia Nitrogen (NH3 dan NH4) dalam air yang dilakukan dapat dilihat 

pada Lampiran 9.  
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5.4 Hasil Pemeriksaan Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

 Pada penelitian ini dilakukan pemeriksaan sampel gerusan organ ikan zebra dan 

sampel air akuarium dengan menggunakan metode RT-PCR. Pemeriksaan RT-PCR 

pada penelitian ini dilakukan dengan menggunakan 3 gen target sebagai tanda 

identifikasi terhadap adanya virus SARS CoV 2 pada sampel uji, yakni gen Orf1b 

(Open reading frame 1b), gen RdRP (RNA dependent RNA Polymerase), dan RPP 30 

(ribonuclease P/MRP subunit p30). Batas nilai CT dari hasil RT PCR yang dianggap 

positif pada penelitian ini adalah 40. 

 
 

5.4.1 Hasil RT-PCR Ikan Zebra 

Hasil pemeriksaan gerusan organ ikan zebra dengan menggunakan 3 gen yakni 

gen orf1b, gen RdRP dan gen RPP30 seperti yang tampak pada Tabel 5.1 menunjukkan 

bahwa pada hari Pertama setelah dilakukan infeksi didapatkan hasil yang positif pada 

sampel ikan kelompok A3, B3, C1, C2 dan C3. Pada hari ketiga kelompok didapatkan 

hasil yang positif pada kelompok A2, A3, B2, C2 dan C3 sedangkan pada kelompok 

yang lain didapatkan hasil yang negatif. Diagram hasil RT PCR Ikan Zebra dapat 

dilihat pada Gambar 5.6.
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 Tabel 5.1 Hasil RT-PCR Ikan Zebra 
 

Kelompok Hari ke 1 

(Nilai CT) 

Hari ke 3 

(Nilai CT) 

Hari ke 7 

(Nilai CT) 

Hari ke 9 

(Nilai CT) 

Hari ke 14 

(Nilai CT) 

Orf1b RdRP RPP30 Orf1b RdRP RPP30 Orf1b RdRP RPP30 Orf1b RdRP RPP30 Orf1b RdRP RPP30 
A1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A2 

0 0 0 37,28 38,44 38,18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A3 

34,28 36,44 32,18 36,48 38,26 39,26 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B2 

0 0 0 33,28 36,44 32,28 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B3 

34,48 34,33 32,42 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
C1 

35,37 33,13 32,13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
C2 

34,27 35,78 32,34 36,38 36,24 34,18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
C3 

34,05 35,67 31,9 34,68 36,44 32,48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Kontrol A 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Kontrol B 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Kontrol C 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Keterangan: Nilai CT Positif bila kurang dari  40
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Gambar 5.6 Diagram hasil RT PCR Ikan Zebra 

Berikut adalah Tabel 5.2 yang menunjukkan tabel persentase positif terhadap 

adanya SARS-CoV2 pada ikan zebra dengan metode pemeriksaan RT PCR.  

Tabel 5.2 Persentase positif Hasil RT PCR Ikan Zebra 

Perlakuan (Persentase Positif) 

Tetes Air Injeksi Intra Peritoneal Tetes Insang 

A1 (0 %) B1 ( 0 %) C1 (20 %) 

A2 (20 %) B2 (20 %) C2 (40 %) 

A3 (40 %) B3 ( 20 %) C3 (40 %) 

Kontrol A (0 %) Kontrol B (0%) Kontrol C (0 %) 
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  Hasil pemeriksaan RT PCR penelitian ini menunjukkan bahwa virus SARS 

CoV-2 dapat menginfeksi ikan zebra. Infeksi virus SARS CoV-2 pada ikan zebra dapat 

diperoleh dari lingkungan perairan maupun yang diinfeksikan secara langsung masuk 

ke dalam bagian tubuh ikan zebra. Pada kelompok A menunjukkan infeksi yang 

diperoleh dari lingkungan perairan dengan pemberian titer virus SARS CoV-2 pada air 

sebesar 2,25 x 104 pfu/mL sudah dapat menginfeksi ikan zebra. Pemberian virus yang 

diinfeksikan langsung ke dalam tubuh ikan zebra pada jalur intra peritoneal dengan 

titer virus sebesar 6,75 x102 pfu/ml sudah dapat menginfeksi ikan zebra, sedangkan 

melalui jalur tetes insang dalam penelitian ini dapat masuk dan menginfeksi ikan zebra 

dengan titer virus mulai dari 9 x 102 pfu/mL.    

 

5.4.2 Hasil RT-PCR Air Zebra 

Selain melakukan pemeriksaan RT PCR terhadap ikan zebra yang telah 

diinfeksi, dalam penetian ini juga dilakukan pemeriksaan terhadap sampel air dari 

akuarium ikan zebra masing-masing kelompok perlakuan. Hasil pemeriksaan sampel 

air akuarium sesuai yang tampak pada tabel 5.3 menunjukkan bahwa didapatkan hasil 

yang positif pada sampel air akuarium kelompok A2, A3, B3, C2 dan C3 pada hari 

pertama serta kelompok C1 pada hari ketiga setelah dilakukan proses awal infeksi.  
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Tabel 5.3 Hasil RT-PCR Air 
Kelompok Hari ke 1 

(Nilai CT) 

Hari ke 3 

(Nilai CT) 

Hari ke 7 

(Nilai CT) 

Hari ke 9 

(Nilai CT) 

Hari ke 14 

(Nilai CT) 

Orf1b RdRP RPP30 Orf1b RdRP RPP30 Orf1b RdRP RPP30 Orf1b RdRP RPP30 Orf1b RdRP RPP30 
A1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A2 

32,68 32,44 32,28 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A3 

35,21 36,1 35,05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B2 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B3 

33,68 32,44 32,48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
C1 

0 0 0 36,68 36,44 32,48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
C2 

30,68 32,44 32,48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
C3 

31,78 32,44 32,48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Kontrol A 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Kontrol B 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Kontrol C 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Keterangan : Nilai CT positif bila kurang dari 40. 
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Hasil pemeriksaan RT PCR pada sampel air akuarium menunjukkan bahwa 

ikan zebra yang diinfeksi virus SARS CoV-2 dapat menularkan virus ke lingkungan 

perairan, hal ini terlihat dari Kelompok B3 maupun Kelompok C1 sampai C3 yang 

dilakukan infeksi secara langsung ke dalam tubuh ikan zebra namun ditemukan 

kandungan virus SARS CoV-2 pada lingkungan air akuarium. Sedangkan pada 

kelompok A didapatkan kandungan virus SARS-CoV-2 pada air akuarium yang 

ditetesi virus SARS CoV-2 dengan titer sebesar 2,25 x 104 pfu/mL dan 3x104 pfu/mL. 

Diagram hasil RT PCR Air Akuarium dapat dilihat pada Gambar 5.7.  

 

 

Gambar 5.7 Diagram hasil RT PCR Air Akuarium 
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5.5. Histopatologi Ikan Zebra 

 Pemeriksaan Histopatologi pada penelitian ini dilakukan untuk mengetahui 

adanya gambaran perubahan patologis pada jaringan organ ikan zebra yang telah 

diinfeksi dengan menggunakan virus SARS-CoV-2. Pengambilan sampel jaringan 

untuk pemeriksaan histopatologi dilakukan secara periodik yakni pada hari ke 1, 3, 7, 

9, dan 14 hari setelah proses infeksi. Beberapa organ yang dilakukan pengamatan 

histopatologi dalam penelitian ini meliputi Insang, Usus, Hepar, Organ Reproduksi, 

Otot dan Mata.  

 

5.5.1 Gambaran Histopatologi Perlakuan Tetes Air 

Pada kelompok perlakuan tetes insang dalam penelitian ini seperti yang dilihat 

pada Tabel 5.4, di temukan adanya kelainan histopatologi hanya pada kelompok A3 

dengan pemberian virus SARS-CoV-2 sebesar 3 x 104 pfu/mL yakni pada organ insang 

di hari ke 1, ke 3 dan ke 7 setelah infeksi, sedangkan pada organ-organ lainya tidak 

ditemukan adanya perubahan histopatologi. 
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Tabel 5.4 Hasil Histopatologi Kelompok A 
Organ Hari ke 1 Hari ke 3 Hari ke 7 Hari ke 9 Hari ke 14 Hari ke 1, 3, 7,9 

dan 14 
A1 A2 A3 A1 A2 A3 A1 A2 A3 A1 A2 A3 A1 A2 A3 Kontrol 

Insang TAK TAK AK TAK TAK AK TAK TAK AK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK 

Hepar TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK 

Repro TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK 

Usus TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK 

Otot TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK 

Mata TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK 

Keterangan: TAK (Tidak Ada Kelainan), AK (Ada Kelainan) 
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Pada organ insang gambaran histopatologi yang ditemukan pada penelitian ini 

yaitu adanya infiltrasi sel radang dan haemorrhagi. Berikut adalah gambaran 

histopatologi insang kelompok A yang terdapat pada Gambar 5.8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Gambar 5.8 Gambaran Histopatologi pada Organ Insang A3 dan Kontrol. Terdapat 
kelainan infiltrasi sel radang ditandai dengan warna kuning, Haemorrhagi ditandai 

dengan warna merah (Perbesaran 400x). 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

A3 (Hari ke 1) Kontrol 

A3 (Hari ke 7) A3 (Hari ke 3) 
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5.5.2 Gambaran Histopatologi Perlakuan Injeksi Intraperitoneal 

Pada kelompok perlakuan injeksi peritoneal seperti yang dilihat pada Tabel 5.5 

ditemukan kelainan histopatologi hanya pada Kelompok B3 dengan pemberian virus 

SARS-CoV-2 sebesar 9 x 102 pfu/mL. Kelainan histopatologi yang ditemukan terdapat 

pada organ insang, organ reproduksi dan mata.  

 Pada organ insang Kelompok B3 kelainan histopatologi ditemukan pada hari 

ke 1, 3, 7, 9 dan 14 setelah infeksi berupa adanya infiltrasi sel radang, hiperplasia epitel 

dan hemorrhagi. Berikut adalah gambaran kelainan histopatologi pada organ insang 

seperti yang dapat dilihat pada Gambar 5.9.  
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Tabel 5.5 Hasil Histopatologi Kelompok B 

Organ Hari ke 1 Hari ke 3 Hari ke 7 Hari ke 9 Hari ke 14 Hari ke 
1,3,7,9 dan 14 

B1 B2 B3 B1 B2 B3 B1 B2 B3 B1 B2 B3 B1 B2 B3 Kontrol 

Insang TAK TAK AK TAK TAK AK TAK TAK AK TAK TAK AK TAK TAK AK TAK 

Hepar TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK 

Repro TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK AK TAK TAK AK TAK 

Usus TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK 

Otot TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK 

Mata TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK AK TAK TAK AK TAK 

Keterangan: TAK (Tidak Ada Kelainan), AK (Ada Kelainan
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Gambar 5.9 Gambaran Histopatologi pada Organ Insang B3 dan Kontrol. Terdapat 
kelainan infiltrasi sel radang ditandai dengan warna kuning, Haemorrhagi ditandai 

dengan warna merah, dan hyperplasia epitel ditandai dengan warna biru (Perbesaran 
400x).  

 
Pada organ reproduksi Kelompok B3 kelainan histopatologi ditemukan pada 

hari ke 9 dan 14 setelah infeksi virus SARS-CoV-2 yakni berupa Haemorrhagi, hal ini 

juga ditemukan pada organ mata kelompok B3 yakni pada hari ke 9 dan 14 setelah 

infeksi virus SARS CoV-2 juga berupa Haemorrhagi.  Berikut adalah gambaran 

kelainan histopatologi seperti yang dapat dilihat pada Gambar 5.10 (organ reproduksi) 

dan gambar 5.11 (mata).  
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B3 Hari ke 1 

 

B3 Hari ke 7 
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Gambar 5.10 Gambaran Histopatologi pada Organ Reproduksi B3 dan Kontrol. 
Terdapat kelainan Haemorrhagi ditandai dengan warna merah (Perbesaran 400x). 
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B3 Hari ke 9 B3 Hari ke 
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Gambar 5.11 Gambaran Histopatologi pada Organ Mata B3 dan Kontrol. Terdapat 
kelainan Haemorrhagi ditandai dengan warna merah (Perbesaran 400x). 

 

5.5.3 Gambaran Histopatologi Perlakuan Tetes Insang 

Pada kelompok perlakuan tetes insang seperti yang terlihat pada Tabel 5.6, 

didapatkan kelainan histopatologi pada organ insang, organ reproduksi dan organ mata, 

sedangkan pada organ lainya tidak ditemukan kelainan histopatologi. Pada organ 

insang didapatkan adanya kelainan histopatologi pada semua kelompok C1 (9 x 102 

pfu/mL), C2 (13,5 x 102 pfu/mL), dan C3 (18 x 102 pfu/mL) sampai dengan hari ke 7 

setelah proses infeksi, sedangkan pada hari ke 9 dan 14 yang menunjukkan adanya 

kelainan histopatologi hanya pada kelompok C2 dan C3. 

Kontrol 

B3 Hari ke 9 B3 Hari ke 14 
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Tabel 5.6 Hasil Histopatologi Kelompok C 

Organ Hari ke 1 Hari ke 3 Hari ke 7 Hari ke 9 Hari ke 14 Hari ke 1,3,7,9, 
dan 14 

C1 C2 C3 C1 C2 C3 C1 C2 C3 C1 C2 C3 C1 C2 C3 Kontrol 

Insang AK AK AK AK AK AK AK AK AK TAK AK AK TAK AK AK TAK 

Hepar TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK 

Repro TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK AK AK TAK AK AK TAK 

Usus TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK 

Otot TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK 

Mata TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK AK AK TAK AK AK TAK 

Keterangan: TAK (Tidak Ada Kelainan), AK (Ada Kelainan) 
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Kontrol C1 Hari ke 1 

C2 Hari ke 7 C3 Hari ke 14 

Pada organ insang kelainan histopatologi yang ditemukan yakni berupa adanya 

infiltrasi sel radang dan haemmorrhagi. Berikut gambaran kelainan histopatologi organ 

insang seperti yang tampak pada Gambar 5.12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.12 Gambaran Histopatologi pada Organ Insang kelompok C dan Kontrol. 
Terdapat kelainan infiltrasi sel radang ditandai dengan warna kuning dan kelainan 

Haemorrhagi ditandai dengan warna merah (Perbesaran 400x). 
 

 Untuk organ reproduksi dan organ mata di dapatkan kelainan 

histopatologi pada hari ke 9 dan 14 setelah infeksi pada kelompok C2 dan C3, kelainan 

histopatologi yang di dapatkan berupa haemmorrhagi. Berikut adalah gambaran 

kelainan histopatologi seperti yang dapat dilihat pada Gambar 5.13 (organ reproduksi) 

dan gambar 5.14 (mata). 
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Gambar 5.13 Gambaran Histopatologi pada Organ Reproduksi kelompok C dan 
Kontrol.Terdapat kelainan Haemorrhagi yang ditandai dengan warna merah 

(Perbesaran 400x).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Kontrol 

C3 Hari ke 14 C2 Hari ke 9 
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Gambar 5.14 Gambaran Histopatologi pada Organ Mata Kelompok C dan Kontrol. 
Terdapat kelainan Haemorrhagi pada retina ditandai dengan warna merah (Perbesaran 

400x) 
 
 
 

5.6. Immunihistokimia Ikan Zebra 

 Pemeriksaan dengan metode immunohistokimia bertujuan untuk mengetahui 

adanya reaksi ikatan antara antigen SARS-CoV-2 dan antibodi spesifik terhadap 

SARS-CoV-2 yang ada pada jaringan organ ikan zebra setelah dilakukan infeksi. 

Adanya ikatan antara antigen dan antibodi akan tampak terhadap perubahan warna 

yang timbul pada jaringan yang diperiksa menjadi berwarna kecoklatan. Pengambilan 

sampel untuk pemeriksaan immunihistokimia dilakukan secara periodik yakni pada 

Kontrol 

C3 Hari ke 9 C2 Hari ke 14 
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hari ke 1, 3, 7, 9, dan 14 hari setelah proses infeksi. Beberapa organ yang dilakukan 

pengamatan immunihistokimia dalam penelitian ini meliputi Insang, Hepar, Usus, 

Organ Reproduksi, Otot dan Mata. 

 Dari hasil pemeriksaan immunohistokimia dalam penelitian ini didapatkan 

hasil bahwa virus SARS-CoV-2 dapat menginfeksi ikan zebra melalui 3 jalur infeksi 

yakni tetes air (Kelompok A), injeksi intraperitoneal (Kelompok B), dan tetes insang 

(Kelompok C). Pada rute infeksi tetes air virus SARS-CoV-2 menunjukkan hasil yang 

positif mulai dari pemberian titer virus sebesar 1,5 x 104 pfu/ml sampai dengan 3 x 104 

pfu/ml (A1 sampai dengan A3).  

 Jalur infeksi selanjutnya yaitu melalui injeksi intraperitoneal menunjukkan 

hasil yang positif pada semua kelompok dengan pemberian titer virus sebesar 4,5 x 102 

pfu/mL sampai dengan 9 x 102 pfu/mL (B1 sampai dengan B3). Hasil yang sama juga 

didapatkan pada Jalur infeksi tetes insang, dimana menunjukkan hasil positif pada 

semua kelompok dengan pemberian titer virus sebesar 9 x 102 pfu/ml sampai dengan 

18 x 102 pfu/mL (Kelompok C1 sampai dengan C3).  Tabel hasil persentase positif dari 

gambaran immunihistokimia yang diperoleh dari perlakuan penelitian kelompok A, B, 

C dan Kontrol dapat dilihat pada (Lampiran 10) 
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5.6.1 Immunohistokimia Perlakuan Tetes Air 

Hasil penelitian ini tampak pada Tabel 5.7, menunjukkan bahwa kelompok 

perlakuan pemberian virus SARS-CoV-2 melalui tetes air pada dosis A1 (1,5 x 104 

pfu/mL) menunjukkan hasil yang positif sampai dengan pengambilan sampel pada hari 

ke 7 setelah infeksi awal, sedangkan pada dosis A2 (2,25 x 104 pfu/mL) dan A3 (3 x 

104 pfu/mL) menunjukkan hasil yang positif sampai dengan pengambilan sampel hari 

ke 9 setelah infeksi awal.   

Berikut adalah beberapa gambaran yang menunjukkan hasil positif pada 

penelitian ini dengan metode immunohistokimia tampak pada Gambar 5.15 (organ 

insang), Gambar 5.16 (organ hepar), Gambar 5.17 (organ usus), Gambar 5.18 (organ 

reproduksi), Gambar 5.19 (organ otot) dan Gambar 5.20 (organ mata). 
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Tabel 5.7 Hasil Immunohistokimia Kelompok A 

Organ Hari ke 1 Hari ke 3 Hari ke 7 Hari ke 9 Hari ke 14 

A1 A2 A3 K A1 A2 A3 K A1 A2 A3 K A1 A2 A3 K A1 A2 A3 K 

Insang + + + - + + + - + + + - - + + - - - - - 

Hepar + + + - + + + - + + + - - + + - - - - - 

Repro + + + - + + + - + + + - - + + - - - - - 

Usus + + + - + + + - + + + - - + + - - - - - 

Otot + + + - + + + - + + + - - + + - - - - - 

Mata + + + - + + + - + + + - - + + - - - - - 

Keterangan: + (terdapat ikatan antigen dan antibodi Protein Spike SARS-CoV-2), - (tidak terdapat ikatan antigen dan 
antibodi Protein Spike SARS-CoV-2) 
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Gambar 5.15 Gambaran imunohistokimia organ Insang Kelompok A. Adanya 
Interaksi antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 5.16 Gambaran imunohistokimia organ Hepar Kelompok A. Adanya 
Interaksi antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x). 

 

Kontrol A1 hari ke 1 

A2 hari ke 7 A3 hari ke 9 

Kontrol A1 hari ke 1 

A3 hari ke 9 A2 hari ke 3 
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Gambar 5.17 Gambaran imunohistokimia organ usus Kelompok A. Adanya Interaksi 

antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x). 
 

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gambar 5.18 Gambaran imunohistokimia organ Reproduksi Kelompok A. Adanya 
Interaksi antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x). 

 

Kontrol A3 hari ke 1 

A2 hari ke 9 A1 hari ke 7 

Kontrol Kontrol 

A3 hari ke 9 A2 hari ke 7 

A1 hari ke 3 
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Gambar 5.19 Gambaran imunohistokimia organ Otot Kelompok A. Adanya Interaksi 
antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 5.20 Gambaran imunohistokimia organ Mata Kelompok A. Adanya 
Interaksi antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x). 

 

Kontrol Kontrol A3 hari ke 1 

 

A2 hari ke 9 
A1 hari ke 7 

Kontrol A1 hari ke 3 

A3 hari ke 9 A2 hari ke 7 
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5.6.2 Immunohistokimia Perlakuan Injeksi Intra Peritoneal 

Hasil penelitian ini tampak pada Tabel 5.8 menunjukkan bahwa, kelompok 

perlakuan pemberian virus SARS-CoV-2 melalui rute injeksi intraperitoneal pada dosis 

B1 (4,5 x 102 pfu/mL) menunjukkan hasil yang positif sampai dengan pengambilan 

sampel pada hari ke 7 setelah infeksi awal, sedangkan pada dosis B2 (6,75 x 102 

pfu/mL) dan B3 (9 x 102 pfu/mL) menunjukkan hasil yang positif sampai dengan 

pengambilan sampel hari ke 14 setelah infeksi awal.   

Berikut adalah beberapa gambaran yang menunjukkan hasil positif pada 

penelitian ini dengan metode immunohistokimia tampak pada Gambar 5.21 (organ 

insang), Gambar 5.22 (organ hepar), Gambar 5.23 (organ usus), Gambar 5.24 (organ 

reproduksi), Gambar 5.25 (organ otot) dan Gambar 5.26 (organ mata).  
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Tabel 5.8 Hasil Immunohistokimia Kelompok B 

Organ Hari ke 1 Hari ke 3 Hari ke 7 Hari ke 9 Hari ke 14 

B1 B2 B3 K B1 B2 B3 K B1 B2 B3 K B1 B2 B3 K B1 B2 B3 K 

Insang + + + - + + + - + + + - - + + - - + + - 

Hepar + + + - + + + - + + + - - + + - - + + - 

Repro + + + - + + + - + + + - - + + - - + + - 

Usus + + + - + + + - + + + - - + + - - + + - 

Otot + + + - + + + - + + + - - + + - - + + - 

Mata + + + - + + + - + + + - - + + - - + + - 

Keterangan: + (terdapat ikatan antigen dan antibodi Protein Spike SARS-CoV-2), - (tidak terdapat ikatan antigen dan 
antibodi Protein Spike SARS-CoV-2)
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Gambar 5.21 Gambaran imunohistokimia organ Insang Kelompok B. Adanya 

Interaksi antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Gambar 5.22 Gambaran imunohistokimia organ Hepar Kelompok B. Adanya 
Interaksi antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x) 

 
 

Kontrol B1 hari ke 3 

B3 hari ke 14 
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Gambar 5.23 Gambaran imunohistokimia organ Usus Kelompok B. Adanya 
Interaksi antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 5.24 Gambaran imunohistokimia organ Reproduksi Kelompok B. Adanya 
Interaksi antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x). 

 

Kontrol B1 hari ke 3 

B3 hari ke 14 B2 hari ke 9 

B3 hari ke 1 Kontrol 

B1 hari ke 7 B2 hari ke 14 



105 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

v 
 
 
 
 
 
 
Gambar 5.25 Gambaran imunohistokimia organ Otot Kelompok B. Adanya Interaksi  

antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 5.26 Gambaran imunohistokimia organ Mata Kelompok B. Adanya 
Interaksi  antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x). 
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5.6.3 Immunohistokimia Perlakuan Tetes Insang 

Hasil penelitian ini tampak pada Tabel 5.9 menunjukkan bahwa, kelompok 

perlakuan pemberian virus SARS-CoV-2 melalui jalur injeksi intraperitoneal pada 

dosis C1 (9 x 102 pfu/mL) menunjukkan hasil yang positif sampai dengan pengambilan 

sampel pada hari ke 7 setelah infeksi awal, sedangkan pada dosis C2 (13,5 x 102 

pfu/mL) dan C3 (18 x 102 pfu/mL) menunjukkan hasil yang positif sampai dengan 

pengambilan sampel hari ke 14 setelah infeksi awal.   

Berikut adalah beberapa gambaran yang menunjukkan hasil positif pada 

penelitian ini dengan metode immunohistokimia tampak pada Gambar 5.27 (organ 

insang), Gambar 5.28 (organ hepar), Gambar 5.29 (organ usus), Gambar 5.30 (organ 

reproduksi), Gambar 5.31 (organ otot) dan Gambar 5.32 (organ mata).  
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Tabel 5.9 Hasil Immunohistokimia Kelompok C 

Organ Hari ke 1 Hari ke 3 Hari ke 7 Hari ke 9 Hari ke 14 

C1 C2 C3 K C1 C2 C3 K C1 C2 C3 K C1 C2 C3 K C1 C2 C3 K 

Insang + + + - + + + - + + + - - + + - - + + - 

Hepar + + + - + + + - + + + - - + + - - + + - 

Repro + + + - + + + - + + + - - + + - - + + - 

Usus + + + - + + + - + + + - - + + - - + + - 

Otot + + + - + + + - + + + - - + + - - + + - 

Mata + + + - + + + - + + + - - + + - - + + - 

Keterangan: + (terdapat ikatan antigen dan antibodi Protein Spike SARS-CoV-2), - (tidak terdapat ikatan antigen dan 
antibodi Protein Spike SARS-CoV-2)
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Gambar 5.27 Gambaran imunohistokimia organ Insang Kelompok C. Adanya 

Interaksi antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 5.28 Gambaran imunohistokimia organ Hepar Kelompok C. Adanya 
Interaksi antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x) 
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Gambar 5.29 Gambaran imunohistokimia organ Usus Kelompok C. Adanya 
Interaksi antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 5.30 Gambaran imunohistokimia organ Reproduksi Kelompok C. Adanya 
Interaksi antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x). 
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Gambar 5.31 Gambaran imunohistokimia organ Otot Kelompok C. Adanya Interaksi 

antara antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 5.32 Gambaran imunohistokimia organ Mata Kelompok C. Adanya 
Interaksi antigen dan antibodi ditunjukkan dengan tanda panah (Perbesaran 400x). 
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BAB VI PEMBAHASAN 

 

6.1 Kualitas Air Akuarium. 

Ikan hidup di dalam air, dan kualitas air berfungsi sebagai pengendalian 

lingkungan yang paling mendasar dan kritis dalam budidaya ikan zebra. Kualitas air 

yang buruk dapat memberikan dampak secara langsung pada pertumbuhan, 

metabolisme, perkembangan, kekebalan tubuh fungsi, fisiologi, perilaku, stres, 

reproduksi, dan banyak parameter lainnya. Selain efek pada ikan, kualitas air akan 

sangat mempengaruhi kinerja filter, karena proses ini membutuhkan kondisi yang 

sesuai untuk dapat berfungsi secara optimal (Hugs, 2020).  

Pengukuran kualitas air akuarium penting dilakukan untuk mengetahui kondisi 

fasilitas, lingkungan perairan agar layak digunakan sebagai tempat tinggal ikan zebra 

sesuai dengan prosedur standarisasi pemeliharaan hewan coba sehingga dapat diterima 

dengan baik dalam hal fisiologis dan kesejahteraan hewan coba.  

Ikan secara unik beradaptasi dengan air yang bersentuhan dengan mereka baik 

secara eksternal maupun internal melalui kulit, insang, saluran pencernaan, dan 

permukaan lainnya. Lingkungan hipotonik pada semua ikan air tawar, termasuk ikan 

zebra, menciptakan gradien konsentrasi yang memungkinkan terjadinya penetrasi air 

secara pasif masuk ke dalam lingkungan internal ikan (jaringan) dan kehilangan ion 

secara pasif dari jaringan keluar ke lingkungan eksternal secara terus menerus. Air 

membawa gas terlarut, garam, bahan kimia, dan organisme lainnya yang mungkin 
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dapat masuk atau keluar dari ikan pada berbagai permukaan terbuka (Evans et al, 2005; 

Hugs, 2020). 

Air sebagai pelarut yang universal, artinya lebih banyak jenis molekul yang 

larut dalam air dibandingkan dengan pelarut lainnya. Ikan, yang terrendam dalam air, 

terus-menerus berinteraksi dengan molekul terlarut dalam air. Pertukaran gas, osmo-

regulasi, dan pembuangan limbah merupakan beberapa contoh proses fisiologis yang 

bergantung pada konsentrasi relatif dari molekul terlarut dalam lingkungan hidup. 

Stabilitas dari konsentrasi molekul dalam lingkungan air sangat penting untuk 

kesehatan ikan, dan dapat digunakan untuk membantu validitas penelitian (Hugs, 

2020).  

 Pada penelitian ini parameter pengukuran kualitas air akuarium dilihat melalui 

besaran nilai pH air, pengukuran suhu air, pengukuran kadar Oksigen Terlarut (D0), 

pengukuran kadar Nitrat (NO3), pengukuran kadar Nitrogen Dioksida (NO2) dan 

pengukuran kadar Amonia (NH3).  

6.1.1. pH Air Akuarium 

Kestabilan nilai pH air dalam akuarium menjadi sangat penting bagi kesehatan 

ikan zebra. Hasil penelitian ini menunjukkan besaran nilai pH air akuarium berada pada 

kisaran nilai pH 7 sampai dengan pH 8. Hal ini menunjukkan bahwa kondisi pH air 

dalam akuarium ikan zebra berada dalam kondisi yang optimal dan tidak memberikan 

dampak yang tidak baik bagi kesehatan ikan zebra yang digunakan menjadi hewan 

coba. 
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Keseimbangan asam basa (pH) didefinisikan sebagai konsentrasi log ion 

hidrogen (H+) dan menggambarkan konsentrasi relatif dari asam dan basa dalam air 

budidaya. Skala pH logaritmik mulai dari nol (asam terkuat) hingga 14 (basa terkuat) 

dengan pH 7 mewakili larutan netral yang tidak bersifat asam atau basa. Perubahan 

satu satuan pH menunjukkan perubahan konsentrasi ion hidrogen sebesar 10 kali lipat 

sehingga perubahan 1unit pH sangat signifikan (Timmons & Ebeling, 2013). 

Air dalam sirkulasi sistem akuakultur terus menerus menjadi lebih asam dari 

waktu ke waktu karena produksi asam dan buffer dikonsumsi sebagai limbah nitrogen, 

seperti nitrogen amonia total (TAN) diubah menjadi nitrat yang lebih tidak 

membahayakan oleh bakteri nitrifikasi (Timmons & Ebeling, 2013). Natrium 

bikarbonat dapat ditambahkan ke air budidaya untuk melawan produksi asam dan 

meningkatkan kapasitas buffer untuk menjaga pH tetap mendekati tingkat optimal. 

Buffer adalah spesies kimia yang dapat menahan perubahan pH dengan menyumbang 

atau menerima ion hidrogen dari larutan. Sistem budidaya ikan air tawar biasanya 

menggunakan natrium bikarbonat sebagai penyangga utama, meskipun pada beberapa 

laboratorium akan menggunakan reaktor yang mengandung sumber kalsium karbonat, 

seperti aragonit, dolomit, karang hancur, atau batu kapur (Hugs, 2020).  

Sebagian besar ikan air tawar mentolerir tingkat pH antara 6,5 dan 9. Ikan zebra 

yang ditemukan di alam berada dalam lingkungan perairan agak basa dengan pH 

berkisar antara 6,6-8,2, dan hal itu berfluktuasi terkait dengan kondisi musim (McClure 

et al., 2006; Spence et al., 2006). Median LC50 (Lethal Concentration 50) untuk 

paparan akut ikan zebra untuk pH selama 2 jam adalah 3,9, sedangkan tidak ada 
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perubahan perilaku yang diamati untuk pH akut eksposur antara pH 5,5 dan 9,0 

(Zahangir et al, 2015). Pembudidaya ikan zebra biasanya berusaha untuk 

mempertahankan tingkat pH antara 7 dan 8 karena pH ini nilainya sesuai dengan 

kisaran pH alami untuk ikan zebra dan juga mendekati kondisi mikroba optimal untuk 

bakteri nitrifikasi dalam filter biologis (Timmons & Ebeling, 2013). 

Efek fisiologis pH biasanya terjadi terutama pada epitel insang. Paparan pH 

menghasilkan beberapa stres fisiologis yang berbeda pada konsisi akut atau kronis 

seperti produksi lendir yang berlebihan sehingga dapat mengganggu pertukaran ion dan 

gas, kehilangan ion natrium dan klorida, peningkatan kadar kortisol, modulasi ekspresi 

gen, dan hilangnya keseimbangan asam-basa (Kwong et al, 2014; Zahangir et al, 2015). 

pH asam pada insang dapat menurunkan ikatan afinitas hemoglobin dan meningkatkan 

jumlah oksigen yang dibutuhkan hemoglobin untuk mencapai saturasi oksigen yang 

memadai, hal ini disebut juga dengan Efek Bohr. Dalam beberapa kasus nilai pH yang 

rendah, haemoglobin mungkin kehilangan kemampuan untuk mengikat oksigen 

sehingga menurunkan konsentasi oksigen dalam darah, hal ini disebut juga dengan 

Efek Akar (Burggren et al, 1991; Hugs, 2020). Semakin rendah nilai pH, maka akan 

semakin sulit bagi ikan untuk dapat mengikat dan mengangkut oksigen. Paparan akut 

terhadap ikan zebra dengan besaran nilai pH mendekati (pH 4) dan batas atas (pH 11) 

menghasilkan produksi lendir yang berlebihan sehingga dapat menutupi kulit dan 

insang, kerusakan sel epitel pernapasan, hilangnya keseimbangan berenang, perilaku 

kejang, dan bahkan sampai dengan kematian (Zahangir et al, 2015). 
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6.1.2 Temperatur Air Akuarium 

Dari hasil penelitian ini, pengukuran suhu air akuarium ikan zebra dilakukan 

secara periodik. Pengukuran suhu Air Akuarium ikan zebra pada masing-masing 

kelompok perlakuan dalam masa penelitian berkisar antara 22 °C dan 24 °C. Hasil ini 

menunjukkan bahwa suhu dalam akuarium ikan zebra dalam penelitian ini masih 

termasuk ke dalam suhu yang baik bagi perkembangan kehidupan ikan zebra dimana 

ikan zebra pada habitat alami mereka dapat tumbuh dan berkembang pada kisaran suhu 

perairan 16,5 °C sampai dengan 33 °C (Benjamin et al, 2020). 

Hewan poikilothermic, seperti ikan, menunjukkan berbagai tingkat toleransi 

terhadap perubahan suhu, serta kisaran suhu optimal yang cukup sempit untuk dapat 

menghasilkan performa yang terbaik bagi ikan. Namun ikan zebra dapat 

diklasifikasikan sebagai eurythermal, karena mereka menunjukkan toleransi terhadap 

rentang suhu yang cukup luas. Populasi ikan zebra pada habitat alami mereka telah 

diamati suhu air yang menunjukkan kisaran nilai suhu mulai dari 16,5 hingga 33 °C, 

sementara itu kontrol suhu pada penelitian di laboratorium telah menunjukkan ikan 

yang diberikan waktu aklimatisasi yang cukup dapat bertahan hidup pada suhu 6,7 

hingga 41,7 °C (Cortemeglia & Beitinger, 2005; Benjamin et al, 2020). 

Meskipun toleransi terhadap kisaran suhu ikan zebra cukup luas, kisaran suhu 

optimal untuk perkembangan embrio ikan zebra yang telah ditemukan menjadi cukup 

sempit. Meskipun tidak dicirikan dengan baik, ikan zebra dewasa juga mungkin 

memiliki kisaran suhu optimum yang sempit. Pertumbuhan larva terbesar biasanya 

ditemukan ketika ikan zebra disimpan pada suhu konstan 28,5 C. Suhu dapat 
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mempengaruhi banyak sekali mekanisme seperti diferensiasi jenis kelamin. Koloni 

ikan zebra menunjukkan penentuan jenis kelamin genetik yang sensitif terhadap 

pengaruh suhu lingkungan dan maskulinisasi terjadi pada suhu yang relatif lebih tinggi 

(Hugs, 2020). Suhu yang lebih tinggi juga dapat menyebabkan penurunan kemampuan 

bertahan hidup, malformasi struktur dan organ termasuk ekor, sistem kardiovaskular, 

kepala, sirip dada, dan dapat menyebabkan kondisi termasuk edema atau akumulasi 

darah abnormal pada organ tertentu (Benjamin et al, 2020). Ikan zebra menunjukkan 

pertumbuhan optimal pada kisaran nilai suhu antara 24 °C sampai dengan 28 °C dengan 

tingkat pertumbuhan tertinggi terjadi pada 28 °C (Hugs, 2020).   

Suhu air tidak hanya berpengaruh terhadap tubuh ikan tetapi juga berpengaruh 

pada parameter kualitas air lainnya. Kesetimbangan nitrogen amonia total (TAN) 

tergantung pada suhu dan pH. Peningkatan suhu air menggeser keseimbangan TAN 

menuju bentuk prevalensi yang tidak terionisasi dan lebih beracun dibandingkan 

dengan amonia (NH3). Selain itu, peningkatan suhu air secara signifikan dapat 

mengurangi saturasi oksigen terlarut (DO) (Timmons & Ebeling, 2013). Efek suhu air 

pada DO dapat menjadi pembatas dalam beberapa keadaan, seperti ikan dan bakteri 

aerob dalam filter biologis yang bersaing untuk DO (Hugs, 2020). 

 

6.1.3 Kadar Oksigen Terlarut (DO) Dalam Air Akuarium 

 Hasil pemeriksaan DO pada penelitian ini menunjukkan nilai 5-8 ppm, hal ini 

menunjukkan bahwa kondisi lingkungan perairan dalam akuarium perlakuan ikan 
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zebra mendapatkan cukup oksigen dan teraerasi dengan baik sehingga ikan dapat hidup 

dengan baik.   

Oksigen hanya sebagian yang larut dalam air dalam kondisi standar, dan 

kelarutannya menjadi sangat menurun dengan sejalan meningkatnya suhu air, 

ketinggian, dan salinitas. Selain itu kelarutan air yang rendah dapat disebabkan kondisi 

saat meningkatnya kebutuhan DO oleh ikan dan bakteri aerobik seiring dengan 

meningkatnya suhu air, meningkatnya intensitas pemberian pakan, dan kepadatan ikan 

yang tinggi. Dalam sistem akuakultur ikan zebra, oksigen dapat menjadi terbatas ketika 

tangki / akuarium dikeluarkan dari system untuk dilakuakan prosedur penelitian. 

Dalam keadaan ini, DO bisa turun ke level yang sangat rendah. Makanan yang tidak 

dimakan dan padatan yang membusuk dalam sistem resirkulasi juga dapat menciptakan 

kondisi pembatas DO karena bakteri aerob berkembang biak dan mengonsumsi DO 

dari sistem air. Oleh karena itu, tangki kultur, bak, dan filter harus benar-benar 

dibersihkan dari limbah padat pada jadwal waktu yang dilakukan secara rutin (Hugs, 

2020).  

Summerfelt dan Sharrer (2004) secara langsung memeriksa DO yang 

dikonsumsi oleh biofilter pasir terfluidisasi yang melekat pada sistem produksi 

salmonid dan didapatkan hasil kehilangan DO hampir 4 ppm dari biofilter saja. 

Perhitungan ini menyumbang 35% dari total DO dihilangkan dengan sistem budidaya. 

Mereka menyarankan bahwa air diaerasi terlebih dahulu setelah penggantian biofilter 

dan sebelum digunakan kembali untuk sistem budidaya. Dalam kondisi normal, DO 

harus dilakukan pemeriksaan setiap minggu dalam sistem ikan zebra dan lebih sering 
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dalam sistem dengan beban biologis yang berat (kepadatan ikan yang tinggi). Mereka 

merekomendasikan agar DO dipertahankan pada atau mendekati nilai saturasi (6-8 

ppm) setiap saat meskipun secara tradisional sistem akuakultur menetapkan standar 

yang lebih rendah yaitu 5-6 ppm (Timmons & Ebeling, 2013). 

 

6.1.4 Kadar Nitrat (NO3) dalam Air Akuarium 

Dalam penelitian ini telah dilakukan pengukuran kadar Nitrat (NO3) pada air 

akuarium ikan zebra. Dari hasil pengukuran sampel air dari setiap perlakuan perbedaan 

jalur infeksi didapatkan hasil pada hari ke-7 kadar nitrat menunjukkan angka 0 mg/L, 

sedangkan pada hari ke 14 untuk kelompok kontrol menunjukkan angka 0 mg/L dan 

untuk kelompok perlakuan A, B, dan C menunjukkan adanya peningkatan yaitu pada 

skala 0-12,5 mg/L. Hal ini menunjukkan bahwa kadar nitrat dalam air akuarium selama 

proses penelitian menunjukkan bahwa masih tergolong dalam batas kadar nitrat yang 

aman bagi kehidupan ikan zebra.   

Nitrit dioksidasi menjadi nitrat (NO3), produk akhir nitrifikasi, dan jauh lebih 

tidak beracun daripada amonia atau nitrit. Dalam sirkulasi sistem akuakultur, 

konsentrasi nitrat akan meningkat seiring waktu kecuali pertukaran air sering dilakukan 

atau perbaikan tambahan dengan denitrifikasi atau pemberian tanaman air yang dapat 

meningkatkan penyerapan. Peningkatan kadar nitrat dalam sistem ini terkait erat 

dengan jumlah ammonia yang memasuki sistem dan laju nitrifikasi. Beberapa variabel 

yang dapat mempengaruhi ekskresi ammonia antara lain yaitu suhu, laju pemberian 
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pakan, konsentrasi protein pakan, dan kepadatan populasi ikan juga akan 

mempengaruhi sintesis nitrat (Poxton, 2003; Hugs, 2020).  

Mekanisme toksisitas untuk nitrat mirip dengan nitrit dalam hal ia mengubah 

hemoglobin menjadi met-hemoglobin, dan dengan demikian, mengurangi efisiensi 

transportasi oksigen. Nitrat kurang mampu menembus membran insang dibandingkan 

dengan nitrit, hal ini menjadikan untuk tingkat kadar nitrat yang relatif tinggi dapat 

menyebabkan toksisitas pada ikan. Toksisitas nitrat meningkat seiring dengan 

konsentrasi nitrat dan waktu paparan. Beberapa upaya dapat digunakan untuk 

menurunkan kadar nitrat yakni dengan meningkatkan ukuran tubuh ikan, salinitas air, 

dan adaptasi lingkungan. Selain itu, hewan air tawar tampaknya lebih sensitif terhadap 

nitrat jika dibandingkan dengan hewan laut (Noga, 2010; Hugs, 2020). 

Efek racun nitrat sangat bervariasi di antara ikan spesies salmonids, tampaknya 

paling sensitif, menunjukkan masalah fisiologis pada konsentrasi nitrat kurang dari 10 

ppm (mg/L). Beberapa spesies ikan menunjukkan kemampuan untuk dapat bertahan 

pada konsentrasi nitrat mulai dari 200 hingga 2000 ppm untuk eksposur 24-96 jam. 

Nitrat lebih merupakan masalah yang kronis sehingga studi mengenai penyakit 

toksisitas akut masih terbatas (Noga, 2010; Hugs, 2020). 

Dalam beberapa penelitian menyarankan tingkat aman untuk kandungan nitrat 

dalam air adalah di bawah 10 ppm (mg/ L) untuk sebagian besar spesies ikan air tawar 

dan kurang dari 2 ppm (mg/ L) untuk spesies air tawar yang sensitive. Kandungan nitrat 

di bawah 50 ppm (mg/L) dianggap sebagai tingkat yang aman untuk sebagian besar 

spesies. Peneltian terdahulu telah mempelajari efek akut dan kronis terhadap paparan 
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nitrat pada ikan zebra dan ditemukan tidak ada efek negatif pada embrio, larva yang 

baru menetas atau larva yang berenang pada konsentrasi nitrat kurang dari 1000ppm 

(Learmonth & Paulo, 2015).  

 Studi yang sama tidak menemukan efek negatif pada ikan zebra selama 23 hari 

pertama setelah pembuahan (dpf) pada konsentrasi nitrit hingga 200 ppm. Studi lain 

menyebutkan bahwa konsentrasi nitrat 400 ppm menunjukkan dapat mengurangi 

kelangsungan hidup, pertumbuhan, dan perkembangan ikan zebra. (Learmonth & 

Paulo, 2015). Studi ini menyarankan tingkat keamanan 200 ppm (mg/L) untuk nitrat 

pada ikan zebra. Pereira et al, (2017) meneliti efek kronis paparan nitrat pada ikan 

zebra remaja dan melaporkan bahwa paparan kadar nitrat di atas 100 ppm selama 28 

hari menunjukkan perbedaan histopatologi yang signifikan pada kulit, insang, ginjal, 

hati, dan usus. Meskipun pertumbuhan ikan tidak berbeda secara signifikan antara 

kelompok, penelitian ini menunjukkan korelasi negatif yang kuat dalam pertumbuhan 

dengan meningkatnya konsentrasi nitrat di atas 100 ppm (konsentrasi terendah yang 

diperiksa). Tidak ada kematian yang terdeteksi hingga 200 ppm, tetapi kematian 

dilaporkan sebesar 47% untuk ikan zebra yang terpapar 400 ppm selama 28 hari 

(konsentrasi tertinggi yang diuji). Beberapa penelitian yang telah dilakukan, 

merekomendasikan kadar nitrat yang aman yakni kurang dari 100 ppm (tingkat 

terendah yang diperiksa) sedangkan untuk paparan dalam jangka panjang 

merekomendasikan tingkat keamanan nitrat yakni kurang dari 50 ppm (Pereira et al, 

2017). 
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6.1.5 Kadar Nitrit (NO2) dalam Air Akuarium 

Dalam peneliitian ini pengukuran kadar Nitrit (NO2) dalam air dilakukan 

dengan menggunakan Nitrit (NO2) test kit. Hasil pengukuran pada hari ke 7 dan ke 14 

dari perlakuan A, B, C dan Kontrol menunjukkan nilai <3 ppm (mg/L). Nilai yang di 

dapat adalah merupakan nilai indikator terendah pada test kit yang digunakan. Hal ini 

menunjukkan bahwa kadar nilai Nitrit (NO2) dalam air akuarium ikan zebra yang 

digunakan dalam penelitian ini berada dalam kondisi yang baik yakni menunjukkan 

pada nilai terendah dari alat uji yang digunakan. 

 Amonia dioksidasi dalam nitrifikasi menjadi nitrit (NO2) bentuk lain dari 

limbah nitrogen yang beracun pada tingkat konsentrasi rendah. Toksisitas terjadi ketika 

molekul NO2 dalam air secara aktif masuk melintasi epitel insang dan mengoksidasi 

molekul hemoglobin yang dihasilkan menjadi met-hemoglobin. Prevalensi dari met-

hemoglobin dapat mengurangi efisiensi transfer oksigen dan dalam konsentrasi tinggi 

dapat mengakibatkan potensi sesak napas bahkan hingga kematian. Patologi untuk 

kondisi ini adalah sering disebut dengan penyakit darah coklat dan mengacu pada 

perubahan warna hemoglobin ketika diubah menjadi met-hemoglobin (Noga, 2010 ; 

Hugs, 2020). Masuknya nitrit dari lingkungan terjadi melalui protein saluran untuk ion 

monovalen, seperti Cl, Br, dan HCO3, dengan demikian peningkatan kehadiran ion-ion 

ini akan berfungsi sebagai inhibitor kompetitif untuk nitrit dan mengurangi toksisitas. 

Toksisitas nitrit dapat dikurangi, tetapi tidak dapat hilang, yakni melalui penambahan 

klorida dalam air dengan rasio klorida: nitrit adalah 20:1 atau lebih tinggi (Timmons & 

Ebeling, 2013).  
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Meskipun air laut memiliki konsentrasi klorida yang sangat tinggi, beberapa 

spesies ikan laut mungkin masih dapat menunjukkan indikasi keracunan nitrit pada 

konsentrasi nitrit yang sangat tinggi (Noga, 2010). Toksisitas nitrit sangat bervariasi di 

antara spesies ikan. Nilai median LC50 dapat berkisar dari 0,6 hingga 200 ppm, 

tergantung pada spesies dan kondisi perairan, penelitian terdahulu merekomendasikan 

bahwa konsentrasi nitrit sebaiknya tetap di bawah 0,1 ppm untuk menghindari 

kemungkinan paparan toksisitas jangka panjang. Penelitian lain mendeteksi adanya 

penurunan pertumbuhan pada ikan zebra dewasa pada paparan nitrit kronis selama 28 

hari dengan konsentrasi 73 ppm dan 130 ppm (mg/L) yang signifikan secara statistik. 

Studi yang sama melaporkan LC50 96 jam untuk ikan zebra dewasa pada 386 ppm 

(Vosla´ rova´ et al, 2008; Hugs, 2020). 

 

6.1.6 Kadar Amonia (NH3) dalam Air Akuarium 

Hasil pemeriksaan kadar TAN yang diperoleh dalam penelitian ini yakni pada 

hari ke 7 adalah 0 ppm, sedangkan pada hari ke 14 adalah 0,25 ppm. Hasil pada 

kelompok perlakuan A, B, C dan Kontrol menunjukkan nilai yang sama. Hasil ini 

menunjukkan bahwa nilai TAN dalam air akuarium ikan zebra selama masa penelitian 

masih dalam batas yang tidak terlalu membahayakan bagi ikan, dan kadar nilai TAN 

masih dibawah 1 ppm.  

Terdapat dua bentuk Amonia yang ada dalam kesetimbangan amonia tidak 

terioniasi (NH3) dan ammonia yang terionisasi (NH4), gabungan dari kedua senyawa 

kimia ini disebut dengan Total Ammonia Nitrogen (TAN). Ion ammonium (NH4) jauh 
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lebih tidak beracun daripada amonia yang tidak terionisasi (NH3). Prevalensi amonia 

yang tidak terionisasi (NH3) sangat tergantung pada pH dan, pada suhu yang lebih 

rendah dalam sistem kultur. Untuk sebagian besar spesies ikan, kadar amonia 

terionisasi (NH3) tidak boleh melebihi 0,05 ppm, dan total amonia nitrogen (TAN) 

seharusnya tidak melebihi 1 ppm untuk paparan jangka panjang. Lingkungan air untuk 

tempat budidaya ikan harus menjaga agar kadar nilai TAN sedekat mungkin dengan 0 

ppm (Timmons & Ebel, 2013).  

Amonia dilepaskan ke lingkungan perairan selama penguraian bahan organic 

dan sebagai produk sisa metabolisme ikan. Bentuk ammonia yang tidak terionisasi 

mendominasi pada pH dan suhu yang lebih tinggi dan dianggap lebih beracun bagi 

ikan, karena lebih mudah melintasi insang. Namun, setelah melewati insang, NH3 akan 

diubah menjadi NH4, yang lebih beracun bagi tubuh ikan, dapat merusak struktur 

seluler, dan metabolisme. Peningkatan kadar ammonia dapat menyebabkan 

peningkatan konsumsi oksigen pada jaringan seiring dengan berkurangnya transport 

oksigen ke jaringan (Katrina et al, 2020). 

 

6. 2 Pemeriksaan Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

Metode deteksi molekuler digunakan untuk melakukan analisis terhadap 

adanya asam nukleat dalam sampel untuk mengidentifikasi virus. Metode ini 

merupakan metode deteksi laboratorium yang paling umum digunakan untuk diagnosis 

klinis COVID-19 adalah Reverse Transcriptase Real Time Polymerase Chain Reaction 

(RT-PCR). Metode ini adalah sama dengan metode yang telah digunakan dalam 



124 
 

diagnosis dan pengawasan berbagai penyakit virus terdahulu termasuk SARS-CoV dan 

MERS-CoV (Cheng et al, 2020).  

Umumnya, RT-qPCR kuantitatif (RT-PCR) memiliki spesifisitas yang tinggi 

karena merupakan pengujian utama (gold standart) untuk diagnosis akhir COVID-19. 

Namun, sensitivitasnya dapat bervariasi berdasarkan viral load, teknik ekstraksi RNA, 

sumber pengambilan sampel, dan stadium penyakit selama pengambilan sampel. 

Memang, hasil positif palsu RT-PCR dapat terkait dengan kontaminasi silang dari 

sampel dan maupun kesalahan dalam penanganan sampel. Sebaliknya, ketidakakuratan 

selama tahap pengumpulan, penyimpanan, dan pemrosesan sampel dapat 

menyebabkan hasil negatif palsu. Beberapa penelitian telah mengungkapkan bahwa 

sampel dari saluran pernapasan bagian atas yakni (bagian bawah) lubang hidung dan 

orofaring) lebih diutamakan untuk uji RT-PCR sebagai akibat dari banyaknya virus 

yang berkembang pada lokasi tersebut (Giuseppe et al, 2020).  

Pada penelian ini, pengujian RT-PCR dilakukan untuk melakukan identifikasi 

keberadaan virus SARS CoV-2 pada ikan zebra, hal ini untuk melihat kemampuan 

virus SARS CoV-2 dalam menginfeksi ikan Zebra baik melalui intervensi secara 

langsung ke tubuh ikan zebra maupun infeksi melalui lingkungan. Pengujian RT PCR 

juga dilakukan untuk menguji sampel air akuarium ikan zebra, hal ini dilakukan untuk 

mengetahui apakah ikan zebra memiliki kemampuan untuk menularkan virus SARS-

CoV-2 ke lingkungan perairan. Pemeriksaan RT-PCR pada penelitian ini dilakukan 

dengan menggunakan 3 gen target sebagai tanda identifikasi terhadap adanya virus 

SARS CoV 2 pada sampel uji, yakni gen Orf1b (Open reading frame 1b), gen RdRp 
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(RNA dependent RNA Polymerase), dan RPP 30 (ribonuclease P/MRP subunit p30). 

Batas nilai CT dari hasil RT PCR yang dianggap positif pada penelitian ini adalah 40. 

Dengan menggunakan nilai cutoff Ct ini, hasil negatif palsu dapat mungkin saja 

dapat terjadi. Oleh karena itu, kehadiran bahan seluler, seperti adanya sel inang yang 

terinfeksi sangat penting digunakan untuk deteksi RNA SARS-CoV-2 yang benar 

dengan metode RT-PCR pada spesimen. RPP30 dapat berfungsi sebagai indikator 

untuk konten seluler, atau indikator pengganti untuk kualitas spesimen. Analisis kami 

menunjukkan bahwa spesimen klinis dengan kandungan seluler yang tinggi, dapat 

diukur dengan kadar RNA dari gen housekeeping ribonuklease P/MRP subunit p30 

(RPP30), hal ini dapat memberikan tingkat positif yang jauh lebih tinggi dalam deteksi 

SARS-CoV-2. Faktanya, deteksi RNA SARSCoV-2 yang ditemukan dalam spesimen 

saluran pernapasan sangat terkait dengan konten seluler yang diwakili oleh tingkat 

kehadiran RNA RPP30. Gen housekeeping RPP30 ini digunakan sebagai marker 

keberadaan bahan seluler dan sebagai referensi internal (Yafei et al, 2020). 

Orf1b (Open reading Frame) adalah gen yang mengkode Non structural protein 

(Nsp) 12-16 pada Coronavirus. Gen ini sering dijadikan target sebagai penemuan 

obart-obat antivirus terhadap virus corona. Gen ini juga merupakan gen yang paling 

jarang mengalami perubahan / mutasi genetik (conserved gene) dalam virus corona. 

Gen ini digunakan sebagai konfirmatif terhadap adanya virus corona dalam sampel uji 

(Subissi et al, 2014).   

Nsp12 (102 kDa) adalah protein yang paling terkonservasi dalam virus corona, 

dan dengan demikian merupakan enzim sentral dalam replikasi/transkripsi virus 
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kompleks. Nsp12 ini disebut juga dengan RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) 

yang menghadirkan semua motif RdRps (Subissi et al, 2014). Protokol uji real time 

RT-PCR pertama yang menargetkan RNA-dependen RNA polimerase (RdRp), amplop 

(E), dan gen nukleokapsid (N) dari SARS-CoV-2 diterbitkan pada 23 Januari 2020. Di 

antara pengujian ini, gen RdRp memiliki sensitivitas analitik tertinggi (3,8 

salinan/reaksi RNA pada deteksi 95% kemungkinan). Dalam uji RdRp yang diterbitkan 

ini, probe 1 adalah “pan Sarbeco-Probe” yang akan mendeteksi virus SARS-CoV-2, 

SARS-CoV, dan coronavirus yang terlait dengan kelelawar, sedangkan probe 2 

(disebut uji "RdRp-P2" dalam penelitian ini) dilaporkan spesifik untuk SARS-CoV-2 

dan seharusnya tidak mendeteksi SARS-CoV. Khususnya, pengujian ini dirancang dan 

divalidasi menggunakan teknologi asam nukleat sintetis dan dalam tidak adanya isolat 

SARS-CoV-2 yang tersedia atau spesimen asli pasien (Corman et al, 2019). Uji RdRp 

yang dilaporkan telah dilaksanakan lebih dari 30 laboratorium di Eropa (Reusken et al, 

2020).  

Pengujian COVID-19 dengan menggunakan target gen RdRp tidak bereaksi 

silang dengan coronavirus patogen lainnya yang menyerang manusia dan patogen 

saluran pernapasan lain pada kultur sel dan spesimen klinis, sedangkan uji RdRp-P2 

bereaksi silang dengan SARS-CoV pada pengujian dengan kultur sel. Uji COVID-19 

denngan menggunakan gen RdRp sangat sensitif dan spesifik dapat membantu 

meningkatkan keakuratan diagnosis pemeriksaan sampel COVID-19 di Laboratorium 

(Chan et al, 2020).  
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6.2.1 Pembahasan Hasil RT-PCR Ikan Zebra 

Hasil pemeriksaan uji RT PCR dalam penelitian ini menunjukkan hasil positif 

pada hari pertama dan ketiga post infeksi dari tiga jalur infeksi yang diberikan yakni 

melalui tetes air (kelompok A), injeksi secara intra peritoneal (kelompok B) dan tetes 

insang (kelompok C). Hal ini menunjukkan bahwa virus SARS-CoV-2 dapat 

menginfeksi masuk ke dalam tubuh ikan zebra. Pada kelompok A menunjukkan infeksi 

yang diperoleh dari lingkungan perairan dengan pemberian titer virus SARS-CoV-2 

pada air sebesar 2,25 x 104 pfu/mL sampai dengan 3x104 pfu/ml (Kelompok A2 dan 

A3) sudah dapat menginfeksi ikan zebra. 

Selain didapatkan dari lingkungan, pemberian virus SARS-CoV-2 juga 

diinfeksikan langsung ke dalam tubuh ikan zebra pada Jalur intra peritoneal dengan 

titer virus sebesar 6,75 x102 sampai dengan 9x102 pfu/mL (Kelompok B2 dan B3) 

sudah dapat menginfeksi ikan zebra, sedangkan melalui tetes insang dalam penelitian 

ini dapat masuk dan menginfeksi ikan zebra dengan titer virus mulai dari 9 x 102 

pfu/mL sampai dengan 18 x 102 pfu/mL (kelompok C1 sampai dengan C3).  

Kemampuan respon imun yang baik pada ikan zebra memungkinkan ikan zebra 

untuk dengan cepat dapat mengeliminasi virus atau pathogen yang menginfeksi di 

dalam tubuh mereka, oleh karena itu hasil RT PCR ikan zebra yang terdeteksi positif 

adalah pada hari pertama dan ketiga setelah infeksi.  Hal ini terlihat juga dengan tidak 

adanya kematian ikan zebra dalam penelitian ini. Induksi respon imun bawaan antivirus 

tergantung pada pengenalan komponen virus oleh inang. Sel-sel sistem kekebalan 

mendeteksi virus melalui reseptor pengenalan pola (Pattern Recognition Receptors / 
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PRRs) yang terletak di dalam sel atau di permukaan sel. Gen TLR (Toll Like Receptor) 

adalah merupakan salah satu bagian penting dari PRR yang dapat berfungsi sebagai 

pertahanan terhadap pathogen. TLR telah dipelajari pada ikan zebra sebagai respons 

terhadap bakteri dan rangsangan virus. Mengenai pengenalan virus pada ikan zebra, 

tlr3, tlr7, tlr8a/b, tlr9 dan tlr22, yang unik pada ikan, telah dikaitkan dengan respon 

terhadap virus. Di satu sisi, tlr3 dan tlr22 berbagi kemiripan yang signifikan mengenai 

lokalisasi seluler dan fungsi molekuler serta dapat mendeteksi replikasi virus dengan 

mengikat RNA untai ganda (dsRNA) atau poli analog I:C. Di samping itu, tlr7 dan tlr8 

secara khusus mengenali RNA untai tunggal (ssRNA), dan tlr9 mengenali DNA CpG 

yang tidak termetilasi dan terdapat dalam genom virus (Varela et al, 2017). 

Virus pada ikan umumnya dapat menginfeksi dan menyebabkan penyakit baik 

pada tahap perkembangan larva maupun pada ikan zebra dewasa. Sebagian besar virus 

pada ikan memiliki suhu replikasi optimal yang rendah, umumnya lebih rendah dari 

suhu 24 °C, yang berarti bahwa infeksi eksperimental terjadi pada suhu di bawah suhu 

pertumbuhan optimal untuk ikan zebra. Meskipun fakta itu dapat dianggap dapat 

merugikan ikan dan kapasitas respon imunnya, namun pada kenyataanya telah 

ditunjukkan bahwa ikan zebra mampu menujukkan respons imun antivirus yang efisien 

bahkan pada suhu 15 °C. Zebrafish memiliki sistem kekebalan yang sangat 

berkembang yang memungkinkan studi mendalam tentang aspek-aspek dasar respon 

imunologi dan interaksinya dengan organisme dan patogen yang berbeda. Komponen 

seluler utama dari sistem imun bawaan ikan zebra adalah makrofag fagositik dan 

neutrofil, yang mirip dengan yang ada pada mamalia dalam hal morfologi, bentuk 
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molekul dan fungsionalitasnya, dimana hal ini sangat penting bagi suatu organisme 

untuk bisa bertahan dalam melawan pathogen dan infeksi (Varela et al, 2017).  

Valerio et al (2021) juga melaporkan bahwa infeksi SARS CoV-2 yang 

dilakukan pada larva ikan zebra baik melalui metode perendaman dan juga injeksi pada 

larva ikan zebra tidak menunjukkan gejala penyakit yang ditimbulkan. RNA Virus 

dengan mudah terdeteksi pada 6 jam setelah paparan kemudian menurun dan menjadi 

tidak terdeteksi pada 48 jam setelah paparan. Penelitian dengan menggunakan protein 

rekombinan Spike SARS CoV-2 yang diinfeksikan kepada larva ikan zebra telah 

dilakukan oleh Sylwia et al (2021) dan menunjukkan hasil bahwa, tingkat mRNA gen 

pengkodean interferon (Ifng) terlihat meningkat drastis pada 6 jam setelah paparan 

tetapi mereka kembali ke tingkat basal pada 12 jam setelah paparan.  

Fenomena ini juga dilaporkan terjadi pada virus SARS-CoV-2 yang dilakukan 

kultur pada sel. Glenn et al (2021) melakukan penelitian dengan menanam virus SARS-

CoV-2 pada sel well-differentiated normal human bronchial epithelial (wdNHBE) dan 

sel Vero E6 didapatkan hasil bahwa titer virus SARS-CoV-2 tertinggi pada 72 jam 

setelah inokulasi kemudian terjadi penurunan titer pada 96 jam setelah infeksi, 

sedangkan Alexander et al (2020) juga telah melakukan pengembangan virus SARS-

CoV-2 pada berbagai jenis sel antara lain yaitu Vero E6 (ATCC# CRL-1586), Calu-3 

(ATCC# HTB-55), Caco-2 (ATCC# HTB-37), Huh7, A549 (ATCC# CCL-185), dan 

sel 293T, yang pertumbuhan Virus SARS-CoV-2 paling tinggi terdapat pada 24 jam 

setelah inokulasi, kemudian terus menurun pada 48 jam , 72 jam , 96 jam setelah 

inokulasi.  
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Selain itu, mutasi dari Virus SARS-CoV-2 kemungkinan juga dapat 

memberikan pengaruh terhadap hasil pemeriksaan RT PCR dalam penelitian ini. Virus 

SARS-CoV-2 ini memiliki karakteristik yang sering bermutasi.  Akumulasi frekuensi 

mutasi virus dapat disebabkan oleh berbagai hal antara lain yaitu seleksi alam, 

lingkungan seluler, fitur epidemiologi baru-baru ini, penyimpangan genetik acak, 

respons imun inang, pengeditan gen, mekanisme replikasi dan sebagainya. SARS-

CoV-2 memiliki fidelitas yang lebih tinggi dalam proses transkripsi dan replikasinya 

dibandingkan virus RNA untai tunggal lainnya karena memiliki mekanisme 

proofreading diatur oleh NSP14. Namun, 13402 mutasi tunggal telah terdeteksi dari 

31421 SARS-CoV-2 isolat genom. Frekuensi tinggi di ujung kanan posisi primer atau 

probe target mungkin akan menghasilkan lebih banyak negatif palsu dalam diagnostic 

(Rui et al, 2020).  

Meskipun adanya RNA proofreading exoribonuclease (nsp14-ExoN), genom 

SARS-CoV-2 yang beredar menunjukkan beberapa mutasi baik pada manusia maupun 

hewan. Mutasi ini dapat menyebabkan ketidakcocokan jika terjadi pada primer atau 

daerah pengikatan probe, sehingga menghasilkan negatif palsu. Selain itu, 

ketidakcocokan nukleotida tunggal dapat mempengaruhi pada beberapa siklus pertama 

PCR, tetapi dengan desain yang tepat, deteksi target mungkin tidak terpengaruh 

(Gribble et al, 2021).  

Penelitian deteksi SARS CoV-2 pada hewan telah dilakukan dengan 

mengevaluasi 28 tes PCR diagnostik yang awalnya dikembangkan untuk mendeteksi 

SARS-CoV-2 pada manusia yang kemudian digunakan untuk mendeteksi SARS-CoV-
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2 pada hewan. Enam belas dari 28 tes PCR yang diselidiki menunjukkan setidaknya 

satu ketidakcocokan dengan target mereka pada ambang 0,5%. Ketidakcocokan ini 

dikaitkan dengan adanya evolusi berkelanjutan yang terjadi di SARS-CoV-2 pada 

hewan. Beberapa ketidaksesuaian ini diperkirakan akan berdampak negatif terhadap 

tes PCR diagnostik. Oleh karena itu, kami menyarankan beberapa modifikasi pada 

barisan oligo. Saran ini diharapkan mampu menghasilkan pengikatan template yang 

lebih kuat oleh oligos, meningkatkan sensitivitas yang lebih baik dari tes, dan 

kepercayaan yang lebih tinggi dalam hasil pemeriksaan. Saat virus SARS-CoV-2 terus 

berlanjut untuk berevolusi pada hewan dan mengakumulasi mutasi dalam genomnya, 

sangat penting untuk sering dilakukan pemantauan efek dari mutasi ini terhadap tes 

PCR diagnostik dan memodifikasinya. Hal Ini akan mengurangi kemungkinan hasil 

negatif palsu dan diharapkan dapat membantu mengontrol pandemi COVID-19 pada 

hewan dan manusia (Elaswad & Fawzy, 2021). 

Genom ikan zebra mengandung gen yang unik, dan memiliki susunan gen yang 

sama dengan manusia pada gen yang mengkode ACE2, reseptor SARS-CoV-2. namun, 

konservasi sederhana asam amino pada ikatan permukaan membuat protein ACE2 pada 

ikan tidak mungkin mengikat protein spike virus secara efisien (Damas et al, 2020). 

Terlepas dari prediksi in silico ini, kerentanan suatu inang terhadap virus SARS-CoV-

2 memerlukan validasi eksperimental, terutama mengingat bahwa banyak reseptor dan 

koreseptor lain untuk SARS-CoV-2 telah diidentifikasi (Zamorano Cuervo & 

Grandvaux, 2020).  
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Dalam larva ikan zebra, berdasarkan sel tunggal transkriptomik, ACE2 sangat 

diekspresikan dalam subtipe enterosit (Postlethwait et al, 2020). Usus juga merupakan 

organ dengan ekspresi ACE2 terkuat pada manusia. Baru-baru ini telah dilakukan 

penelitian penggunaan ikan zebra dalam mempelajari COVID-19 dan melaporkan efek 

patologis pada ikan zebra setelah dilakukan paparan dengan protein spike SARS-CoV-

2 rekombinan, termasuk detak jantung yang dipercepat pada larva ikan zebra dan 

kerusakan penciuman parah yang menyebabkan hiposmia sementara pada ikan zebra 

dewasa setelah pemberian intranasal (Kraus et al., 2020). Injeksi dari protein spike 

rekombinan pada ikan zebra dewasa juga telah dilaporkan menyebabkan efek samping 

(Fernandes et al., 2020). Xenotransplantasi sel paru-paru manusia pada kantung renang 

ikan zebra dewasa telah diusulkan untuk menguji efek obat herbal pada SARS-CoV-2 

Namun, hingga saat ini, tidak ada penilaian mendalam tentang kemampuan SARS-

CoV-2 untuk dapat bereplikasi di dalam tubuh ikan zebra yang telah diterbitkan 

(Balkrisna et al., 2020). 

Dari beberapa penelitian yang telah dilakukan sebelumnya, telah menunjukkan 

bahwa ikan zebra memiliki potensi digunakan sebagai hewan coba terkait dengan 

infeksi virus SARS-CoV-2, dimana ikan zebra juga mempunyai gen yang mengkode 

reseptor ACE2 yang berperan sebagai reseptor terhadap virus SARS-CoV-2, walaupun 

sampai saat ini belum ada yang melaporkan mengenai infeksi virus SARS-CoV-2 

secara utuh pada ikan zebra. Penelitian ini merupakan penelitian pertama yang 

menggunakan virus SARS-CoV-2 secara utuh untuk diinfeksikan kedalam tubuh ikan 

zebra dewasa.  
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6.2.2 Pembahasan Hasil RT-PCR Air Akuarium 

 Pemeriksaan air dengan menggunakan RT PCR pada penelitian ini bertujuan 

untuk mengetahui dua hal, yang pertama yakni kemampuan ikan zebra dapat tertular / 

terinfeksi virus SARS CoV-2 yang berada pada lingkungan perairan. Sedangkan tujuan 

yang kedua adalah untuk mengetahui apakah ikan zebra memiliki kemampuan dalam 

menyebarkan virus SARS CoV-2 ke lingkungan (perairan). 

Hasil pemeriksaan RT PCR pada sampel air akuarium menunjukkan bahwa 

ikan zebra yang diinfeksi virus SARS-CoV-2 dapat menularkan virus ke lingkungan 

perairan, hal ini terlihat dari kelompok B3 maupun kelompok C1 sampai dengan C3 

yang dilakukan infeksi secara langsung ke dalam tubuh ikan zebra namun ditemukan 

kandungan virus SARS-CoV-2 pada lingkungan air akuarium. Sedangkan pada 

kelompok A didapatkan kandungan virus SARS-CoV-2 pada air akuarium yang 

ditetesi virus SARS-CoV-2 dengan titer sebesar 2,25 x 104 pfu/mL dan 3x104 pfu/mL.  

Pengukuran suhu Air Akuarium ikan zebra pada masing-masing kelompok 

perlakuan dalam masa penelitian ini berkisar antara 22 °C dan 23 °C. Hal ini 

memungkinkan terjadinya penurunan titer SARS CoV-2 yang terdapat pada air 

sehingga pada pemeriksaan air dengan menggunakan metode RT PCR Kelompok A1 

hasilnya negatif sedangkan kelompok A2 dan A3 menunjukkan hasil yang positif pada 

hari pertama infeksi dan kemudian negatif pada hari berikutnya. Kemungkinan lain 

adalah terkait konsentrasi virus SARS CoV-2 yang terdapat pada sampel air masih 

terlalu rendah sehingga pada pemeriksaan RT PCR dengan cut off nilai CT 40 tidak 

ditemukan adanya virus SARS CoV-2.  
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Pada jalur injeksi Intraperitoneal, pada penelitian ini menunjukkan bahwa ikan 

zebra memiki kemampuan dalam menularkan virus SARS-CoV-2 ke lingkungan 

perairan pada titer infeksi sebesar 9 x 102 pfu/mL, sedangkan pada kelompok ikan zebra 

yang diinfeksi dengan titer virus yang lebih rendah daripada 9 x 102 pfu/mL tidak 

ditemukan adanya kandungan virus SARS-CoV-2 pada lingkungan perairan. Untuk 

kelompok Jalur infeksi melalui tetes insang, hasil dalam penelitian ini menunjukkan 

bahwa ikan zebra memiliki kemampuan untuk dapat menularkan virus SARS-CoV-2 

ke lingkungan perairan pada titer infeksi mulai dari 9 x 102 pfu/mL sampai dengan 18 

x 102 pfu/mL (Kelompok C1 sampai C3).   

Kestabilan virus SARS CoV-2 terkait kemaampuan bertahannya dalam 

lingkungan perairan juga sangat dipengaruhi oleh suhu atau temperatur air. Eksperimen 

tentang kelangsungan hidup virus corona, yang setidaknya sebagian meniru kondisi 

lingkungan alam, sejauh ini hanya mempertimbangkan pengaruh suhu air. Misalnya, 

pada suhu 25 °C, α-CoV menularkan gastroenteritis virus (TGEV), yang dapat 

menginfeksi babi dan menyebabkan kematian yang tinggi pada anak babi, diperlukan 

waktu selama 13 hari (air danau) dan 22 hari (reagen air) untuk pengurangan 99% titer 

virus. Demikian pula, virus hepatitis tikus menular (MHV) menurun 99% selama 10 

hari (air danau) dan 17 hari (reagen air). Namun, pada suhu 4 °C, tidak terjadi 

penurunan titer virus yang signifikan diamati pada titik akhir eksperimental 

(maksimum 49 hari). Peneliti memperkirakan bahwa, pada suhu 4 °C, penurunan 99% 

titer infeksi TGEV dan MHV akan membutuhkan waktu 220 hari atau bisa lebih dari 

satu tahun, masing-masing (Casanova et al, 2009; Adrian & Piotr, 2020).  
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Penelitian lain telah menunjukkan bahwa HCoV-229E dan Feline Infectious 

Peritonitis Virus (FIPV) pada kucing jauh kurang stabil dalam air keran yang disaring 

atau tidak disaring pada 23 °C jika dibandingkan dengan virus polio-1. Penurunan 

99,9% pada titer coronavirus diamati setelah 10-12 hari, sedangkan poliovirus-1 

ditunjukkan dapat bertahan hidup sampai dengan 43-47 hari. Namun, pada suhu 4 °C, 

baik HCoV-229E dan FIPV mengungkapkan persistensi yang diperpanjang secara 

signifikan, perkiraan waktu yang diperlukan untuk penurunan 99% pada titer virus 

untuk HCoV-229E dan FIPV masing-masing adalah 392 dan 87 hari (Gundy et at, 

2009; Adrian & Piotr, 2020). SARS-CoV hanya bertahan dua hari dalam air keran yang 

dideklorinasi pada suhu 20 °C tetapi bertahan setidaknya 14 hari (titik akhir studi) pada 

suhu 4 °C (Adrian & Piotr, 2020).  

Namun demikian, kelangsungan hidup yang diamati secara eksperimental dari 

coronavirus yang dipelajari dalam air limbah adalah jauh lebih rendah daripada dalam 

kasus air. Perlu diperhatikan bahwa air limbah yang tidak diolah merupakan sumber 

mikroorganisme, misalnya bakteri, yang keberadaannya setidaknya sampai batas 

tertentu dapat mengurangi keberadaan virus (Feichtmayer et al, 2017). Dalam limbah 

primer waktu yang dibutuhkan untuk penurunan titer virus sebesar 99% adalah 1,6 hari 

(tanpa filter) dan 2,3 hari (dengan filter) untuk HCoV-229E sedangkan 1,7 hari (tanpa 

filter) dan 1,6 hari (dengan filter) untuk FIPV. Dalam kasus limbah sekunder, 

pengurangan 99% titer virus terjadi setelah 1,8 hari untuk HCoV-229E dan 1,6 hari 

untuk FIPV (Gundy et at, 2009; Adrian & Piotr, 2020). 
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 Pengaruh suhu air limbah dinyatakan dengan jelas dalam penelitian untuk 

menyelidiki kelangsungan hidup SARS-CoV pada suhu 20 °C virus dapat bertahan 

pada air limbah umah sakit hanya selama 2-3 hari, sementara pada suhu 4 °C tetap 

terdeteksi setidaknya selama 14 hari, titik akhir studi. Deteksi RNA virus tidak sama 

dengan infektivitas, seperti yang ditunjukkan dengan jelas pada studi lain di mana 

materi genomik SARS-CoV terdeteksi dalam air limbah rumah sakit yang tidak diolah, 

meskipun hal ini terbukti dilakukan dengan menggunakan sel secara in vitro (Wang et 

al, 2005; Adrian & Piotr, 2020). 

Memahami peran ekosistem perairan dalam konteks ini juga penting dari 

kesehatan manusia, karena air yang tidak diolah dapat sebagai sumber dari berbagai 

patogen, digunakan dalam berbagai daerah, terutama yang sanitasinya buruk. Ini juga 

akan membantu untuk memahami bahwa biota air dapat memainkan peran potensial 

sebagai inang perantara sehingga manusia dapat tertular virus corona. Proses seperti 

itu, tetap membutuhkan spike glikoprotein yang memediasi masuknya virus corona ke 

dalam sel untuk pertama kali dioptimalkan dalam inang untuk dapat berikatan dengan 

reseptor human-like angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2), alanyl aminopeptidase 

(CD13), dipeptidyl peptidase 4 (CD26) atau Reseptor masuk lainnya melalui seleksi 

alam (Hoffmann et al, 2020).  

 

6.3 Pembahasan Histopatologi Ikan Zebra 

Pemeriksaan histopatologi pada penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 

apakah terdapat perubahan pada organ atau jaringan ikan zebra yang dilakukan infeksi 
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dengan virus SARS-CoV-2 utuh. Beberapa organ yang dilakukan pengamatan 

histopatologi dalam penelitian ini yakni Insang, Hepar, Usus, Organ Reproduksi, Otot 

dan Mata. 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pada jalur pemberian tetes air yang 

hanya pada Kelompok A3 (pemberian titer virus 3x104 pfu/mL) terdapat perubahan 

pada organ insang mulai dari hari ke 1 sampai dengan hari ke 7 setelah infeksi awal, 

sedangkan pada organ-organ yang lainya pada kelompok yang diinfeksi virus SARS-

CoV-2 melalui tetes air tidak ditemukan adanya perubahan histopatologi. Kelainan 

histopatologi yang ditemukan berupa adanya infiltrasi sel radang dan haemorrhagi pada 

insang ikan zebra.  

Pada kelompok perlakuan injeksi peritoneal ditemukan kelainan histopatologi 

hanya pada Kelompok B3 dengan pemberian virus SARS-CoV2 sebesar 9 x 102 

pfu/mL. Kelainan histopatologi yang ditemukan terdapat pada organ insang mulai dari 

hari ke 1 sampai dengan hari ke 14 setelah infeksi awal, sedangkan pada organ 

reproduksi dan mata ditemukan pada hari ke 9 dan ke 14 setelah infeksi awal. Kelainan 

yang ditemukan pada insang ikan zebra kelompok ini adalah berupa infiltrasi sel 

radang, hiperplasia epitel dan juga hemoragi. Pada organ reproduksi dan mata, kelainan 

histopatologi ikan zebra yang ditemukan pada kelompok ini yakni berupa hemoragi.  

Pada kelompok perlakuan tetes insang sebagai jalur infeksi yang paling banyak 

menyebabkan perubahan organ atau jaringan dibandingkan dengan jalur infeksi 

lainnya. Pada kelompok perlakuan ini didapatkan kelainan histopatologi pada organ 

insang, organ reproduksi dan organ mata, sedangkan pada organ lainya tidak ditemukan 
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kelainan histopatologi. Pada organ insang didapatkan adanya kelainan histopatologi 

pada semua kelompok C1 (9 x 102 pfu/mL), C2 (13,5 x 102 pfu/mL), dan C3 (18 x 102 

pfu/mL) sampai dengan hari ke 7 setelah proses infeksi, sedangkan pada hari ke 9 dan 

14 yang menunjukkan adanya kelainan histopatologi hanya pada kelompok C2 dan C3. 

Kelainan yang ditemukan pada insang ikan zebra kelompok ini berupa infiltrasi sel 

radang dan hemoragi. Pada organ reproduksi dan mata ikan zebra kelainan 

histopatologi yang ditemukan pada kelompok ini yakni berupa hemoragi.  

Pada penelitian ini melaporkan bahwa kelainan histopatologi yang paling 

banyak ditemukan pada ikan zebra dengan infeksi virus SARS-CoV-2 berupa infiltrasi 

sel radang dan hemoragi. Sedangkan organ yang paling banyak mengalami perubahan 

secara histopatologi adalah organ insang. Menurut Barreto et al (2007), insang sangat 

sensitif terhadap zat beracun yang terlarut dalam lingkungan berair karena kontak 

langsung mereka dengan air dalam pertukaran gas. Sejak Hoffman et al (2002) 

melaporkan bahwa insang adalah situs penyerapan potensial untuk agen beracun yang 

ada di dalam air, dan mereka dianggap sebagai situs utama untuk penyerapan agen 

beracun, karena dengan karakteristiknya seperti kontak permukaan yang besar, jarak 

difusi yang kecil, dan aliran berlawanan antara air dan darah (Igor et al, 2018).  

 Beberapa penelitian mengenai pengamatan histopatologi pada manusia yang 

terinfeksi SARS-CoV-2 telah dilakukan. Tian et al (2020) melaporkan bahwa pada 

sistem respirasi manusia yakni organ paru berupa infiltrasi jaringan paru oleh sel 

inflamasi mononuklear dengan deskuamasi epitel alveolus dan pembentukan membran 

hialin, penebalan interstisial dengan hiperplasia epitel alveolus tipe II, sel darah merah 
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terdapat di lumen alveolus bersama dengan pembentukan sumbat fibrin. Hiperplasia 

difus epitel alveolus tipe II dan adanya nekrosis vaskular fibrinoid dan infiltrasi sel 

inflamasi terutama neutrofil ke dalam lumen alveolar yang menunjukkan bronko-

pneumonia. Hal ini serupa dengan perubahan histopatologi yang ditemukan pada 

sistem respirasi ikan zebra (insang) dalam penelitian ini.  

Selain pada organ respirasi, Li et al (2020), juga telah melaporkan keberadaan 

reseptor ACE 2 pada sistem genital manusia (testis). Semua testis yang terinfeksi SARS 

menunjukkan temuan histologis berupa nekrosis sel germinal yang luas dan penurunan 

spermatogenesis di tubulus seminiferus. Membran basal menebal dengan fibrosis 

peritubular bersama dengan infiltrasi leukosit dan kongesti vaskular di jaringan 

interstisial. SARS-CoV-2 juga dapat menyebabkan aktivasi sitokin inflamasi, yang 

dapat berpotensi menyebabkan respons autoimun. Mereka dapat menyebabkan orchitis 

melalui beberapa mekanisme, yang dapat menyebabkan kerusakan testis yang 

menyebabkan infertilitas dan kemandulan, yang lebih lanjut dapat meningkatkan 

kemungkinan terjadinya tumor testis. Gambaran histopatologi yang ditemukan pada 

penelitian ini pada organ reproduksi ikan zebra berupa haemmorrhagi dapat menjadi 

data pendukung yang melengkapi informasi perubahan organ reproduksi terkait dengan 

infeksi virus SARS CoV-2.  

 Pada penelitian ini menunjukkan bahwa infeksi SARS CoV-2 juga dapat 

menimbulkan perubahan histopatologis berupa haemmorrhagi pada mata ikan zebra. 

Pada manusia juga terdapat penelitian yang dilakukan post mortem pada mata terhadap 

kerentanan terhadap virus SARS CoV-2.  Hasil ini menunjukkan bahwa sel permukaan 
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okular termasuk konjungtiva rentan terhadap infeksi oleh SARS-CoV-2, dan karena itu 

dapat berfungsi sebagai portal masuk serta reservoir untuk penularan virus ini antar 

manusia (Lingli et al, 2020).  

  Sampai saat ini informasi mengenai temuan patologis pada COVID-19 masih 

sangat terbatas, meskipun virus SARS CoV-2 terutama berpengaruh pada sistem 

pernapasan dan sistem kekebalan tubuh, tetapi sistem lain seperti kardiovaskular, 

kemih (ginjal), saluran pencernaan, reproduksi (testis), dan sistem saraf juga 

memungkinkan dapat terpengaruh akibat infeksi SARS CoV-2, terutama pada pasien 

usia lanjut, lebih sering jika mempunyai factor komorbid (Deshmukh et al, 2021).  

 

6.4 Pembahasan Immunohistokimia Ikan Zebra 

 Pemeriksaan Imunohistokimia (IHC) merupakan teknik yang kuat dalam 

mengeksploitasi ikatan spesifik antara antibodi dan antigen untuk mendeteksi dan 

melokalisasi antigen spesifik dalam sel dan jaringan, yang paling sering terdeteksi dan 

diperiksa dengan mikroskop cahaya. Imunohistokimia (IHC) adalah metode pengujian 

tambahan yang banyak digunakan dalam patologi bedah anatomi untuk klasifikasi sel, 

diagnosis dan menggunakan antibodi yang ditargetkan terhadap antigen tertentu dalam 

jaringan dan sel tertentu untuk memfasilitasi penentuan jenis sel dan organ asal (Shino 

et al, 2019). 

Visualisasi interaksi antigen dengan antibodi dapat dicapai dalam beberapa cara. 

Contoh yang paling umum, sebuah antibodi yang terkonjugasi menggunakan enzim, 

seperti peroksidase (HRP) yang dapat mengkatalisis reaksi sehingga dapat 
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memproduksi warna. Atau, antibodi dapat ditandai juga menggunakan fluorophore, 

seperti fluorescein atau rhodamine. Jika antibodi terlabel menggunakan HRP maka 

pewarna yang umum digunakan adalah DAB sehingga terbentuk reaksi perubahan 

warna menjadi coklat. Jika antibodi terlabel menggunakan fluorophore yakni 

rhodamin maka perubahan warna menjadi merah, sedangkan jika  fluorescein 

perubahan warma menjadi hijau (Shino et al, 2019). 

 Dalam penelitian ini IHC digunakan untuk mengetahui adanya protein Spike 

pada jaringan atau organ ikan zebra yang telah diinfeksi dengan virus SARS-CoV-2 

melalui tiga jalur infeksi, yakni tetes air, injeksi intraperitoneal dan tetes insang. 

Beberapa organ yang dilakukan pengamatan immunihistokimia dalam penelitian ini 

yakni Insang, Hepar, Usus, Organ Reproduksi, Otot dan Mata. Keberadaan protein 

spike dalam jaringan atau organ ikan zebra ini menunjukkan bahwa ikan zebra dapat 

terinfeksi virus SARS-CoV-2. 

 Hasil dalam penelitian ini melalui metode pemeriksaan IHC menunjukkan 

bahwa ketiga jalur infeksi tersebut dapat memberikan persentase positif di atas 50% 

pada organ atau jaringan yang telah diperiksa dari semua Kelompok perlakuan A, B 

dan C. Pada kelompok A1, B1 dan C1 menunjukkan persentase positif sebesar 60% 

pada semua organ yang diperiksa, sedangkan Kelompok perlakuan A2 dan A3 

memiliki persentase positif yang lebih besar yakni 80% pada semua organ yang 

diperiksa. Hasil yang menunjukkan persentase positif terbesar dalam penelitian ini 

yakni pada Kelompok B2, B3, C2 dan C3 dimana memiliki persentase positif sebesar 

100% pada semua organ yang dilakukan pemeriksaan. Fakta ini menjadi menarik dan 
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menunjukkan bahwa kelompok yang negatif secara RT PCR ternyata menunjukkan 

hasil berbeda ketika diperiksa melalui metode IHC.  

 Hasil ini kemungkinan terkait dengan besarnya konsentrasi virus dalam sampel 

yang tidak mencukupi sehingga tidak terbaca pada saat dilakukan pemeriksaan 

menggunakan RT PCR dengan nilai cut off CT 40, namun ternyata ditemukan jejak 

protein spike SARS CoV-2 dalam organ ikan zebra. Hubungan antara nilai CT PCR 

dengan terdeteksinya protein Spike, belum banyak informasi. Mutasi dari virus SARS-

CoV-2 yang mungkin terjadi ketika menginfeksi inang baru dalam hal ini ikan zebra 

juga mungkin dapat menyebabkan ketidaksesuaian dengan primer yang digunakan 

sehingga menyebabkan hasil pada pemeriksaan RT PCR menjadi negatif.  

Hasil penelitian ini juga mengungkapkan bahwa keberadaan infeksi SARS-

CoV-2 pada organ ikan zebra tidak selalu menimbulkan perubahan secara 

histopatologi, hal ini terlihat dari hasil histopatologi yang diperoleh pada penelitian ini.  

Kemampuan sistem imun ikan zebra dalam melawan infeksi virus SARS-CoV-2 

kemungkinan dapat meminimalisr efek kerusakan yang ditimbulkan dari infeksi virus 

SARS-CoV-2, hal ini juga tampak dari tidak adanya kematian ikan zebra dalam proses 

penelitian ini. 

Analisis ulang kumpulan data RNA-seq dari jaringan ikan zebra dewasa 

menunjukkan ACE2 diekspresikan sangat tinggi pada usus dan bervariasi pada organ 

hati, dan pada tingkat yang lebih rendah ditemukan di organ lain. Temuan ini 

mengimplikasikan peran translasi baru untuk ACE2 pada ikan zebra dalam diferensiasi 

dan patologi yang sebagian besar ditemukan di usus dan hati, di mana efek SARS-
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CoV-2 dapat merugikan (Ayse et al., 2020). Dalam larva ikan zebra, berdasarkan sel 

tunggal transkriptomik, ACE2 sangat diekspresikan dalam subtipe enterosit, sejalan 

dengan hal tersebut telah dilaporkan bahwa usus juga merupakan organ dengan 

ekspresi ACE2 terkuat pada manusia (Postlethwait et al.,2020). Hal ini sesuai dengan 

hasil penelitian ini yang menunjukkan adanya jejak protein Spike SARS-CoV-2 pada 

organ Hepar dan Usus Ikan Zebra.  

Hasil penelitian lain pada spesimen mata, analisis imunohistokimia 

mengungkapkan adanya ekspresi ACE2 pada konjungtiva, limbus, dan kornea, dengan 

pewarnaan yang sangat menonjol di konjungtiva superfisial dan permukaan epitel 

kornea. Spesimen konjungtiva bedah juga menunjukkan ekspresi ACE2 di epitel 

konjungtiva, terutama menonjol di epitel superfisial, serta ekspresi lemah atau fokus di 

substansia propria. Semua spesimen mata dan konjungtiva juga mengekspresikan 

TMPRSS2. Akhirnya, analisis protein lysat dengan menggunakan Western blot dari 

epitel kornea manusia yang diperoleh selama operasi refraktif mengkonfirmasi ekspresi 

ACE2 dan TMPRSS2 (Lingli et al., 2020). Hal ini sejalan dengan penelitian ini yakni 

dengan ditemukan nya jejak protein spike SARS-CoV-2 pada organ mata Ikan Zebra.  

Analisis PCR kuantitatif real-time dari beberapa jaringan dari ikan zebra jantan 

dan ikan zebra betina dewasa menunjukkan bahwa ACE2 sebagian besar diekspresikan 

di otak dan otot pada kedua jenis kelamin. Analisis ini mengungkapkan ekspresi ACE2 

yang lebih tinggi pada jantan jika dibandingkan dengan betina untuk organ berikut: 

otak, gonad, jantung, otot, dan jaringan adiposa (tubuh gemuk) (Bianca et al, 2022). 

Selain itu, ikan zebra betina dan jantan menunjukkan dimorfisme yang signifikan 
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dalam ekspresi ACE2 yang bergantung pada usia mereka, dan antara ovarium dan testis 

di mana yang terakhir memiliki tingkat yang lebih tinggi (Ayse et al., 2020). Hal ini 

sejalan dengan hasil penelitian ini yang menunjukkan adanya jejak protein spike 

SARS-CoV-2 pada organ Otot dan Organ Reproduksi Ikan Zebra.  

Hasil penelitian infeksi virus SARS-CoV-2 pada ikan zebra, seperti yang 

pernah dilakukan pada penggunaan virus H5N1 Rekombinan Reverse genetik (Kusala, 

2019) dan virus H5N1 utuh (wildtype) (Lahay, 2017) memberikan gambaran bahwa 

ikan Zebra dapat digunakan sebagai hewan coba untuk model infeksi virus dengan 

struktur RNA. 

6.5 Kebaruan Penelitian   

Kebaruan dalam penelitian ini adalah : 

1. Analisa infeksi Virus SARS-CoV2 pada ikan zebra yang menggunakan virus 

utuh, yang belum ada penelitian sebelumnya dengan menggunakan virus 

SARS-CoV-2 utuh (wildtype) pada hewan coba.  

2. Penelitian ini juga memberikan gambaran infeksi pada tiga jalur infeksi yang 

berbeda yakni tetes air, injeksi intraperitoneal dan tetes insang.  

3. Virus SARS-CoV-2 dapat menginfeksi ikan zebra dan ditemukan pada organ 

Insang, Hepar, Usus, Reproduksi, Mata dan Otot.  

4. Fakta menarik ditemukan dalam penelitian ini bahwa virus SARS-CoV-2 dapat 

masuk dan menginfeksi ikan zebra melalui lingkungan perairan. 

5. Ikan zebra memiliki kemampuan dalam menularkan virus SARS-CoV-2 ke 

lingkungan perairan.  
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6. Penelitian ini juga memberikan informasi baru mengenai penggunaan titer virus 

SARS-CoV-2 utuh yang dapat digunakan pada masing-masing jalur infeksi 

pada ikan zebra. 

 Hasil infeksi virus SARS-CoV-2 pada ikan zebra ini juga telah dilakukan 

penanaman kembali dengan menggunakan sel kultur Vero E6 dan didapatkan hasil 

yang positif pada pasase pertama. Penelitian ini menambahkan informasi sebelumnya 

dengan virus H5N1 bahwa ikan zebra memiliki potensi yang besar untuk dapat 

digunakan sebagai hewan coba dalam pengembangan penelitian virus SARS-CoV-2 

dan virus RNA lainnya.   

 

6.6 Keterbatasan Penelitian 

 Penelitian ini sebagai alternatif pengembangan virus SARS-CoV-2 dengan 

menggunakan Ikan Zebra (Danio rerio) dan diharapkan dapat menjadi salah satu upaya 

sebagai basis untuk mengembangkan cara baru dalam memproduksi vaksin halal di 

Indonesia masih belum sempurna karena keterbatasan tenaga, waktu, dan materi. 

Ketersediaan ikan zebra yang homogen dan penggunaan khusus sebagai hewan coba 

penelitian masih sulit didapatkan di Indonesia. Penelitian ini masih merupakan 

penelitian dasar yang tentunya masih perlu pengembangan dalam mengkaji variabel 

lain dan juga mengeksplorasi metode lainya guna memperkuat hasil dalam penelitian 

ini. Adanya pandemi Covid-19 juga menyebabkan ketersediaan bahan penelitian 

berupa reagen dalam penelitian dan juga sarana penunjang dalam penelitian menjadi 

terganggu dan membutuhkan waktu yang lebih lama dalam realisasinya.  
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BAB VII KESIMPULAN DAN SARAN 

7.1 Kesimpulan 

 Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka didapatkan kesimpulan 

sebagai berikut:: 

1. Virus SARS-CoV-2 dapat tumbuh dan berkembang di dalam tubuh ikan zebra 

(Danio rerio). 

2. Infeksi virus SARS-CoV-2 dapat masuk pada organ Insang, Hepar, Usus, 

Organ Reproduksi, Otot dan Mata pada ikan zebra (Danio rerio). 

3. Terdapat pengaruh perbedaan jalur infeksi terhadap gambaran pertumbuhan 

virus SARS-CoV-2 di dalam tubuh ikan zebra (Danio rerio). 

4. Ikan zebra (Danio rerio) memiliki kemampuan untuk menyebarkan virus ke 

lingkungan /air.  

 

7.2 Saran 

 Penelitian ini telah menunjukkan kemampuan ikan zebra terkait dengan infeksi 

virus SARS-CoV-2 utuh. Untuk melengkapi dan memperkuat hasil penelitian ini 

variabel-variabel lain yang belum diteliti dapat dilakukan pengkajian lebih lanjut. 

Peningkatan titer virus SARS-CoV-2 mungkin dapat dilakukan dalam penelitian 

berikutnya serta penggunaan ikan zebra sebagai media kultur atau perbanyakan virus 

SARS CoV-2 juga dapat dilakukan pengkajian lebih lanjut terhadap potensi masing-

masing organ pada ikan zebra.  
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LAMPIRAN 

Lampiran 1  

Tabel Berat Badan ikan Zebra Kelompok A (satuan gram) 

No Kelompok A1 Kelompok A2 Kelompok A3 Kontrol 
1 

0,890 0,659 0,462 0,580 
2 

0,621 0,937 0,406 0,765 
3 

0,439 0,222 0,385 0,301 
4 

0,315 0,315 0,430 0,584 
5 

0,447 0,320 0,322 0,935 
6 

0,421 0,418 0,310 0,330 
7 

0,328 0,230 0,300 0,280 
8 

0,634 0,335 0,486 0,386 
9 

0,732 0,488 0,270 
 

10 
0,653 0,821 0,220 

 

11 
0,345 0,495 0,290 

 

12 
0,516 0,300 0,280 

 

13 
0,748 0,778 0,650 

 

14 
0,530 0,266 0,304 

 

15 
0,237 0,230 1,100 
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Lampiran 2 

Tabel Berat Badan ikan Zebra Kelompok B (satuan gram) 

No Kelompok B1 Kelompok B2 Kelompok B3 Kontrol 
1 

0,240 0,525 0,563 0,386 
2 

0,203 0,225 0,450 0,415 
3 

0,590 0,290 0,615 0,571 
4 

0,260 0,260 0,502 0,385 
5 

0,761 0,587 0,237 0,613 
6 

0,484 0,280 0,378 0,361 
7 

0,330 0,628 0,522 0,359 
8 

0,448 0,371 0,438 0,350 
9 

0,306 0,748 0,530 
 

10 
0,431 0,275 0,545 

 

11 
0,785 0,581 0,385 

 

12 
0,285 0,457 0,270 

 

13 
0,300 0,234 0,514 

 

14 
0,270 0,454 0,320 

 

15 
0,250 0,584 0,430 
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Lampiran 3 

Tabel Berat Badan ikan Zebra Kelompok C (satuan gram) 

No Kelompok C1 Kelompok C2 Kelompok C3 Kontrol 
1 

0,425 0,438 0,695 0,375 
2 

0,245 0,285 0,821 0, 415 
3 

0,303 0,314 0,609 0,568 
4 

0,313 0,521 0,284 0,445 
5 

0,276 0,721 0,407 0,550 
6 

0,435 0,280 0,223 0,279 
7 

0,295 0,463 0,286 0,398 
8 

0,446 0,308 0,573 0,335 
9 

0,912 0,704 0,306 
 

10 
0,432 0,242 0,618 

 

11 
0,295 0,278 0,430 

 

12 
0,463 0,432 0,376 

 

13 
0,786 0,416 0,424 

 

14 
0,663 0,414 0,348 

 

15 
0,250 0,271 0,301 
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Lampiran 4 

Tabel Pengukuran pH Air Akuarium 

 

Kelompok Hari ke 1 Hari ke 3 Hari ke 7 Hari ke 9 Hari ke 14 

A1 
7,50 7,65 7,35 7,59 7,32 

A2 
7,23 7,31 7,23 7,52 7,12 

A3 
6,94 6,34 7,20 7,41 7,22 

B1 
6,66 6,31 6,69 7,44 7,31 

B2 
6,57 6,57 7,22 7,45 7,32 

B3 
6,59 6,65 7,26 7,39 7,46 

C1 
6,50 6,74 6,68 7,23 7,47 

C2 
6,55 6,66 7,30 7,25 7,54 

C3 
6,56 6,77 7,25 7,13 7,45 

Kontrol A 
6,68 6,93 7,35 7,00 7,01 

Kontrol B 
6,52 6,67 6,90 7,10 7,22 

Kontrol C 
6,65 6,80 7,03 7,21 7,33 
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Lampiran 5 

Tabel Pengukuran Suhu Air Akuarium (°C) 

 

Kelompok Hari ke 1 Hari ke 3 Hari ke 7 Hari ke 9 Hari ke 14 
A1 

22,80 23,00 22,70 22,30 21,70 
A2 

23,80 23,30 22,90 22,70 21,90 
A3 

24,30 24,30 22,30 23,20 21,90 
B1 

23,80 24,10 24,10 23,60 22,10 
B2 

23,20 23,30 23,70 23,60 22,10 
B3 

23,20 23,50 23,80 24,30 22,80 
C1 

23,70 24,00 23,70 23,80 22,80 
C2 

23,40 24,00 23,40 23,60 22,60 
C3 

23,00 23,30 23,20 23,70 22,30 
Kontrol A 

22,60 23,20 22,90 23,60 22,20 
Kontrol B 

23,20 23,30 23,70 23,60 22,80 
Kontrol C 

23,90 23,00 23,20 23,40 22,70 
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Lampiran 6 

Tabel Hasil Pengukuran DO Air Akuarium (Satuan ppm) 

Kelompok Hasil Pengukuran DO 
Hari ke 7 Hari ke 14 

A1 5 sampai 8 5 sampai 8 

A2 5 sampai 8 5 sampai 8 

A3 5 sampai 8 5 sampai 8 

B1 5 sampai 8 5 sampai 8 

B2 5 sampai 8 5 sampai 8 

B3 5 sampai 8 5 sampai 8 

C1 5 sampai 8 5 sampai 8 

C2 5 sampai 8 5 sampai 8 

C3 5 sampai 8 5 sampai 8 

Kontrol A 5 sampai 8 5 sampai 8 

Kontrol B 5 sampai 8 5 sampai 8 

Kontrol C 5 sampai 8 5 sampai 8 
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Lampiran 7 

Tabel Hasil Pengukuran Nitrat (NO3) Air Akuarium (Satuan mg/L) 

 

Kelompok Hasil Pengukuran Nitrat (NO3) 
Hari ke 7 Hari ke 14 

A1 0 0-12,5 

A2 0 0-12,5 

A3 0 0-12,5 

B1 0 0-12,5 

B2 0 0-12,5 

B3 0 0-12,5 

C1 0 0-12,5 

C2 0 0-12,5 

C3 0 0-12,5 

Kontrol A 0 0 

Kontrol B 0 0 

Kontrol C 0 0 
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Lampiran 8 

Tabel Hasil Pengukuran Nitrit (NO2) Air Akuarium (Satuan mg/L) 

 

Kelompok Hasil Pengukuran Nitrogen Dioksida (NO2) 
Hari ke 7 Hari ke 14 

A1 <3 <3 

A2 <3 <3 

A3 <3 <3 

B1 <3 <3 

B2 <3 <3 

B3 <3 <3 

C1 <3 <3 

C2 <3 <3 

C3 <3 <3 

Kontrol A <3 <3 

Kontrol B <3 <3 

Kontrol C <3 <3 
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Lampiran 9 

Tabel Hasil Pengukuran Total Amonia Nitrogen (TAN) NH3 dan NH4 Air Akuarium 

(Satuan mg/L) 

 

Kelompok Hasil Pengukuran Total Amonia Nitrogen (NH3 

dan NH4) 
Hari ke 7 Hari ke 14 

A1 0 0,25 

A2 0 0,25 

A3 0 0,25 

B1 0 0,25 

B2 0 0,25 

B3 0 0,25 

C1 0 0,25 

C2 0 0,25 

C3 0 0,25 

Kontrol A 0 0,25 

Kontrol B 0 0,25 

Kontrol C 0 0,25 
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Lampiran 10 

Tabel Persentase Positif Immuhistokimia (IHC) 

Organ Perlakuan (Persentase Positif) 
Tetes Air Injeksi Intra 

Peritoneal 
Tetes Insang 

Insang A1 (60 %) B1 (60 %) C1 (60 %) 

A2 (80 %) B2 (100 %) C2 (100 %) 

A3 (80 %) B3 (100 %) C3 (100 %) 

Hepar A1 (60 %) B1 (60 %) C1 (60 %) 

A2 (80 %) B2 (100 %) C2 (100 %) 

A3 (80 %) B3 (100 %) C3 (100 %) 

Usus A1 (60 %) B1 (60 %) C1 (60 %) 

A2 (80 %) B2 (100 %) C2 (100 %) 

A3 (80 %) B3 (100 %) C3 (100 %) 

Organ Reproduksi A1 (60 %) B1 (60 %) C1 (60 %) 

A2 (80 %) B2 (100 %) C2 (100 %) 

A3 (80 %) B3 (100 %) C3 (100 %) 

Otot A1 (60 %) B1 (60 %) C1 (60 %) 

A2 (80 %) B2 (100 %) C2 (100 %) 

A3 (80 %) B3 (100 %) C3 (100 %) 

Mata A1 (60 %) B1 (60 %) C1 (60 %) 

A2 (80 %) B2 (100 %) C2 (100 %) 

A3 (80 %) B3 (100 %) C3 (100 %) 

 



169 
 

Lampiran 11 

Dokumentasi Riset Ikan Zebra  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Penelitian di dalam Animal BSL-3 Professor Nidom Foundation 

Ikan Zebra yang digunakan dalam penelitian 
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    Penimbangan Berat Badan Ikan Zebra 

 

Proses Anastesi Ikan Zebra 
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Isolat Virus yang digunakan 

 

 

 

 

Infeksi Jalur Injeksi Intra Peritoneal    Infeksi Jalur Tetes Insang 

 

 



172 
 

 

Pengukuran kadar NO3 dalam air  Pengukuran kadar O2 dalam air 

 

      Pengukuran kadar NH3 NH4 dalam air  Pengukuran kadar NO2 dalam air 
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  Proses sifon pembersihan air akuarium     Pengukuran pH air 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Proses ekstraksi RNA  
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Lampiran 12 
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Lampiran 13 

Beberapa Publikasi yang telah dilakukan dalam masa studi S3 
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