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RINGKASAN

AD1 WIBOWO.Efektivitas Pemberian Kombinasi Ribosom Dan Formalin Killed
Cell Vibrio alginolyticus Pada Benih Tkan Kerapu Tikus (Cromileptes altivelis).
Dosen pembimbing : Dr. Hari Suprapto, M.Agr, Ir dan Sriagus Sudjarwo, PhD,
drh.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui dan membandingkan efektivitas
pengganaan ribosom, formalin killed cell dan kombinasi ribosom dan formalin killed cell
Vibrio alginolyticus dalam memberikan proteksi benih ikan kerapu tikus (Cromilephtes
altivelis) dan infeksi bakteri Vibrio algonolyticus.

Ikan divaksin dengan ribosom 80 pg/ikan, formalin killed cell 0,5 mgfikan atau
kombinasi ribosom dan formalin killed cell masing-masing 40 pg/ikan dan 0,25 mg/ikan.
Setelah seminggu dilakukan boester dengan dosis yang sama. Seminggu kemudian
dilakukan uji tantang dan mortalitas diamati selama seminggu. Parameter yang diamati
antara lain: titer antibodi, sintasan, relative percent survival (RPS), histopatologi dan
berat molekul antigen.

Penelitian ini menggunakan rancanganan acak lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan
dan 5 ulangan. Hasil penelitian dianalisis menggunakan ANAVA (Analisis Varian) dan
untuk mengetahui perlakuan mana yang berbeda diantara semua perlakuan maka
dilakukan wji jarak Duncan dengan derajat kepercayaan 0,05. Untuk menganalisa
histopatologi menggunakan uji Kruskal Wallis dan dilanjutkan dengan uji Z dengan
derajad kepercayaan 0,05,

Hasil penelitian menunjukan bahwa 1) Simasan setelab diinfeksi Vibrio
alginolyticus pada kontrol 32%, tkan yang divaksin nbosom 72%, FKC 60% dan
kombinasi ribosom dan FKC 76%. 2) Tidak ada perbedaan yang nyata pada milm RPS
dari setiap perlakuan. 3) Terjadi kenaikan titer antibodi setelah vaksinasi dan up tantang




SUMMARY

ADPI WIBOWO). Effectiveness of Combined Ribosomal And Formalin Killed
Cell of Vibrio alginolyticus At Fish Fingerling of Mouse Grouper
(Cromileptes altivelis). Academic Advisor : Dr. Hari Suprapte, M.Agr, Ir and
Sriagus Sudjarwo, PhD, drh.

The object of this study to know and compare effectiveness usage of
ribosomal, formalin killed cell (FKC) and combined ribosomal and FKC of
Vibrio alginolyticus on protected mouse grouper (Cromilephtes altivelis) from
infection of Vibrio algonolyticus.

Fish was vaccinated using ribosomal 80 pg/fish, FKC 0,5 mg of
combined ribosomal and FKC each 40 pg / fish and 0,25 mg / fish. A week later,
application booster with same dose. Then challenged with Vibrio alginolyticus
and mortality observed during one week. Parameters observe: antibody titer,
survival rate, relative percent of survival (RPS), histopathology and molecule
weight. of antigen.

This research using Complete Random Device ( RAL) by 4 treatment and
5 restating. Result of research was analysed using ANAVA (Analysis Variant}
and to know which treatment different among all treatment hence distance test of
Duncan with trust degree 0,05. To analysis histopathology use test of Cruskal
Wallis and continued with Z test with trust degree 0,05.

Result of research shows that 1) Survival rate after infection of Vibrio
alginolyticus at control 32%, fish which vaccine of ribosomal 72%, FKC 60% and
combined nbosomalandFKC762)Thereisnodiﬁ'erenceofRPSﬁmneve!y
treatment 3) Increasing of antibody titer after vaccination .
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BABI

PENDABULUAN

1.1 Latar Belakang

Permintaan pasar ikan kerapu meningkat terutama pasar ekspor seperti
Hongkong, Singapura, Taiwan, China dan Jepang menyebabkan produksi ikan
kerapu tikus terus ditingkatkan. Menurut catatan Departemen Kelautan dan
Perikanan (2005) pasar ikan kerapu hidup yang paling utama di dunia adalah
pasar Asia Timur, khususnya pasar di Hongkong dengan total impor sebesar
30.000 ton selama dua dekade terakhir. Selanjutnya, Departemen Kelautan dan
Perikanan (2006) menambahkan bahwa sepanjang periode 9 bulan pertama di
tahun 2005, impor kerapu hidup naik sebesar 5,7% dibandingkan dengan periode
yang sama pada tahun 2004, yaitu mencapai 8.295,5 ton dengan nifai sekitar 4815
milyar. Tkan kerapu tikus dengan nama Hongkong Lo Su Pan menempati pasar
kelas atas yang memiliki harga yang sangat mahal. Harga ikan kerapu tikus di
dunia rata-rata Rp. 300.000 per kg (Kompas, 2005). Sedangkan di pasar
Hongkong, ikan kerapu tikus dalam kondisi hidup mencapai Rp. 360.000-
450.000 per kg dan kondisi mati mencapai Rp. 90.000-117.000 per kg (Harianto,

2005)

Sclama ini produksi ikan kerapu lebih banyak disuplai dari hasil
perikanan tangkap. Posisi produksi ikan kerapy budidaya terhadap penangkapan
dilaporkan oleh Menteri Kelautan dan Perikanan (2002) hahwa darni sekitar 58.
905 ton produksi ikan kerapu di Indonesia, hanya sekitar 7,500 ton {sekiiar 13%)

yang berasal dari budidaya (Subiyanto, 2005). Namnun nrodukst dan hasil

-




penangkapan di laut nilainya semakin menurun. Berdasarkan catatan Dinas
Kelautan dan Perikanan (2004) seperti yang dikutip Nindarwi (2006), hasil
produksi penangkapan ikan kerapu semakin menurun hampir mencapai 60%. Hal
ini menunjukan keﬁdak-seimbangan antara jumiah penangkapan dan hasil
reproduksi di alam yang dapat membahayakan kelestarian ikan kerapu. Oleh
karena itu, produksi ikan kerapu khususnya kerapu tikus melalui budidaya harus
dioptimalkan.

Usaha budidaya ikan kerapu tikus sekarang masih dihadapkan pada
berbagai kendala. Kendala utama yang senng ditemui di lapangan adalah
kematian benih dalam jumlah besar. Kematian massal benih ikan kerapu di
hatchery disebabkan oleh pakan yang tidak tepat, kualitas air yang buruk dan
infeksi penyakit. Menurut Maftuch (2001) bahwa sebagian besar infeksi patogen
pada benih ikan kerapu tikus di Indonesia disebabkan oleh infeksi Vibrio
alginolyticus  dan  Vibrio parahaemolyticus.  Vibrio  alginolyticus  dapat
menyebabkan angka kematian benih ikan kerapu tikus yang sangat tinggi, bahkan
dapat mencapai 100% dalam waktu singkat (Murdjani, 2002; Kamiso, 2004).

Berdasarkan permasalahan di atas maka perlu dilakukan penanganan dan
pencegahan terhadap vibriosis pada benih ikan kerapu. Usaha untuk pencegahan
terhadap vibriosis dilakukan dengan perbaikan kualitas air, perbaikan pakan dan
vaksinasi. Menurut Ninomiya, et of (1992) bahwa peonggunaan vaksin ribosom
FPasteurella piscicida dapat memberikan proteksi ikan ekor kuning (Seriola
quinqueradiata) dari pasteurellosis yang disebabkan oleh infeksi Pastewrella
piscicida. Selanjutnya Madeali, dkk (2004) mengatakan bahwa Jormalin killed cell

Vibrio sp. mampu menaikkan SR udang windu (Perzeus monodon Fabricus)




setelah diinfeksi Vibrio sp. Namun untuk diaplikasikan ke ikan kerapu tikus dan
cfektivitas kombinasi ribosom dan formalin killed cell Vibrio alginolyticus perlu
diteliti lebih lanjut.

Pada penelitian ini, pemberian ribosom, formalin killed cell dan kombinasi
ribosom dan formalin killed cell dilakukan dengan cara injeksi. Bila dilakukan
secara oral teknik pemberiannya belum dapat dikuasai dengan baik karena
kebiasaan benih ikan kerapu adalah memakan pakan hidup. Pemberian dengan
cara injeksi memudahkan vaksin akan langsung diserap tubuh sehingga lebih
efisien. Untuk menghilangkan pengaruh teknik peilakuan yang dapat
menyebabkan ikan stress maka perawatan ikan harus lebih hati-hati termasuk

penanganan kualitas air dan pemberian pakan harus optimal.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas, rumusan masalahnya adalah:

. Apakah penggunaan ribosom, formalin killed cell atau kombinasi ribosom
dan formalin killed cell Vibrio alginolyticus dapat menaikan sintasan benih
ikan kerapu tikus terhadap infekst Vibrio alginolyticus 7.

2. Bagaimana nilai relative percent survival penggunaan ribosom, formalin
killed cell atau kombinasi ribosom dan formalin killed cell Vibrio
alginolticus pada benih ikan kerapu tikus setelah diinfeksi Vibrio
alginolyticus ?.

3. Apakah penggunaan ribosom, formalin killed cell atau kombinasi ribosom

dan formalin killed cell Vibrio alginolyticus dapat menaikan titer antibodi

benth ikan kerapu tikus ?.




1.3 Tujuan
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui:

I. Sintasan benih ikan kerapu tikus yang divaksin ribosom, formalin kifled
cell atau kombinasi ribosom dan formalin killed cell Vibrio alginolvticus
setelah diinfeksi Vibrio alginolyticus.

2. Nilai relative percent survival ikan kerapu tikus yang divaksin nibosom,
Jormalin killed cell atau kombinasi ribosom dan formalin killed cell Vibrio
alginolyticus setelah diinfeksi Vibrio alginobyticus.

3. Titer antibodi benih ikan kerapu tikus setelah divaksin ribosom, formalin
killed cell atau kombinasi ribosom dan Jormalin killed cell Vibrio

alginolyticus.

1.5 Manfaat
Manfaat dari penelitian ini adalah

1. Untuk memberikan informasi mengenai efektivitas pemberian ribosomal,
Jormalin killed cell dan kombinasi ribosom dan formalin killed cell Vibrio
alginolyticus dalam memberikan proteksi benih ikan kerapu tikus dari
infeksi Vibrio algonolyticus.

2. Vaksin kombinasi ribosom dan formalin killed cell dapat digunakan
sebagai vaksin altematif dalam menangulangi vibriosis yang dominan
disebabkan oleh Vibrio alginilyticus sehingga diharapkan nilai sintasan
dan produksi kerapu tikus dapat meningkat.
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BAB 11

STUDI PUSTAKA

2.1 Ikan Kerapu Tikus
2.1.1 Klasifikasi

Ikan kerapu tikus di pasar internasional dikenal dengan nama polka — dot
grouper atau hump — backed rocked. Nama kerapu biasanya digunakan untuk 4
genus anggota famili Serranidae yaitu Epinephelus, Variola, Plectropoma dan
Cromileptes (Nontji 1978). Genus Cromileptes bersifat nionotypic, yang berarti
hanya mempunyai 1 spesies yaitu Cromileptes altivelis. Menurut Randall (1987)

sepertt yang dikutip Murdjani (2002) klasifikasi ikan kerapu tikus adalah sebagai

berikut:
Phylum : Chordata
Sub Phylum : Vertebrata
Class : Osteichtyes
Sub Class : Actinopterigi
Ordo : Percomorphi
Sub Ordo : Percoidea
Family : Serranidae
Sub Family : Epinephelinae
Genus : Cromileptes

Spesies : Cromileptes altivelis




2.1.2 Morfologi

fkan kerapu tikus ini bertubuh agak pipih dan dasar kulit tubuhnya abu -
abu dengan bintik — bintik hitam di seluruh permukaan tubuh dan sinp ekomya
berbentuk membulat. Sirip punggung tersusun dari 10 jari - jari keras dan 19 jari
—jan lunak. Pada sirip dubur terdapat 3 jari jari keras dan 10 jan —jan funak, sisik
berbentuk sikloid, bagian dorsal meninggi berbentuk cembung. [kan ini dapat
mencapai panjang tubuh 70 cm atau lebih, namun yang dikonsumsi umumnya

berukuran 30 -50 cm (Antoro, dkk 1999).

Sumber: Tampubolon dan Mulyadi (1989)
Gambar 1. Kerapn tikus (Cromileptes altivelis)

2.1.3 Habitat dan penyebaran

Daerah penyebaran ikan kerapu tikus dimufai dari Afrika Timur sampat
Pasifik Barat. Menurut Tampubolon dan Mulyadi (1989) di Indonesia, ikan
kerapu tikus banyak ditemukan di perairan Pulau Sumatera, Jawa, Sulawesi, Pulau
Buru dan Ambon. Ikan kerapu muda umumnya hidup di perairan karang pantai

dengan kedalaman 0,5 — 3 m. Setelah menginjak dewasa, akan bergerak ke

perairan yang lebih dalam, yaita berkisar antara 7 —- 40 m dan perpindahan ini




biasanya berlangsung pada siang hari sampai sore hari. Telur dan larva bersifat
pelagic sedangkan ikan kerapu muda hingga dewasa bersifat demersal. Menurut
Yoshimitsu (1986) parameter ekologis yang cocok untuk pertumbuhan ikan
kerapu yaitu temperatur antara 24 — 32 'C, salinitas antara 30 — 33 ppt, DO > 3.5

ppm dan pH 7,8 - 8,0.

2.1.4 Biologi reproduksi

Ikan kerapu tikus bersifat hermaprodit protogini yang berarti dalam siklus
hidupnya terjadi proses diferensiasi gonad yang beralan dari fase betina ke fase
jantan seiring dengan pertumbuhan dan umurnya (Effendi, 1997). Menurut
Antoro, dkk (1999) Ikan jantan yang beramya | — 2 kg sudah mampu
menghasilkan sperma tetapi belum berfungsi, sedangkan sperma ikan jantan
dengan berat 2,5 kg atau lebih telabh mampu membuahi telur dari ikan betina.

Ikan kerapu tikus sering terlihat bergerombol apabila akan melakukan
pemijahan. Di Perairan Indo Pasifik puncak pemijahan berlangsung beberapa han
sebelum bulan purnama pada malam hari (Tampubolon dan Mulyadi, 1989).
Musim-musim pemijahan ikan kerapu di Indonesia terjadi pada bulan Juni -
September dan November — Februari, terutama di Kepulavan Riau, Karimun Jawa
dan Irian Jaya (Sugama, 1995). Menurut Shapiro (1987) beberapa spesies ikan
kerapu mempunyai musim pemijahan 6 — 8 Kkali per tahun. Untuk pemijahan
kerapu baik dengan menggunakan metode manipulasi lingkungan maupun
rangsangan hormonal, fekunditas dapat mencapai antara 200.000 — 300.000 per kg

induk.




2.2 Vibrio alginolyticus
2.2.1 Klasifikasi

Bakteri Vibrio alginolyticus adalah salah satu jenis bakteri vibrio
penyebab penyakit vibriosis yang cukup merugikan terutama pada budidaya ikan
laut, khususnya ikan kerapu tikus. Menurut Bergey's Manual of Bacteriology
(Buchanan and Gibbons, 1974) bakteri Vibrio alginolyticus  diklasifikasikan
sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gammaproteobacteria

Ordo : Vibrionales

Family . Vibrionaceae

Genus : Vibrio

Species : Vibrio alginolyticus
2.2.2 Isolasi dan identifikasi

Bakteri Vibrio alginolyticus sering diisolasi langsung dari darah, kemudian
dilakukan inokulasi pada media Thiosuphate Citrate Bile Agar (TCBA), Tryprone
Soya Agar (TSA) yang disiapkan dengan air laut atau agar air laut. Masa inkubasi
2 sampai 7 hari dengan suhu 15 sampai 25°C (Austin and Austin, 1987).
Seclanjutnya menurut Kamiso (1996) bakteri Vibrio alginolvticus juga dapat
diisolasi dengan media Brain Heart Infusion Agar (BHIA) yang ditambahkan
NaCl antara 0,5-3,5% dan diinkubasi pada suhu kamar (1 8-30°C) dalam waktu 24-

48 jam. Bakteri vibrio akan tumbuh dengan baik membentuk koloni yang bulat,

tepi rata, konvek, dan berwarna krem sampai coklat musda.




Bakteri Vibrio alginolyticus mempunyai cirri-ciri antara lain berbentuk
batang pendek. bersifat gram negative, bergerak dengan flagellum polar, tidak
berspora, tidak berkapsul, bersifat fakultatif anaerob dan berkembang biak dengan
pembelahan biner. Bakteri ini bila ditumbuhkan pada media TCBS akan
membentuk koloni padat menyebar rata (swarming). Selain itu bakteri ini juga
mampu melakukan fermentasi, mereduksi nitrat, dan dapat tumbuh pada subu
37°C serta pada salinitas di atas 7%. Bakteri ini juga memproduksi kaalase,
oksidase, indole, H,S, lysine decarboxylase, ornithine decarboxylase, dan
DPhenilalanine deaminase. Selain itu Juga mendegradasi chitin, gelatin, lipid, urea
dan zat tepung (starch). Produksi asam diperoleh dari maltose, mannitol,
mannose, salicin dan sucrose (Austin dan Austin, 1987; Istiqgomah, dkk, 2001;

Murdjani, 2002).

2.2.3 Vibriosis

Vibriosis merupakan penyakit bakterial dari genus vibrio yang sering
ditemukan pada budidaya ikan kerapu mulai stadia telur, larva, benih bahkan
sampai induk (Isqomah dkk, 2001). Vibriosis dapat menyebabkan kematian Jebih
dari 80% pada budidaya ikan dengan sistem keramba jaring apung (Yuasa et al,
2000). Penularan penyakit vibriosis dapat melalui air atau kontak langsung antar
ikan dan menyebar sangat cepat pada ikan-ikan yang dipelihara dengan kepadatan
yang tinggi (Sunyoto, 1994). Species Vibrio yang patogen mampu menimbulkan
penyakit epizootic yang serius, namun beberapa species yang lain bersifat

oportunistik yang menyebabkan penyakit apabila ikan mengalami luka fisik, luka

akibat parasit dan stress (Chanraichakool, 1995; Zafran et al, 1998).
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Menurut Murdjani (2002), dan Kamiso (1996) gejala eksternal penyakit
vibriosis adalah punggung kehitaman, nafsu makan turun atau hilang, eritrema
pangkal sirip dan dalam mulut, petechiae pada otot dan daging, hacmoraghik pada
alat kelamin dan dubur yang dapat meluas sampai ke daging. Gejala internal
adalah hemoraghik dan nekrotik pada usus dan otot, empedu dan hati, ginjal
membengkak. Biasanya kematian ikan banyak disebabkan tidak berfungsinya
organ tubuh dan kekurangan oksigen.

Roza dkk (1996) berpendapat bahwa bakteri Vibrio sp hidup pada air laut
sampai air payau terutama air yang tidak mengalir dan kaya akan bahan organik.
Hal ini memang beralasan karena pada lingkungan yang buruk dengan kualitas air
yang tidak mendukung kehidupan ikan kerapu dapat menyebabkan ikan kerapu
menjadi stress dan patogen yang termasuk bakteri vibrio akan mudah menginfeksi
tkan kerapu. Ellis (1988) dan Reed and Floyd (1996) menyatakan bahwa bakteri
dari genus Vibrio sp. yang bersifat patogen bagi ikan laut maupun air payau antara
lain: V. anguilarum, V. alginolyticus, V.ordalli, V. damsella, V. charcariae dan V.
vidnicus. Sementara Wijayanti dan Hamid (1997) berhasil melakukan identifikasi
bakteri vibno patogen pada ikan kerapu tikus yaitu V. anguillarum, V.

alginolwticus, V. parahaemolyticus, dan V. marinus.

2.3 Vaksin

Menurut Kamiso (1996) vaksin adalah suspensi patogen yang sudah
dilemahkan atau dimatikan, bagian dari patogen atau substrat yang merupakan
produk dari patogen yang bersifat antigenik, immunogenik, dan protektif. Suatu
vaksin yang bersifat immunogen apabila dapat merangsang dalam pembentukan

antibodi (Supriadi, 1990). Selanjutnya Kamiso (1996) mengatakan bahwa
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vaksinasi adalah proses pemasukan antigen ke dalam tubuh ikan atau udang
untuk mendapatkan kekebalan spesifik dan nonspesifik sehingga tanggap terhadap
patogen tertentu atau spektrum tertentu. Vaksinasi dapat dilakukan dengan cara
injeksi, rendaman, spray dan melalui pakan atau oral (Astuti dkk, 2003)..
Vaksinasi aktif yang dapat merangsang respon imun humorai dan seluler.
Aspek terpenting dari respon imun spesifik yang disebabkan oleh vaksinasi adalah
terbentuknya se! memori yang memiliki umur pamnjang. Efektifitas vaksinasi
dipengaruhi oleh dosis vaksin untuk menginduksi respon imun . Beberapa hal
yang mempengaruhi keberhasilan vaksinasi yaitu adanya mutu antigen, cara
vaksinasi, umur ikan, kualitas nutrisi pakan, polutan, antibiotik dan lingkungan

(Ellis, 1988; Triyanto dkk, 1996).

2.3.1. Formalin killed cell

Vaksin sel utuh atau formalin killed cell vaccine yaitu vaksin dari sel utuh
bakteri yang dimatikan dengan cara menginaktifkan sel bakteri dengan formalin
(Kusuda et a/ , 198R). Vaksin formalin killed cell mengandung komponen
endotoksin sebagai antigen untuk merangsang pembentukan antibodi, diantaranya
adalah lipopolisakarida yang berasal dari dinding sel bakteri gram negatif.
Lipopolisakarida dapat menginduksi kekebalan yang diperlukan untuk ikan
(Hermayanti dkk, 2000). Austin and Austin (1987) mengemukakan beberapa
vaksin yang berasal dari sel bakteri utuh yang diproduksi secara komersial adalah
vaksin furunkulosis dari bakteri Aeromonas salmonicida, vaksin Enteric Red
Mouth dari Yersenia ruckeri dan vaksin vibriosis dari bakteri Vibrio sp.

Tizard (1982) dan Kabata (1995) menyatakan bahwa ada 3 struktur

antigen utama dari permukaan bakeri adalah dinding sel (antigen O), kapsul
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(antigen K) dan flagella (antigen H). Antigen dinding sel bakteri gram negatif
terdin dari polisakarida-lemak-protein yang bersifat toksik dan diklasifikasikan
sebagai antigen O. Kapsul bakteri dapat berupa polisakarida atan protein.
Organisme berkapsul sulit untuk dihilangkan dalam aliran darah, kecuali terdapat
antibodi maka antibodi tersebut akan tertuju terhadap antigen kapsul sehingga
antigen ini penting untuk menginduksi kekebalan. Flagella bakteri terdini dari
protein dengan demikian sepenuhnya antigenik, dikenal dengan antigenik H.

Antigen H dan K belum tentu dimiliki olch semua jenis bakteri.

2.3.2. Ribosom

Ribosom merupakan partiket kecil, padat, berderet dan granular dari
ribonuklease. Ribosom sering ditemukan dalam keadaan bebas didalam matriks
mitokondria, kloroplas dan sitoplasma atau menempel pada membrane reticulum
endoplasmic terutama pada sel eukaryotik. Ribosom dapat ditemukan dalam sel
prokaryotik dan eukaryotic. Ribosom merupakan sel yang aktif dalam meusintesis
protein (Verma and Agarwal, 2005).

Pada mikroskop elektron, ribosom tampak sebagai partikel-partikel dalam
sitoplasma. Ribosom bakteri mempunyai ukuran 16X18 nm dan berat molekul 2,7
X 10* dalton. Ribosom yang masih utuh akan mengendap pada kecepatan
sedimentasi sebesar kurang lebih 70 satuan SVEDBERG, maka dinamakan
ribosom 708 . Ribosom bakieri terdiri dari 2 komponen sub unit ribosom yaity
508 dan 308, yang menyatu menjadi ribosom 70S. Kedua sub unit ribosom saling
melekat dengan posisi ribosom sub unit 30S berada diatas 50S (Schlegel, 1995;

Quinn e al, 2002; Verma and Agarwal, 2005).
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Ditinjau dari komposisi kimia ribosom, ribosom terdiri dari RNA dan
protein. Proporsi RNA dan protein dalam ribosom hampir sama dengan proporsi
antar sub unitnya. Ribosom bakteri berisi RNA 60-70% dan protein 36-37%.
Misalnya pada bakteri £. Colli memiliki ribosom yang berisi 63% RNA dan 37%
protein. Ribosom RNA terdiri dari 3 tipe yaitu 23S rRNA dan 5S rRNAyang
terletak pada ribosom sub unit 50S dan 168 rRNA terletak pada ribosom sub unit
308S. Sedangkan ribosom protein tersusun atas 21 Jenis protein pada sub unit 308
dan 32-34 protein pada sub unit 50S. Sel bakteri mengandung lebih kurang 5 000-
50.000 ribosom, jumlahnya semakin tinggi, semakin cepat pertumbuhan sel

(Schlegel, 1995; Verma and Agarwal, 2005).
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BAB 111

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Konseptual

Budidaya ikan kerapu tikus di indonesia saat ini memiliki hambatan vang
perlu mendapat perhatian serius. Produksi benih yang sangat rendah yang sering
terjadi hampir di setiap panti pembenihan. Produksi benih yang rendah sebagai
akibat adanya infeksi bakteri vibrio yang dikenal sebagai vibriosis dan penyakit
ini akan mudah mewabah karena adanya gangguan kualitas air, formulasi pakan
yang kurang tepat dan ikan yang stress karena handling serta adanya luka pada
tubuh ikan. Vibriosis pada ikan kerapu tikus dominan disebabkan oleh Vibric
alginolyticus. Infeksi Vibrio alginolyticus mudah mewabah schingga
mengakibatkan kematian massal benih kerapu tikus. Akibat infeksi bakteri ini
dapat menyebabkan kematian benih kerapu tikus lebih dari 80%.

Kematian massal benih ikan kerapu tikus sangat merugikan baik di panti
pembenihan maupun produksi kerapu tikus untuk konsumsi. Kematian massal
ikan kerapu tikus dapat menyebabkan persentase sintasanya sangat rendah.
Kematian ditandai dengan nafsu makan menurun, gerakan berputar ke atas.
haemoragik, abses dan kerusakan pada ekor dan sisip. Pada pemeriksaan
histopatologi hati ikan kerapu akibat infeksi Vibrio alginolyticus timbuk

kerusakan yang parah , mulai dari degenerasi melemak sampai nekrosis

kariyolisis.
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Usaha untuk mencegah dan mengendalikan vibriosis terus dilakukan baik
dengan perbaikan lingkungan, perbaikan formulasi pakan dan penggunaan bahan-
bahan kimia. Namun, usaha ini dirasa belum efektif untuk mencegah dan
mengendalikan vibriosis. Perbaikan sistem kekebalan tubuh ikan kerapu tikus
dengan vaksinasi merupakan gagasan yang rasional. Memproduksi benih ikan
kerapu tikus vang resisten terhadap vibriosis diharapkan dapat mampu
mengendalikan kematian massal benih ikan kerau tikus.

Vaksin formalin killed cell mampu memberikan proteksi yang baik
terhadap vibriosis udang windu (Madeali, dkk, 2004). Formalin killed cell
merupakan vaksin klasik yang sering digunakan dalam vaksinasi, bahkan telah
dikomersilkan dari beberapa jenis bakteri. Ribosom protein sebagai antigen dalam
vaksinasi sering diragukan imunogenitasnya, namun dalam beberapa penelitian
telah dibuktikan mampu meningkatkan sintasan ikan dengan significan. Vaksin
ribosom mampu memberikan peslindungan yang sangat baik pada ikan ekor
kuning dari Pasteurella piscicida (Ninomiya ez al, 1992). Oleh karena itu, perlu
dilakukan penclitian dengan menggunakan ribosom, formalin killed cell dan
kombinasinya pada benih ikan kerapu tikus yang hasilnya diharapkan dapat
memberikan kekebalan dalam tubuh benih ikan kerapu tikus, sehingga dapat
meningkatkan persentase sintasan, RPS, titer antibodi, dan proteksi hati ikan

kerapu tikus.
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3.2 Hipotesis
Hipotesis yang dapat dibuat dani penelitian ini adalah:

1. Penggunaan ribosom, formalin killed cell atau kombinasi ribosom dan
Jormalin killed cell Vibrio alginolyticus dapat menaikan sintasan benih
ikan kerapu tikus setelah diinfeksi bakteri Vibrio alginolyticus.

2. Penggunaan ribosom, formalin killed cell atau kombinasi ribosom dan
Jormalin killed cell Vibrio alginolyticus dapat menaikan nilai relative

percent survival benih 1kan kerapu tikus setelah diinfeksi bakteri Vibrio

alginolyticus.
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Gambar 2. Kerangka konseptual
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METODOLOGI

4.1 Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilaksanakan selama lebih dari 6 bulan, dimulai pada tanggal
1 Juli 2006 dan selesat tanggal 10 Januari 2007, di Laboratorium Gastroenteritis
Tropical Disease Centre (TDC) Universitas Airlangga, Laboratorium Pendidikan
Perikanan Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Atrlangga, Laboratorium
Patologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga, dan Laboratorium

Fisiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang,

4.2 Bahan dan Alat Penelitian
4.2.1 Ikan coba

Tkan coba yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah benih ikan
kerapu tikus (Cromileptes altivelis). Tkan kerapu tikus diperoleh dari Balai
Budidaya Air Payan (BBAP) Situbondo. Tkan ini berumur kurang lebih 3 bulan

dengan panjang total 6~7 cm dan berat rata-rata 10-12 gram, sebanyak 157 ekor.

4.2.2 Isolat bakteri Vibrio alginolyticus

Isolat bakteri Vibrio alginolyticus yang akan digunakan diperoleh dan
Laboratorium Hama dan Penyakit Ikan Balai Budidaya Air Payau (BBAP)
Situbondo. Bakteri dinyatakan dalam kondisi mumi setelah dilakukan tes
biokimia. Patogenitas bakteri Vibrio alginolyticus ini dinyatakan masih tinggi
schingga bakteri ini masih dapat menimbulkan sakit apabila diinfeksikan ke 1kan

kerapu.
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4.2.3 Media kultur bakteri

Media kultur yang akan digunakan pada penelitian ini meliputt Brain
Heart Infusion broth (BHIB) yang mengandung 3% NaCl dan media selektif agar
Thiosulfate Citrate Bile Sucrose (TCBS). Media BHIB ini digunakan untuk
menumbuhkan bakteri Vibrio alginolyticus. Penggunaan media cair ini akan
memudahkan dalam tahap pemanenan bakteri karena dilakukan dengan sentrifuse.
Media selektif agar TCBS digunakan untuk menguji bakteri setelah diberi

formalin dan untuk estimasi koloni bakteri.

4.2.4 Bahan kimia

Bahan kimia yang akan digunakan selama penelitian antara lain: phospate
bufer saline (PBS), phospate bufer (PB), deoxyribonuclease 1 dan II, alkohol
70%, formalin 3%, aquadest, SDS, MgCl;, NaCl, kaporit, akrilamid, bis
akrilamid, TEMED, ammonium persulfat, larutan penyangga elektroforesis,

larutan penyangga stacking gel pH 6.8, larutan penyangga separating gel pH 8.

4;2.5 Alat penelitian

Alat-alat yang digunakan selama penelitian ini antara lain: akuarium dan
perlengkapanya, spektrofotometer, peralatan elektroforesis, spuit, erlenmeyer,
tabung sentrifuse, tabung reaksi, mikropipet, refrigenerator, vortek, sentrifuse,
sonikator, mikroskop dan periengkapanya, mikroplate, diluter, DO meter, pH pen,

thermometer, dan refragtometer.
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4.3 Metode Penelitian
4.3.1 Rancangan penelitian

Rapcangan penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dengan metode Analisis Varian (ANAVA) dan dilanjutkan dengan uji jarak
Duncan Multiple Range Test (Kusriningrum, 1989). Metode analisis tersebut
digunakan untuk menganalisa sintasan dan RPS. Sedangkan untuk menganalisa
data histopatologi digunakan Kruscal Wallis dan dilanjutkan dengan uji Z.
(Azwar, 2004).

Penclitian ini menggunakan 4 perlakuan dan 5 ulangan, yaitu:
Perlakuan1  : Vaksinasi dengan ribosom dari Vibrio alginolyticus.
Perlakvan 11 : Vaksinasi dengan formalin killed cell Vibrio alginolyticus.
Perlakuan III : Vaksinasi dengan kombinasi ribosom dan Jormalin killed cell

Vibrio alginolyticus.

Perlakvan IV : Tanpa vaksinasi (kontrol).

4.3.2 Prosedur kerja
a. Persiapan media pemeliharaan

Media pemeliharaan benih ikan kerapu tikus adalah air laut. Sebelum
digunakan, air laut disterilisasi dengan kaporit 30 ppm. Untuk membantu
mempercepat proses terutama untuk menghilangkan bau kaporit maka dibeni
aerasi kuat. Selain sterilisasi, air laut juga dilakukakan pengendapan atau filtrasi
fisik. |

Akuarium yang akan digunakan berukuran 40 X 50 X 40 cm. Sebelum

digunakan akuarium dibersihkan terlebih dahulu dengan air tawar, kemudian

dilakukan sterilisasi dengan kaporit 10 ppm. Untuk menghilangkan bau kaporit,




dilakukan pembilasan kembali dengan air tawar lalu dikeringkan di bawah sinar
matahari. Setelah pengeringan selama kurang lebih sehari, akuarium diisi dengan

air laut sebanyak 3/4 dan siap digunakan.

b. Persiapan ikan uji

Benih ikan kerapu yang digunakan adalah ikan kerapu tikus (Cromileptes
altivelis) yang kondisinya sehat dan tidak ada indikasi infeksi penyakit baik secara
pengamatan visual maupun keterangan dari tempat asal. Tkan dipelihara di dalam
akuarium, dan setiap akuarium diisi ikan kerapu tikus scbanyak 5 ekor untuk
perlakuan dan 8 ekor untuk penelitian pendahuluan. Sebelum diberi perlakuan

ikan diadaptasikan selama lebih dari seminggu.

¢. Penelitian pendahulaan

Benih skan kerapu tikus yang berukuran 6-7 cm dipelihara dalam akuarium
dengan volume air 3/4. Masing-masing akuarium diisi dengan ikan kerapu tikus
sebanyak 8 ckor. Setelah diadaptasi lebih dari seminggu, ikan dinfeksi Vibrio
alginolyticus dengan cara diinjeksi sebanyak 0,05 mi dengan kepadatan bakteri
masing-masing 10*, 10°, 10> dan 10”. Kemudian mortalitasnya diamati selama S
hari. Nilai LDy ditentukan dengan metode Reed and Munch (1938) dan kepadatan

bakteri diestimasi dengan colony count reader.

d. Pembuatan vaksin formalin killed cell

Pembuatan vaksin formalin killed cell dari ¥ibrio alginolvticus
berdasarkan prosedur dari Suprapto er af (1996). Bakten Vibrio alginobticus
dikultur terlebih dahulu pada media BHIB yang mengandung 3% NaCl selama

24-48 jam. Setelah tumbuh, bakteri dipanen dan dicuci dengan cara disentrifuse
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dengan kecepatan 1500 rpm selama 10 memnit sebanyak 3 kali. Filtratnya sebanyak
1 gram diambil kemudian direndam dalam larutan formalin 3% selama 72 jam.
Hasil yang diperoleh digunakan sebagai vaksin. Untuk mengetahui bakteri
tersebut sudah mati, maka antigen vaksin dikultur pada media TCBS. Fika tidak
tampak adanya koloni sctelah dikultur 24-48 jam, maka bakten tersebut sudah
dapat dinyatakan mati dan jika tampak adanya koloni maka dilakukan
pengulangan perendamam bakteni dalam larutan formalin. Sebelum digunakan,
antigen tersebut dicuci kembali dengan PBS sebanyak 3 kali masing-masing 10
menit dengan kecepatan 1500 rpm. Kepadatan bakteri dibuat sebanyak 10 mg/mi
dan disimpan di dalam freezer dengan suhu -4°C sampai digunakan. Dosis yang

diberikan sebanyak 0,5 mg per ikan dengan cara injeksi (Ninomiya, 1992).

€. Pembuatan vaksin ribosom

Pembuatan vaksin ribosom dari Vibrio alginolyticus berdasarkan metode
dan Kusuda et.ai. (1988). Vibrio alginolyticus dikultur pada media BHIB yang
mengandung 2% NaCl pada suhu 25°C selama 24 jam. Setclah itu, Vibrio
alginolyticus hasil biakan dikumpulkan dan dicuci 3 kali dengan PBS (0,01 M, pH
7,1) yang mengandung 2% NaCl. Bakteri sebanyak ! gram yang telah dicuci
kemudian diencerkan pada PB (0,01M, pH 7,1) yang mengandung 0,01 M MgCl,
0,25% Sodium Dodecyl Sulphate (SDS), 1ug/ml deoxyribonuclease I dan 05
pug/ml deoxyribonuclease 1. Kemudian larutan dipecah dengan homogenizer
menggunakan 0,2 mm glass breds. Larutan bakter: vang telah dipecah,
disentrifuse dengan kecepatan 27 000 X g selama 15 menit. Supemnatan

disentrifuse dengan kecepatan 45 000 X g selama 15 menit dan 100.000 X g

selama 3 jam. Endapan vang terbentuk diencerkan dengan larutan PB yang
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mengandung 0,5 % SDS, dan 0,01 mM MgCl, diinkubast pada suhu ruang selama
1 jam, kemudian pada suhu 4°C selama semalam. Setelah inkubasi, endapan yang
diencerkan tersebut disentrifuse dengan kecepatan 23 600 X g selama 15 menit.
Selanjutnya 2/3 bagian atas larutan supernatan diambil dan disentrifuse pada
kecepatan 64 000 X g selama 3 jam. Endapan yang terbentuk dilarutkan pada
lanutan PB yang berisi 0,1 mM MgCl: dan digunakan sebagai vaksin ribosomal.
Kepadatan ribosom dibuat 1600 pg/ml dan disimpan di dalam freezer dengan
suhu -4°C sampai digunakan. Dosis injeksi yang diberikan sebanyak 80 pg per

ikan (Ninomiya, 1992).

f. Pembuatan vaksin kombinasi ribosom dan formalin killed cell

Untuk vaksin kombinasi ribosom dan formalin killed cell yaitu dengan
mencampur kedua vaksin tersebut. Sebelum digunakan, vaksin formalin killed cell
sebanyak 3 m! dengan kepadatan bakteri 10 mg/ml dan vaksin ribosom sebanyak
3 ml dengan kepadatan 1600 pg/m! dicampur dan dihomogenkan menggunakan
vortex. Setclah dihomogenkan, vaksin siap digunakan Dosis imjeksi yang

diberikan sebanyak 0.05 ml

g. Imunisasi benih ikan kerapu tikus

Imunisasi ikan kerapu tikus dilakukan pada tahap benih yang telah
diaklimatisasi lebih dari  satu minggu Imunisasi ikan kerapu tikus dilakukan
dengan cara injeksi intramuskular dengan menggunakan spuit 1 ml dengan dosis
0,5 mg. Selang satu minggu dilakukan booster dengan dosis yang sama (Song ef

al, 1982) dalam Collado er a/ (2000). Vaksinasi ini tanpa ada pemberian

tambahan adjuvan.




24

h. Uji tantang benih ikan kerapu tikus

Benih ikan kerapu tikus yang telah diberi perlakuan booster dipelihara
selama 7 hari kemudian diinfeksi dengan Vibrio alginolyticus melalui injeksi
intramuskular. Dosis bakteri Vibrio alginolyticus yang diberikan sebanyak 3,6 x
10* CFU/m! berdasarkan nilai LDsy yang sudah ditentukan dalam penelitian
pendahuluan setelah dikalikan minimal 100 kali. Selanjutnya ikan diamat: seiama

kurang lebih seminggu.

4.3.3 Peubah yang diamati
a. Survival rate (SR)
Survival rate (SR)

merupakan gambaran mengenai tingkat kelulusan hidup yang senng disebut
sebagai SR. Perhitungan SR ikan kerapu tikus yaitu persentase jumlah ikan kerapu
tikus yang masih hidup setelah perlakuan dari jumlah keseluruhan ikan kerapu
tikus yang digunakan dalam perlakuan. Zooneveld (2001) merumuskan SR
sebagai berikut:

_ Jumlah benih yang hidup

SR x 100%

Jumlah populasi
b. Relative percent survival (RPS)
Merupakan tingkat perlindungan relatif vaksin terhadap benih ikan kerapu

tikus. Berdasarkan Nilai RPS, vaksin tersebut dapat dikatakan ideal atau tidak

apabila diaplikasikan pada kegiatan budidaya. Varvagous (2003) merumuskan

RPS (%) sebagai berikut:
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0 o ) )
RPS = 1. % mortalitas ikan divaksin % 100%

% mortalitas ikan tidak divaksin

. Titer antibodi

Pengukuran titer antibodi menggunakan uji aglutinasi yang mereaksikan
antara antigen dengan antiserum. Pengukuran ini dilakukan tiga kali yaitu pada
saat sebelum divaksin , 2 minggu sesudah divaksin dan 1 minggu sesudah uji
fantang .

Pengukuran titer antibodi dilakukan dengan prosedur dari Suprapto et «f
(1996): 25 pl dari 0,01 M PBS dimasukan kedalam setiap lubang mikroplate.
Diluter dipanaskan sampai merah membara untuk mencegah kontaminasi.
Antiserum sebanyak 25 pl dimasukkan ke lubang pertama dan diencerkan mulai
dari lubang pertama sampai lubang terakhir. 25 ul antigen dimasukan ke dalam
setiap lubang, kemudian lubang goyang-goyangkan selama 5 menit dan diinkubasi
pada suhu 37°C selama 2 jam. Kemudian dilakukan pengamatan ada atau tidak
aglutinasi pada sctiap lubang mikroplate. Titer antibodi adalah pengenceran
tertinggi dan antibodi V. alginolyticus yang masih dapat mengaglutinasi antigen

V. alginolyticus.

d. Karakterisasi protein

Konsentrasi protein dalam vaksin diukur untuk estimasi dalam melakukan
elektroforesis. Sebelum digunakan, alat distabilkan selama kurang lebih 30 menit.
Kemudian pengukuran dapat dilakukan dengan memakai PBS sebagai kontrol.

Absorbance yang digunakan adalah 280 nm dan 260 nm. Untuk menghitung

konsentrasi protein digunakan rumus menurut Deutcher (1995).




Konsentrasi protein = (1,55 x A 280) — (0,76 x A 260)
Keterangan:
A 280: absorbance pada 280 nm

A 260: absorbance pada 260 nm

Metode yang sering digunakan dalam melakukan karakienistk protein
adalah metode elektroforesis SDS-PAGE. Prosedur elektroforesis SDS-PAGE
yang dilakukan menggunakan metode Laemmli (1970) adalah 10 pl antigen
ditambahkan buffer 62,5 mM Tris-Cl (pH 6,8) yang mengandung 2% SDS, 10%
gliserol dan 5% mercaptoetanol dengan perbandingan 1:1, kemudian
dihomogenkan dengan vortex selama 5 detik. Setelah itu dipanaskan pada air
mendidih (100°) selama 2 menit kemudian didinginkan. Elektroforesis dilakukan
pada gel poliakrilamid 12% dan di running pada voltage 100 selama 2 jam. Band
protein yang didapat dilakukan pewarnaan dengan Croomasie brilliant blue 0,1%
selama 18 jam kemudian dilanjutkan dengan proses destaining dengan larutan
methanol 50%, asam asetat glasial dalam aquades sampai latar belakang terlibat
iernib. Hasil elektroforesis kemudian dianalisis dengan membandingkan setiap

band yang terbentuk dengan protein marker.

¢. Pengamatan Histologi
Pengamatan histologi pada ikan coba dilakukan untuk membandingkan
jaringan dari hati pada ikan sehat (kontrol) dengan jaringan yang sama pada ikan

yang telah diberi perlakuan. Organ ikan diambil dengan proses pembedahan

Selanjutnya dilakukan fiksasi dalam larutan phosphate buffer formalin 10%.
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Kemudian sampel di embadding dalam paraffin wax dan dipotong dengan
ketebalan 3-5 mm serta diwarnai dengan haemotoxylin-eosin (H dan E).

Penilaian skor histopatologi dilakukan menurut Handayani (1996), yaitu:
Nilai 1: untuk kongesti vena sentralis dan sinusoid.
Nilai 2: untuk perdarahan.
Nilai 3: untuk se! radang lebih dari 10% lapang pandang.
Nilai 4: untuk degenerasi sel lebih dari 10% lapang pandang.

Nilai 5: untuk nekrosis lebih dari 5 % lapang pandang.

f. Kualitas Air
Pengamatan kualitas dilakukan setiap hari untuk menjaga agar kualitas air
tetap dalam kondisi optimal. Kualitas air yang diamati dalama penelitian ini antara

lain: subu, pH, salinitas dan oksigen tedarut.
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5.1 Hasil

5.1.1 Penelitian pendahuluan

Penelitian pendahutuan dilakukan untuk mengetahui nilai LD (lethal dose)
so Vibrio alginolyticus pada ikan kerapu tikus. Nilai LDs, menunjukkan dosis
mmimal bakteri Vibrio alginolyticus yang masih dapat menyebabkan kematian
50% ikan yang diuji. Selanjutnya, nilai LDs, ini digunakan sebagai dosis pada uji
tantang setelah dikalikan 100 kali. Pengamatan kematian ikan kerapu tikus dalam
penemtuan LDs; dilakukan selama 7 hari

Metode yang digunakan dalam menentukan nilai LDy, Vibrio alginolyticus
vang menginfeksi ikan kerapu tikus adalah menurut Reed and Munch (1938).
Sedangkan kepadatan bakteri dibuat berdasarkan kepadatan setiap gram bakteri
dalam 10 ml PBS. Pada pengenceran 107, setelah dikultur pada media TCBS
sebanyak 0.1 mi diperoleh jumlah koloni bakteri Vibrio alginolyticus sebanyak
36. Hal ini dapat dikatakan bahwa pada pengenceran tersebut mempunyai
kepadatan bakteri sebanyak 36 CFU/0.Iml = 36 X 10*° CFU/ml Hasil
pengamatan mortalitas ikan kerapu tikus dalam penentuan LDs, seperti pada
Tabel 1.




Tabel 1. Hasil Injeksi Vibrio alginolyticus Terhadap Ikan Kerapu Tikus

Pengenceran | Jumlah Bakteri | Jumlahlkan | Mortalitas | % Mortalitas
107 3.6X 107 8 8 100 %
10° 3,6 X 10° 8 5 62.5 %
10* 3,6X10° 8 3 37.5%
107 3,6 X 10° 8 2 25 %

Berdasarkan tabel 1 dapat diketahui bahwa prosentase mortalitas ikan
kerapu tikus sebanyak 50% terletak pada pengenceran 10-10. Hasil perhitungan
LDso yang menggunakan rumus Reed and Munch (1938) menunyukan LDs, Fibrio
alginolyticus untuk ikan kerapu tikus adalah sebesar 3,6 X 10>*' CFU/mI. Proses

penghitungan LDy ini dapat dilihat pada Lampiran 1,

5.1.2 Titer antibodi

Titer anttbodi diukur pada masing-masing perlakuan dan kontrol.
Pengukuran titer antibodi ini difakukan sebelum vaksinasi, 7 hari setelah
vaksinasi kedua (booster) dan 7 hari setelah uji tantang. Hasil pengukuran titer

antibodi dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil Pengukuran Titer Antibodi Ikan Kerapu Tikus.

Perlakuan Sebelum vaksinasi | Sesudah vaksinasi | Sesudah uji tantang
[ Riboson 32 128 512
FKC 32 512 1024
Ribosom dan FKC 32 512 1624
Kontrol 32 32 128

Hasil pengukuran terhadap titer antibodi ikan kerapu tikus menunjukan

adanya peningkatan pada setiap ikan yang diberi perlakuan vaksinasi baik pasca
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vaksinasi dan uji tantang. Nilai titer antibodi awal sebelum divaksin pada semua
perlakuan menunjukan nilai yang seragam yaitu sebesar 32. Titer antibodi kan
kerapu tikus yang diberi vaksin ribosom, pasca vaksinasi sebesar 128 dan setelah
diuji tantang sebesar 512. Pada ikan vang divaksin dengan FKC, pasca vaksinasi
sebesar 512 dan setelah uji tantang sebesar 1024, Sedangkan pada ikan yang
divaksin dengan kombinasi FKC dan ribosom, pasca vaksinasi sebesar 512 dan
setelah uji tantang sebesar 1024. Dan pada kontrol yang tidak divaksin juga
menunjukan peningkatan titer antibodi setelah uji tantang sebesar 128, akan

tetapi tidak menunjukan peningkatan titer antibodi pada pemeriksaan kedua.

5.1.3 Survival rate (SR)

Pengamatan survival rate (SR) benih ikan kerapu tikus dilakukan selama 7
hari setelah vji tantang dengan menginfeksi bakteri Vibrio alginolyticus sebanyak
3,6 x 10°CFU/ml secara intramuscular sepertt tertera dalam Tabel 3.

Tabel 3. Survival Rate (SR) dan Nilai Relatif Persentatif Rate (RPS) Benih Ikan

Kerapu Tikus Setelah Uji Tantang dengan Bakteri Vibrio alginolyticus
3,6 x 10° CFU/mi.

Perlakuan SR (%)rata-rata+ SD | RPS (%) rata-rata + SD
Kontrol 32°+16 -
Ribosom 72°+ 20.3961 60" £ 25 4951
FKC 60% + 14.9667 4334+ 16.1686
Ribosom dan FKC 76° + 14.9667 65" + 20

Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukan perbedaan yang nyata (P<0,05).

Hasil pengamatan menunjukan terdapat perbedaan yang nyata antara

kontrol dengan ribosom dan kombinasi ribosom dan Jormalin killed cell yang




31

tidak berbeda nyata dengan formalin killed cell. Pada kontrol dipeoleh nilai SR
kerapu tikus rata-rata 32%. Sedangkan pada vaksinasi dengan ribosom sebesar

72%, dan FKC sebesar 60% serta kombinasinya sebesar 76%.

5.1.4 Relative percent survival (RPS)

Nilai RPS yang diperoleh dengan perlakuan vaksinasi dengan ribosom,
FKC dan kombinasinya menunjukan tidak ada perbedaan yang nyata (Tabel 3).
Hasil perhitungan dengan formula RPS pada ribosom sebesar 60%, FKC sebesar
43.34% dan kombinasinya sebesar 65%. Berdasarkan nilai tersebut di atas, maka
menurut aspek ekonomi, vaksin ribosom, dan kombinasi ribosom dan FKC dalam
kisaran layak untuk dikomersilkan. Sedangkan vaksin FKC belum layak

dikomersilkan sehingga perla penyempurnaan.

5.1.5 Histopatologt sel hati

Gambaran histopatologi digunakan untuk mengetahui kerusakan akibat
infeksi bakteri Vibrio algonilyticus secara mikroskopis pada ikan kerapu tikus.
Organ yang dipakai sebagai bahan histopat adalah hati. Pemilihan organ tersebut
sesuai dengan fungsinya yang komplek sebagai organ schingga sangat peka
terhadap infeksi Vibrio alginofyticus. Organ yang diambil berasal dari ikan yang

masih hidup pasca uji tantang.
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T I i

Gambar 3. Histopatologi hati ikan kerapu tikus yang sehat (A) dan terkena
vibriosis (B).

Gambar 4. Histopatologi hati ikan kerapu tikus yang divaksin ribosom(C)
yang divaksin FKC (D)

Gambar 5. Histopatologi hati ikan kerapu tikus yang divaksin kombinasi
ribosom dan FKC (E)

Tabel 4. Perubahan Histopatologis Hati Ikan Kerapu Tikus Setelah Diinfeksi

Vibrio alginolyticus.
Perlakuan Skor histopatologi hati ikan kerapu + SD
Kontrol negatif 5°+5.1614
Kontrol positif 18.8° + 2.9933
Ribosom 14.1° £ 5.8856
FKC 15.9°+ 3.8678
Kombinasi nbosom dan FKC 13.2° 5.1147

Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukan perbedaan yang nyata (P<0,05).
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Hasil pengamatan sediaan histopatologi dari organ hati pada setiap
perlakuan diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran 100X, Pada ikan yang
divaksin baik dengan ribosom, formalin killed cell dan kombinasinya serta
kontrol positif dan negatif menunjukan perbedaan yang nyata, kecuali ikan yang
divaksin dengan ribosom menunjukan adanya kerusakan yang tidak berbeda

nyata dengan ikan yang divaksin dengan FKC.

5.1.6 Karakterisasi protein antigen

Karakterisasi antigen menggunakan SDS-PAGE dengan sistem
diskontinyu (Laemmli, 1970). Metode ini merupakan standar pengujian terhadap
berat molekul protein, struktur subunit, dan kemurnian protein. Selanjutnya hasil
elektroforesis SDS-PAGE digunakan untuk mengetahui kisaran berat molekul

yang ada didalam antigen.

3 2 1
Gambar 7. Hasil elektroforesis SDS-PAGE, lajur 1= marker,

lajur 2= ribosom, dan lajur 3= FKC.




Berat molekul ribosom dan FKC diukur dengan menggunakan SDS-
PAGE. Hasil elektroforesis nibosom adalah terbentuknya band-band dominan
antara 14,3 kDa, sampai dengan 34,6 kDa. Sedangkan pada FKC terbentuk band-

band dominan antara 14,3 kDa sampai dengan 66,4 kDa.

5.2 Pembahasan

Bakteri Vibric sp. diketahuwi sebagai penyebab vibriosis pada ikan yang
hidup di perairan payau dan laut. Vibrio alginolyticus merupakan salah satu
species yang menyebabkan vibriosis yang banyak ditemukan pada ikan laut
khususnya ikan kerapu. Patogenitas Vibrio alginolyticus telah laporkan oleh
Murdjani (2002), Balebona ef a/ (1998), dan Kamiso (1996) yang menyimpulkan
bahwa Vibrio alginolyticus menyebabkan kematian massal ikan dalam waktu
yang singkat.

Pengendalian vibriosis dengan memberikan vaksinasi sejak dini sebelum
tkan ditebar di kolam atau tambak perlu dilakukan. Hal ini disebabkan
penggunaan bahan kimia untuk mengendalikan populasi patogen dirasa belum
efektif bahkan berdampak buruk bagi lingkungan. Vaksinasi akan memberikan
proteksi pada ikan dari infeksi patogen. Vaksin FKC, ribosom dan kombinasinya
dani Vibrio alginolyticus diharapkan mampu mencegah dan mengendalikan
vibriosis pada ikan kerapu.

Metode vaksinast yang dilakukan dalam penelitian ini dengan injeksi
walaupun ikannya masih kecil. Menurut Ellis (1988) metode vaksinasi dengan

injeksi digunakan pertama kali dalam melaporkan efektivitas vaksinasi untuk

menangulangi  vibriosis. Vaksinasi dengan injeksi melalai intramuskular




memberikan respon imun yang lebih cepat daripada melalui intra peritonea!
(Murdjani, 2002), perendaman (Kitao er of, 1991) dan oral {Dalmo and Bogwaid,
1996). Hal ini disebabkan antigen yang diberikan dapat dengan cepat tersebar ke
seluruh tubuh melalui peredaran darah. Namun untuk apiikasi di lapangan
dengan jumlah populasi yang besar dan ukuran ikan yang masth kecil maka cara
injeksi sangat tidak efektif sehingga untuk penelitian selanjutnya periu dilakukan
vaksinasi dengan metode vang lain.

Penelitian pendahuluan yang menentukan nilai LDy, Fibrio alginolyticus
yang menyerang ikan kerapu tikus dilakukan sebagai acuan untuk uji tantang
Penentuan LDy ini sccara tidak lanpgsung juga untuk mengetahui tingkan
patogenitas Vibrio alginolyticus pada benih ikan Kerapu tikus. Hal ini disebabkan
pada perlakuanya dilakukan penyuntikan bakteri tersebwdt dengan berbagm
pengenceran sehingga diperoleh jumlah bakteri tertentu yang dapat menyebabkan
mortalitas ikan kerapu tikus. Nilai LDs, yang diperoleh dikalikan minimal 100
untuk dosis uji tantang (Nindarwi, 2006). Pengalian minimal 100 dimaksudkan
untuk memastikan ikan yang tidak divaksin akan terjadi kematian massal dalam
waktu yang singkat dan untuk mengetahui sejauh mana proteksi yang diberikan
oleh vaksin.

Nilai LDso Vibrio aiginolyticus pada ikan kerapu tikus yang diperoich
sebanyak 3,6 X 10" CFU/ml. Nilai LDy, dari setiap species organisme akan
berbeda, demikian juga dengan ikan vang terinfeksi. Pada umumnya ikan yang
lebih muda akan lebih peka terhadap infeksi pathogen schingga nilai LDso yang
diperoleh akan lebih besar (Istigomah dkk, 2001). Pendapat ini juga didikung
oleh nilai LDs, yang diperoich dari ikan kerapu tikus ukuran 4-5 cm schanyak 4.5
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X 10 CFU/ml (Murdjani2002). Sclanjutnya Istigemah dkk (2001}
menambahkan ikan kerapu tikus dengan ukuran [2-13 mematiki LD, terhadap
Vibrio fluvialis sebesar (1,1 + 0,5) X 10" CFU/mi. Namun pada umumnya, nilai
LDsy vang diperoieh datam kisaran standar. Balebona ef of (1998) menyatakan
LDsy Vibrio alginofyticus pada benih ikan lawt berkisar antara 10° sampai
dengan 10° CFU/mi.

Pengamatan benih ikan kerapu tikus yang dilakukan setfelah benih ikan
diinfeksi dengan Vibrio alginolyticus menunjukan perubahan tingkah laku
Perubahan tingkah laku mauiai terlihat pada 3 jam setelah diinfeksi dengan Vibrio
alginolyticus, khususnya pada kontrol. Perubahan tingkah laku yang ditunjukan
anfara lamn: gerakan yang lamban, keseimbangan tubub ferganggu dengan
ditandai gerakan berenang yang berputar-putar {(whirfing), nafsu makan yang
menurun. Selain itn beberapa ikan menunjukan perubahas warna yang semakin
pudar atau ﬁucat. Gejala vibriesis semakin nyata setelah 12 jam yang ditandai
dengan adanya abses pada bekas injeksi, septicemia, haemoragik pada mulut dan
insang, perut menggelembung karena berisi cairan, ekor dan sirip geripis serta

adanya kematian Hal senada juga dikemukakan oleh Yanuhnar (2003), Murdjani

(2002), Kamiso (1996) dan Ellis (1988).
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Gambar 8. Morfologi ikan kerapu tikus setelah diinfeksi Vibrio
algi{zol)df‘cus. Berturut-turut: kerusakan pada ekor dan
septicemia

Titer antibodi awal ikan kerapu tikus sebelum diberi perlakuan scbesar
32. Titer antibodi yang terbentuk mungkin disebabkan karena ikan terscbut sudah
pemah terserang bakteri sejenis yang mempunyai serotipe yang sama atau
membawa antibodi dari induknya. Menurut Ellis (1998) sistem pertahan humoral
ikan dapat diturunkan dari induk ke anaknya. Hal ini disebabkan olech
ditemukannya C-reactive protein, lysozime dan lektin pada ova beberapa species
ikan. Setelah telur menetas, immunoglobulin akan terus menurun hingga pada
tingkat terendah yaitu pada saat larva mulai melakukan aktifitas makan (Olsen
and Press, 1997). Takemura and Takano (1997) juga menambahkan bahwa
sistem imun ikan mulai maturasi selama stadia post larva. Dari pernyataan di atas
dapat ditarik kesimpulan bahwa timbulnya titer antibodi yang besar tersebut lebih
mengarah pada infeksi bakteni yang mempunyai serotipe yang sama.

Efek booter telah terjadi pada vaksinasi pertama. Hal imi seperti dugaan
sebelumnya, bahwa nilai titer antibodi sebesar 32 lebih cenderung disebabkan
infeksi bakteri sejenis yang memiliki serotipe yang sama. Kemudian pada

vaksinasi kedua, efek booster juga terjadi kembali. Tizard (1982) mengatakan

bahwa efek booster terjadi setelah terpaparnya antigen untuk yang kedua kalinya
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dan seterusnya. Booster mampu memperbaiki kualitas vaksin yang ditandai
dengan naiknya titer antibodi (Collado er af, 2000}. Selanjutnya Hernayanti dkk
(2000) mengatakan booster mampu menaikan jumlah neutrofii dan menaikan SR

ikan Lele dumbo dan tnfeksi 4. hidrophilla.

Pengamatan SR ikan kerapu tikus setelah uji tanmtang dengan Vibrio
alginolyticus menunjukan ada perbedaan yang nyata antara kontrol dan perlakuan
vaksinasi dengan ribosom dan kombinasi ribosom dan fermafin killed celf vang
tidak berbeda nyata dengan formalin killed cell. Nijai SR ikan kerapu tikus yang
divaksin menunjukan nilai yang finggi yang rata-rata di atas 60%, m
menggambarkan bahwa efek proteksi vaksin terhadap infeksi patogen sangat
besar. Walaupun nilai sintasan dibengaruhi banyak fakior, mamun pada setiap
perlakuan faktor tersebut menjadi variabel terkendali schingga hanya pengaruh

vaksin yang bekerja menurut kemampuanya.

FKC merupakan vaksin tradisional yang diyakimt membenkan proteks:
yang sangat tinggi ketika diberikan melalui injeksi daripada melalui oral mappun
perendaman (Woo and Bruno, 1999). Hal ini sangat berdasar karena FKC berisi
antigen yang utuh dari bakieri tersebut sehingga imunogenitasnya sangat tinggi.
Austin and Austin (1987) mengemukakan beberapa vaksin yang berasal dari sei
bakteri utuh yang diproduksi secara komersial adalah vaksin furunkulosis dan
bakteri Acromonas salmonicida, vaksin Enteric Red Mowh dany Yersenia ruckeri

dan vaksin vibriosis dan bakieri Vibiio sp.

Ribosom merupakan mikromolekul juga mempunyai potensi scbagai

imunogen. Ribosom yang tersusun atas RNA mampu merespon sistem imun




nonspesifik (Gonggrijp ¢/ af, 1981 Gonggrijp ¢f f 1981°), ribosom protein dan
membrane ribosom yang tersusun dari glucose dan rhammnose yang merupakan
gula spesifik pada lipopolisakarida mampu merespon sistem imun spesifik
(Lieberman, 1977). Gula glucose dan rhamnose vang merupakan guia spesifik
pada LPS sangat efektif merespon imunitas humoral dan selular walaupun tidak
dilakukan hooster (Igiis er af, 2001). Proieksi ribosomn vang besar telah
dibuktikan dalam beberapa penelitian dengan species yang berbeda (Field ef af.

1979; Liebarman et al, 1979; Kusuda ez al, 1988, Ninomiya ei af, 1993).

Memuut Tizard (1982) menyatakan bahwa FKC dalam memmbuaikan
kekebalan umumya relative pendek sehingga periu diperbaiki dengan
penambahan antigen yang imunogen dan bakten tersebut. Selain itu FKC dalam
kondist normal mampu menimbulkan respon imun kurang icbih 6 hari setelah
vaksinasi, sedangkan ribosom mampu menimbuikan respon immn 2 hari setelak
vaksinasi sehingga kedua macam vaksin perlu dikombinasikan {Gonggrijp e ol,
798/™ . Hal ini dimaksudkan untuk meningkatkan propors: ribosom dalam
vaksin FKC. Kombinasi vaksin ribosom dan FKC vang diuyt cobakan ke ikan
kerapu tikus menunjukan nilai SR yang paling tinggi walsupun secara statistika
hasilnya sama dengan ribosom yang tidak berbeda nvata dengan FKC.

Hasil vaksinasi yang dilakukan baik dalam skala laboratorium, up
lapangan, maupun aplikasi komersial dievaluast berdasarkan formula Relatf
percent survival (RPS). Nifat RPS menggaﬁ‘tbarlcan persentase 1kan yang mats
setelah divaksin dan ikan vang mati tanpa divaksin setelah diberi periakuan

infeksi bakteni Vibrio alginolyvticus {(Varvarigos, 2003). Proporsi ini menunjukan

tkan yang terlindungt oleh vaksinasi. Penerirnaan secara ekonomi, niiai RPS




harus di atas 70%. Artinya, jika ada penyakit vang mewabah, ikan yang divaksin
dalam posisi selamat minimal 70% dari populasi daripada ikan yang tidak
divaksin.

Nilai RPS dari vaksinasi dengan ribosom, FKC dan kombinasinya
menunjukan tidak ada perbedaan yang nyata yaitu kurang dari 70 % schingga
belum layak dikomersilkan. Artinya vaksin im masih perfu dikembangkan lag
dan bukan berarti tidak dapat dikomersilkan. Harapan untuk mengkomersilkan
vaksin ini masih tetap ada, yaitu dengan melihat nilai standar devisiasi yang
masih dalam kisaran layak dikomersilakan.

Pengamatan kerusakan hati akibat infeksi bakteri Vibrio alginolyticus
dilakukan setelah uji tantang Pemilihan hati sebagai objek pengamatan
histopatologi discbabkan karena hati memiliki peran yang sangat komplek jika
dilihat sebagai organ secara keseluruhan. Menurut Horrison {1981) hati berfungsi
mengatur keseimbangan elektrolit dalam tubuh, menghancurkan dan mensekres:
substansi asing, peka terhadap kerusakan ofeh agen asing dan detoksikasi racun.
Peran hati yang besar dalam metabolisme di dalam tubub menyebabkan
keradangan dan nekrosis pada sel-selnya.

Pengamatan histopatologi pada hati ikan kerapu tikus baik yang divaksin
maupun yang tidak divaksin menunjukan adanva perbedaan nyata antara kontrof
dan perlakuan. Menurut Robert (1989) infeksi bakteri patogen mengakibatkan
kerusakan pada hati mulai dari kerusakan ringan yaitu infiitrasi sampai kerusakan
yang berat yaitu nekrosis karyolisis. Pada hati ikan yang sehat sebagai kontrol
negatif menunjukan sei-sel hati yang normal dan kerusakan sel hanya ditemukan

pada bagian tertentu dengan tingkat kerusakan yang rata-rata ringan. Kondisi ini
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sangat berlawanan dengan ikan yang hanya diinfeksi Vibrie alginolyticus tanpa
diberi pertakuan vaksinasi. Kerusakan sel hati sangat parah  yaitu didominasi
degenerasi sel dan nekrosis yang terjadi hampir di setiap bagian. Gambaran
kerusakan sel hati di atas menunjukan bahwa kerusakan sei hati didominasi oleh
infeksi Vibrio alginolvticus. Sedangkan pada ikan yang dibert vaksinasi
menunjukan adanya efek proteksi dari vaksin yang diberikan.

Pengaruh perlakuan dengan vaksinasi ribosom, FKC atau kombinasinya
pada histopatologi sel hati menunjukan adanya perbedaan Ikan yang divaksia
dengan FKC memberikan proteksi terhadap infeksi Vibrio alginolyticus yang
paling rendah daripada ikan yang divaksin dengan ribosom atau dengan
kombinasinya. Kemungkinan efek proteksi yang digambarkan dengan perubahan
histopatologi sesuai atau sebanding dengan proteksi yang diberikan pada
pengamatan sintasan. Sedangkan ikan yang divaksin dengan ribosom menunjukan
tidak ada perbedan yang nyata dengan ikan yang divaksin dengan kombinas:
ribosom dan FKC. Proteksi yang diberikan pada ketiga macam vaksin ini masih
rendah, seperti yang terlihat pada nilai skor yang sangat tinggi vang meaunjukan
tingkat kerusakan yang sangat parah. Ha! ini kemungkinan toksin yang dihasilkan
bakteri menimbulkan kerusakan yang lebih cepat daripada kerja antibodi.

Pengukuran konsentrasi protein yang terkandung dalam vaksin dilakukan
sebelum dilakukan SDS-PAGE. Pengukuran ini bertujuan untuk melakukan
estimasi dalam menentukan pengenceran dengan resolving sample buffer (RSB}
sebelum proses running dalam rangkaian kerja elekiroforesis. Hal ini dikarenakan,
apabila pengenceran terlalu pekat maka hasil elektroforesis band yang terbentik

terlalu tebal dan sebaliknya bila terlatu encer maka band yang ierbentuk terlalu
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tipis schingga sulit dibaca. Hasil perhitungan konsemtrasi protein dengen
menggunakan rumus yang dikemukakan Deutcher (1995} Konsentrasi protein
dalam vaksin ribosom sebesar 0,27276 mg/ml dan FKC sehesar 2,62472 mg/mi.
Dari hasil tersebut dapat diestimasi perbandingan RSB dan ribosom sebesar 14
dan RSB dengan FKC sebesar 1:2.

Karakterisasi protein antigen yang digunakan sebagai vaksin dilakukan
dengan efektroforesis SDS-PAGE dengan sistem diskontinya (Laemmii, 1970).
Hasil dari elektrotoresis terhadap ribosom dan FKC meoumjukan kisaran di atas
16 kDa schingga kedua macam antigen tersebut bersifat imunogen. Menurut
Woo (1990} antigen yang memiliki berat molckul protein & atas 10 kDa bersifat
imunogen. Berat molekul protein whole cell Vibrio alginolyticus dari strain yang
berbeda telah divkur Nindarwi (2006) dan Mahtuch Jkk (2001 ), hasil penguburan
tersebut tidak berbeda dengan yang dilakukan dalam penelitian ini yaitu kisaran
berat molekul protein yang dominan antara 14,3 kDa sampai dengan 66,4 kDg.
Sedangkan ribosom yang merupakan fraksi subselular yang imunogen juga
memiliki berat molekul protein tinggi seperti yang dilaporkan dilaporkan
Houchens and Wright (1973).

Kualitas air selama pemelibaraan ikan kerapu tikus. dalam penelitian ini
diusahakan dalam kondisi yang optimal. Kualitas air selama pemeltharaan
menunjukan suhu 28-30°C, pH 7.5-8.3, salinitas 30-32 %, dan oksigen terlarut
sebesar 6.3-7.8 ppm. Kualitas air yang merupakan variabei terkendali sangat
memainkan peran penting dalam proses metabolisme di dalam tubuhnya sehingga

harus diusahakan dalam kisaran optimal. Penyakit yang mewabah sering dikaitkan

dengan kualitas air yang buruk. Vibriosis yang menyerang ikan laut baik ikan liar
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maupun yang dibudidayakan sering mewabah ketikan salinitas dan bahan organik
tinggt (Iglis er of, 2001). Selanjitnya Ellis (1998) menambahkan vibriosis sering
dihubungkan dengan kondist stess karena suhu yang terlalu tinggi, fluktuasi yang
sangat tinges dari salinitas dan suhu, termasuk oksigen teriarm vang rendah.
Kamiso (1996) menyatakan ikan bersifat ;xﬁlokilaéermik yaitu subu
tubuhriya berubah menurut suhu lingkungan, schingga subn punya peranan yang
sangat penting pada metabolisme ikan termasuk lama penode induksi imunitas
ikan. Umumnya, pada sulu yang lebih rendah waktu yang dibutuhkan umtek
perkembangan imun ikan menjadi lebik lama (Ellis, 1988). Pylkko er af (2000}
juga menerangkan bahwa temperatur memainkan peran vang penting dalam
sistem pertahanan ikan. Cheng and Chen (2000} menambahkan bahwa aktifitas
phenol oxidase pada udang air tawar mencapai puncaknya ketika semna parameter
kualitas air dalam kondisi optimal. Pada pemeliharaan ikan kerapu tikus sclama

penelitian suhu dalam kisaran optimal schingga dimungkinkan perkembangan

dalam pembentukan imunitas ikan berjalan dengan optimal.
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BAB V1

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

1. Sintasan benih ikan kerapu tikus yang divaksin: ribosom sebesar 72%,
FKC sebesar 60% dan kombinasi ribosom dan FKC sebesar 76%.,
sedangkan kontrol yang tidal divaksin sebesar 32%.

2. Nilat RPS benih ikan kerapu tikus yang divaksin: ribosom sebesar 60%,
FK.C sebesar 43,34% dan kombinasi ribosom dan FKC sebesar 65%.

3. Titer antibodi benih ikan kerapu tikus yang divaksin: ribosom sebesar 128,
FKC sebesar 512 dan kombinasi ribosom dan FKC sebesar 512,

sedangkan kontrol yang tidak divaksin sebesar 32.

6.2 Saran
Penelitian ini perlu dilanjutkan untuk memperoleh informasi dosis vaksin
yang tepat terutama vaksin kombinasi. Selain ite, aplikasi vaksinasi secara massal

melalui oral perlu diujicobakan pada ikan kerapu tikus ataupun pada komoditas

ikan lainya.
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Lampiran 1. Hasi] pengamatan dan perhitungan LDsy Vibrio alginolytikus pada
ikan kerapu tikus.

Pada pengenceran 10”7 terbentuk 36 koloni — 3,6 X 107 CFU/ml.
Kemudian pada pengenceran 107, 10*, 10? dan 107 disuntikan ke masing-masing
ikan dan mortalitas diamati selama 5 har.

Hasil pengamatan mortalitas ikan setelah diinfeksi dengan berbagai pengenceran

Vibrio alginolyticus.
Pengenceran Jumlah Mortalitas Jumlah Ratio Persentase
bakteri + - + -
10~ 36X10° | 2 6 2 14 2/16 12.5
10* 36X10° | 3 5 5 8 5/13 38.46
107 36X10° | 5 3 10 3 10/13 76.92
107 36X10° | 8 0 18 [ 0 18/18 100

- Yamortalitas > 50% — 50%
Yemortalitas > 50% — Yemortafitas < 50%

_ 76.92-50
76.92 ~38.46

=0.69

PD

LDsy =3,6X 105
=36 X 10>

Jadi nilai LDsq Vibrio alginolyticus pada ikan kerapu sebesar
3,6 X 10! CFU/mI
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Lampiran 2. Survival Rate (SR) lkan Kerapu Tikus Setelah Diinfeksi Vibrio
alginolyticus

Perlakiian
Ulan; i Jumlah
gan Control Ribosom FKC ijOFSE? dan uma
I 20% 40% 40% 60% 140%
11 60% 80% 80% 80% 240%%
111 20% 80% 60% 60% 200%
IV 20% 60% 40% 80% 180°%
\' 40% 100% 80% 100% 280%
Jumlah 160% 360% 300% 380% 1046%
Rata-rata 32% T2% 60% 76% -
SD 16 20.3916 14.9667 14.9667 -
Setelah ditransformasi Vsin
Perlakuan ]
Ulangan Contro! Ribosom FKC R’boFsgg dan Jumlzh
I 26.56 3923 3923 50.77 155.79
I 50.77 63.44 63.44 63.44 241.09
11l 26.56 63.44 50.77 30.77 191.54
1A% 25 56 50.77 39.23 63 .44 180
\'4 3923 90.00 63.44 90.00 282 .67
Jumlah 169.68 306.88 256.11 31842 1051.09
Rata-rata 339356 61.376 51222 63.684 -
SD + 9. 7429 + 169162 + 10.8204 + [4.3262 -
1051.09°
FK = ——— =55239.5094
4X5

JKT =26.56" + 50.77° +......+90.00% — FK = 6268.5291
JKP = 169.68° + 306.88% + 256 112+ 318427 = 2750.5437

) 5
JKS = 6268.5291 — 2750.5437 = 3517.9854
KT = 27293437 _ 516 8470
KTS = 20179854 _ 10 8741

16
Py = 168479 _

 219.8741
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Sidik ragam
Frabet
Ragam db JK KT Fritmg 005 T 001
Perlakuan 3 27505437 | 916.8479 4.1699* 324 5.29
Sisa 16 3517.9854 | 2198741
Total 19 6268.5291
Kemudian dilanjutkan dengan uji jarak Duncan
Beda
Ragam X %P0 X5 <P P | SSR | LSR
P3 63.684" 29.748" 12.462 2308 4 | 324 | 214857
Pl 61.376" 27.440 10.154 - 3 314 | 208226
P2 §1.227% 17.286 - - 2 | 3.00 | 190942
PO 33 936" - - N . N N
219.8741
e = 1}——-—- = 6.6314
5
P3(63.684) PI(61.376)  P2(51.222)  P0(33.936)
a
a

| o
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Data Skor Perubahan Histopatologis Hati Kerapu Tikus pada Kontrol Negatif.
Lapang Perubaban histopotologi i
Ulangan tang Y B ¢ ) B Tota skor
] - - - - -
2 - - + -
I : ) - ) )
4 - - - -
Jumlah skor 0 0 3 0 0 3
1 - - + -
2 - - - + +
I 3 - - ' ’
4 + . . ] i
Jumiah skes 1 0 0 8 18
1 - . -
b R . R - R
il 3 . . + +
4 . . N . .
Jumilah skoc 0 o 0 4 5 9
I R R N R
2 - . -
\'
f 3 . : ) : .
4 - - . - .
Jumilah skor 0 0 0 0 0 a
1 - . - .
2 + - + -
v 3 + - . . -
4 + - - + -
Jumlah skor 3 0 0 8 0 i

Data Skor Perubahan Histopatologis Hati [kan Kerapu Tikus pada Kontrol Positif.

Lapang Perubehan histopotologi .
Ulingan pacdang A B C D E Total skoc

1 - - + +
1 2 - - + +
3 - - - + +
4 - . ; + N

Jumdah skor 1] 0 0 15 20 36
i - + +
2 - - + +
I 3 - - - +
4 - - - + +

Jumlah skor Q 0 0 12 20 32
1 + +
2 - + +
hil 3 - ) : ' N
4 - - - - +

Juralah skor 0 0 0 8 20 28
I - - +
v 2 - - - + +
3 - - + +
4 - - - + +

Jumlah skor 0 0 0 12 20 32
1 - - + +
2 - - - + +
v 3 - - - + +
4 - - - + +

Jumiah skor 4] . 16 20 36
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Data Skor Perubahan Histopatologis Hati lkan Kerapu Tikus yang Divaksin
Ribosom Vibrio alginolyticus.

Lapang Peruhahan histopotologi af <k
Ulangan pandang = B C B E Total skor

i N R . + +
2 - - - + +
I 3 } + R R
4 - - - + +

Jumlah skor 0 2 0 iz 15 29
1 + - ¥ +
2 - + + +
1l 3 - - + +
4 - - - - .

Jumlah skor 1 0 3 12 15 3l
1 - B - -
m 2 - - - N N
3 - - - + +
4 . . - -

Juralah skor 0 0 [1] B ) 18
1 - - - +
v 2 + - - + +
3 - - - + +
4 - - - + -

Jumlah skor i 0 0 12 15 2%
1 - - - + +
2 - - - + +

v

3 - - - + -+
4 - - - + +

Jumlsh skox 1] [ 0 16 20 36

Data Skor Perubahan Histopatologis Hati Ikan Kerapu Tikus yang Divaksin FKC
Vibrio alginolyticus.

Lapeng Perubahan histopotologi Total skoy

pandang, A B C
i

- - +

-
4+ +|m

PV S ]
v
.

15 26

Jumlah skor 0 4] 3

n

ol b -
.
]
'

Jumiah skor 0 0

T
'
1

Jumlah skor ] 0 6 20 28

v

W R
]
1

Jumlah skor 0 g 20 35

e M
i
'

1
.

I R I Fer] E SN ST erd SRR -J PR RY Py
+

Jumlah skor 0 4 3 20 31




56

Data Skor Perubahan Histopatologis Hati lkan Kerapu Tikus yang Divaksin
Kombinasi Ribosom dan FKC Vibrio alginolyticus.

Ulangan Lﬂpﬂl:i = chuhalmu lustogo(ologl 5 E Total skor
1 - - - + +
. 2 ; - - + +
3 . - + +
4 . - . -
Jumlah skoc 0 0 [¢] 12 i3 27
1 . - + +
2 - + +
n 3 - + +
4 - - + +
Jumlah skor 0 0 0 16 20 36
1 - - - - +
2 - - +
lI[ 3 - + +
4 - - + -
Jumlah skor 0 0 0 8 15 23
1 . . + + ]
2 - - + +
v : . - ' :
4 . - . -
Junlah skor 0 0 0 8 15 23
1 - - - - +
2 - - + +
M 3 - - + +
4 - - + +
Jumlah skor [{] 0 0 12 20 32
Keterangan:

A: kongesti vena sentralis, dengan nilai skor 1

B: perdarahan, dengan nilai skor 2

C: infiltrasi sel radang, dengan nilai skor 3

D: degenerasi sel, dengan niiai skor 4

E: nekrosis sel, dengan nilai skor 5
- : tidak ada perubahan
+ : ada perubahan

kemudian dilakukan pengurutan nilai skor dari nilai terkecil ke nilai yang lebih
besar untuk mengetahui rank atau peringkatnya.

Nilaiskor |0 |3 |9 |11 114 |18 {23 |23 [26 |27 128 ;28 |28
Nourt [1 2 /3 14 IS |6 17 {8 (9 |10 )11 |12 113
Nilai.skor |29 |31 {31 132 132 [32 135 36 {36 {36 |36 |36 |-
Nourut |14 |i5 {16 |17 |18 |19 [20 |21 {22 |23 [24 |25 |-

= Nilai skor 0, memiliki rank: 1
= Nilai skor 3, memiliki rank: 2
&  Nilai skor 9, memiliki rank: 3

= Nilai skor 11, memiliki rank:4

* Nilai skor 14, memiliki rank: 5

¢ Nilai skor 18, memiliki rank: 6




* Nilai skor 23, memiliki rank: 7,5
* Nilat skor 26, memiliki rank: 9

* Nilai skor 27, memiliki rank: 10
* Nilai skor 28, memiliki rank: 12
= Nilai skor 29, memiliki rank: 14
= Nilai skor 31, memiliki rank:15,5
* Nilai skor 32, memiliki rank: 18
= Nilai skor 35, memiliki rank: 20
® Nilai skor 36, memiliki rank: 23
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Data Perubahan Histopatologis Hati ikan Kerapu Tikus Setelah Diinfeksi Vibrio

alginolvticus
Control Control : Ribosom
Ulangan |  negatif positif | Ribosom FRC dan FKC
Ns RO Ns Ri Ns R2 Ns R3 Ns R4
1 3 2 36 23 29 14 26 9 27 10
2 14 5 32 18 31 | 155 ] 36 23 36 23
3 9 3 28 12 18 6 28 12 23 75
4 0 ] 32 18 28 12 35 20 23 7.5
5 11 4 36 23 36 23 31 | 155 32 18
YR 15 94 70.5 79.5 66
R 5 18.8 14.1 159 13.2
R’ 225 8836 4970.25 6320.25 4356
SD + 51614 + 29933 + 5.8856 + 3.8678 t 5.1147 |
Keterangan:
Ns=mlai skor
2. R=jumiah rank
R = rata-rata rank
SD= standar devisiasi

RO= rank control negatif
R1=rank control positif

R2= rank perlakuan dengan ribosom
R3= rank perlakuan dengan FKC
R4= rank perlakuan dengan kombinasi ribosom dan FKC
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Kemudran dilanjutkan dengan mencari H hitung:

Rumus H pne: — iRiz—S(NH)
B NN+ ) S i

Keterangan:

N= jumlah seluruh sample

Ni= jumlah ulangan pada sample ke-I dari setiap perlakuan
Ri= jumlah rank pada sample ke-I dari setiap perlakuan

12 225+ 8836+ 4970.25+6320.25 + 4356

Hrinog = 7525+1) 5 R34+
= 13,2201
karena dalam data terdapat angka kembar, maka Hyung dimasukan dalam
Haitung terkcoreksi-
Rumus Hinung terkoreksi= H""';f‘
NN
Keterangan ;
T=1t-t

T=banyaknya nilai pengamatan yang sama
N= jumlah seluruh sample

Perhitungan nilai T:

T23=2%2=6
T28 =3%-3=24
T31=22=6
T32=3"3=24
T36 =5°-5= 120
Jumlah T= 180
Husung terkoreksi = m13.2[28%1 =13.3739
25% - 25
derajad bebas (db) = t-1
=4

dengan menggunakan table X , dipcr(;leh:
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Hubet 0,05 = 9,49
Hiabet 0,01y = 13,28

Dari perhitungan di atas diperoleh Hiitung = Huabel (0,01 maka terdapat perbedaan
yang sangat nyata diantara perlakuan.

Untuk mengetahui perbedaan pengaruh perlakuan maka dilanjutkan dengan uji
Pasangan berganda atau uji Z, a= 0,05.

e, [N -D-( —0) }
Rumus.!ﬁ—R_/[uZ\{ {N SNV —D)

Keterangan:
k: jumlah perlakuan
Ri: rata-rata rank dari sample ke 1

Rj : rata-rata rank dari sample ke j

o _ 0.05
k(k—-1) 55-1)

Zoosy = =0.0025 — Z;05) pada table = 0.488

»

Perhitungan uji Z 5%:

|'}?f—§}'—|=o.4ss Js{ 5(25% —1)- 180 }
625(25- 1)

=2.2629

Perbedaan rata-rata rank nilai skor histopatologis hati ikan kerapu tikus setelah
diinfeksi Vibrio alginolyticus

Rank Y Beda Uji Z 5%
XRO | X-R4 | XR2 | XR3

R1 18.8° 13.8* [56* 4.7+ 2.9* 2.2629

R3 15.9° 109* [2.7* 1.8

R2 14.1% 9% 0.9

R4 13.2° 8.2+ :

RO 5




Notasi

Rl

1R

R3

R2

R4

RO

e
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Lampiran 4. Relatif Percent Survival Tkan Kerapu Tikus Setelah Diinfeksi Vibrio

alginolyticus
Perlakuan
Ulangan 1 som FKC Ribosom dan FKC | Jumiab
1 25% 25% 50% 100%
11 50% 50% 50% 150%
111 75% 50% 50% 175%
v 50% 25% 75% 150%
v 100% 66.7% 100% 266.7%
Jumlah 300% 216.7% 325% 841.7%
Rata-rata 60% 43.34% 65% -
SD 25,4951 16.1686 20 -
Data kemudian ditransformasi Vsin
Ulangan Ribosom FKC Ribosom dan FKC Jumlah
1 30.00 30.00 45.00 105.00
iI 45.00 45.00 45.00 135.00
HI 60.00 45.00 45.00 150.00
IV 45.00 30.00 60.00 135.00
\' 90.00 54.76 90.00 234.76
Jumiah 270.00 204.76 235.00 75976
Rata-rata 54.00 40952 57.00 -
SD + 20.3469 +9.6263 + 174929 -
2
FK = 759.76 =28861.7629
4X5

JKT=307+45"+ . +90° - FK = 14411.8947

JKP =270% + 204.76* + 2852 = 10348.5686

5

JKS = 1441.8947 — 10348.5686 = 4063.3261

_ 10348.5686

KTP = 5174.2843

ks = 30033261 _ 155 6105
12

Fiimag = 22843 _ < 5800

338.6105
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Sidik ragam
Ragam db JK KT Fui Fupe
hitung 0.05 0.01
Perlakuan 2 10348.5686 | 5174.2843 | 15.2809* 3.88 6.93
Sisa 12 4063.3261 | 3386105
Total 14 14411.8947
Kemudian dilanjutkan dengan uji jarak Duncan
Beda
X <P & P SSR LSR
P3 57 16.048 3 3 3.22 26.5
Pl 54° 13.048 - 2 3.08 25.35
P2 40.952°
e = /2_3_§-_9‘_‘22 - 823
5
notasi
P3(57) P1(54) P2 (40.952)

a

a

a
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Lampiran 5. Hasil Pengukuran Konsentrasi Protein Dalam Vaksin.

Antlgen | A 280 f A 260

oﬁ}]ﬁ"gmolyucus T s e
T OMPanguiterum . 2060 a6
- I}g_ﬁl—é;;molytncus o oms
 LPSangulawm . o058 0906
j . FCalgiolytics ¢ 268 243
T ’““iﬁi{E'angmiamm J 3913 4000

Rumus konsentrasi protein

Keterangan : A ~~ absorban
Satuan: mg/ml

Dengan menggunakan rumus di atas , maka diperoleh konsentrasi protein antigen
sbb:

——

| Antigen "' Kons. protein | ‘Antigen . Kons. protein

?Rii&&'séﬁiﬁg{ﬁaﬁ{éus' " Tomre | LPSalginolyticus 010259
 Ribosom anguilarum 008388 | LPSanguilaum 030084

]

|

' i

— e e . e S ea
|

OMP aiginolyticus | 138613 | FKC alginolyticus 226930

ir‘ OMP anguilarum || 1gg1] | FKCangularm  3075[s




