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DIAGNOSIS PENYAKIT VIRAL PADA UDANG WINDU,
Penaeus ntonodon SECARA HISTOPATOLOGIS DAN ANTIBODI

POLIKLONAL DENGAN METODE ELISA

Mun Imah Madeali"), Arifuddin Tompo*)dan Muliani')

ABS'tRAK

Udang .t'ang tlikoleksi tlari beberapa lokasi tambak di Sulawesi Selatan digunakan untuk
mengidentifikasi pen5,akit viral yang menyebabkan kegagalan panen pada bulan Juni-Agustus
1997. Diagnosis secara histopatologis dilaktrkan dengan fiksasi sampel dalam larutan Davidson's
dan diproses secal'a rutin melalui dehidrasi bertingkat pada ethanol, kemudian diwarnai dengan
pewarnaan Ilentatoxilin dan l,losin serta diamati di bawah mikroskop. Diagnosis secara ELISA
ntenggttnakan artt,ibodi poliklonal .yang diproduksi sendiri melalui penyuntikan pada mencit
balb/c. Secara histopatologik, didapatkan tiga jenis virus yang menginfeksi udang di Sulawesi
Selatan baik di panti benih mauJ)un di tarnbak yaitu berurutan dari yang terbanyak Monodon
Baculo Virus. Whi.te Spot Baculo Virus d,an lfepatopanrl'eatic Panto-lihe Virus. Analisis protein
virus dari tnasing-masing lokasi menunjukkan bahwa antigen virus dari Bulukumba mengandung
protein paling t,inggi yaittt 30,17 mg/ml, menyusul antigen virus dari Maros 18,5 mg/ml, Bone
13,72 mq,lmL' dan paling rendah adalah dari Pangkep 7,72 mglmL,Ilasil estimasi protein tersebut
se-jalan dengan hasil pengujian secara ELISA menggunakan antibodi poliklonal yang positif bagi
sampel dari senrua lokasi . Udang yang berasal dari Bulukumba mendapat serangan virus paling
tinggi, dikaji dari nilai optk'ol densitt'pada titer antibodi yang mencapai 1,81, dibanclingkan nilai
optical clensitt, udang sehat 0, | 2.

ABSTRACT: I)iagnosis of uiral diseases in tiger shrimp, Penaeus monodon based on
histopathologi.cal appearances and polyclonal antibody in ELISA. By:
Mun Intah. Madeali, Arifuddin Tompo and. Muliani.

Tiger shrintps toere collccted from shrimp ponds in four regencies in South Sulawesi for d.iseases
diagnostic between Ju,ne-Augu.st 1997. The samples were fixed in Dauidson's solu.tion before
processed in a rou.tine dehy'drati<tn using ethanol and staine.d with Hematoxylin and. Eosin. For
ELISA method, shrimp hepatopancreas were fntzen before used for antigen and polyclonal antibody
preparation using white mouse balb /e. Ilistopathologically, three uiruses were detected. je. Monodon
Baculo Virus, White Spot Baculo Virus, and Hepatopancreatic Parvo-like Virus. The results of
protein estintali<tn of original uirus antigen ntatched those of the ELISA method using polyclonal
antibody, and showed that the santples originated from Bulu,hunrba has the highest ciieeitration
of protein. The uqlu.e of optical d,ensity resulted by ELISA using polyclonal antiiod,y for Buluhumba
shrintp utas 1.81, nruch higher contpared to optical density ualue of health shrintp which was only
0.1 2.

KEYwoRDS: uiral diseases, tiger slvint,p, polyclonal antibod.y, histopathologic.

PENDAHULUAN

Penvakit viral mertrpakan masalah serius
pada usaha budidaya udang windu di tambak
karena dalam wakt,u yang relatif singkat dapat
menyebabkan kematian massal. Menurut Chen &
Kou (1989), Baculo virus merupakan patogen pe-
nyebab kematian berbagai spesies udang seperti

Penoeus nrcnodon Fabricius, P.duorarunr Burken-
r<tacl, P.setiferlrs De Haan, P.uannamej Boone dan
P.japonicus Bate.

Sejauh ini penelitian yang mengarah kepada
aspek yang menyangkut keganasan virus (pato-
genesitas) atau virulensi pada berbagai jenis dan
umur udang yang berbeda belum pernah dilaku_
kan. Puslitbang Perikanan (19g4) melaporkan
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telah diketahui adanya infeksi penyakit oleh
virus atau uirus-lilee pada komoditas udang di
Indonesia. baik pada udang yang kelihatannya
sehat maupun yang sakit, terutama oleh White
Spot Bacu,lo Viru.s (WSBV) dan Monodon Raculo
Virus (MRV) clengan pemeriksaan secara
langsung (mikroskopis) dan histologis (Mangun-
wiryo. 1990). Dari 20 panti benih yang rerdapat di
Ilo-Ilo Philipina. secara histologis l8% dari
sampel yang diperoleh didapatkan adanya inf'eksi
oleh MBV dan 45'% infeksi oleh HPV (Anonimous,
1996). Nadala et ctl. (1997) telah mengisolasi dan
mengkarakterisasi dua jenis virus udang windu
yang mempunvai sifat patogenik yang tinggi
dengan menggunakan SDS-polyacrilamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) yaitu Yellow Head
Virrzs (YHV) dan Chinese Baculo Virus (CBV)
yang juga dikenal dengan WSRV. Namun
demikian identifikasi virus dan studi virulensi/
patogenesitas masih diperlukan dengan teknik
lain yang modern seperti Enzl'nte Linleed Intntu-
nosorbent Asso-l' (ELISA) (Lewis, I 986; Flurserss,
1995).

Diagnosis secara ELISA memerlukan antibodi
(monoklonal, AbMo atau poliklonal, AbPo) yang
dapat diperoleh di pasaran (untuk virus tertentu)
atau diproduksi sendiri melalui penyuntikan
beberapa ekor hewan dan dipanen setelah
beberapa kali suntikan, sehingga jumlahnya akan
terbatas (Zola, 1993). Antibodi monoklonal atau
poliklonal khusus untuk virus pada udang belum
didapatkan di pasaran, sehingga dewasa ini
penggunaan teknik ELISA untuk mengdiagnosis
penyakit viral pada udang harus diproduksi
sendiri. Parede (1997) mengatakan bahwa sampai
saat ini cara yang mudah untuk menghasilkan Ab
(I nt mu,nog lob in: -I g) yaitu denga n menyuntikkan
antigen. Antigen (Ag) merangsang aktivitas sel-
sel limpoid berbagai organ (sumsum tulang,
limpa, kelenjar limfe) untuk memproduksi Ig
yang nantinya disekresikan ke dalam darah
(serum). Untuk mendiagnosis penyakit secara
spesifik memerlukan antibodi monoklonal di
mana AbMo tersebut dapat secara langsung me-
ngenal jenis virus vang terdapat dalam Ag i'ang
diujikan. Beberapa perbedaan yang dapat dil<c-
tahui antara AbMo dan Abl'o ialah bahwaAbMo
berasal dari satu sel sedangkan AbPo berrrsal
lebih dari satu sel, sehingga AbMo men.rpunvai
reaksi yang spesifik. AbMo dapat dibuat secar.a in
uitro d,an in uiuo sedangkan AbPo hanya dapat
dibuat secara in uiuo. Pembuatan AbN{o menrerlu-

kan waktu yang relatif lama yaitu 6-12 bulan,
sedangkan AbPo dapat diproduksi dalam jangka
waktu kurang dari enam bulan. Adapun AbMo
dapat digunakan untuk uji spesifik, imunocito-
kimia dan terapi, sedangkan Abpo digunakan
untuk pengujian secara umum dan terapi.

Dalam laporan ini jenis antibodi yang diguna-
kan adalah antibodi poliklonal di mana hasil
pengujian untuk diagnosis penyakit belum
spesifik terhadap satu jenis virus.

BAHAN DAN METODE

Diagnosis Secara Histopatologis

I)alam penelitian ini sampel yang diperoleh
untuk pemeriksaan histopatologis berasal dari
100 ekor udang windu umur b0-70 hari masa
pemeliharaan di tambak yang diambil dari lima
lokasi di Sulawesi Selatan yaitu Bulukumba,
Bone. Maros, Pangkep, dan Pinrang dan 100 ekor
benih udang windu umur pasca larva 1b masing-
masing dari tiga unit pembenihan udang yaitu di
'lakalar, Bone dan Barru.

Sampel dikoleksi pada bulan Juni-Agustus
1997. Dalam hal teknik pengambilan sampel.
lokasi pengambilan sampel ditentukan berdasar-
kan adanya gejala serangan penyakit pada suatu
lokasi clan udang windu yang dikoleksi adalah
udang windu yang mempunyai gejala klinis
terserang penyakit.

Jenis organ yang dikoleksi untuk pemeriksaan
histopatologis berupa hepatopankreas, daging
dekat lapisan epidermis pada bagian kulit untuk
udang windu dari tambak, sedangkan untuk
benih udang diambil secara utuh. Organ tersebut
difiksasi dengan larutan Davidson's dan dibawa
ke Laboratorium Patologi Fakultas Kerlokteran
Hewan Institut Pertanian Bogor untuk diproses
secara rutin yang meliputi dehidrasi, entbeddi,ng,
pewarnaan Hematoksilin dan Eosin (II&li) dan
pemeriksaan histopatologis di bawah mikroskop.

Kriteria yang dipakai untrrk mencliagnosis
penvakit viral secara histopatologis berupa
irtclusiott 6odl pada sel organ vang dikolcksi.
Dalam penelitian ini, pengamatan histopatologis
difakukan berdasarkan perubaha n incluiion b<tclt,
yang merlrpakan ciri-ciri morpologis dari srrattr
jenis virus (l,ightner, 1996).
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Diagnosis Metrggunakan AhPo delrgntl
Metode ELISA

Waktu dan temPat

Penelitian ini dilakukan di l,aboratorium Pato'
logi llalai Penelibian Perikanan Pantai' Maros
dan [,aboratoriun Virologi I]alai Penelitian
Veteriner llogor. Penelitian berlangsung mulai
bulan.f uni sampai clengan f)esember 1997.

Antigen (Ag)

Antigen -vang digunakan dalam penelitian ini
adalah vang berasal dari hepatopankreas udang
windu umur l-r0-G0 hari masa pemeliharaan di
tambak yaltg nt€)mperlihatkan gejala serangan
penvakit, virus tleng:rn tand:l'tanda terdapat
bintik putih padn bagian karapas seluruh tuhuh
sebagai inclikasi adanya serangan WSIIV atau
terlihat adanya warna merah pada setitrp segmen

tubuh udang vang nlerupakan indikasi sertlngan
MBV.

Adapun proses penvediaan Ag adalah sebagai
berikut:

- Hepatopankreas sampel udang yang dikoleksi
dari lapangan disimpan dalam deep-freezer
sebelum diproses lebih lanjut.

- Hepatopankreas udang digerus dengan tissue
grinder dalam air laut steril dengan pengen-
ceran lO-o./u.

- Disentrifus dengan kecepatan 3000 rpm sc-

lama 15 menit.

- Supernatan yang dihasilkan disentrifus
kembali dengan kecepatan 6000 rpm selama
15 menit.

- Supernatan difilter dengan filter milipore 0,45

mikron dan hasilnya disebut Pasase 0 (Po).

- Po yang dihasilkan diberi kode sesuai dengan
asalnya yaitu PoMa. PoPk. l'olJn dan I'ollk.

- Keempat Po yang telah dihasilkan tersebut
kemudian diuji tular kepada udang sehat
menurut metode Sano el o/. (1985) dnn
l,angdon (1989).

Udang windu yang ditulari dengan Po ter-
sebut kemudian dipanen lagi hepatopankrcas-
nya apabila telah menunjukkan gcjala nrulai
terin{'eksi dengan indikasi udang rnulai stres'

,Jttrntrl Pt,nt'litinn ltcrihonon Indonesia l|tl .ll'Nrt.,7 Tahun 1998

- llepatopankreas diproses kembali seperti
proses pembuatan Po dan hasilnya adalah
I)lMa, P1Pk, PlBn dan PlRk.

- Keempat Pl setelah dipekatkan dengan meng-
gunakan Amicon /i/ler disebut Antigen (Ag)
yang siap disuntikkan ke tikus putih (mencit
balb/c) untuk proses immunisasi.

Immunisasi

Mencit balb/c jantan dewasa (umur enam
minggu) digunakan sebagai hewan uji. Penentuan
konsentrasi sediaan Antigen (P1) yang disuntik-
kan secara intraperitonial (ip) berdasarkan esti-
masi protein dari antigen yang telah diproduksi
vaitu antara 1,0-1,7 ml/ekor tikus pada periode
pertzrnra. Penyuntikan ulang (booster\ dilakukan
setiap l4 hari dengan jenis dan dosis antigen
vang sama. Setiap sebelum booster, dilakukan
pengambilan darah tikus pada daerah mata
sebanyak 2 cc. I)arah tikus yang diambil tersebut
merupakan antibodi poliklonal yang selanjutnya
digunakan untuk mendiagnosis penyakit viral
secara EIJSA.

Penggunaan ELISA tak langsung pada
skrining antibodi poliklonal

Kelima antigen masing-masing dilarutkan di
dalam bufer karbonat-bikarbonat pH 9,6 diletak'
kan pada lempeng ELISA mikro-titer dengan
dasar lubang berbentuk U (U-shape bottont),
kemudian dieramkan selama satu malam pada
suhu 4')C. Lempeng ELISA tersebut selanjutnya
dicuci tiga kali dengan Phosphate Buffer Saline
mengandung tween-20 O,O5o/o (v/v) (PBS-T).
Sebanyak 50 pL supernatan asal medium pe-

numbuh hibridoma dimasukkan ke dalam
masing-masing lubang lempeng ELISA tadi, yang
kemudian dieramkan pada suhu kamar selama
satu jam. Setelah itu pencucian dengan meng'
gunakan PBS-'| kembali dilakukan. Lartttan
konjugat anti lgG mencit yang dirunut dengan
ensim "Horse radish peroxidase" ((HIfP) di dalam
bufer tris-EDTA-salin-tween mengandttng kasein
O,02% (w/v) (TEN-T-C) ditambahkan ke dalam
masing-masing lubang lempeng ELISA yang
sclanjutnya kembali dieramkan pada suhu kamar
sclama satu jam. Lempeng ELISA tersebut,
kenrudian dicuci seperti perlakuan serupa di atas.
Sebanyak 100 pL larutan substrat mengandung
1.0't M ABTS ditambalrkan ke dalam masing-
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masing lubang lempeng ITLISA dan dieramkan
pada suhu kamar selama satu jam, kemudian
perubahan warna dapat dibaca dengan "ELISA-
Plate Reader" Titertek Multiskan MK tI (Flow
Lab. Finland) pada panjang gelombang 414 nm
setelah 60 menit. Pada setiap lempeng ELISA
selalu disertakan kontrol positif, kontrol negatif
dan kontrol konjugat.

HASII, DAN PEMBAHASAN

Diagnosis Secara II istopatologis

f]erclasa rkan di a gnosis secara h istopatologis,
terjatli kelainan pada jaringan hepatopankreas
vaitu inclusion ltocly sebagai akibat kerja dari
virus unfuk setiap lokasi sampling. Inclusion
body yang nampak pada jaringan yang diarnati
merupakan ciri-ciri morfologis dari virus yang
didnsarkan atas petr"rnjuk dari Lightner (1996).
Didapatkan tiga jenis virus yang menginfeksi
udang di tambak dan di panti benih yaitu MBV,
WSBV, dan HPV. Lokasi dan gejala vang di-
timbulknn oleh ketiga jcrnis virus t,ersebut clapat
dilihat prrda 'l'abel I .

Diagnosis penyakit viral pada benur udang
windu didapatkan adanya infeksi virus dari
benur yang berasal dari Barru dan 'fakalar,
sedangkan benur dari panti benih yang ada di
Bone bebas dari virus. Hasil diagnosis dari tiga
ekor induk udang windu yang berasal dari Aceh
didapatkan positif terinfeksi oleh MIIV. t)ari
kenyataan tersebut, dapat dikemukakan bahwa
penyakit viral yang menginfeksi udang di tambak
dan menyebabkan kematian kemungkinan
berasal dari induk vang secara vertikal diturun-
kan kepada anaknya (benur) dan pada kondisi
lingkungan yang menrlrun secara horisontal
menyebabkan penyakit tersebut berkembang dan
menyebabkan kematian udang. Hasil penelitian
Madeali dkk. (1997), diketahui bahwa mikroorga.
nisme patogen, utamanya bakteri, dapat mening-
katkan populasinya pada kondisi lingkungan
yang buruk dengan kandungan BOT ll0-50 ppm
dan salinitas rendah (lrt-24 ppt). l)iduga mikro-
organisme golongan vims juga akan borkembang
rlalam kondisi kualitas air seperti yang terjadi
pada bakt,eri. Hal ini dapat dilihat dari pcman-

tauan di lapangan, di mana udang yang terserang
penyakit tersebut rata.rata setelah berumur 60-
70 hari masa pemeliharaan dengan kualitas air
yang mulai menurun.

Berdasarkan Tabel I di atas, terlihat bahwa
jenis MBV ditemui pada setiap lokasi sampling,
sedangkan HI'V tidak selalu. White Strtot Baculo
Vinrs juga banyak didapatkan pada setiap lokasi.
Namun demikian belum dapat diketahui dengan
pasti satu jenis virus yang merupakan penyebab
kematian udang windu di tambak karena masih
diperlukan studi lebih lanjut tentang sifat dan
keganasan setiap virus yang didapatkan. Selan-
jutnya dapat diketahui bahwa penyakit viral
yang menvebabkan kematian udang windu telah
menyebar ke hampir semua areal pertambakan di
Sulawesi Selatan.

Penampakan secara morpologis d,an inclu,sion
body yang terjadi pada inti sel dalam jaringan
udang yang terserang penyakit viral dapat dilihat
pacla Gambar I dan Gambar 2. Secara morpolo-
gis, gejala serangan penyakit viral yang disebab-
kan oleh MBV dapat dilihat adanya perubahan
warna kulit menjadi merah pada setiap segmen
(segmen merah) dan terdapat bercak putih pada
bagian kulit udang yang terserang WSBV.

Diagnosis seeara ELISA dengan Antibodi
Poliklonal

Hasil uji ELISA terhadap titer Antibodi Poli-
klonal masing-masing mencit yang telah disuntik
dengan Ag menunjukkan hasil positif dimana
AbPo yang dihasilkan mengenal adanya benda
asing yang terdapat pada Ag yang diujikan. Nilai
OD optimum pada ELISA Reader yang terbaca
setelah 60 menit pada pengenceran Ag 1:400 dari
sampel serum positif (+) Ag asal Bulukumba
(PlBu = 1,81) mempunyai nilai tertinggi me-
nyusul PlMa (1,70), Pf Bn (1,60), dan terendah
PlPk (0,91). Nilai OD tersebut berkorelasi
dengan hasil analisis protein di mana Ag asal
Bulukumba mengandung protein virus paling
tinggi yaitu 30,17 mg/ml, menyusul Ag asal
Maros 18,5 rng/m[ , Ag asal Bone 13,72 mg/ml
dan terendah Ag asal Pangkep 7,72 mg/ml
(Gambar 3). Nilai OD dari masing-masing lokasi
dapat dilihat pada ()ambar 4.
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Garnbar i

Fiqure 1.

Gatnbar 2.

Figure 2.

T\trn 1xt; do rr Muali.ani

A ;l'i!$' ti" :'

Petramltal<an secara morlrhologis udang sehat (A = warna hijau kehitaman), udang
terserang MIIV (B = warna merah pada abdomen) dan udang terserang WSBV (C = spot
putih pada karapas).
Morlthological appearances of norntal shrintp (A = greenish blactz col.or), MBV-infeetecl
sh.rirtrlt 1l) = redclish col.or), ond WSRV-infected shrimp (C - white spot ort the corctpo,ce)

I'enanrpukan hepatopankreas udang normal (A = nr-rkleus berada dilengah sel), udang
terscrarrg NIIIV (B = irrclttsian ltodl'yang berwarna kemerahan), uclang yang terserang
WSIIV (1,= i.ttclu,sion bocll* yang berwarna meralr jarnbu), dan udang terseranpJ FIPV (D =
itu'lrtsiott borl1, 1'ang berwarna violet).
Aplteorrtrtces of h,epatopatl,(ree.s of norntal sh"rintp (A = nucl.eu.s is founcl in the center ol
cells), M|)V'infected shrintp 18 = recldish color inclusion bodies), WSBV-infectecl shrintp (C
= ltirth attcl redclish color in.clttsi.on bodies), and HPV-infected shrintp (I) = contpatt uiolet.
coIor irtcI trcion borlics).
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Gambar 3. Estimasi protein Ag virus udang dari sejumlah tambak udang di Sulawesi Selatan.
Figure 3. Protein estimation of uirus antigen of tiger shrimp collected from severol of brachishwater

ponds in South Sulaweei.
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Gambar 4. Nilai oplicol density (OD) antigen masing-masing lokasi.
Figure 4. Optical density (OD) ualues of different sou,rces of antigen.
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Clambar 4 tnctnperlihatkan bahwrt ttclatrg
sampel vang dianrbil dari masing-tlrasing lokasi
positif' terserang oleh pe-nyakit viral di rnanu
sampel dari []uluktrrnba mendapat serangan
paling tinggi. Sanrpel udang vang dianggtrp sehat
pun (kontrol) t,errscratrg r-,leh virus walaugrun
serallgannvn belrtnr tinggi datr belttnr sanrpiti
mer.nzrt.ikan udatrg.

KESIMPULAN DAN SARAN

Ilasil diagnosis baik secara histopatologis
maupun secara I'll,ISA menunjukkan bahwa
penyakit yang disebabkan oleh virus pada udang
windtr cliclapatkan pada semua lokasi sampling.
Virus tersebut kentungkinan berasal dari induk
udang vnrlg seeartr vertikal diturunkan kepada
anaknya dan berkembang secara horisontal
dengan cepat pacla saat budidaya di tambak
dengan kondisi ktralitas air vang kttrang me-

matla i.

Ileberapa saran yang dapat diberikan dalam
rangka usalra penatrggulangan penyakit viral
pada udang adalah antara lain: vaksinasi induk
udang, memprocluksi induk dan benur yang bebas
penyakit (disease-free broodstoch and /rv) dan
memperbaiki mutu air sttpaya tidak memicu per'
kembangan virus cli tambak.
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