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Abstrak 

Koi Herpesvirus (KHV) menyebabkan penyakit parah dan kematian di segala usia ikan 

mas dan ikan koi (Cyprinus carpio) dan menyebar dengan cepat di seluruh dunia sebagai 

penyebab mortalitas yang sangat tinggi dengan perkiraan (80-95%) untuk ikan koi dan ikan mas. 

Identifikasi KHV ini sudah dilakukan dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR). Tetapi, 

metode tersebut tidak cocok untuk pekerjaan lapangan karena belum efisien dalam hal waktu dan 

peralatan.  Perlu ada pemeriksaan berbasis imunologis sebagai identifikasi awal (pemeriksaan 

dini) yang  belum banyak dilakukan dan perlu dikembangkan terutama untuk pemeriksaan KHV 

yaitu metode Immunofluorescence sebagai pemeriksaan imunologis untuk identifikasi adanya 

antigen atau dengan menggunakan pewarnaan fluorescent dan immunocytochemistry 

menggunakan metode imuno histo (sito) kimia ensim yang bersifat spesifik dengan pewarnaan 

oleh zat chromogen guna mengidentifikasi antigen dalam suspensi organ insang dan darah. 

Tujuan dari penelitian ini adalah agar mampu mengidentifikasi  KHV (Koi Herpes Virus) yang 

menginfeksi ikan koi (Cyprinus carpio L) menggunakan metode aplikasi Immunofluorescence 

serta Immunocytochemistry berdasarkan pemeriksaan menggunakan uji PCR dengan hasil positif 

KHV.Hasil dari kedua metode diperoleh positif untuk beberapa sampel berdasarkan positif PCR, 

ditandai dengan adanya pendaran oleh zat fluorescent berwarna hijau pada antigen dengan 

pemeriksaan metode Imunofluorescence dan adanya ekspresi zat chromogen pada antigen 

berwarna coklat kemerahan pada antigen dengan pemeriksaan Imunocytochemistry. Sehingga 

dapat disimpulkan bahwa kedua metode tersebut mampu mengidentifikasi KHV dan dapat 

digunakan sebagai uji pemeriksaan dini KHV berbasis imunologis.  

 

Kata kunci: Koi Herpesvirus, Ikan koi (Cyprinus carpio), Imunofluorescence, 

Immunocytochemistry  
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Abstract 
Koi Herpesvirus (KHV) cause severe disease and death in all ages carp and koi carp 

(Cyprinus carpio) and spread rapidly around the world as the cause of very high mortality with 

estimates (80-95%) for koi and goldfish. KHV identification has been carried out by the method 

of Polymerase Chain Reaction (PCR). However, these methods are not suitable for field work 

because it is not efficient in terms of time and equipment. There needs to be examination-based 

immunological as early identification (primary care physician) that has not been done and needs 

to be developed especially for the examination KHV is the method Immunofluorescence as 

inspection immunological to the identification of the antigen or by using a staining fluorescent 

and immunocytochemistry using immuno histo (sito) chemical enzymes specific staining by the 

chromogen substances in order to identify the antigen in suspension gills organs and blood. The 

purpose of this research is to be able to identify KHV (Koi Herpes Virus) that infects koi carp 

(Cyprinus carpio L) using application methods Immunofluorescence and immunocytochemistry 

based examination using a PCR test with positive results from both methods obtained KHV.Hasil 

positive for multiple samples based on positive PCR, characterized by the luminescence by the 

green fluorescent substance with inspection methods Imunofluorescence antigens and their 

expression on antigen chromogen substances are reddish brown in antigen with 

Imunocytochemistry examination. It concluded that both methods are able to identify KHV and 

can be used as an early test of KHV based immunological examination.  

  

Keywords: Koi Herpesvirus, Ikan koi (Cyprinus carpio), Imunofluorescence, 

Immunocytochemistry  

 
 

 

1. PENDAHULUAN 
 

Indonesia yang mempunyai dua 

musim yaitu musim hujan dan panas, yang 

menambah peluang berbagai biota untuk 

bertahan hidup dan tumbuh subur, baik 

didaratan maupun diperairan (Mashuri Masri, 

2013). Akibat kondisi tersebut di atas, 

berbagai jenis penyakit pada ikan dapat mudah 

terjadi sebagai akibat adanya interaksi antara 

mikroorganisme yaitu parasit, jamur, bakteri 

dan virus yang patogen maupun non patogen 

dengan induk semang/inang/host dan terutama 

akibat dari beberapa faktor lingkungan yang 

kurang mendukung (Isti,2001).  Salah satu 

penyakit yang menginfeksi ikan adalah jenis 

Koi Herpesvirus. Koi Herpesvirus (KHV) 

adalah penyakit virus yang sangat menular 

yang menyebabkan morbiditas dan  mortalitas 

yang signifikan pada ikan mas (Cyprinus 

carpio) dan domestik ikan  hias (Soliman and 

El-Matbouli, 2005). 

Koi Herpesvirus (KHV) menyebabkan 

penyakit parah dan kematian di segala usia 

ikan mas dan ikan koi (Cyprinus carpio) dan 

menyebar dengan cepat di seluruh dunia. 

Sebagai pandangan bahwa KHV adalah 

penyakit terbatas pada perdagangan ikan hias 

sehingga dapat diminimalkan untuk 

mengevaluasi dampaknya terhadap budidaya 

di Eropa (Haenen et al, 2004). 

Di Indonesia sendiri infeksi paling besar 

terjadi pada tahun 2001 menyebabkan 

penurunan produksi ikan mas nasional yang 

mengalami penurunan sekitar 40% selama 

kurun waktu 2002-2006 (Sunarto et al. 2002). 

Hal ini karena banyak ikan yang mati terkena 

serangan virus koi herpes. Sehingga terjadi 

kelangkaan ikan hias di pasaran, terutama ikan 

koi (Taukhid et al, 2004).  

 Beberapa pendekatan pemeriksaan 

atau identifikasi Koi Herpesvirus (KHV) 

sudah dilakukan mulai tahun 2002. KHV telah 

didiagnosis dengan metode Polymerase Chain 

Reaction (PCR). Manfaat besar PCR yaitu 

sebagai deteksi penyakit secara molekuler 

terutama penyakit viral (Cobo,2012). Salah 

satu penyakit viral yang dapat dideteksi 

dengan PCR yaitu KHV (Koi Herpesvirus) 
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(Ciptoroso, et al 2012). Metode ini tidak 

cocok untuk pekerjaan lapangan karena 

membutuhkan peralatan laboratorium yang 

tidak simpel. Dengan demikian, metode atau 

alat, yang mampu secara definitif mendeteksi 

virus dari jaringan yang terinfeksi sangat 

diperlukan, misalnya metode immuno-

kromatografi kit dengan monoklonal spesifik 

antibodi terutama untuk kasus di lapangan 

(Aoki, et al. 2011). 

Identifikasi KHV sudah banyak 

dikembangkan dan sudah banyak diteliti 

terutama pada ikan Cyprinids seperti dengan 

menggunakan metode PCR. Tetapi dalam 

pemeriksaan berbasis imunologis masih belum 

banyak dilakukan dan perlu dikembangkan 

terutama untuk pemeriksaan KHV. 

Pemeriksaan Immunocytochemistry (ICC) 

merupakan salah satu jenis pemeriksaan 

imunologis, menggunakan metode imuno histo 

(sito) kimia ensim yang bersifat spesifik dan 

bertujuan untuk membantu mendeteksi antigen 

dalam cairan specimen klinik yang terinfeksi 

oleh kuman pathogen (Warsito, 1991). 

Sedangkan pemeriksaan Immunofluorescence 

merupakan suatu jenis pemeriksaan 

imunologis untuk deteksi adanya antigen atau 

mencari lokalisasi antigen dalam jaringan atau 

sel specimen klinik dengan menggunakan 

pewarnaan fluorescent dan metode ini sudah 

telah banyak penelitian tahun-tahun 

sebelumnya di wilayah lain dan ternyata 

memberikan korelasi positif terhadap hasilnya 

(Priyambodo, 2001). 

Penerapan dan penggunaan uji 

bioteknologi berbasis antibodi, yaitu metode 

immunofluorescence (IF) dan 

imunocytochemistry (ICC/ Imunositokimia) 

streptavidin biotin dalam mendeteksi protein 

virus KHV pada ikan koi adalah sangat 

penting. Mengingat identifikasi KHV berbasis 

antibodi masih jarang dilakukan sementara itu 

masih sering menggunakan uji berbasis DNA 

dengan kebutuhan biaya yang relatif lebih 

mahal, perlu waktu dan penanganan serta alat 

khusus. Menurut  Warsito, 2013  bahwa uji 

berbasis antibodi ini penting guna mendukung 

upaya penanganan wabah KHV pada Ikan 

mas, ikan koi selama ini selalu terlambat dan 

pada kasus infeksi KHV, di lingkungan 

perairan sekitar dan mampu menginfeksi ikan-

ikan lain yang peka. (Warsito dkk, 2013). 

Ditambahkan lagi oleh Lestari dkk, 2014 

bahwa perlu  adanya pengembangan teknik 

pemeriksaan yang cepat, tepat dan akurat 

dengan mengembangkan uji 

immunofluorescence dan 

immunocytochemistry / imunositokimia pada 

preparat apus darah dan organ insang sebagai 

salah satu pemeriksaan awal KHV. 

 
2. METODE  PENELITIAN 

 
Pelaksanaan penelitian ini dilakukan 

pada bulan Nopember 2015 sampai bulan 

Maret 2016 di Laboratorium Imunologi Balai 

Karantina Ikan Pengendalian Mutu dan 

Keamanan Hasil Perikanan Kelas I Surabaya I.  

Bahan penelitian yang digunakan 

adalah ikan koi postif KHV berdasarkan 

pemeriksaan uji PCR  yang diambil dari 

berbagai wilayah di sekitar Jawa Timur. Ikan 

koi diambil dari ikan yang diduga terinfeksi 

KHV dengan beberapa tanda klinisnya antara 

lain berupa insang geripis, erosi atau borok 

pada kulit, gerakan tak terkontrol, kulit 

melepuh atau kadang disertai pendarahan pada 

sirip ataupun pada ikan koi yang tidak 

menunjukkan tanda-tanda gejala klinis atau 

bersifat carrier. 

Bahan untuk uji PCR adalah DNAzol, 

Alkohol absolut, master mix, ddH2O/ 

Nuclease free water, Agarose 2%, Primer Mix 

KHV  F 292 bp dan R 292 bp, DNA template 

kontrol negatif, DNA template kontrol positif 

KHV, TAE buffer Ethidium bromide, 6x 

Loading dye buffer,  100 bp ladder DNA 

marker.  

Bahan untuk Immunofluorescence 

adalah methanol, larutan buffer saline, normal 

goat serum, 1x PBS, Mouse Anti-Koi 

Herpesvirus (KHV) monoclonal antibody, goat 

anti-mouse Ig G fluorescence conjugate, 

entellan neu utuk proses mounting, aquades 

steril. 

Bahan yang digunakan untuk metode 

Immunocytochemistry ini antara lain methanol, 

larutan buffer saline, 10% hydrogen peroxide 

block, normal goat serum, Mouse anti-Koi 
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Herpesvirus (KHV) monoclonal antibody, goat 

anti-mouse IgG biotin conjugate, streptavidin 

horseradish peroxidase, substrat-chomogen 

solution, counter stain (Mayer’s hematoxylin, 

serta Entellan neu untuk proses mounting. 

 Peralatan yang digunakan untuk 

pemeliharaan ikan adalah akuarium yang 

digunakan sebagai tempat penampungan 

sementara ikan koi dari berbagai wilayah 

sebelum dilakukan uji PCR.  

Peralatan untuk uji PCR adalah 

micropipet (1-10 µl), (50-200 µl), (200-1000 

µl), sarung tangan, timbangan analitik, 

Thermocycler (Mesin PCR), pellet pastle, hot 

plate, Microtube 200 µl dan 1500 µl, Pipet 

Tips (1-10 µl), (50-200 µl), (200-1000 µl), 

peralatan Elektroforesis dan Power Supply, 

vortex, UV Trans-illuminator, camera 

Polaroid. 

Peralatan untuk uji 

Immunofluorescence adalah coplin jar, cover 

glass, incubator, mikroskop fluorescence dan 

objek glass. Peralatan untuk 

Immunocytochemistry adalah coplin jar, cover 

glass, incubator, lemari es, mikroskop cahaya, 

objek glass, timbangan analitik, dan sarung 

tangan.  

 

Penelitian ini menggunakan metode 

eksperimental uji Immunofluorescence dan 

Immunocytochemistry menggunakan jaringan 

insang ikan koi dan menggunakan whole darah 

(Cyprinus carpio) yang diperoleh dari 

berbagai wilayah di Jawa Timur (Blitar, 

Malang, Kediri). 

Pengujian awal dengan metode PCR  

sebagai uji konfirmasi awal guna mengetahui 

positif KHV yang akan dilanjutkan dengan uji 

immunofluorescence dan 

Immunocytochemistry. 

Teknik pengambilan sampel 

menggunakan simple random sampling yaitu 

mengambil secara acak sampel ikan dari 

berbagai wilayah yang kemudian dilakukan 

pemeriksaan dengan metode PCR guna 

mengetahui positif KHV yang akan 

dilanjutkan dengan uji immunofluorescence 

dan Immunocytochemistry. 

Persiapan Ikan yang Akan Diuji 

 Ikan koi yang digunakan untuk proses 

uji diperoleh dari sentra budidaya ikan Koi di 

berbagai wilayah di Jawa Timur. Ikan koi 

ditampung sementara pada akuarium yang 

telah dibersihkan kemudian di lanjutkan uji 

PCR hingga ketemu positif KHV.  

 

Pengujian PCR 

Isolasi DNA KHV yang selanjutnya 

digunakan untuk uji PCR untuk menentukan 

ikan yang terinfeksi KHV dan selanjutnya 

digunakan dalam uji utama yaitu pemeriksaan 

menggunakan uji immunofluorescence dan 

imunositokimia. Adapun tahapan dalam proses 

pemeriksaan dengan metode PCR adalah yang 

pertama melakukan Ekstraksi Tri Reagent, 

persiapan amplifikasi dan persiapan dalam alat 

Thermal Cycler. 

Ekstraksi TRI Reagent yang dilakukan 

pertama kali yaitu sampel ikan pada organ 

insang sebanyak 50-100 mg dipotong kecil-

kecil/ digerus halus dengan pisau bedah atau 

gunting steril. Untuk menghindari 

kontaminasi, setiap sampel harus diproses 

dengan menggunakan tempat dan alat yang 

berbeda. Selanjutnya sampel tersebut diekstrak 

DNA-nya. 

Pendeteksian DNA KHV dengan 

teknik PCR dilakukan dengan menggunakan 

primer spesifik menurut Gray et al, (2002) 

yang telah dimodifikasi oleh Kurita, et al 

(2009). Primer Sphl-5 (5’GAC ACC ACA 

TCT GCA AGG AG 3’) dan (5’GAC ACA 

TGT TAC AAT GGT CGC 3’) akan 

menghasilkan amplikon seberat 292 bp.  

Persiapan amplifikasi dengan 

menambahkan RTG PCR Bead 1 butir, Primer 

F290 (20 pMol) sebanyak 2 µl dan primer 

R290 (20 pMol) sebanyak 2 µl. Ditambahkan 

template DNA sebanyak 2 µl. Kemudian 

dengan menambahkan Aquades steril 

sebanyak 19 µl. Adapun siklus amplifikasi 

yang digunakan yaitu dengan 1 suklus  pada 

suhu 95
O
C selama 5 menit; 30 siklus pada 

suhu 95
O
C selama 30 detik, 50

O
C selama 30 

detik dan 72
O
C selama 30 detik; serta 1 siklus 

pada suhu 72
O
C selama 30 detik, 72

O
C selama 

7 menit. 

Produk PCR (amplicon) dipisahkan 

dengan elektroforesis gel. Elektroforesis 
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dilakukan pada voltase 120 volt hingga 

indikator warna loading dye buffer bergerak ¾ 

bagian dari panjang gel. Selanjutnya gel 

agarosa dimasukkan ke dalam larutan 

pewarnaan (0.05% ethidium bromida) dalam 

wadah plastik sampai terendam selama 10 

menit. Gel diamati dengan UV 

transilluminator dan dokumentasi. 

Pengujian Immunocytochemistry/ 

Imunositokimia 

 Metode Immunocytochemistry / 

imunositokimia dilakukan dengan 

menggunakan sampel darah untuk apusan 

dengan urutan kerja yaitu dengan mengambil 

darah menggunakan spuit 1cc. Satu tetes darah 

diletakkan diatas objek gelas dan diulas tipis. 

Sediaan hasil olesan darah tipis ini kemudian 

difiksasi kedalam larutan methanol selama 10 

menit.  

Sediaan selanjutnya ditetesi dengan 

normal goat serum dan diinkubasi pada suhu 

kamar selama 30 menit. Sediaan ditetesi 

dengan antibody primer yang berupa anti-

KHV Monoklonal antibody lalu inkubasi pada 

suhu 37 
O
C selama 20 menit. Kemudian 

sediaan dicuci dengan larutan PBS selama 10 

menit, selanjutnya ditiriskan diatas kertas 

tissue. 

Sediaan ditetesi dengan antibody 

sekunder dan ditambah dengan cairan 

biotinylated secondary antibody selama 10 

menit. Sediaan dicuci menggunakan PBS 

selama 10 menit, kemudian ditiriskan diatas 

kertas tissue. Sediaan kemudian diinkubasi 

dengan streptavidin-peroxidase conjugate 

selama 5 menit. Selanjutnya sediaan dicuci 

lagi dengan PBS selama 10 menit, lalu tiriskan 

diatas kertas tissue.Selanjutnya sediaan 

diinkubasi dengan substrat-chromogen pada 

suhu kamar selama 15 menit. Kemudian 

sediaan dicuci dengan aquades selama 10 

menit. Sediaan kemudian dilakukan 

counterstain hematoxylin selama 10 menit. 

Dicuci dengan aquadesh dan mounting 

dengan entellan neu untuk pengamatan di 

bawah mikroskop cahaya. Hasil positif apabila 

dalam sediaan yang telah dilakukan 

pewarnaan menggunakan streptavidin-biotin 

akan terlihat warna coklat 

kemerahan/keemasan. 

 

Pengujian Immunofluorescence 

 Pemeriksaan imunofluorescence 

adalah suatu jenis  pemeriksaan imunologis 

untuk mendeteksi adanya antigen atau mencari 

lokalisasi antigen dalam jaringan atau sel 

specimen dengan pewarnaan florescence. 

Prinsip dasar pemeriksaan KHV pada ikan koi 

adalah dengan membuat preparat ulas dari 

organ insang, hati dan ginjal, yang kemudian 

ditetesi dengan anti-KHV fluorescent dan 

diinkubasi pada suhu 37
0
C selama 30 menit. 

Setelah dilakukan pencucian dengan larutan 

buffer fosfat, selanjutnya dibuat sediaan pada 

objek glass kemudian dilihat dengan 

menggunakan mikroskop fluorescence. 

Apabila dalam ulasan tersebut mengandung 

antibodi yang menyelubungi KHV maka akan 

tampak warna fluoresensi kehijauan. Untuk 

membuat kesimpulan hasil pemeriksaan KHV, 

maka perlu diperhatikan adalah KHV dan 

intensitas fluoresensi. Hasil pemeriksaan 

memberikan penilaian  positif atau negatif 

(Matuscak et al., 1982; Ardana, 1987; Kunin, 

1997). 

Teknik pewarnaan dalam mendeteksi 

protein virus KHV dilakukan berdasarkan 

metode indirect labeling immunofluorescence. 

Sebelumnya dilakukan pengambilan organ 

insang. Kemudian insang digerus dengan pelet 

pastel. Selanjutnya dengan penambahan PBS 

1x sebanyak 500 µl dilakukan sentrifuge 

10.000 rpm selama 5 menit. Pelet yang telah 

diperoleh dari hasil ekstraksi tersebut 

kemudian di smear pada objek glass secara 

merata dan setelah itu di fiksasi dengan 

methanol dengan tujuan membloking 

antigennya. 

Fiksasi dilakukan dalam larutan 

methanol selama 30 menit pada suhu -20 
0
C. 

Berikutnya antigen diikat dengan antibody 

spesifik yang tidak dilabel (unlabeled spesific 

antibody) sebagai antibody primer  (mouse 

anti-KHV monoclonal antibody) dan 

diinkubasi sebagai ikatan antibody pertama. 

Sediaan kemudian diinkubasikan dengan 

antibody sekunder yang berlabel 

(Fluorochrome secondary antibody). Antibodi 

ini mengandung antiboi anti imunoglobulin 
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hewan. Antibodi sekunder ini akan mengikat 

antibodi primer.  

Hasil preparat positif didapatkan 

akibat dari reaksi antigen-antibodi kompleks 

(WHO 1996) yang berwarna hijau 

fluorescence dengan ukuran bervariasi. Hasil 

negatif jika tidak memberikan warna 

fluorescence (Dean et al, 1996).  

 

 

 

Analisa Data 

 Data yang akan didapatkan dianalisa 

dengan menggunakan metode deskriptif 

kualitatif yaitu suatu cara dengan 

menggambarkan atau memaparkan dengan 

kata-kata secara jelas dan terperinci tentang 

sebuah kegiatan yang dilakukan dan 

dibandingkan dengan literature dengan 

menganalisa hasil berdasarkan tingkat ekspresi 

dari ikan uji berdasarkan metode 

Immunofluorescence dan 

Immunocytochemistry. 

 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil pengambilan  ikan yang 

terinfeksi di beberapa wilayah yaitu Blitar, 

Malang dan Kediri didapatkan beberapa ikan 

terinfeksi KHV dengan dibuktikan adanya 

beberapa insang telah mengalami nekrosis dan 

beberapa gejala klinis lainnya dapat dilihat 

pada Tabel 1.  

Tabel 3.1 Pemeriksaan gejala klinis dan 

patologis anatomis pada beberapa 

ikan koi yang diperoleh dari 

beberapa daerah 

 

Ikan koi yang digunakan selama 

penelitian merupakan ikan sehat sebagai 

kontrol negatif setelah melalui konfirmasi 

awal dengan uji PCR dapat dilihat pada 

Gambar 3.1 dan ikan sakit yang menunjukkan 

gejala patologis anatomis sebagai kontrol 

positif dapat dilihat pada Gambar 3.2.  

 

Gambar 3.1 Ikan koi sehat dengan 

kondisi insang berwarna 

merah segar, sisik lengkap, 

mata cembung, digunakan 

sebagai kontrol negatif.            

A Kondisi Ikan sehat dengan 

mata cembung, tidak 

terdapat luka, sisik lengkap.  

B. Insang tampak berwarna 

merah cerah. 

 

No Asal 

Daerah 

Gejala Klinis dan 

patologis anatomis 

1. Blitar Erosi sirip, sisik 

banyak yang 

terlepas, mata 

cekung dan nekrosis 

serta terdapat nodule 

putih pada insang 

2. Malang Erosi sirip ekor, 

kongesti di sirip 

dada, dan nekrosis 

serta terdapat nodule 

putih pada insang 

3. Kediri Kongesti sirip dada 

dan hemoragi area 

punggung  
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Gambar 3.2 Ikan koi terinfeksi KHV 

yang digunakan sebagai 

kontrol positif.    A. mata 

cekung dan adanya infeksi 

sekunder yaitu ulcer daerah 

kepala, nekrosis pada 

lamella insang, B. sisik 

rontok,  

 

 

Pengujian Menggunakan Metode 

Polymerase Chain Reaction 

Ikan koi untuk sampel penelitian 

dilakukan setelah ikan koi dipingsankan 

dengan larutan cengkeh dosis 1-5 cc/10 liter 

air. Satu persatu ikan diuji dengan 

pengambilan organ insang. Insang diletakkan 

didalam tube untuk proses PCR. Prosedur 

Pemeriksaan KHV berdasarkan metode PCR 

dengan beberapa tahapan mulai dari proses 

ekstraksi, amplifikasi hingga elektroforesis 

dapat dilihat pada Lampiran 4. 

Berdasarkan sampel yang diambil dari 

3 kolam masing masing 10 ekor ikan sampel 

yang masih hidup, kemudian dipilih dan 

diambil untuk pemeriksaan PCR.  Hasil 

pemeriksaan KHV berdasarkan metode PCR 

dapat dilihat pada Gambar 5.3.  

 

Gambar 3.3 Elektroforesis gel agarosa dari 

PCR diamplifikasi pada fragmen 292 

bp dari KHV DNA yang diperoleh 

dari insang  koi yang hampir mati. 

Primer yang digunakan untuk 

amplifikasi dipilih sesuai dengan 

OIE. Lane 1: Marker (100 bp DNA).  

Hasilnya, Lane 2 dan 13: kontrol 

positif; Lane 3 dan 12: kontrol 

negatif, Lane 4-8 hasil positif; Lane 

9,10 hasil negatif 

Identifikasi Menggunakan Metode 

Immunofluorescence 

Hasil ekspresi positif virion KHV 

terlihat adanya pendaran  pada daerah selnya. 

Hasil ekspresi negatif virion KHV tidak 

terlihat pendaran dari zat fluorophore. 

 
Gambar 3.4 Identifikasi KHV menggunakan 

monoclonal antibody anti-KHV 

dengan  pewarnaan oleh  zat 

fluorophore. Terlihat pendaran 

pada apusan suspensi organ insang, 

perbesaran 40x, (A) asal Malang. 

(B) asal Blitar. (C)Tidak terlihat 

pendaran pada apusan suspensi 

organ  insang, perbesaran 40x. 

Terlihat pendaran pada apusan 

suspensi organ insang, perbesaran 

100x, (D) sampel asal Malang, (E) 

sampel asal Blitar, (F) sampel asal 

Kediri (Mikroskop ultraviolet merk 

Zeiss). 
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Gambar 3.5 Identifikasi KHV menggunakan 

monoclonal antibody anti-KHV 

dengan pewarnaan menggunakan zat 

fluorophore. A-C: Terlihat pendaran 

pada apusan darah; perbesaran 40x. 

D-F: Terlihat pendaran pada apusan 

darah;  Perbesaran 100x (Mikroskop 

ultraviolet merk Zeiss) 

 

Identifikasi Menggunakan Metode 

Immunocytochemistry/ Imunositokimia 

 

Pengujian dilakukan dengan 

mendeteksi ada atau tidaknya protein KHV 

pada ikan koi dalam darah dan organ insang. 

Berdasarkan hasil pengujian yang telah 

dilakukan menggunakan metode ini, 

ditemukan hasil positif  KHV pada   gerusan 

insang dan whole blood sel. Hasil positif 

pemeriksaan Imunositokimia berwarna coklat 

keemasan dengan inti biru. Sedangkan Hasil 

negatif pemeriksaan Imunositokimia berwarna 

biru.  

 

 
Gambar 3.7 Identifikasi KHV berdasarkan 

PCR positif menggunakan metode 

imunocytochemistry streptavidin 

biotin pada sediaan apus suspensi 

organ insang ikan koi. B,D,E,F: 

Terlihat ekspresi sampel positif 

KHV berwarna coklat keemasan. 

Perbesaran 100x. Mikroskop 

Olympus BX 51. 

 

 
Gambar 3.8 Identifikasi KHVberdasarkan 

PCR positif menggunakan metode 

imunocytochemistry streptavidin 

biotin pada sediaan apus darah ikan 

koi. A dan C: Sampel dengan hasil 

Positif KHV terdapat ekspresi 

berwarna coklat keemasan. D, E dan 

F : Sampel dengan hasil Positif KHV 

terdapat ekspresi berwarna coklat 

keemasan; Perbesaran 100x. B: 

Sampel dengan hasil negatif tidak 

ada ekspresi; perbesaran.  Mikroskop 

Olympus BX 51 

 

 

Hasil pemeriksaan KHV dengan uji 

PCR sebagai konfirmasi awal diperoleh positif 

KHV sebanyak 5 sampel dari jumlah 10 

sampel yang diambil yang selanjutnya 

dilakukan pemeriksaan dengan metode 

Immunofluorescence dan 

Immunocytochemistry asal Blitar dapat dilihat 

pada Tabel 2. 

 

Tabel 3.2 Hasil uji KHV berdasarkan PCR 

positif dengan metode 

Immunofluorescence dan 

Immunocytochemistry asal Blitar, 

Malang dan Kediri 
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Ikan yang memiliki beberapa gejala 

klinis terinfeksi KHV, asal Blitar, Malang dan 

Kediri tersebut dilakukan uji PCR Polymerase 

Chain Reaction (PCR) merupakan suatu 

teknik sintesis dan amplifikasi DNA secara 

invitro yaitu menggunakan mesin yang 

bernama Thermalcycler. Alat ini dengan 

setting suhu dan siklus yang sesuai mampu 

melipat gandakan DNA. Jumlah siklus yang 

digunakan untuk proses PCR KHV adalah 30 

siklus yang mana diharapkan mampu 

memperbanyak DNA secara eksponensial. 

Seperti yang telah dungkapkan oleh Handoyo, 

D et al tahun 2000 bahwa umumnya jumlah 

siklus yang digunakan pada proses PCR 

adalah 30 siklus. Penggunaan jumlah siklus 

lebih dari 30 siklus tidak akan meningkatkan 

jumlah amplicon secara bermakna dan 

memungkinkan peningkatan jumlah produk 

yang non-target. Perlu diingat bahwa di dalam 

proses PCR, effisiensi amplifikasi tidak terjadi 

100 %, hal ini disebabkan oleh target templat 

terlampau banyak, jumlah polimerase DNA 

terbatas dan kemungkinan terjadinya re-

annealing untai target.  

Virus KHV dengan komponen 

utamanya adalah protein yang diselubungi 

oleh kapsid masuk melalui insang sebagai 

pernapasan ikan. KHV akan menempel pada 

sel insang sebagai reseptor spesifik guna 

replikasi virus selanjutnya. Beberapa tahapan 

setelah tahap absorbsi, KHV juga akan 

melakukan tahap penetrasi, sintesis, 

pematangan yang selanjutnya tahap lisis yang 

dapat berlangsung secara cepat. Virus KHV 

dalam hal ini sebagai pathogen dapat 

memasuki aliran darah dan menyebar ke 

bagian lain dari tubuh ikan seperti dapat 

mengendap di ginjal dan tertelan lewat mulut 

masuk melalui sistem pencernaan yang 

akhirnya mengendap dan berkembangbiak di 

usus. Virus akan berenang mengikuti aliran 

darah selama ikan masih hidup dan mengikuti 

system aliran darah yang berfungsi sebagai 

alat transport. Virion dalam darah inilah yang 

diteliti guna melihat keberadaannya sebagai 

bentuk ekspresi melalui kedua metode yang 

ingin dikembangkan sebagai konfirmasi awal 

pemeriksaan sehingga  mampu memberikan 

kontribusi dalam identifikasi virus KHV. 

 

Dari beberapa jenis protein KHV yang 

bersifat antigenik mampu direaksikan 

berdasarkan ikatan antigen-antibodi. Antibodi 

yang digunakan bersifat spesifik dan 

komplemen terhadap antigen yang 

direaksikan. Monoklonal antibody memiliki 

binding site yang akan mengenali antigen 

tertentu dari beberapa jenis protein KHV 

tersebut. Dimana kedua interaksi ini akan 

membentuk suatu ikatan yang kuat ketika 

direaksikan. 

Menurut Warsito, et al. 2013 

mengungkapkan bahwa identifikasi KHV 

berdasarkan isolasi virus dan uji PCR 

mempunyai keterbatasan dalam hal sensitivitas 

sehingga diperlukan  metode pendekatan 

diagnosis yang baru untuk peneguhan 

diagnosis KHV, yaitu uji imunopatologi 

imunositokimia dan imunofluorescence.  

Alasan utama mencoba 

dikembangkannya metode ini adalah karena 

bersifat efektif dari segi waktu dan biaya, 

diakui secara internasional, mudah 

diaplikasikan pada masyarakat dan menurut 

Warsito,et al,2016  bahwa hal ini sangat 

diperlukan  dalam rangka program kontrol dan 

pengendalian , termasuk pencegahan dan 

eradikasi KHV di Indonesia. Denga demikian, 

diharapkan akan mampu mengoptimalisasi 

kualitas dan peningkatan produksi hasil 

perikanan. 

 Sampel uji yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah insang dan whole blood 

sel dari masing masing 10 sampel ikan koi 

yang berasal dari 3 wilayah berdasarkan 

anamnesis pernah mengalami wabah koi 

herpes virus. Meskipun ke tiga tempat tersebut  

pernah mengalami wabah KHV dengan angka 

morbiditas dan mortalitas yang relatif tinggi, 
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tetapi sampai saat ini belum ada laporan belum 

ada wabah lagi didaerah tersebut. 

 Sampel yang didapatkan 

diharapkan mampu memenuhi persyaratan 

dalam uji berbasis imunologis. Sampel uji 

dalam kondisi hidup ketika sampai di 

laboratorium diupayakan sedemikian rupa, 

Dalam hal ini tidak ada sampel yang mati 

diperjalanan karena penambahan oksigen 

secara periodik guna mempertahankan kondisi 

ikan. Hal ini diperkuat dengan  alasan Wirata, 

et al. 2014 bahwa sampel rusak tidak dapat 

dilakukan uji imunokimia karena 

dikhawatirkan berpeluang meningkatkan 

kemungkinan hasil negatif palsu. 

 Suatu pemeriksaan darah sangatlah 

perlu pada keadaan patologis dan kita bisa 

mendapatkan pelengkap pemeriksaan. 

Susunan darah ikan merupakan faktor 

pemeriksaan penting, sehingga perubahan 

gambaran darah banyak digunakan untuk 

menilai status kesehatan ikan (Amrullah, 

2004). Lestari, et al (2014) mengungkapkan 

bahwa darah merupakan salah satu media 

pembawa virus yang dapat menjangkau 

seluruh system organ, seperti saluran 

pencernaan, system pernafasan melalui 

sirkulasi darah. 

Darah sebagai alat transportasi 

hemoglobin komponennya yaitu trombosit dan 

plasma darah sebagai pertahanan pertama dari 

serangan penyakit yang masuk ke dalam tubuh 

(Aria, 2008). Salah satu fungsi darah yaitu 

sebagai media transportasi dalam 

mengangkat/mengeluarkan zat-zat yang tudak 

berguna bagi tubuh untuk dikeluarkan melalui 

ginjal termasuk sumber penyakit, seperti 

bakteri, virus, maupun parasit. 

 Menurut Playfair, et al (2009) 

menyatakan bahwa insang sebagai reseptor 

spesifik KHV. Sedangkan kunci infeksi virus 

KHV bersasal dari replikaasi intra seluler yang 

dapat atau tidak dapat menimbulkan kematian 

sel. Oleh karena itu homogenisasi organ 

insang perlu dilakukan sehingga diperoleh 

antigen dalam bentuk suspense. Suspensi 

organ inilah yang kemudian didiagnosa 

dengan metode imunokimia. 

 

Uji immunofluorescence 

Uji Utama berdasarkan metode 

Immunofluorescence tak langsung sebagai 

pemeriksaan imunologis guna mendeteksi 

adanya antigen atau mencari lokalisasi antigen 

dalam jaringan insang dan dalam sel darah (sel 

specimen yang merupakan sekumpulan dari 

satu bagian atau lebih bahan yang diambil 

langsung dari suatu sistem  dengan pewarnaan 

florescence. Dengan menggunakan metode tak 

langsung, imunofluoresensi menggunakan dua 

antibodi; yang berlabel pertama (primer) 

antibodi khusus mengikat molekul target 

setelah proses fiksas, antibodi sekunder yang 

dikonjugasikan dengan zat fluorophore 

tersebut akan mengikat antibodi primer 

tunggal. Hal ini akan memperkuat pengikatan 

jumlah molekul fluorophore per antigen. . 

Menurut Kresna, 2011 metode 

Immunofluorescence ini memiliki beberapa 

keunggulan antara lain bahwa metode ini 

merupakan metode yang cukup sederhana dan 

cepat untuk dilakukan dengan tingkat 

kepercayaan yang tinggi. Uji ini merupakan 

suatu metode untuk memeriksa adanya 

antibody atau antigen dengan menggunakan 

label fluorosence yang akan berpendar jika 

dilihat dibawah mikroskop ultraviolet.  

 

Uji Imunositokimia 

Pemeriksaan imunopatologi dengan metode 

imunositokimia yang diaplikasikan dalam 

peneguhan diagnosis penyakit KHV ini 

menggunakan teknik streptavidin biotin ini 

dengan alasan streptavidin ini memiliki 

kemampuan mengikat biotin yang sangat kuat 

yaitu memiliki berat molekul sebesar 60.000 

dalton dan terdiri dari 4 subunit yang identik 

dengan setiap sub unit mempunyai satu bagian 

ikatan untuk biotin.(Warsito, et al. 2013). 

Hasil uji imunositokimia positif diamati di 

bawah mikroskop cahaya  dan didasarkan pada 

analisis deskriptif terlihat adanya warna coklat 

keemasan setelah pada saat staining digunakan 

senyawa pembawa warna (kromogen) 

diamino-benzidine (DAB). Hal ini dipertegas 

oleh hasil penelitian Warsito dan Wuryastuti, 

2011 menyatakan bahwa hasil akhir positif 

sediaan berwarna coklat muda sampai coklat 
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tua ataupun berwarna coklat kemerahan/ 

keemasan. 

 

4.KESIMPULAN DAN SARAN 

 

KESIMPULAN 

 

1. Metode Immunofluorescence yang 

diaplikasikan dalam penguatan 

identifikasi KHV dapat mendeteksi 

antigen KHV pada darah dan insang 

ikan  koi (Cyprinus carpio). 

2. Metode Immunocytochemistry yang 

diaplikasikan dalam penguatan 

identifikasi KHV dapat mendeteksi 

antigen KHV pada darah dan insang 

ikan koi (Cyprinus carpio). 

SARAN 
Perlu dikembangkan penelitian lebih 

lanjut tentang sensitifitas dan spesifitasnya 

serta pengujian terhadap suspensi organ lain 

seperti usus dan ginjal sebagai host spesifik 

lainnya menggunakan metode 

Immunofluorescence dan 

Immunocytochemistry. 
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