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Abstract 

 

Koi Herpesvirus (KHV) was formerly known as Cyprinid herpesvirus-3 (CyHV-3) and carp 

nephritis interstitial and necrosis gill virus (CNGV) is a virus that infects common carp and koi (Cyprinus 

carpio and C. carpio koi) in farmed and wild population. KHV cause disease at a temperature of 18-25 °C 

with mortality rate of 80-90 % in fry and adult fish. Currently KHV also detected in tilapia from the 

results of monitoring in the field. The presence of KHV in tilapia can occur as a result of maintenance in 

cages adjacent to the infected carp.  

KHV diagnostic method currently based on case definition and PCR (Polymerase Chain 

Reaction) detection. The basic concept of PCR is one DNA molecule is used to produce two copies, then 

four, then eight and so forth through multiplication by polymerase. PCR results sometimes indicated the 

presence of a faint band caused a low amount of virus, so it is necessary to investigate the presence of 

KHV DNA in tilapia using different doses of infection.  

This study aimed to determine the KHV infectivity in nile tilapia were infected by artificially 

infection and determine dose KHV infection that can infect nile tilapia. The study design used true 

experimental with with the presentation of descriptive data. Dose of viral infection are 1 ID50, 10 ID50, 

100 ID50 and 1000 ID50.  

The results showed that no clinical symptoms of KHV infected in nile tilapia. The results of 

electrophoresis of PCR products showed that the mucus of nile tilapia were infected with a 1000 ID50 

immersion dose showed thin bands. The same results are also shown in the gill of nile tilapia infected by 

gill spray at 1000 ID50 dose. Fish were infected by injection, KHV was not detected in mucus, gill, kidney 

and liver. The results above show nile tilapia cannot be infected by KHV on various treatment. 
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Pendahuluan 

Koi Herpesvirus (KHV) yang juga 

dikenal sebagai Cyprinid herpesvirus-3 (CyHV-

3) atau carp nefritis interstitial and necrosis gill 

virus (CNGV) (Minamoto et al., 2011) 

merupakan virus yang menjadi salah satu 

ancaman yang paling penting untuk ikan mas 

dan ikan koi yang dibudidayakan (Bergmann et 

al., 2010). KHV merupakan patogen ikan yang 

dominan menginfeksi ikan mas dan ikan koi 

(Cyprinus carpio dan C. carpio koi) dan telah 

menyebabkan penyakit dan kematian massal 

populasi spesies ini baik dalam budidaya 

maupun alam liar (Garver et al., 2010). KHV 

menyebabkan penyakit setiap musim semi dan 

musim gugur, pada saat suhu air mencapai 18-

25°C (Lio-Po, 2011) dengan angka kematian di 

kolam yang terinfeksi yaitu 80-90% pada benih 

serta ikan dewasa (Perelberg et al., 2003). Maka 

sejak tahun 2007 KHV masuk untuk daftar 

penyakit yang dilaporkan Organisasi Kesehatan 

Hewan Dunia atau Office International des 

Epizooties (OIE) (Lio-Po, 2011).  

Data hasil pemantauan hama dan 

penyakit ikan karantina (HPIK) yang dilakukan 

Unit Pelaksana Teknis (UPT) karantina di 

Indonesia selama 3 tahun terakhir menunjukkan 

KHV juga terdeteksi pada ikan nila (Rianto, 

2014). Di Indonesia, ikan nila dipelihara dalam 

keramba yang berdekatan dengan keramba ikan 

mas yang terinfeksi alami dengan KHV (Lio-

Po, 2011). Pemeliharaan semacam itu dapat 

menyebabkan virus menyerang ikan nila dan 
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terdeteksi pada saat pengujian di dalam 

laboratorium.  

Metode diagnosis KHV saat ini 

didasarkan pada definisi kasus dan deteksi PCR 

(Polymerase Chain Reaction). Konsep dasar 

PCR yaitu satu molekul DNA digunakan 

memproduksi dua kopi DNA, kemudian empat, 

delapan dan seterusnya melalui penggandaan 

yang dilakukan enzim polimerase. Hasil PCR 

terkadang ditunjukkan adanya band yang samar 

yang diakibatkan jumlah virus yang rendah, 

sehingga perlu dilakukan penelitian untuk 

mengetahui adanya DNA KHV pada ikan nila 

menggunakan dosis infeksi yang berbeda.  

Tujuan penelitian ini yaitu untuk 

mengetahui infeksi KHV pada ikan nila yang 

diinfeksi secara buatan dan mengetahui dosis 

infeksi KHV yang dapat menginfeksi ikan nila. 

 

Materi dan Metode 

Sampel  

Dalam penelitian ini terdapat 3 

perlakuan inokulasi dengan masing-masing 5 

perlakuan dosis yaitu 1 kontrol dan 4 perlakuan 

infeksi virus pada ikan. Jumlah ikan setiap 

perlakuan dosis 5 ekor, sehingga jumlah total 

ikan 65 ekor. Teknik pengambilan sampel 

menggunakan simple random sampling yaitu 

teknik pengambilan sampel yang memberikan 

kesempatan yang sama kepada setiap anggota 

yang ada dalam suatu populasi untuk dijadikan 

sampel (Siregar, 2011). 

 

Pengambilan Filtrat Virus 

Isolasi virus dilakukan dengan 

mengambil organ dari ikan yang terinfeksi yang 

sebelumnya dilakukan pengujian menggunakan 

PCR dengan membaca pita DNA yang positif 

pada 290 bp. Isolasi virus dilakukan dengan 

mengambil bagian insang, ginjal, limpa dan hati 

yang kemudian ditimbang dan ditumbuk 

menjadi pasta halus dalam mortar steril dingin, 

dihomogenisasi sebanyak 9 kali dari berat 

sampel dengan phosphate-buffered saline (PBS) 

tanpa magnesium dan kalsium. Setelah itu organ 

dihomogenkan dengan mixer. Organ yang telah 

dihomogenkan kemudian disentrifugasi pada 

2500 rpm selama 10 menit pada suhu 4°C, dan 

supernatan disaring melalui membran filter 0,45 

µm (Lio-Po et. al., 2009). Hasil penyaringan 

kemudian diencerkan dengan kelipatan 10 

hingga 10
-6

.  

 

Penyuntikan pada Ikan Koi 

Hasil pengenceran selanjutnya 

disuntikkan ke ikan sebanyak 200 µl secara 

intraperitoneal (Sunarto et. al., 2005
b
). Ikan 

yang telah disuntik dipelihara selama 14 hari 

pada suhu 23-25°C dan diamati setiap dua kali 

sehari untuk tanda-tanda klinis penyakit dan 

mortalitas. Ikan diberi makan sekali sehari 

dengan pakan komersial sebanyak 1% berat 

badan setiap hari (El-Matbouli and Soliman, 

2011).  

 

Penentuan Titer Virus 

Ikan yang telah disuntik selanjutnya 

dihitung mortalitasnya dan dimasukkan ke 

dalam rumus Reed-Muench (Lennette, 1969) : 

 
(% kematian pada pengenceran di atas 50%) – (50%) 

PD =                  

(% kematian pada pengenceran di atas 50%) – (% 

kematian pada pengenceran di bawah 50%)  

 

Keterangan:  

PD: Proportionate Distance atau selang proporsi 

Kemudian dilakukan penghitungan untuk 

mengetahui nilai ID50 yaitu konsentrasi dimana 

ikan terinfeksi sebanyak 50% dari populasi pada 

batas waktu tertentu. Selanjutnya menetukan 

dosis dari titer virus dengan cara pengenceran: 

1 ID50 : stok virus diencerkan 5000x 

10 ID50 : stok virus diencerkan 500x 

100 ID50 : stok virus diencerkan 50x 

1000 ID50 : stok virus diencerkan 5x 

 

Inokulasi KHV pada Ikan Nila 

Inokulasi virus pada ikan nila 

dilakukan melalui perendaman, penyuntikan 

dan semprot insang menggunakan dosis dari 

ID50 yang berbeda sebanyak 1 ID50, 10 ID50, 100 

ID50 dan 1000 ID50/ml serta penyuntikan 

menggunakan PBS tanpa virus sebagai kontrol. 

Perendaman dilakukan dengan merendam ikan 

dalam 2 liter air yang telah diberi isolat virus 

selama 2 jam. Suhu selama perendaman 

dipertahankan pada 22-24°C. Setelah itu ikan 

dipindah ke dalam akuarium pemeliharaan dan 

dipelihara selama 8 hari. Penyuntikan dilakukan 

dengan menyuntik isolate virus ke ikan secara 

intraperitoneal sebanyak 0,2 ml/ ikan. Semprot 

insang dilakukan dengan menyemprot insang 

ikan dengan isolat virus sebanyak 0,1 ml/ ikan. 

Selanjutnya dilakukan pengujian menggunakan 

metode PCR pada organ insang, ginjal, hati dan 

lendir pada tiap perlakuan ikan nila untuk 

mengetahui adanya DNA KHV pada ikan nila.  

 

Pengujian menggunakan Metode PCR 

Prosedur pelaksanaan PCR untuk KHV 

dilakukan menurut SNI: 2009 diawali ekstraksi 

DNA yaitu mengambil organ sebanyak 25 mg- 

50 mg dan ditambahkan 1000 µl larutan 

DNAzol, kemudian hancurkan menggunakan 

pellet pestle dan sentrifugasi 11.000 rpm (r=7 

cm) selama 10 menit. Supernatan sebanyak 500 
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µl – 700 µl dipindahkan ke dalam mikrotube 

baru dan ditambahkan 100% alkohol 500 µl dan 

dicampurkan dengan cara dibolak-balik. 

Supernatan disimpan pada suhu 25-30°C selama 

1-3 menit kemudian disentrifugasi 7.000 rpm 

(r= 7 cm) selama 1-2 menit.  

Supernatan selanjutnya dibuang, 

kemudian pellet dicuci sebanyak 2 kali dengan 

menambahkan 800-1000µl alkohol 75%, 

dicampur dengan cara membolak-balikkan 

sebanyak 6 kali dan didiamkan beberapa saat 

hingga DNA terkumpul di dasar mikrotube. 

Setelah itu alcohol dibuang dengan 

menggunakan pipet (atau dengan mensetrifugasi 

pada 7.000 rpm (r=7 cm) selama 1-2 menit 

kemudian buang alkohol) kemudian dikeringkan 

selama 5-15 detik. DNA dilarutkan segera 

setelah supernatan dibuang dengan 

menambahkan 200-300 µl campuran 8 mM 

NaOH (untuk 50 µl 8 mM NaOH ditambahkan 

1,6 µl 0,1-1 mM HEPES) atau ddH2O.  

Tahap amplifikasi dimulai dengan 

menentukan komposisi pereaksi hingga 25 µl 

yaitu HotStarTaq_ Master Mix (QIAGEN) 

sebanyak 12,5 µl, Primer F290 (20 ρMol) 

sebanyak 0,5 µl, Primer R290 (20 ρMol) 

sebanyak 0,5 µl, template DNA sebanyak 2 µl, 

dan DNase-free water sebanyak 9,5 µl. Setelah 

itu dilakukan pengaturan suhu dan siklus 

thermocycler, yaitu tahap pre-denaturation 

(94°C) selama 30 detik sebanyak 1 siklus, tahap 

denaturation (94°C) selama 30 detik sebanyak 

40 siklus, tahap annealing (63°C) selama 30 

detik sebanyak 40 siklus, tahap extension 

(72°C) selama 30 detik sebanyak 40 siklus, dan 

tahap final elongation (72°C) selama 10 menit 

sebanyak 1 siklus. Produk hasil amplifikasi 

selanjutnya dianalisis dengan elektroforesis 

pada gel agarosa 1% setelah sebelumnya diberi 

pewarnaan dengan 0,05% ethidium bromide.  

 

Hasil dan Pembahasan 

Ikan nila tidak menunjukkan gejala 

klinis pada perlakuan perendaman, penyuntikan 

maupun semprot insang dengan dosis 1 ID50, 10 

ID50, 100 ID50 dan 1000 ID50. Ikan nila dari tiap 

perlakuan dosis selanjutnya dilakukan 

pemeriksaan menggunakan PCR untuk 

mengetahui adanya DNA KHV. Hasil 

elektroforesis produk PCR dapat dilihat pada 

Gambar 1, 2, 3 dan 4.  

 
 

 
 

Gambar 1.  Hasil elektroforesis sampel insang dan lendir ikan nila pada perlakuan perendaman. 

Keterangan: (A) M- marker 100 bp, 1- kontrol positif, 2- kontrol negatif, 3- lendir ikan 

kontrol, 4- insang ikan kontrol, 5- lendir ikan dosis 1000 ID50, 6- lendir ikan dosis 100 

ID50, 7- lendir ikan dosis 10 ID50, 8- lendir ikan dosis 1 ID50. (B) M- marker 100 bp, 1- 

kontrol positif, 2- kontrol negatif, 3- insang ikan dosis 1000 ID50, 4- insang ikan dosis 

100 ID50, 5- lendir ikan dosis 1000 ID50, 6- insang ikan dosis 10 ID50, 7- insang ikan dosis 

1 ID50. 
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Gambar 2.  Hasil elektroforesis sampel insang dan lendir ikan nila pada perlakuan semprot insang. 

Keterangan: M- marker 100 bp, 1- kontrol positif, 2- kontrol negatif, 3- insang ikan dosis 

1 ID50, 4- insang ikan dosis 10 ID50, 5- insang ikan dosis 100 ID50, 6- insang ikan dosis 

1000 ID50, 7- lendir ikan dosis 1 ID50, 8- lendir ikan dosis 10 ID50, 9- lendir ikan dosis 

100 ID50, 10- lendir ikan dosis 1000 ID50, 11- kontrol positif.  

 

 

 
Gambar 3.  Hasil elektroforesis sampel insang dan lendir ikan nila pada perlakuan penyuntikan. 

Keterangan: M- marker 100 bp, 1- kontrol positif, 2- kontrol negatif, 3- insang ikan dosis 

1 ID50, 4- insang ikan dosis 10 ID50, 5- insang ikan dosis 100 ID50, 6- insang ikan dosis 

1000 ID50, 7- lendir ikan dosis 1 ID50, 8- lendir ikan dosis 10 ID50, 9- lendir ikan dosis 

100 ID50, 10- lendir ikan dosis 1000 ID50. 
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KHV tidak hanya menyerang ikan mas 

dan ikan koi, tetapi juga ikan air tawar lain 

seperti ikan nila. Akan tetapi gejala klinis ikan 

yang terserang tidak nampak seperti ikan mas 

dan ikan koi. Hal itu bisa dilihat dari hasil 

penelitian ini yang menggunakan berbagai dosis 

yang berbeda. Tidak adanya gejala klinis pada 

ikan nila disebabkan virus ini memiliki kisaran 

inang yang sangat sempit (Perelberg et al., 

2003). Walaupun ikan nila tidak menunjukkan 

gejala klinis, akan tetapi hasil PCR pada sampel 

lendir yang diberi dosis perendaman 1000 ID50 

dan sampel insang yang diberi dosis semprot 

insang 1000 ID50 menunjukkan adanya pita/ 

band yang samar/ tipis yang terletak sejajar 

dengan kontrol positif. Hasil ini sama dengan 

pemantauan KHV pada ikan nila di Tuban 

dimana secara eksternal ikan nila yang terserang 

KHV tidak menunjukkan gejala klinis, akan 

tetapi pada pemeriksaan laboratorium terdapat 

pita/ band yang sejajar dengan kontrol positif 

(Suprapto dan Yulia, 2012).  

Hasil PCR tipis/ samar juga 

menunjukkan adanya infeksi laten dari virus. 

Salah satu karakteristik unik dari semua virus 

herpes adalah kemampuan untuk membentuk 

infeksi laten, yang dapat diaktifkan dalam 

berbagai kondisi stress (Xu et. al., 2013). 

Latensi virus disebabkan banyak virus herpes 

menyandikan gen yang dapat memodulasi 

respon imun inang dan menghindari pertahanan 

kekebalan inang. Dua gen supresor kekebalan 

tubuh ikan, TNFR dan IL-10, dapat dikodekan 

oleh genom KHV. Hal ini menunjukkan bahwa 

gen modulasi kekebalan disimpan dan dapat 

memainkan peran penting dalam kemampuan 

virus untuk menghindari sistem kekebalan 

tubuh inang (Xu et al., 2013).  

Hasil PCR pada sampel insang, ginjal 

dan hati pada berbagai dosis perlakuan 

perendaman tidak menunjukkan adanya KHV. 

Hal ini menunjukkan bahwa virus tidak 

menginfeksi ikan nila walaupun pada ikan koi 

dan ikan mas KHV dapat masuk melalui kulit 

ikan. Seperti pendapat Costes et al. (2009) 

bahwa di samping virus masuk, kulit bisa 

menjadi jaringan target untuk virus. Hasil 

penelitian Adamek et al. (2013) bersama-sama 

dengan hasil sebelumnya Costes et al. (2009), 

menunjukkan bahwa replikasi KHV pada kulit 

akan memudahkan infeksi ke individu lain 

melalui rute “kulit ke air ke kulit” atau “kulit ke 

kulit”. KHV menginfeksi pada kulit ikan 

dengan mengurangi gen yang mengkode 

beberapa komponen mukosa penghalang dari 

lapisan lendir seperti mucin 5B, AMP, beta 

defensin 1 dan 2, dan protein- claudin 23 dan 30 

(Adamek et al., 2013).  

Ikan nila yang diberi perlakuan 

semprot pada insang dengan berbagai dosis 

menunjukkan hasil yang sama yaitu tidak 

terdeteksinya KHV pada lendir, ginjal dan hati. 

KHV yang menyerang ikan koi dan ikan mas 

umumnya menginfeksi bagian insang. 

Kemungkinan bahwa virus bereplikasi pada 

insang yang sakit dan kemudian masuk ke 

dalam air adalah sesuai dengan penyebaran 

cepat dan efisien penyakit menular ini. Hal ini 

analog dengan virus pernapasan pada mamalia 

yang menginfeksi epitel pernapasan, bereplikasi 

di sana, dan menyebar melalui tetesan udara dan 

aerosol. Hal ini mungkin juga menjadi cara 

 
 

Gambar 4.  Hasil elektroforesis sampel ginjal dan hati ikan nila. Keterangan: (A) M- marker 100 bp, 

1- kontrol positif, 2- kontrol negatif, 3- ginjal ikan kontrol, 4- hati ikan kontrol, 5- ginjal 

ikan dosis 1000 ID50, 6- ginjal ikan dosis 100 ID50, 7- ginjal ikan dosis 10 ID50, 8- ginjal 

ikan dosis 1 ID50, 9- kontrol negatif, 10- hati ikan dosis 1000 ID50. (B) M- marker, 1- 

kontrol positif, 2- kontrol negatif, 3- hati ikan dosis 100 ID50, 4- hati ikan dosis 10 ID50, 5- 

hati ikan dosis 1 ID50. 
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yang paling umum penyebaran virus akuatik 

(Pikarsky et al., 2004).  

Ikan nila yang diberi perlakuan 

penyuntikan intraperitoneal, DNA KHV tidak 

terdeteksi pada lendir, insang, ginjal dan hati 

pada berbagai dosis penyuntikan (1 ID50- 1000 

ID50). Hal ini sesuai dengan penelitian yang 

dilakukan Rahmawati (2010) pada pemeriksaan 

ikan nila menggunakan metode PCR yang diberi 

perlakuan penyuntikan dengan KHV juga 

menunjukkan hasil yang negatif.  

Pada penelitian ini dimana 

menggunakan ikan nila sebagai subjek 

penelitian menunjukkan ikan tidak terinfeksi 

KHV dan tidak menunjukkan gejala klinis. Hal 

ini disebabkan ikan nila merupakan spesies 

yang mampu untuk mentolerir berbagai kondisi 

lingkungan (Grammer et al., 2012). Ikan tetap 

dapat hidup pada suhu permisif KHV (18-25°C) 

dimana virus dapat menginfeksi ikan mas dan 

ikan koi dikarenakan batas bawah suhu 

mematikan bagi ikan nila yaitu 11-12°C (FAO, 

2012).  

 

Kesimpulan 

Kesimpulan yang didapat dari 

penelitian ini yaitu ikan nila (Oreochromis 

niloticus) tidak dapat terinfeksi oleh KHV. Hal 

ini ditunjukkan dengan tidak terdeteksinya 

KHV pada lendir, insang, ginjal dan hati 

melalui metode PCR dengan panjang amplikon 

290 bp pada berbagai perlakuan. Ikan nila juga 

tidak menunjukkan gejala klinis terinfeksi 

KHV. Pada perlakuan perendaman, KHV tidak 

terdeteksi pada lendir, insang, ginjal dan hati 

ikan nila (Oreochromis niloticus) dengan dosis 

1000 ID50, 100 ID50, 10 ID50 dan 1 ID50. Begitu 

pula dengan perlakuan semprot insang dan 

penyuntikan intraperitoneal. Hasil penelitian 

menggunakan PCR konvensional menunjukkan 

KHV tidak terdeteksi pada lendir, insang, ginjal 

dan hati pada berbagai dosis perlakuan. Sebagai 

tambahan, dapat dicoba dengan jenis PCR lain 

seperti nested PCR maupun Real-Time PCR, 

atau dapat menggunakan metode lain untuk 

lebih memberikan hasil yang lebih optimal. 
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