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Abstract

The research was conducted to find out the prevalence of toxoplasmosis in sheeps which were slaughtered 
in Ngampilan Slaughterhouse Yogyakarta using card agglutination test (CATT) method. Blood samples were 
collected from 50 sheeps. The blood samples were then centrifuged at 5000 rpm for 5 minutes in 4°C in order to 
obtain the sera of the sheeps. After that, each serum in the amounts of 10 µl was tested using CATT method. The 
positive CATT test resulted in the green background with red aggregate in the middle, whereas the negative 
CATT test resulted in the uniform brown discoloration. In conclusion, about 72% of sheeps slaughtered in 
Ngampilan Slaughterhouse Yogyakarta was positively infected toxoplasma. Toxoplasmosis prevalences for 
ewes, rams, sheeps and lambs are 79 %, 59 %, 72 % and 67 %, respectively. 
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Abstrak

Telah dilakukan penelitian tentang prevalensi toksoplasmosis pada domba yang dipotong di Rumah Potong 
Hewan  (RPH) Ngampilan Yogyakarta dengan metode card agglutination test (CATT). Penelitian ini bertujuan 
untuk mengetahui sejauh mana kejadian toksoplasmosis pada domba yang dipotong di RPH di Kotamadya 
Yogyakarta. Sebanyak 50 ekor domba diambil darahnya kemudian disentrifuse dengan kecepatan 5000 rpm 
selama 5 menit dengan suhu 4°C. Selanjutnya, serum diambil 10 µl dan di uji dengan metode CATT. Hasil  
positif  dari tes CATT ditunjukkan dengan warna merah ditepi lingkaran dengan latar belakang hijau beragregat 
merah, sedangkan hasil negatif ditunjukkan dengan warna coklat merata dalam lingkaran. Dari penelitian ini, 
diperoleh hasil, bahwa prevalensi toksoplasmosis pada domba yang dipotong di RPH Ngampilan Yogyakarta 
adalah 72 %. Prevalensi toksoplasmosis pada domba betina, domba jantan, domba dewasa dan domba muda 
masing-masing adalah 79 %, 59 %. 72 % dan 67 %.

Kata kunci : toksoplasmosis, CATT, domba, rumah potong hewan, prevalensi
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Pendahuluan

Toksoplasmosis adalah penyakit parasiter yang 

disebabkan oleh protozoa, Toxoplasma gondii. 

Infeksi T. gondii  ada di seluruh dunia (Kijlstra and 

Jongert, 2008) dan merupakan salah satu dari sekian 

banyak penyakit zoonosis, yaitu penyakit yang 

secara alami dapat menular dari hewan ke manusia. 

Gejala klinis penyakit ini tidak tampak, namun telah 

banyak menimbulkan kerugian bagi manusia 

maupun hewan yang terkena infeksinya. Di bidang 

Kedokteran misalnya, kekhawatiran terhadap 

adanya infeksi toksoplasmosis selalu menghantui 

kaum wanita, terutama ibu yang sedang hamil. 

Infeksi toksoplasmosis terjadi secara kongenital 

dapat menyebabkan kelainan pada bayi, berupa 

pengapuran,  karioret ini t is ,  hidrosefalus,  

mikrosefalus, gangguan psikologis, gangguan 

perkembangan mental pada anak setelah lahir dan 

kejang-kejang (Nurcahyo, 2012).

Pada hewan, toksoplasmosis banyak 

menimbulkan kerugian ekonomi yang tidak kalah 

pentingnya karena dapat menyebabkan abortus, 

kematian dini dan kelainan kongenital. Kerugian 

ekonomi ini belum termasuk beaya pemeliharaan 

yang sangat besar pada suatu usaha peternakan 

rakyat dan skala industri (Nurcahyo, 2012). Selain 

itu, alasan untuk kontrol yang lebih ketat dilakukan 

dengan langkah-langkah untuk mencegah 

toksoplasmosis yang ditekankan pada resiko 

penyebab penyakit untuk menekan kerugian 

ekonomi (Kijlstra and Jongert, 2008).

Toksoplasmosis pada domba dan kambing 

memiliki arti penting. Hal ini mengingat, bahwa 

masyarakat Indonesia yang sangat menggemari jenis 

makanan sate. Dikhawatirkan sate yang dimasak 

kurang matang terutama dibagian tengah 

memungkinkan sista bradizoit masih aktif sehingga 

dapat menginfeksi manusia yang mengkonsumsi. 

Infeksi yang terjadi pada kambing diketahui lebih 

parah jika dibandingkan dengan domba (Dubey, 

1994).

 Penularan toksoplasmosis dari hospes defenitif 

maupun hospes intermediet ke hospes lainnya dapat 

terjadi melalui beberapa cara : 1. Tertelan oosista 

infektif dari kucing, 2. Tertelan sista jaringan atau 

takizoit dalam daging mentah atau dimasak kurang 

sempurna, 3. Tertelannya hospes intermedier yang 

telah menelan oosista, 4. Melalui plasenta, 5. 

Kecelakaan di laboratorium karena kontaminasi 

luka, per oral maupun konjungtiva, 6. Penyuntikan 

merozoit secara tidak sengaja dan 7. Transfusi 

leukosit penderita toxoplasmosis (Levine, 1994).

Toxoplasma gondii terdiri dari tiga bentuk, 

yaitu: oosista, endozoit (takhizoit) dan sistazoit 

(bradizoit). Perkembangan skizogoni dan 

gametogoni terjadi  di dalam sel-sel epitelia usus 

kucing yang kemungkinan akan menghasilkan 

oosista bentuk bulat dengan dinding dari dua lapis 

yang akan keluar bersama feses. Diluar tubuh 

kucing, oosista tersebut akan mengalami sporogoni 

dengan membentuk dua sporosista yang masing-

masing memiliki 4 sporozoit (Neva and Brownm, 

1994). Oosista yang dikeluarkan bersama dengan 

kotoran kucing dalam waktu 1-2 minggu setelah 

infeksi primer terjadi, selanjutnya akan mengalami 

sporulasi kurang lebih 1-5 hari, tergantung pada 

temperatur lingkungan kelembaban dan aerasi. 

Bentuk ini mempunyai resistensi yang lebih tinggi, 

terutama yang sudah bersporulasi karena dinding 

sporosista akan melindungi sprozoit dari kerusakan 

kimiawi seperti asam, larutan dan komponen 
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oksidan lain (misalnya sodium hipoklorit) (Dubey, 

2004). Secara umum kucing dapat menghasilkan 

360 juta oosista dalam satu hari dan oosista tersebut 

akan terus diproduksi dan dikeluarkan selama 4-6 

hari (Subekti et al., 2006). 

Deteksi oosista pada feces, pada umumnya, 

adalah rendah, sangat sulit untuk melihat oosista di 

bawah mikroskop cahaya. Selanjutnya, uji serologis 

dapat mendeteksi antibodi, namun kadar titernya 

tidak berhubungan dengan keparahan penyakit dan 

kadar antibodi yang tinggi dapat bertahan bertahun-

tahun setelah kejadian infeksi pertama. Selanjutnya, 

antibodi IgG belum berkembang sampai dengan dua 

minggu paska infeksi sehingga diagnosis definitif 

toksoplasmosis kucing aktif adalah peningkatan titer 

antibodi IgG empat kali lipat dalam waktu 2-3 

minggu. Akhirnya, deteksi antibodi IgM dapat 

mengindikasikan adanya infeksi aktif, namum 

dalam beberapa kasus, kadar IgM tetap tinggi dalam 

setahun (Lappin, 1994). Menurut Kijlstra and 

Jongert (2008), bahwa penurunan sero-prevalensi 

toxoplasma sebagai catatan di banyak negara 

berkembang selama dekade terakhir telah dikaitkan 

dengan pengenalan sistem pertanian modern 

sehingga lebih rendah prevalensi sista Toxoplasma 

pada daging dalam kombinasi dengan peningkatan 

penggunaan daging beku oleh konsumen.

Adapun tujuan penelitian ini adalah untuk 

mengetahui sejauh mana kejadian toksoplasmosis 

pada domba-domba yang dipotong di Rumah Potong 

Hewan (RPH) di Kotamadya Yogyakarta. 

Berdasarkan hasil penelitian ini, diharapkan dapat 

memberikan gambaran prevalensi toksoplasmosis 

pada ternak domba yang di potong di RPH 

Ngampilan Yogyakarta untuk selanjutnya dapat 

dilakukan langkah-langkah yang tepat dalam 

pencegahan dan pengendalian toksoplasmosis, 

khususnya kejadian zoonosis yang dapat menular ke 

manusia.

Materi dan Metode

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah tabung Eppendorf, spuit 3 cc, termos berisi es, 

pipet, mikro pipet 1µl, 20 µl dan 1000 µl, kapas, 

kartu pembaca uji CATT beserta stick. Bahan 

penelitian ini menggunakan sampel serum darah dari 

50 ekor domba yang dipotong di RPH Ngampilan 

Yogyakarta.

Pengambilan sampel darah dari 50 ekor domba 

yang diambil secara acak dari RPH Ngampilan 

Yogyakarta, diambil sebanyak ± 2 ml darah. Darah 

tersebut diambil pada saat sebelum domba dipotong 

dan kemudian dimasukkan ke dalam tabung 

Eppendorf 2 ml tanpa diberi antikoagulan (EDTA). 

Tabung tersebut  kemudian diberi label sesuai 

dengan urutannya dan dicatat data mengenai 

perkiraan umur dan jenis kelamin. Umur domba 

dibagi menjadi dua, yaitu muda dan dewasa. 

Ditunggu beberapa saat sampai serum dihasilkan, 

selanjutnya  tabung dimasukkan ke dalam termos es 

untuk mencegah kerusakan serum selama dalam 

perjalanan. Pemerikasaan serologis dilakukan 

dengan menggunakan card agglutination test 

(CATT) Pastorex ® produksi Bio-Rad yang masih 

merupakan gold standart untuk pemeriksaan 

serologis toxoplasma pada hewan yang dilakukan di 

Laboratorium Parasitologi, Fakultas Kedokteran 

Hewan Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta.

Pemeriksaan dimulai dengan mengambil 

tabung Eppendorf dari termos berisi es kemudian di 

sentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm pada suhu 
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4°C selama 5 menit, setelah itu diambil 10 µl serum 

kemudian dimasukkan ke dalam tabung Eppendorft 

baru. Untuk uji aglutinasi (CATT), diambil 5 µl 

serum yang diuji diteteskan ke atas kartu aglutinasi. 

Ditambahkan 1 tetes normal saline ditambah 1 tetes 

latex particles suspension, ditambah 1 tetes serum 

yang diuji diteteskan ke bagian atas kartu kemudian 

diaduk dengan menggunakan stick secara melingkar 

hingga tercampur merata, kemudian kartu digoyang-

goyang selama tidak kurang dari 5 menit sambil 

dilihat perubahan warna pada kartu aglutinasi. Hasil 

positif akan menunjukkan warna kehijauan ditepi 

lingkaran dengan agregat merah dibagian tengah, 

sedangkan hasil negatif menunjukkan gambaran 

warna coklat yang merata dalam lingkaran. Kontrol 

positif menggunakan 1 tetes normal saline ditambah 

1 tetes positif kontrol serum ditambahkan 1 tetes 

latex particles suspension, sedangkan kontrol 

negatif dengan meneteskan 1 tetes normal saline 

ditambah dengan 1 tetes negatif serum ditambahkan 

1 tetes latex particles suspension dan kemudian 

diaduk melingkar dan digoyang-goyang dengan 

mengunakan stick.

Hasil dan Pembahasan

Prevalensi toxoplasmosis pada domba yang 

dipotong di Rumah Potong Hewan (RPH) 

Ngampilan Yogyakarta dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil diagnosis terhadap toxoplasmosis pada domba di RPH Ngampilan Yogyakarta.

21 Jantan Dewasa  

22 Betina Muda + 

23 Betina Dewasa + 

24 Jantan Dewasa  

25 Betina Muda + 

Kode Sampel Jenis Kelamin Umur Hasil Uji CATT

01 Jantan Dewasa + 

02 Jantan Dewasa + 

03 Betina Dewasa + 

04 Betina Muda + 

05 Jantan Muda  

06 Betina Dewasa + 

07 Betina Dewasa  

08 Betina Dewasa + 

09 Jantan Dewasa + 

10 Betina Muda + 

11 Betina Dewasa  

12 Jantan Dewasa + 

13 Jantan Muda + 

14 Betina Dewasa + 

15 Betina Muda  

16 Betina Dewasa + 

17 Betina Dewasa  

18 Betina Dewasa + 

19 Jantan Dewasa + 

20 Jantan Dewasa + 
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26 Betina Muda + 

27 Jantan Muda  

28 Betina Dewasa + 

29 Jantan Dewasa + 

30 Jantan Dewasa  

31 Betina Dewasa + 

32 Betina Dewasa + 

33 Betina Muda + 

34 Betina Dewasa + 

35 Betina Dewasa + 

36 Jantan Dewasa  

37 Jantan Muda + 

38 Betina Dewasa  

39 Betina Dewasa + 

40 Betina Dewasa + 

41 Betina Dewasa + 

42 Betina Dewasa + 

43 Jantan Dewasa + 

44 Jantan Dewasa  

45 Betina Dewasa + 

46 Betina Dewasa + 

47 Betina Dewasa + 

48 Betina Dewasa + 

49 Betina Muda  

50 Betina Dewasa

Kode Sampel Jenis Kelamin Umur Hasil Uji CATT

Prevalensi toksoplasmosis pada domba yang 

dipotong di Rumah Potong Hewan (RPH) 

Ngampilan Yogyakarta sebesar 72 % (36/50). 

Prevalensi toksoplasmosis pada domba betina 

sebesar 79 % (26/33) dan domba jantan sebesar 59 % 

(10/17). Prevalensi toksoplasmosis berdasarkan 

umur, yaitu pada domba dewasa sebesar 72 % 

(28/39) dan domba muda sebesar 67 % (8/12). Pada 

penelitian ini yang dimaksud domba dewasa dapat 

berarti dewasa kelamin dan/ atau dewasa tubuh. 

Dewasa kelamin adalah keadaan ternak domba 

sudah memasuki masa birahi yang pertama kali dan 

keadaan sudah siap untuk reproduksi, pada jantan 

dan betina berumur 6-8 bulan, sedangkan dewasa 

tubuh adalah keadaan domba betina yang sudah siap 

mengalami kebuntingan dan kelahiran anak yakni 

umur 10-12 bulan, pada domba jantan sudah siap 

untuk dipakai sebagai pemacek dalam proses kawin 

yakni umur 12 bulan (Nurcahyo, 2004).

Perhitungan prevalensi sangat perlu dilakukan 

untuk memonitor perkembangan penyakit 

toksoplasmosis dan dari hasil penelitian prevalensi 

toksoplasmosis di RPH Ngampilan Yogyakarta 

menunjukkan hasil yang mengkhawatirkan. Hal ini 

mengingat, bahwa dari sampel-sampel yang diambil 

rata-rata menunjukkan sero positif yang tinggi atau ± 

72 %. Banyaknya kucing yang dijumpai di sekitar 

lokasi peternakan domba di beberapa daerah di 

Yogyakarta diduga sebagi pemicu tingginya angka 

prevalensi tersebut (Nurcahyo, 2012).

Meskipun demikian dalam Kijlstra and Jongert, 

(2008) dinyatakan bahwa infeksi yang terjadi 

melalui oosista dari kucing, ternyata kurang 

berperan dalam infeksi toksoplasmosis jika 
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dibanding dengan infeksi yang diperoleh melalui 

daging domba atau babi yang tercemar sista 

toxoplasma. Penularan pada manusia yang paling 

sering terjadi dengan cara mengkonsumsi daging 

mentah atau daging yang dimasak kurang matang, 

terutama daging domba dan babi. Selain itu juga 

sering terjadi akibat makan sayur mentah yang tidak 

dicuci bersih sebelumnya. Kemungkinan sayur 

tercemar oosista Toxoplasma yang berasal dari feses 

kucing. Infeksi lain yang potensial melalui minum 

susu domba atau menghirup udara yang tercemar 

oosista (Frankel, 1990). Penerapan diagnosa 

toksoplasmosis pada domba/kambing dengan 

memanfaatkan protein membrane takizoit melalui 

suntikan intradermal memberikan harapan yang baik 

bagi dunia kesehatan hewan.

Menurut Lappin (1994), bahwa deteksi oosista 

pada feces, pada umumnya,  hasilnya rendah, sangat 

sulit untuk melihat oosista di bawah mikroskop 

cahaya. Selanjutnya, uji serologis dapat mendeteksi 

antibodi, namun kadar titernya tidak berhubungan 

dengan keparahan penyakit dan kadar antibodi yang 

tinggi dapat bertahan bertahun-tahun setelah 

kejadian infeksi pertama. Antibodi IgG belum 

berkembang sampai dengan dua minggu pasca 

infeksi, oleh karena itu diagnosis definitif 

toksoplasmosis kucing aktif adalah dengan 

peningkatan titer antibodi IgG empat kali lipat dalam 

waktu 2-3 minggu. Deteksi antibodi IgM dapat 

mengindikasikan adanya infeksi aktif, namum 

dalam beberapa kasus, kadar IgM tetap tinggi dalam 

setahun. Namun di Indonesia, pemeriksaan serologis 

toxoplasma pada hewan dengan menggunakan card 

agglutination test (CATT), masih merupakan gold 

standart karena pemeriksaan dengan menggunakan 

ELISA atau PCR masih sangat mahal. Pengujian 

mahal tersebut lebih sering digunakan untuk 

pengujian serologis toxoplasma pada manusia.

Terkait dengan hasil seroprevalensi yang tinggi 

pada penelitian ini mengharuskan kita lebih bijak 

mengkonsumsi daging domba. Beberapa cara 

dianjurkan sebagai upaya untuk mencegah infeksi 

toksoplasmosis pada manusia dengan memasak 

daging yang akan dikonsumsi dengan sempurna agar 

sista toxoplasma yang mungkin ada dalam daging 

tersebut mati. Kucing yang dipelihara di rumah 

sebaiknya diberi pakan matang untuk mencegah 

infeksi masuk ke dalam tubuh kucing. Pemeliharaan 

kucing secara bijak dengan mengutamakan 

kebersihan. Begitupun wanita yang bekerja di kebun 

atau didapur yang memiliki resiko kontaminasi 

oosista dari tanah atau dari daging/sayur yang diolah 

harus mencuci tangannya dengan sabun sampai 

bersih sebelum mengerjakan atau memegang yang 

lain, khususnya sebelum makan. Disarankan selalu 

memeriksakan hewan kesayangan, terutama kucing 

pada dokter hewan secara rutin (Nurcahyo, 2012).

 Menurut Kijlstra dan Jongert (2008) bahwa ada 

kebutuhan untuk mengembangkan manajemen 

risiko baru untuk mencegah penularan dari daging ke 

manusia, termasuk pendidikan yang lebih baik pada 

konsumen, pemantauan proses pemotongan, 

manajemen peternakan ditingkatkan, dekontaminasi 

pasca panen atau pengembangan vaksin 

toksoplasmosis terhadap manusia dan bahwa 

pendidikan pada konsumen secara tradisional 

diarahkan untuk ibu hamil dan terbukti sukses. 

Mengingat fakta bahwa studi terbaru menunjukkan 

bahwa beban penyakit toksoplamosis perolehan juga 

tinggi, hendaknya menjadi jelas bahwa informasi 

kesehatan masyarakat mengenai pencegahan 

toksoplasmosis harus diarahkan pada masyarakat 
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luas. Memakan daging terbukti menjadi faktor risiko 

untuk tertular toksoplasmosis.

Hasil uji statistik chi-square menunjukkan, 

bahwa faktor umur dan kelamin pada domba yang di 

uji tidak mempengaruhi secara langsung terhadap 

kejadian toxoplasmosis, hal ini dibuktikan dengan 

hasil chi-square. Pada perhitungan untuk domba 

dewasa dan muda diperoleh angka 0,22, sedangkan 

untuk domba betina dan jantan 2,22. Pada uji ini 

angka yang diperoleh tidak lebih dari 5 sehingga 

dapat disimpulkan bahwa faktor kelamin dan umur 

tidak berpengaruh secara langsung terhadap 

prevalensi toksoplasmosis.

Berdasarkan hasil penelitian ini, dapat 

disimpulkan, bahwa prevalensi toksoplasmosis pada 

domba yang dipotong di RPH Ngapilan Yogyakarta 

dengan metode CATT sebesar 72 %. Prevalensi 

berdasarkan jenis kelamin diperoleh hasil prevalensi 

toksoplasmosis domba betina sebesar 79 % dan pada 

domba jantan 59 %. Prevalensi toksoplasmosis 

berdasarkan umur diperoleh hasil 72 % pada domba 

dewasa dan 67 % pada domba muda. Disarankan 

untuk melakukan uji dengan metode molekuler 

seperti ELISA dan PCR sehingga diketahui tingkat 

keakuratannya. Selain itu, perlu dilakukan pada 

sampel ternak selain domba dan dengan sampel yang 

lebih banyak.

Ucapan Terima Kasih

Ucapan terima kasih kepada Dr. drh. R. Wisnu 

Nurcahyo yang telah membimbing dalam penelitian 

dan Dr. drh. Joko Prastowo, M.Si yang banyak 

memberikan masukan dalam penelitian ini. 

Terimakasih juga disampaikan kepada segenap 

karyawan di Laboratorium Parasitologi Fakultas 

Kedokteran Hewan Universitas Gadjah Mada, yang 

telah memberikan fasilitas selama penelitian.

Daftar Pustaka

Dubey, J.P. (1994) Toxoplasmosis : Zoonosis update. 
J. Am. Vet. Med. Assoc. 20: 1593-1598.

Frankel, J.K. (1990) Toxoplasmosis in human being. 
J. Am. Vet. Med. Assoc. 196: 240-248.

 
Kijlstra, A. andJongert, E. (2008) Control of the risk 

of human toksoplasmosis transmitted by meat. 
Int. J. Parasitol. 38: 1359–1370.

Lappin, M. (1994) Diagnosis of Toksoplasmosis. In : 
nd

Consultations in Feline Medicine 2  Edition. 

W B Saunders Co, Philadelphia, USA.

Levine, N.D. (1994) Buku Pelajaran Parasitologi 

Veteriner. Diterjemahkan oleh Prof. Dr. Gatut 

Ashadi, Gadjah Mada University Press, 

Yogyakarta.

Neva, F.A. and Brown, H.W. (1994) Basic Clinical 
t h

Parasitology .  6  Eds. Prentice Hall 

International Inc. New York. USA.

Nurcahyo, W. (2004) Pemeliharaan kesehatan ternak 

sebagai  upaya dalam meningkatkan 

produktivitas ternak ruminansia kecil. Makalah 

p a d a  Wo r k s h o p  “ S m a l l  r u m i n a n t  

development”, Fakultas Peternakan UGM. 

Yogyakarta.

Nurcahyo, W. (2012) Toksoplasmosis pada Hewan 

dan Manusia. Samudra Biru. Yogyakarta.

Subekti, D.T dan Arrasyid, N.K. (2006). 

Imunopatogenesis Toxoplasma gondii  

berdasarkan perbedaan galur. WARTAZOA 6: 

128-145.

Rika Yuniar Siregar dan Yuswandi



85

JURNAL 
SAIN VETERINER

ISSN : 0126 - 0421

JS  32 (1), Juli 2014V

Studi Imunositokimia Darah dan Suspensi Organ Kerapu Macan 
(Epinephelus fuscoguttatus) yang Diinfeksi Virus Isolat 

Lapang Penyebab Viral Nervous Necrosis 

Immunocytochemical Study  on Blood and Organ Suspension of Tiger Grouper (Epinephelus 
fuscoguttatus) Infected with Field Isolate of Viral Nervous Necrosis

1 1 
Artanti Tri Lestari , Putu Eka Sudaryatma

1 
Laboratorium Uji Balai Karantina Ikan Pengendalian Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan kelas I Denpasar

Email : putuekasudaryatma@yahoo.com

Abstract 

One potential marine cultures that have been developed and started to show the international market is 
grouper. Grouper culture can not be separated from factors that can affect disease and cultivation. One of the 
diseases that has been reported by researchers is viral nervous necrosis (VNN) causing mass mortality in fish, 
especially grouper larvae and juvenile stadia. Laboratory of Balai KIPM kelas l Denpasar develop rapid 
diagnostic techniques, precise and accurate test using immunocytochemistry of blood and organs as one of the 
initial inspection. Tiger grouper sized 150-300 g as much as 50 and acclimatized, then 10 fishes used as controls, 

1.5
40 fishes were injected with inoculum VNN 10  reared without water replacement cycle for ten days. Clinical 
observation and organ sampling performed 12 hours post-infection and consecutive every 12 hours. Blood 
samples and organs were collected for immunocytochemical (streptavidin-biotin) and a confirmatory test using 
RT - PCR using kit IQ -2000 VNN. Immunocytochemistry and RT-PCR showed positive results against VNN 
blood smears and suspensions organs of grouper fish with 24 hours post-infection . Based on the test results, the 
immunocytochemistry test on the blood and organ suspensions can be used as a detection technique VNN which 
is rapid, precise and accurate.

Key words: immunochemical, tiger grouper, blood, organs, VNN.

Abstrak

Salah satu potensi perairan laut yang sudah dikembangkan dan mulai menunjukkan pasar Internasional 

adalah ikan kerapu. Budidaya kerapu macan tidak lepas dari faktor penyakit yang dapat menyerang dan 

menggagalkan hasil budidaya. Salah satu penyakit yang telah dilaporkan oleh peneliti adalah viral nervous 

necrosis (VNN) yang dapat menyebabkan kematian massal pada ikan kerapu, terutama pada stadia larva dan 

juvenile. Laboratorium Balai KIPM kelas I Denpasar mengembangkan teknik diagnosa yang cepat, tepat dan 

akurat dengan menggunakan uji imunositokimia pada preparat apus darah dan organ sebagai salah satu metode 

pemeriksaan awal VNN. Kerapu macan berukuran 150g - 300 g sebanyak 50 ekor diaklimatisasi, sepuluh ekor 
1,5

kerapu sebagai kontrol, 40 ekor diinjeksi dengan inokulum VNN konsentrasi 10  yang dipelihara tanpa siklus 

pergantian air selama sepuluh hari. Pengamatan gejala klinis dan pengambilan sampel organ dilakukan 12 jam 

pasca infeksi dan berturut-turut setiap 12 jam, pengambilan sampel darah dan organ digunakan untuk 

pemeriksaan imunositokimia (streptavidin-biotin) dan uji konfirmasi digunakan pemeriksaan RT-PCR kit IQ-

2000 VNN. Uji imunositokimia dan RT-PCR menunjukkan hasil positif VNN terhadap preparat apus darah dan 

suspensi organ kerapu macan 24 jam pasca infeksi. Berdasarkan hasil uji tersebut, penggunaan uji 

imunositokimia pada preparat apus darah dan suspensi organ dapat digunakan sebagai tehnik deteksi VNN yang 

cepat, tepat dan akurat.

Kata kunci : imunokimia, kerapu macan, darah, organ, VNN.
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Pendahuluan 

Salah satu potensi perairan laut yang sudah 

dikembangkan dan mulai menunjukkan pasar 

Internasional adalah ikan kerapu. Ikan kerapu 

tersebar luas di perairan yang berkarang baik 

daerah tropis maupun subtropis (Antoro 2004). 

Budidaya kerapu macan tidak lepas dari faktor 

penyakit  yang dapat menyerang dan 

menggagalkan hasil budidaya. Salah satu 

penyakit yang telah dilaporkan oleh peneliti 

adalah viral nervous necrosis (VNN) yang dapat 

menyebabkan kematian massal pada ikan 

kerapu terutama pada stadia larva dan juvenil 

(Sunaryanto 2001). Penyakit budidaya dapat 

menyebar melalui banyak perantara seperti air, 

media pembawa penyakit (produk hasil 

perikanan) dan pakan pada budidaya. 

Penyebaran penyakit dapat dicegah dengan 

mendeteksi media pembawa penyakit yang 

dilihat dari gejala klinis dan uji Laboratorium. 

Keberadaan infeksi penyakit dapat dilihat dari 

antigen yang terdapat pada darah atau organ 

target yang dituju.

Virus ini dapat ditularkan melalui air 

dari ikan yang terinfeksi ke ikan yang sehat 

dalam waktu 4 hari kontak. Nodaviruses juga 

dapat  terdeteksi pada ikan tanpa tanda-tanda 

penyakit klinis. Dengan demikian, induk kerapu 

dapat menjadi sumber virus untuk larvanya 

(Roza dkk., 2003). Gejala klinis ikan kerapu 

yang terinfeksi VNN tampak berputar-putar dan 

perilaku berenang horizontal dan inflasi 

gelembung renang. Viral nervous necrosis 

menyerang otak sehingga menyebabkan ikan 

berenang berputar, mengambang di permukaan 

dengan perut menghadap ke atas dan pigmentasi 

yang lebih pekat pada warna ikan. Gambaran 

histopatologis terlihat banyak ruang-ruang 

kosong pada otak, mata dan sumsum tulang 

belakang, hemoragi di hati dan limpa, infiltrasi 

sel radang, terutama mononukleus (Gilda 2009). 

Untuk mencegah penyebaran penyakit 

VNN pada kerapu yang dilalulintaskan, maka 

Balai Karantina Ikan Pengendalian Mutu dan 

Keamanan Hasil Perikanan kelas I Denpasar 

sebagai salah satu pintu keluar masuk komoditas 

ekspor berusaha mencegah penyebaran 

penyakit VNN pada benih kerapu macan. 

Menurut OIE (2006) deteksi VNN yang 

disarankan adalah dengan menggunakan tehnik 

R T - P C R ,  I F A T ,  E L I S A  d a n  

imunohistokimia/imunositokimia. Oleh karena 

itu Laboratorium Uji Balai Karantina Ikan 

Pengendalian Mutu dan Keamanan Hasil 

Perikanan kelas I Denpasar mengembangkan 

teknik diagnosa yang cepat, tepat dan akurat 

dengan menggunakan uji imunositokimia pada 

preparat apus darah dan organ sebagai sebagai 

salah satu metode pemeriksaan awal VNN.

Materi dan Metode 

Bahan yang digunakan dalam uji coba, 

yaitu kerapu macan (Epinephelus fuscoguttatus) 

dengan ukuran berat 150 - 300 g sejumlah 50 

ekor; pakan ikan kerapu. Untuk bahan 

imunokimia digunakan akuades, phospate 

buffer saline (PBS), metanol absolut, 

streptavidin-biotin kit, antibodi poliklonal 

VNN, pewarna hematoksilin dan entelen. Bahan 

pemeriksaan RT -PCR VNN menggunakan kit 

IQ-2000, chloroform, isopronol, alkohol 75% 
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dan 95%, bahan amplifikasi, nuclease free 

water, agarose, TAE buffer, ethidium bromide, 

distilled water, kertas gel doc print. 

Alat yang digunakan adalah bak ikan, 

ember, seser, termometer, refraktometer, sarung 

tangan, masker, papan bedah, mortar, dissecting 

set, glassware, mikropipet, microtube 0,2 dan 

1,5 ml, microtip, spuit ukuran 1-5 ml, object 

glass, cover glass, pipet, analitical balance, hot 

plate, vortex mixer, thermal blok, patsel dan 

glass ware, rak microtube, deep freezer, freezer, 

thermalcycler, elektroforesis dan UV Trans-

illuminator.

Koleksi inokulum isolat lapang 

penyebab VNN yang dimiliki oleh Balai 

Karantina Ikan, Pengendalian Mutu dan 

Keamanan Hasil Perikanan kelas I Denpasar 
2

memiliki konsentrasi 9,25 x 10  µg/ml. 

Konsentrasi  part ikel  VNN kemudian 
1,5

diencerkan menjadi 10  µg/ml dan disuntikkan 

100 ul setiap ikan. Menurut Kokawa et al. 
1,5

(2008), LD  homogen otak mengandung 10  50

LD /100 µl.50

Kerapu macan berat 150-300 g 

diaklimatisasi selama lima hari untuk 

mengetahui status kesehatan kerapu macan. 

Sepuluh ekor kerapu yang digunakan sebagai 

kontrol memiliki hasil negatif VNN dengan uji 

RT-PCR, dan imunokimia. Kemudian,  40 ekor 

kerapu macan di injeksi dengan inokulum VNN 
1,5

sebanyak 100 µl dengan konsentrasi 10  pada 

setiap ikan dengan diawali pengusapan kapas 

beralkohol 70% pada permukaan ikan sebelum 

dan sesudah diinjeksi. Pemeliharaan ikan yang 

diinjeksi inokulum virus penyebab VNN 

dilakukan pada empat bak yang berbeda tanpa 

siklus pergantian air selama sepuluh hari. 

Pengamatan gejala klinis ikan dan pengambilan 

sampel organ dilakukan 12 jam pasca infeksi 

dan berturut-turut setiap 12 jam berikutnya. Ikan 

yang menunjukkan gejala klinis virus penyebab 

VNN  dan atau kondisi sekarat langsung 

dilakukan pengamatan makroskopis dan 

pengambilan sampel darah dan organ (mata, 

otak, hati, jantung, insang, limpa dan ginjal) 

untuk dilakukan pemeriksaan imunositokimia 

dan uji konfirmasi menggunakan pemeriksaa 

RT- PCR. Sampel organ ikan digerus sampai 

halus dengan mortar steril dan dihomogenkan.

Darah dan suspensi organ yang didapat 

dan telah dihomogenkan, selanjutnya di-apus 

tipis pada permukaan object glass dan dibiarkan 

mengering. Sediaan yang sudah mengering 

kemudian difiksasi dengan metanol selama 10 

menit, kemudian dilakukan pewarnaan 

imunositokimia streptavidin biotin dengan 

tahapan seperti yang tercantum pada petunjuk 

cara pewarnaanya pada perangkat diagnosis 

streptavidin biotin. Setelah selesai tahap 

pewarnaan preparat ditetesi dengan bahan 

perekat yang larut air, ditutup dengan cover 

glass dan diamati dibawah mikroskop cahaya. 

Hasil positif preparat darah dan organ setelah 

diwarnai streptavidin biotin apabila ditemukan 

virus VNN berwarna coklat keemasan pada sel 

darah dan atau suspensi organ. Darah dan 

suspensi organ yang dihomogenkan diambil 

masing-masing sebanyak 15 µl untuk dilakukan 

uji konfirmasi sesuai dengan instruksi kit IQ-

2000 pemeriksaan VNN. Analisis hasil 

d i l akukan  seca ra  deskr ip t i f  dengan  

membandingkan hasil pengamatan gejala klinis, 
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pengujian imunositokimia darah dan organ, 

serta uji konfirmasi dengan RT-PCR.

Hasil dan Pembahasan

    K e r a p u  m a c a n  y a n g  d i p e l i h a r a  

menunjukkan perubahan gejala klinis dan warna 

tubuh setelah diinfeksi VNN. Gejala klinis ikan 

j u g a  m e n g a l a m i  p e r u b a h a n  s e l a m a  

pemeliharaan. Perubahan gejala klinis dan lesi 

patologi anatomi dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Pengamatan gejala klinis dan lesi patologis anatomis  ikan pasca injeksi 

Waktu 

(pasca injeksi) 
Gejala klinis Lesi patologi anatomi 

12 jam Berenang normal, gesit, 

menggerombol di dasar bak 

insang geripis, tubuh menggelap. 

24 jam Sudah ada ikan yang berenang 

di permukaan, berenang miring tapi 

masih gesit dan warna tubuh 

menggelap 

Sirip ekor geripis, mulut bawah luka, insang 

pucat, hati merah kuning, perut kembung, limpa 

bengkak. 

36 jam Ada ikan  berenang di permukaan, 

berenang miring tapi masih gesit 

dan warna tubuh menggelap  

Sirip ekor geripis, mulut bawah luka, tubuh 

menggelap, limpa bengkak dan bercak -bercak 

merah, hati menguning. 

 
48 jam Ikan berenang di permukaan, 

berenang vertikal, kurang gesit, 

warna tubuh ada menggelap  

Luka di mulut, merah di sirip dada, sirip ekor 

geripis, limpa bengkak  dan bercak-bercak 

merah, hati menguning. 

57 jam Ikan sekarat, tidak ada refleks dan 

sudah ada ikan mati

Sirip ekor geripis, mulut luka, hati rapuh dan 

kuning, limpa bengkak dan ginjal bengkak.

Gejala klinis kerapu macan yang diinjeksi 

maupun yang tidak diinjeksi VNN pada awal 

pengamatan sampai 12 jam menunjukkan gerakan 

renang yang masih normal dan gesit. Ikan banyak 

menggerombol di dasar bak yang masih 

menunjukkan gejala yang normal karena pada 

umumnya, kerapu menggerombol dan diam di 

dasar bak. Waktu pengamatan 24-36 jam 

kemudian setelah diinjeksi, kerapu macan 

menunjukkan gerakan berenang di permukaan dan 

warna tubuh yang mulai menggelap (Gambar 1),  

dan bila diberi gerak reflek, ikan masih 

memberikan perlawanan yang  gesit. Hati terlihat 

berwarna coklat kekuningan dan limpa 

membengkak (Gambar 2).

Gerakan renang ikan mulai menurun setelah 

48 jam kemudian, ikan banyak berenang di 

permukaan dan berenang vertikal, ini 

menunjukkan bahwa ikan sudah mulai 

kehilangan keseimbangan. Warna ikan menjadi 

menggelap atau pucat menunjukkan bahwa ikan 

mengalami stres. Ikan yang terinfeksi virus 

penyebab VNN akan mengalami perubahan 

gerakan berenang dan warna tubuh yang 

menggelap dan berenang berputar di permukaan 

(Yoshikoshi and Inoue, 1990).
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Gambar 1. Kerapu macan yang berwarna lebih 

gelap.

Gambar 2. Hati berwarna coklat kekuningan dan 

limpa bengkak.

Ikan mulai berenang tidak beraturan dan terjadi 

penurunan gerak reflek, serta ikan mulai sekarat 

setelah 57 jam pengamatan. Banyak ikan yang mati 

setelah 57 jam pengamatan. Infeksi VNN telah 

menyerang seluruh ikan dan menyebabkan kematian 

yang mendadak dan massal. Keadaan ini sesuai 

dengan yang dilaporkan oleh Gilda et al. (2009), 

bahwa kerapu yang diinfeksi VNN akan mati setelah 

50-80 jam pasca inokulasi. Penularan VNN dari ikan 

yang sakit membutuhkan waktu 4 hari pada infeksi 

alami yang dikohabitasi dalam kolam (Nguyen et al., 

1996).

Gejala klinis pada fisik ikan dan organ dalam 

kerapu macan menunjukkan bahwa ikan banyak 

mengalami luka pada mulut dan sirip yang geripis, 

perubahan gerakan renang tampak sangat jelas 

dengan adanya luka di bagian bawah mulut, keadaan 

ini menandakan bahwa ikan mulai kehilangan 

keseimbangan dalam berenang sehingga seringkali 

terlihat menabrakkan diri ke dinding dan/atau dasar 

kolam. Organ hati menunjukkan warna kuning, 

limpa dan ginjal yang membengkak. Perubahan 

jaringan ini mungkin disebabkan oleh infeksi virus 

VNN (Grotmol et al., 1997; Grotmol et al., 1999).

Hasil pengamatan imunositokimia pada apus 

darah kerapu macan yg diinjeksi inokulum VNN dan 

kerapu macan yang tertular VNN dengan kohabitasi 

seperti pada Gambar 3-7.

Gambar 3. Imunositokimia streptavidin biotin pada 

sediaan apus darah kerapu macan kontrol 

(tidak diinjeksi virus penyebab VNN).
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Gambar 6. Imunositokimia streptavidin biotin pada 

sediaan apus suspensi organ kerapu 

macan 24 jam pasca diinfeksi virus 

penyebab VNN. Positif berwarna coklat 

kemerahan.

Gambar 4. Imunositokimia streptavidin biotin pada 

sediaan apus darah kerapu macan 24 jam 

pasca diinfeksi virus penyebab VNN. 

Virus VNN terlihat berwarna coklat 

kemerahan.

Gambar 5. Imunositokimia streptavidin biotin pada 

sediaan apus darah kerapu macan 48 jam 

pasca diinfeksi virus penyebab VNN.  

Virus VNN terlihat berwarna coklat 

kemerahan terdapat pada inti sel dan 

sitoplasma sel darah merah. 

Gambar 7. Imunositokimia streptavidin biotin pada 

sediaan apus suspensi organ kerapu 

macan 48 jam pasca diinfeksi virus 

penyebab VNN. Positif berwarna coklat 

kemerahan.
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Virus penyebab VNN dapat menginfeksi ikan 

melalui tiga cara yaitu: sel epitelium saluran 

pencernaan, akson saraf perifer dan sirkulasi darah 

(Korsnes, 2008). Darah merupakan salah satu media 

pembawa virus yang dapat menjangkau seluruh 

sistem organ, seperti saluran pencernaan, sistem 

pernafasan melalui sirkulasi darah. Virus dapat 

menginfeksi sistem organ melalui saraf perifer ikan 

dan dikeluarkan melalui sel-sel epitelia saluran 

pencernaan. Keluarnya virus VNN dari ikan dapat 

melalui feses, lendir dan insang (Sudaryatma dkk., 

2012b). Uji imunositokimia pada preparat suspensi 

organ menunjukkan hasil positif VNN yang ditandai 

dengan warna coklat keemasan di sekitar sel yang 

berwarna ungu. Hal ini menunjukkan bahwa virus 

VNN telah menyebar ke seluruh organ. Terjadinya 

infeksi virus dipengaruhi oleh daya tahan tubuh, 

tingkat virulensi dan konsentrasi virus di dalam 

tubuh ikan.

Pengujian VNN dengan menggunakan tehnik 

RT-PCR bertujuan untuk konfirmasi hasil uji 

imunositokimia. Hasil uji RT-PCR kerapu macan 

dapat dilihat pada Gambar 8.

Keterangan
 

1. Marker
 

2. Kontrol (+) VNN  

3. Kontrol (- ) VNN  

4. UC 1  

5. UC 2  

6. UC 3  
7. UC 4  

 

8.   UC 5
 

9.   UC 6  

10. UC 7  

11. UC 8  

12. UC 9  

13. UC 10  

843 bp 

 

630 bp 

    1      2      3    4      5     6      7    8      9     10    11  12    13  

Gambar 8. Hasil uji RT-PCR kerapu macan positif VNN

Hasil uji RT-PCR menunjukkan bahwa kerapu 

yang dinjeksi virus penyebab VNN semuanya positif 

VNN. Metode pemeriksaan PCR tidak berpengaruh 

terhadap munculnya virus VNN pada ikan kerapu 

yang diinfeksi virus VNN intra muskuler ataupun 

kohabitasi (Yuasa et al., 2001). Uji imunositokimia 

dan RT-PCR menunjukkan hasil positif VNN 

terhadap apus darah dan suspensi organ kerapu 

macan 24 jam pasca infeksi virus penyebab VNN. 

Berdasarkan hasil uji tersebut, penggunaan uji 

imunositokimia pada preparat apus darah dan 

suspensi organ dapat digunakan sebagai tehnik 

deteksi VNN yang cepat, tepat dan akurat.
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