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ABSTRACT

THE EFFECTIVENESS OF PACIFIC WHITE SHRIMP (Litopenaeus
vannamei) PROTECTION AGAINST WHITE SPOT SYNDROME VIRUS
(WSSV) INFECTION BY SUPPLEMENTATION OF SODIUM ALGINATE
OF Sargassum sp. FROM LAMPUNG WATERS AND COMBINATION
WITH VITAMIN C

By

M. DARMAWAN

White spot syndrome virus (WSSV) is a viral infectious disease that can cause
high mortality in Pacific white shrimp culture. Sodium alginate proven to
stimulate and increase nonspecific immune response in shrimp. This study aims to
evaluate the effectiveness of oral administration of sodium alginate Sargassum sp.
from Lampung waters and in combination with vitamin C to protect Pacific white
shrimp (Litopenaeus vannamei) against white spot syndrome virus (WSSV). The
shrimp (19 g) were reared in 9 containers with a density each of 10
shrimp/container and fed with shrimp feed at 3% of biomass daily. Shrimp were
grouped into three treatments each with triplicate, namely feeding without
alginate supplementation as a control, supplementation with sodium alginate
supplementation of Sargassum sp. with a dose of 1 g/kg of feed + 0.2 g/kg feed of
vitamin C, and supplementation of sodium alginate Sargassum sp. at a dose of 2
g/kg of feed. After 14 days of treatment, shrimp were injected with WSSV filtrat
in PBS (1:1 v/v) for challenge assay. Several parameters were observed included
survival rate (SR), relative percent survival (RPS), mean time to death (MTD),
shrimp behaviour and clinical symptoms, hepatopancreatic histology,
confirmation of WSSV infection by PCR, and water quality. The results showed
that supplementation of sodium alginate Sargassum sp. protected shrimp against
WSSV 14.80 hours longer in survival compared to the control group. However the
supplementation of sodium alginate Sargassum sp. from Lampung waters not yet
to protect shrimp against WSSV after 72 hours infection. There is needed the
LDsy dose of WSSV copy number to ensure the appropriate dose in challenge
assay.

Keywords: Immunoprotection, pacific white shrimp, Sargassum sp., sodium
alginate, WSSV.



ABSTRAK

EFEKTIVITAS PERLINDUNGAN UDANG VANAME (Litopenaeus
vannamei) TERHADAP INFEKSI WHITE SPOT SYNDROME VIRUS
(WSSV) DENGAN SUPLEMENTASI NATRIUM ALGINAT Sargassum sp.
DARI PERAIRAN LAMPUNG DAN KOMBINASI DENGAN VITAMIN C

Oleh

M. DARMAWAN

White spot syndrome virus (WSSV) merupakan salah satu penyakit infeksi virus
yang dapat menyebabkan tingginya mortalitas pada budidaya udang vaname.
Natrium alginat terbukti dapat merangsang dan meningkatkan respon imun
nonspesifik pada udang. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi efektivitas
pemberian natrium alginat Sargassum sp. dari perairan Lampung dan kombinasi
dengan vitamin C sebagai perlindungan terhadap serangan white spot syndrome
virus (WSSV) pada udang vaname (Litopenaeus vannamei). Udang (19 g)
dipelihara dalam 9 kontainer dengan kepadatan masing-masing 10 ekor/kontainer
dan diberi pakan 3% dari bobot biomassa setiap hari. Udang dikelompokkan
menjadi tiga perlakuan dengan masing-masing 3 ulangan yaitu pakan tanpa
suplementasi alginat sebagai kontrol, suplementasi pakan natrium alginat
Sargassum sp. dengan dosis 1 g/kg pakan + vitamin C 0,2 g/kg pakan, dan
suplementasi pakan natrium alginat Sargassum sp. dengan dosis 2 g/kg pakan.
Setelah 14 hari diberi perlakuan, udang diinjeksikan filtrat WSSV dan PBS
dengan perbandingan 1:1 untuk uji tantang. Parameter yang diamati meliputi
kelangsungan hidup, relative percent survival (RPS), mean time to death (MTD),
tingkah laku dan gejala klinis udang, histologi hepatopankreas, identifikasi WSSV
dengan PCR, dan kualitas air. Hasil penelitian menunjukkan bahwa suplementasi
natrium alginat Sargassum sp. melindungi udang terhadap WSSV 14,80 jam lebih
lama dalam kelangsungan hidup dibandingkan dengan kelompok kontrol. Namun
suplementasi natrium alginat Sargassum sp. dari perairan Lampung belum mampu
melindungi udang terhadap WSSV setelah 72 jam terinfeksi. Perlu pengujian
konsentrasi virus (LDsp) sebelum uji tantang untuk menghindari konsentrasi virus
yang terlalu tinggi saat uji tantang.

Kata Kunci: Imunoproteksi, udang vaname, Sargassum sp., natrium alginat,
WSSV.
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DAFTAR ISTILAH

Jenis serum antibodi yang dapat menyebabkan penggum-
palan bakteri atau sel dalam darah.

Jumlah sel hemosit granular yang terdapat pada udang
(%).

Upaya penyesuaian fisiologis atau adaptasi dari suatu or-
ganisme terhadap suatu lingkungan baru yang akan di-
tempatinya.

Polisakarida alam yang umumnya terdapat pada dinding
sel dari semua spesies alga cokelat (Phaeophyta).

Tahap penempelan primer pada rantai tunggal DNA.

Sekelompok polisakarida B-D-glukosa yang terjadi secara
alami di dinding sel sereal, bakteri, dan jamur, dengan si-
fat fisikokimia yang berbeda secara signifikan tergantung
pada sumbernya.

Total jenis serta persentase sel hemosit yang dianalisa dan
dibagi menjadi 3 bagian yaitu hialin, semi granular dan
granular.

Pemisahan rantai DNA templat.

Zat untuk membantu menjaga kestabilan emulsi minyak
dan air.

Proses pemanjangan untai baru DNA dari sampel.

Peningkatan volume organ atau jaringan akibat pembesa-
ran komponen sel

Zat/substansi yang dapat mempengaruhi sistem imun, ba-
ik yang berefek menekan (disebut immunosupresan), me-
ningkatkan respon imun, atau menyebabkan jaringan
menjadi tidak responsif terhadap suatu antigen.



Imunostimulan

Imunostimulasi

Imun Nonspesifik

Inokulum

Kromatofor

Large Granular
Heamocyte Count

Lipoposakarida

Lectin

Nukleus
Oral

Pelisisan

Phenoloxidase

Phosphate Buffer
Saline

Substansi yang dapat menstimulasi sistem imun dengan
cara meningkatkan aktivitas komponen sistem imun
untuk melawan infeksi dan penyakit.

Cara memperbaiki fungsi sistem imun dengan mengguna-
kan bahan yang merangsang sistem tersebut.

Sistem imun bawaan yang secara nonselektif memperta-
hankan tubuh dari benda asing atau antigen apapun jenis-
nya, bahkan meskipun baru pertama kali terpapar.

Bahan padat/cair yang mengandung mikrobia/spora/en-
zim yang ditambahkan kedalam substrat/media
fermentasi

Sel pigmen yang mengandung warna dan terdiri dari 5
kategori warna dasar, yaitu hitam (melanofora), merah
(eritrofora), kuning atau oranye (xantofora), sel kemilau
atau cermin (iridofora) dan putih (leukofora atau guano-
fora).

Jumlah sel hemosit hialin yang terdapat pada udang (%).

Sebuah molekul besar berupa kompleks antara senyawa
lipid dan polisakarida dengan ikatan kovalen, senyawa ini
banyak ditemukan pada lapisan membran sel sebelah luar
bakteri gram negatif dan bersifat endotoksin, yang memi-
cu aktivasi sistem kekebalan

Bagian sistem pertahanan humoral udang yang berfungsi
untuk melakukan pengenalan terhadap benda asing (non
self recognition) yang masuk kedalam tubuh udang.

Inti sel yang menjadi pusat komando pada sel eukariotik.
Segala sesuatu yang berhubungan dengan mulut.

Memisahkan hasil lisisan (dinding sel, dan kloroform)
dari DNA dengan kecepatan tertentu.

Sistem pertahanan utama pada invertebrata yang akhirnya
mengarah pada melanisasi patogen dan jaringan rusak,
proses tersebut tergantung pada aktivasi enzim phenol-
xidase yang dikendalikan oleh sistem aktivasi prophenol-
oxidase (proPO).

Larutan buffer berbasis air yang mengandung disodium
hidrogen fosfat, natrium klorida, kalium klorida, dan ka-
lium dihidrogen fosfat untuk menjaga pH konstan.
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Prophenoloksidase

Obat Sintetik

Suplementasi

Semigranular
Haemocyte Count

Senyawa
Matabolit Primer

Senyawa
Matabolit
Sekunder

Spesific Pathogen
Free

Stabilizing Agent

Total Haemocyte
Count

Thickening Agent

Uji Tantang

Pro-enzim inaktif yang disimpan dan diproduksi oleh he-
mosit (semigranular dan granular), aktivasi proPO men-
jadi PO melibatkan enzim proPO activating system yang
diaktitkan oleh B-glukan, peptidoglikan dan LPS.

Obat modern yang dibuat dari bahan sintetik atau bahan
alam yang diolah secara modern.

Penambahan satu atau lebih nutrisi atau zat gizi ke dalam
produk pangan.

Jumlah sel hemosit semi granular yang terdapat pada
udang (%).

Senyawa yang dihasilkan oleh makhluk hidup dan bersi-
fat essensial bagi proses metabolisme sel tersebut.

Senyawa-senyawa hasil biosintetik turunan dari metabolit
primer yang umumnya diproduksi oleh organisme yang
berguna untuk pertahanan diri dari lingkungan maupun
dari serangan organisme lain.

Istilah yang digunakan untuk hewan laboratorium yang
dijamin bebas dari patogen tertentu.

Bahan kimia yang digunakan untuk mencegah degradasi

Jumlah keseluruhan sel hemosit dalam mm® atau ml yang
diamati menggunakan mikroskop

Bahan yang dapat meningkatkan kekentalan dari suatu
cairan tanpa mengubah sifat-sifat cairan tersebut.

Menguji efektivitas pemberian perlakuan dengan mema-
sukkan secara sengaja patogen yang diinginkan.
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DNA
DO
EDTA
HCI
[HHNV
IMNV
KCl
Na,COs
PCR
pH

PL
TSV
WSSV
YHV

DAFTAR SINGKATAN

: Deoxyribonucleic acid

: Dissolved oxygen

: Ethylenediaminetetraacetic acid
: Hydrochloric acid

: Infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus
: Infectious myonecrosis virus

: Potassium chloride

: Natrium karbonat

: Polymerase chain reaction

: Power of hydrogen

: Post larva

: Taura syndrome virus

: White spot syndrome virus

: Yellow head virus



I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara yang memiliki potensi perikanan dan kelautan yang
cukup besar. Akuakultur menjadi sektor yang menjanjikan untuk meningkatkan
produksi hasil perikanan (Hikmayani et al., 2012). Salah satu komoditas budidaya
perikanan yang menjadi keunggulan tersendiri di Lampung yakni budidaya udang
vaname (Litopenaeus vannamei). Udang vaname merupakan salah satu produk
ekspor perikanan yang memiliki banyak peminat dan juga permintaan. Menurut
Kementerian Kelautan dan Perikanan (2020) produksi udang nasional per tahun
berada pada kisaran 800 ribu ton sementara kebutuhan dunia mencapai 13 sampai
15 juta ton. Tingginya permintaan terhadap udang vaname menyebabkan produksi
dari budidaya harus terus ditingkatkan. Penerapan teknologi budidaya intensif dan
ketersediaan benih spesific pathogen free (SPF) menjadi kunci keberhasilan un-
tuk dapat terus meningkatkan produksi dari budidaya udang vaname (Suwoyo &
Mangampa, 2010). Namun penerapan sistem budidaya intensif tidak selamanya
berdampak baik karena limbah yang dihasilkan memiliki dampak buruk bagi
udang dan lingkungan budidaya.

Salah satu dampak buruk yang ditimbulkan dari penerapan budidaya intensif ada-
lah munculnya penyakit pada udang seperti white spot syndrome virus (WSSV).
Menurut Rahma et al. (2014) pada udang windu (Panaeus monodon) penyakit
WSSV menyebabkan kematian massal dalam waktu singkat antara 6-11 hari pasca
gejala klinis. Salah satu upaya untuk mencegah dan menanggulangi penyakit pada
udang adalah dengan meningkatkan sistem pertahanan tubuh udang menggunakan
imunostimulan (Johny et al., 2005). Imunostimulasi yang umum dilakukan adalah

dengan pemberian komponen mikrobia seperti f-glukan dan lipopolisakarida atau



sel bakteri yang telah dimatikan (Smith et al., 2003). Namun jenis imunostimulan
tersebut memiliki harga yang relatif mahal, sehingga diperlukan alternatif imuno-
stimulan lain untuk penanganan penyakit pada udang tersebut. Salah satu sumber
imunostimulan yang relatif lebih murah dan mudah penerapannya adalah dari alga
coklat. Sargassum sp. merupakan salah satu spesies dari alga coklat tropis yang
dapat tumbuh dengan mudah serta proses panen yang tidak sulit (Muslimin & Sa-
ri, 2017). Alga coklat dapat menjadi sumber senyawa bioaktif baik metabolit pri-
mer atapun sekunder. Kusumaningrum et al. (2007), menyatakan bahwa Sargas-
sum sp. terkandung beberapa senyawa aktif seperti steroid, alkaloid, fenol, dan

triterpenoid yang berfungsi sebagai antibakteri, antivirus, dan antijamur.

Dinding sel pada Sargassum sp. diketahui terdapat suatu substansi yang memiliki
aktivitas immunomodulator yakni alginat. Alginat merupakan jenis polisakarida

yang terdapat dalam dinding sel rumput laut coklat dan memiliki peranan penting
dalam mempertahankan struktur jaringan sel (Rasyid, 2010). Alginat terdapat se-

cara alami di berbagai jenis rumput laut coklat. Polisakarida ini tersusun dari dua

unit monomerik yaitu f-D-mannuronic acid dan juga a-L-guluronic acid (Viswa
nathan & Nallamuthu, 2014). Menurut Toft ef al. (1986), alginat telah banyak di-
manfaatkan sebagai bahan aditif pada industri makanan, farmasi dan obat-obatan
yang berfungsi sebagai pendispersi, pembentuk gel, thickening, stabilizing dan

emulsifying agent.

Pemanfaatan alginat Sargassum sp. pada bidang perikanan sudah cukup umum di-
gunakan untuk meningkatkan respon imun baik pada ikan maupun udang. Peneli-
tian oleh Isnansetyo et al. (2014) mengungkapkan bahwa alginat Sargassum sp.
dari spesies lokal Indonesia mampu meningkatkan ketahanan nonspesifik pada
ikan lele (Clarias batrachus). Pengaplikasian natrium alginat S. siliguosum pada
udang vaname juga terbukti dapat mengaktifkan sel dan respon imun humoral,
serta ekspresi gen terkait kekebalan tubuh (Yudiati et al., 2016). Yeh et al. (2009)
juga menyatakan bahwa sodium alginat komersial dan ekstrak kasar dari Sargas-
sum sp. secara efektif dapat memodulasi sistem imun pada udang penaeid. Peneli-

tian Yudiati et al. (2019) juga melaporkan bahwa penggunaan natrium alginat



S. siliquosum pada udang vaname dapat merangsang dan meningkatkan respon
imun nonspesifik sehingga udang terlindungi dari infeksi WSSV. Peningkatan
respon imum nonspesifik udang vaname juga dapat dilakukan dengan penamba-
han suplemen lainnya seperti vitamin C. Aplikasi vitamin C telah terbukti efektif
meningkatkan respon imun nonspesifik dan tingkat kelulushidupan pada udang
(Lee dan Shiau, 2002; Maharani, 2014; Wu et al., 2016). Meskipun penelitian pe-
manfaatan natrium alginat Sargassum sp. dan vitamin C pada bidang perikanan te-
lah banyak dilakukan, namun masih sangat sedikit sekali informasi mengenai do-
sis efektif dari natrium alginat Sargassum sp. tersebut terutama spesies alga coklat
lokal dari perairan Lampung maupun kombinasi dengan vitamin C yang mampu
mencegah serangan WSSV khususnya pada udang vaname. Oleh karena itu pen-
ting untuk mengkaji potensi natrium alginat dari Sargassum sp. dan vitamin C

sebagai antivirus penyakit WSSV pada udang vaname.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mengevaluasi efektivitas pemberian natrium
alginat Sargassum sp. dari perairan Lampung dan kombinasi dengan vitamin C
sebagai perlindungan terhadap serangan white spot syndrome virus (WSSV) pada

udang vaname (Litopenaeus vannamer).

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini dilakukan yaitu untuk mempelajari tentang aplikasi ca-
ra perlindungan dari serangan white spot syndrome virus (WSSV) pada udang
vaname (Litopenaeus vannamei) dengan natrium alginat Sargassum sp. dari per-

airan Lampung.

1.4 Kerangka Pemikiran

Akuakultur merupakan salah satu upaya meningkatkan produksi perikanan baik
budidaya di air tawar, payau maupun laut. Komoditas budidaya unggulan yang
terus dikembangkan dan ditingkatkan hasil produksinya khususnya di Lampung
yakni udang vaname (Litopenaeus vannamei). Kebutuhan dan permintaan pasar

baik lokal maupun ekspor masih sangat tinggi. Tingginya tingkat konsumsi pada



udang vaname menjadi peluang yang sangat menjanjikan untuk dikembangkan.
Budidaya intensif menjadi salah satu upaya yang perlu dilakukan untuk dapat me-
menuhi kebutuhan konsumen. Namun penerapan sistem budidaya tersebut memi-
liki dampak yang tidak selamanya baik karena dapat menyebabkan munculnya

penyakit pada tambak.

White spot syndrome virus merupakan penyakit yang umum menyerang udang
vaname. Penyakit ini dapat menyebabkan kematian secara cepat pada udang dan
menimbulkan kerugian yang cukup besar bagi para pembudidaya. Pencegahan
penyakit pada budidaya dapat dilakukan dengan penggunaan imunostimulan un-
tuk memicu respon imun nonspesifik pada udang tersebut. Jenis imunostimulan
komersil telah banyak beredar di pasaran namun harga yang relatif mahal dan pe-
nerapan yang cukup sulit menjadi kendala utama di lapangan. Alga coklat Sar-
gassum sp. menjadi salah satu imunostimulan yang relatif murah dan mudah pe-
nerapannya. Penelitian Isnansetyo et al. (2014) mengungkapkan bahwa alginat
Sargassum sp. dari spesies lokal Indonesia mampu meningkatkan ketahanan non-
spesifik pada ikan lele (Clarias batrachus). Selain penambahan natrium alginat
Sargassum sp., vitamin C juga diketahui dapat meningkatkan respon imun non-
spesifik pada udang vaname. Pengaplikasian Sargassum sp. dan vitamin C ini di-
lakukan dengan mencampurkan imunostimulan tersebut pada pakan atau dengan
metode oral. Penggunaan natrium alginat Sargassum sp. dan vitamin C diharap-
kan dapat dijadikan sebagai imunostimulan alternatif yang mampu melindungi
udang vaname dari berbagai serangan panyakit berbahaya seperti white spot syn-
drome virus (WSSV). Kerangka pemikiran dapat dilihat secara singkat sebagai

berikut pada Gambar 1.



Budidaya udang vaname (Litopenaeus vannamei)

A 4

Penyakit WSSV menjadi kendala dalam budidaya

A 4

Aplikasi imunostimulan sebagai pencegahan WSSV
pada udang vaname

A 4

Peningkatan resistensi udang vaname terhadap
serangan WSSV

\ 4

Aplikasi Imunostimulan (natrium alginat Sargassum
sp. dan vitamin C) melalui metode oral

Gambar 1. Kerangka pemikiran penelitian.

1.5 Hipotesis

Hipotesis yang digunakan dalam penelitian ini adalah :

Hyp =0 : Pengaruh penambahan natrium alginat Sargassum sp. dengan konsentrasi
berbeda atau kombinasi dengan vitamin C pada pakan tidak berbeda
nyata terhadap kelangsungan hidup udang vaname (Litopenaeus vanna-

mei) yang diinfeksi dengan white spot syndrome virus (WSSV).
H; # 0 : Minimal ada satu pengaruh perlakuan penambahan natrium alginat Sar-

gassum sp. atau kombinasi dengan vitamin C pada pakan yang berbeda
nyata terhadap kelangsungan hidup udang vaname (Litopenaeus vanna-

mei) yang diinfeksi dengan white spot syndrome virus (WSSV).

Hy =0 : Pengaruh penambahan natrium alginat Sargassum sp. dengan konsentrasi
berbeda atau kombinasi dengan vitamin C pada pakan tidak berbeda
nyata terhadap relative percent survival udang vaname (Litopenaeus
vannamei) yang diinfeksi dengan white spot syndrome virus (WSSV).

H; # 0 : Minimal ada satu pengaruh perlakuan penambahan natrium alginat Sar-

gassum sp. atau kombinasi dengan vitamin C pada pakan yang berbeda



nyata terhadap relative percent survival udang vaname (Litopenaeus

vannamei) yang diinfeksi dengan white spot syndrome virus (WSSV).

Hy =0 : Pengaruh penambahan natrium alginat Sargassum sp. dengan konsentrasi
berbeda atau kombinasi dengan vitamin C pada pakan tidak berbeda
nyata terhadap mean time to death udang vaname (Litopenaeus vanna-
mei) yang diinfeksi dengan white spot syndrome virus (WSSV).

H; # 0 : Minimal ada satu pengaruh perlakuan penambahan natrium alginat Sar-
gassum sp. atau kombinasi dengan vitamin C pada pakan yang berbeda
nyata terhadap mean time to death udang vaname (Litopenaeus vanna-

mei) yang diinfeksi dengan white spot syndrome virus (WSSV).



IL. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Klasifikasi Udang Vaname

Udang vaname termasuk ke dalam ordo Decapoda seperti halnya dengan hewan
krustasea lainnya yakni udang windu, udang galah, lobster dan juga kepiting. Or-
do Decapoda dicirikan memiliki 10 kaki dan carapace yang menutup seluruh ba-
gian kepala. Menurut Haliman & Adijaya (2006), klasifikasi udang vaname (Lito-

penaeus vannamei) meliputi:

Kingdom : Animalia

Sub kingdom : Metazoa

Filum : Artrhopoda

Sub filum : Crustacea

Kelas : Malascostraca
Sub kelas : Eumalacostraca
Super ordo : Eucarida

Ordo : Decapoda

Sub ordo : Dendrobrachiata
Famili : Penaeidae
Genus : Litopenaeus
Species : Litopenaeus vannamei

2.2 Morfologi Udang Vaname (Litopenaeus vannamei)

Udang vaname umumya memiliki tubuh berwarna transparan namun terdapat pula
udang vaname yang tubuhnya berwarna kebiruan karena dominanya kromatofor
biru. Tubuh udang vaname dibagi menjadi dua bagian utama yaitu bagian kepala

(cephalothorax) dan bagian perut (abdomen) (Nadhif, 2016). Bagian kepala udang



menyatu dengan bagian dada yang terdiri dari antenula, antenna, mandibula, dan
dua pasang maxillae. Bagian kepala udang vaname ini juga dilengkapi dengan tiga
pasang maxilliped dan lima pasang kaki berjalan (periopoda) atau kaki sepuluh
(decapoda). Adapun bagian perut (abdomen) terdiri dari enam ruas dimana pada
bagian ini terdapat lima pasang kaki renang dan sepasang uropuds (mirip ekor)
yang membentuk kipas bersama-sama dengan telson. Menurut Elovaraa (2001)
anatomi bagian kepala dan perut udang putih terdiri dari ruas-ruas atau segmen-
segmen, dimana ruas atau segmen tersebut memiliki anggota badan yang mempu-
nyai fungsi masing-masing. Morfologi udang vaname dapat dilihat pada Gambar

2 di bawabh ini.

Gambar 2. Morfologi udang vaname (dokumentasi pribadi).

Wyban dan Sweeney (1991) menyatakan bahwa udang putih termasuk dalam ge-
nus Penaeus yang memiliki ciri khusus yakni adanya gigi pada rostrum bagian
atas dan bagian bawah serta terdapat antenna panjang. Bentuk dan jumlah gigi
pada rostrum digunakan sebagai pembeda dengan udang paneid lainnya. Jumlah

gigi pada rostrum bagian atas yakni dua dan terdapat delapan atau sembilan gigi



pada bagian bawah. Udang vaname betina memiliki ukuran yang dapat mencapai
panjang total 24 cm sedangkan ukuran jantan dapat mencapai 20 cm dengan war-

na tubuh putih berwarna kemerahan, berkulit licin dan halus (Kitani, 1994).

2.3 Habitat Udang Vaname (Litopenaeus vannamei)

Habitat udang vaname berbeda-beda tergantung dari jenis dan persyaratan hidup
dari tingkatan-tingkatan dalam daur hidupnya. Menurut Wyban dan Sweeney
(1991) pada habitat aslinya udang vaname yang telah dewasa atau matang gonad
akan melakukan pemijahan dan bertelur di perairan lepas pantai sampai dengan
kedalaman 70 meter dengan suhu 26-28°C dan salinitas mencapai 35 ppt. Udang
vaname bersifat bentis dan hidup pada permukaan dasar laut. Namun habitat yang
disukai udang adalah dasar laut yang biasanya terdapat campuran lumpur berpasir
(Haliman & Adijaya, 2006). Sifat hidup dari udang putih adalah catadromus atau
dua lingkungan, dimana udang dewasa akan memijah di laut terbuka. Setelah telur
menetas, larva dan yuwana udang putih akan bermigrasi ke daerah pesisir pantai

atau mangrove yang biasa disebut daerah estuarine tempat nursery ground nya.

2.4 Siklus Hidup Udang Vaname (Litopenaeus vanname)

Siklus hidup udang putih dimulai sejak telur mengalami fertilisasi dan lepas dari
tubuh induk udang. Menurut Wyban & Sweeney (1991) telur tersebut akan me-
ngalami berbagai macam tahapan yaitu nauplius, zoea, mysis dan post larva.

1. Nauplius

Stadia ini terbagi atas enam tahapan yang memiliki kisaran waktu selama 46-50
jam. Nauplius memiliki ukuran 0,32-0,58 mm. Sistem pencernaan pada stadia ini
belum sempurna dan untuk memenuhi kebutuhan makanannya larva memiliki
cadangan makanan berupa kuning telur sehingga tidak membutuhkan makanan

dari luar.

2. Zoea
Stadia zoea terbagi atas tiga tahapan yang berlangsung selama 4 hari. Stadia zoea
memiliki ukuran berkisar antara 1,05-3,30 mm. Stadia ini larva telah mengalami

moulting sebanyak 3 kali, yaitu stadia zoea 1, zoea 2, dan zoea 3. Stadia zoea
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sangat peka terhadap perubahan lingkungan terutama kadar kadar garam dan suhu

air. Stadia ini larva mulai membutuhkan makanan berupa fitoplankton.

3. Mysis

Stadia mysis terbagi atas tiga tahapan yang lama waktunya berkisar antara 4-5 ha-
ri. Bentuk benur stadia ini menyerupai bentuk udang yang dicirikan dengan terli-
hatnya ekor kipas (uropoda) dan ekor (telson). Mysis bersifat planktonis dan ber-
gerak mundur dengan cara membengkokkan badannya. Benur pada stadia mysis

mulai menggemari pakan berupa zooplankton, misalnya Artemia sp.

4. Post Larva

Benur udang vaname yang telah mamasuki stadia ini sudah tampak seperti udang
dewasa. Stadia post larva ditandai dengan tumbuhnya pleopoda yang berambut
(setae) untuk renang. Benur pada stadia ini akan bersifat bentik atau organisme
penghuni dasar yang telah aktif bergerak lurus ke depan. Siklus hidup udang dapat
dilihat pada Gambar 3 berikut.
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Gambar 3. Siklus hidup udang vaname (Wyban dan Sweeney, 1991).
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2.5 Sistem Pertahanan Tubuh Udang

Sistem pertahanan tubuh pada paneid berbeda dengan hewan darat ataupun pada
manusia, dimana hewan ini tidak memiliki antibodi spesifik atau komplemen. Se-
lain itu sistem pertahanan tubuh pada udang juga masih tergolong primitif dan ti-
dak memiliki sel memori, sehingga tidak terdapat immunoglobulin yang berperan
dalam mekanisme kekebalan tubuh (Mahasri, 2007). Namun udang memiliki su-
atu sistem imun bawaan nonspesifik yang secara efektif mampu mendeteksi dan
mengeliminasi serta menghancurkan materi-materi asing termasuk mikroorganis-
me berbahaya (Jiravanichpaisal et al., 2006). Menurut Roitt ez al. (1998), sistem
pertahanan tubuh pada hewan invertebrata seperti udang melibatkan sel hemosit
yang berperan dalam proses fagositosis, pelepasan prophenoloksidase, koagulasi,
sintesis o, macroglobulin, aglutinin dan antibacterial peptide serta haemogram,
yang meliputi total haemocyte count (THC) dan differential haemocyte count
(DHC) yang terdiri dari large granular haemocyte (LGH), semigranular hae-
mocyte (SGH) dan agranular haemocyte count (AHC).

Secara umum udang memiliki 2 sistem pertahanan tubuh yakni sistem pertahanan
seluler dan sistem pertahanan humoral. Sistem pertahanan tubuh seluler meliputi
fagosit sel-sel hemosit, nodulasi dan encapsulasi. Adapun sistem pertahanan tubuh
humoral mencakup phenoloksidase (PO), prophenol-oksidase (proPO), lectin dan
aglutinin (Darwantin et al., 2016). Kedua sistem pertahanan tubuh ini bekerja se-
cara sinergis sebagai pertahanan tubuh udang untuk melawan serangan organisme

patogen dari lingkungan.

Meningkatnya ketahanan tubuh pada udang dapat diketahui dari meningkatnya
aktivitas fagositosis terhadap benda-benda asing yang masuk ke tubuh inang. Ak-
tivitas fagositosis ini dilakukan oleh sel-sel fagosit yang memiliki jumlah bervari-
asi dari 2-28% dari jumlah total sel darah. Fagositosis merupakan suatu mekanis-
me pertahanan nonspesifik yang secara umum melindungi inang dari serangan pa-
togen. Hemosit menjadi faktor yang sangat penting dalam sistem pertahanan selu-
ler yang bersifat nonspesifik. Hemosit merupakan pertahanan tubuh seluler yang

dapat dilihat kemampuannya dalam aktivitas fagositosis yakni meningkat saat
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terjadinya suatu infeksi. Infeksi yang terjadi akan dapat merangsang sistem perta-
hanan nonspesifik seluler sehingga dapat menangkal serangan penyakit. Terdapat
tiga mekanisme aktivitas hemosit pada udang yang teramati yaitu mekanisme pen-
jeratan (enkapsulasi) terhadap suatu materi asing, mekanisme fagositosis gabung-
an dari beberapa hemosit yang membentuk kumpulan-kumpulan lebih besar, dan
kumpulan hemosit yang membentuk suatu lapisan terpigmentasi (Fontaine &

Lightner, 1974).

2.6 White Spot Syndrome Virus (WSSV)

White spot syndrome virus atau WSSV adalah salah satu infeksi penyakit yang te-
lah merambah secara global dan menjadi masalah serius pada sebagian besar spe-
sies udang yang dibudidayakan secara komersil. WSSV merupakan virus DNA
untai ganda (dsDNA) yang memiliki virion berukuran 80-120 x 250-380 nm de-
ngan bentuk batang (OIE, 2019). Terdapat beberapa inang dari WSSV, antara lain
Litopenaeus vannamei, Penaeus indicus, Paneaus japonicus, Paneaus chinensis,
P. merguensis, P. aztecus, P. stylirostris, P. monodon, P. duorarum, P. setiferus,
P. penicillatus, P. semisulcatus, P.curvirostris, Metapenaeus ensis, Macrobra-
chium idella, M. lamerrae, dan kepiting air tawar (Paratelphusa hydrodomuos

dan Paratelphusa pulvinata) (Lio & Inui, 2014).

Beberapa penelitian telah menginvestigasi keberadaan WSSV pada bagian organ.
Menurut Lo et al., (1998) infeksi WSSV terdapat pada bagian insang, kaki renang
(pleiopod), kaki jalan (pereiopod), jantung, dan organ lainnya. Adapun Yanti et
al. (2017) melaporkan bahwa infeksi artifisial menggunakan analisis patogenik
kuantitatif menunjukkan bahwa jaringan target major dari proses replikasi WSSV
terdapat pada insang, lambung, epitel kutikula tubuh, jaringan hematopoietik, or-
gan limfoid, dan kelenjar antenal. Selain itu Lo ef al. (1997) menambahkan bah-
wa pada stadium akhir semua jaringan udang yang terinfeksi WSSV akan menga-

lami nekrosis.

Sampai saat ini belum ditemukan spesies udang penaeid yang resisten terhadap

infeksi WSSV (Lotz, 1997). Infeksi penyakit WSSV pada udang terjadi akibat
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adanya penularan baik secara horizontal maupun vertikal. Infeksi WSSV secara
horizontal terjadi akibat pemangasaan individu yang terkena WSSV dan adanya
partikel-partikel virus yang terdapat didalam air. Adapun infeksi secara vertikal
terjadi akibat penularan penyakit dari induk ke anaknya (Nurhaeda, 2017). Virus
ini mempunyai cakupan inang yang luas (Escobedo-Bonilla et al., 2008), virulensi
yang tinggi dan dapat menyebabkan kematian kumulatif mencapai 100% dalam

beberapa hari (Samyukthaa & Pasupathi, 2013).

2.7 Natrium Alginat

Alginat merupakan senyawa polisakarida yang didapatkan dari hasil ekstraksi ke-
lompok alga coklat yang biasa disebut dengan Alginophyt. Alginophyt ini terma-
suk ke dalam kelompok Phaeophyceae yang termasuk didalamnya yakni dari mar-
ga Sargassum, Macrocystis, Fucus, Ecklonia, dan Lessonia (Aslan, 1991). Kadi &
Atmaja (1988) menjelaskan bahwa alginat merupakan garam dari asam alginat
yang mengandung ion natrium, kalsium dan kalium. Alginat umumnya dikenal
sebagai bentuk garam dari asam alginat yang tersusun atas asam D-mannuronat
dan asam L-guluronat (Gayo, 2016). Alginat ini berperan sebagai komponen pe-
nguat dinding sel dengan kandungan yang melimpah yakni sebanyak 40% dari to-
tal berat kering rumput laut coklat (Sinurat & Marliani, 2017). Alginat ini sangat
dibutuhkan dan banyak digunakan sebagai pengental atau e/musifier di berbagai
bidang industri baik bidang pangan, nonpangan, maupun kedokteran. Selain itu,
Ridlo & Pramesti (2009) menambahkan bahwa polisakarida merupakan kompo-
nen essensial bagi semua organisme karena memiliki bioaktivitas sebagai anti-

tumor, antiinflamasi, imunologi, dan juga antivirus.

Natrium alginat merupakan produk karbohidrat yang telah diekstraksi dari alga la-
ut coklat dengan garam alkali. Menurut Haerunnisa (2008) natrium alginat meru-
pakan produk akhir dari ekstraksi alga coklat berupa garam alginat yang dapat la-
rut dalam air. Yunizal (2004) menjelaskan bahwa terdapat empat tahapan dalam
ekstraksi alga coklat sebelum menjadi natrium alginat. Tahap pertama yakni pe-
rendaman dalam larutan alkali dan larutan asam, tahap kedua ialah ekstraksi da-

lam suasana basa, tahap ketiga merupakan tahapan pemucatan dan tahap keempat
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adalah tahapan pemurnian. Tahapan keempat terdiri dari tiga bagian yakni pem-

bentukan asam alginat, pembentukan dan pemurnian natrium alginat.

2.8 Sargassum sp.

Sargassum sp. merupakan salah satu spesies alga coklat yang cukup potensial. Al-
ga ini tumbuh hampir di sepanjang pantai Indonesia, terutama pada pantai yang
dasarnya terdapat lempengan karang mati (Septiana & Asnani, 2012). Spesies dari
Sargassum sp. di Indonesia memiliki beberapa jenis yakni Sargassum duplicatum,
Sargassum polycistrum, S. binder. S. crassifolium. S. echinocarpum. S. molleri. S.
gracillimum. S. sinereum. S. hystri. S. siliquosum. S. fenitan. S. S. filipendula. S.
polyceratium, dan S. vulgare. Spesies-spesies alga coklat tersebut dapat dibedakan
dari bentuk morfologi dan kandungan protein, vitamin C, tannin, iodine serta phe-
nol (Kadi, 2005). Menurut Pakidi & Suwoyo (2016), klasifikasi rumput laut Sar-

gassum sp. adalah sebagai berikut:

Divisi © : Thallophyta
Kelas : Phaeophyceae
Ordo : Fucales

Famili : Sargassaceae
Genus : Sargassum
Spesies : Sargassum sp.

Cirl umum dari Sargassum sp. yakni memiliki thalus silindris dan berduri kecil
dengan warna coklat. Thalus pada alga coklat tersebut memiliki cabang dan per-
cabangan ini dinamakan pinnatus alternates, sedangkan anak percabangannya di-
sebut daun. Setiap cabang terdapat gelembung udara berbentuk bulat yang disebut
bladder. Bladder berfungsi sebagai penopang bagi cabang-cabang thalus yang ter-
apung di permukaan air agar mendapatkan intensitas cahaya matahari (Kadi,
2005). Thalus sedikit datar dan licin tetapi bagian batang utama berbetuk bulat
dan agak kasar. Pinnatus alternates memiliki panjang berkisar antara 30-50 cm

dengan daun berbentuk oval memanjang berukuran 40x10 mm dan terdapat urat



15

pada bagian tengah daun. Morfologi Sargassum sp. dapat dilihat pada Gambar 4

di bawabh ini.

Gambar 4. Morfologi Sargassum sp. (Pakidi & Suwoyo, 2016).

Alga coklat ini hidup pada zona intertidal, subtidal, sampai daerah tubir dengan
ombak besar dan deras (Kadi, 2005). Sargassum sp. memiliki tiga sifat yang cu-
kup umum yaitu adanya pigmen coklat yang menutupi warna hijau, hasil dari fo-
tosintesis disimpan dalam bentuk laminaran dan algin, serta adanya flagel (Tjitro-
soepomo, 2005). Pigmen coklat pada Sargassum sp. menghasilkan algin atau algi-
nat, laminarin, selulosa, fikoidin dan manitol yang komposisinya sangat tergan-
tung pada jenis, masa perkembangan dan juga kondisi tempat tumbuhnya (Maha-
rani & Widyayanti, 2010). Alga coklat ini di laut tumbuh secara liar dan peman-

faatannya saat ini masih belum optimal.

Penelitian yang dilakukan Dewi et al. (2015) mengungkapkan bahwa umumnya
rumput laut mengandung air sebanyak 12,95-27,50%, karbohidrat 32,25-63,20%,
protein 1,60-10,00%, serat kasar 3-11,40%, abu 11,50-23,70%, dan lemak 3,5-
11%. Rumput laut juga kaya akan omega 3, vitamin, dan pigmen yang memiliki
bioaktifitas sebagai antioksidan dan antibakteri. Koivikko (2008) melaporkan bah-
wa alga coklat ini terdapat senyawa fenolik florotanin yang berfungsi sebagai

sumber antioksidan. Selain itu, pada rumput laut juga ditemukan senyawa aktif
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seperti steroid, alkaloid, fenol, dan triterpenoid yang berfungsi sebagai antibakteri,

antivirus, dan juga antijamur (Kusumaningrum et al., 2007).

2.9 Imunostimulan

Imunostimulan adalah suatu bahan kimia yang mampu mengaktifkan sel darah pu-
tih (leukosit) pada suatu organisme sehingga organisme tersebut lebih tahan terha-
dap serangan patogen baik virus, bakteri, jamur maupun parasit. Adapun imunisa-
si merupakan suatu proses memasukkan imunostimulan dalam tubuh untuk me-
ningkatkan kekebalan tubuh pada udang tersebut. Imunostimulan yang masuk ke
dalam tubuh udang akan merangsang haemosit untuk melakukan degranulasi.
Imunostimulan akan melepaskan protein seperti binding molecule (3 Glucan-bin-
ding proteinlf3-GBP), Lipopolysaccaride-binding protein/LPS- BP, Peptidogly-
can-binding protein/PG- BP), coagulation factors (transglutaminase), prophenol-
oxide related factors (prophenoloxide activating enzyme, peroxinectin, dan pro-
phenoloxide), protein inhibitors (0.2 macroglobulin) dan anti microbial substances
(penaedin, lectin) (Hidayat et al., 2017). Beberapa protein tersebut dilepaskan
untuk digunakan dalam meningkatkan aktivitas pertahanan tubuh humoral dan

juga pertahanan tubuh seluler pada udang (Van de Braak et al., 2000).

Pemberian imunostimulan tidak memberikan efek samping dan sangat dianjurkan
untuk diaplikasikan pada organisme yang tidak memiliki sel memori dalam sistem
imunnya karena imunostimulan dapat merangsang dan memaksimalkan respon
imun nonspesifik (Kwang, 1996). Penelitian yang dilakukan Pais ez al. (2008) me-
laporkan bahwa imunostimulan yang disuplementasikan pada pakan dapat me-
ningkatkan resistensi ikan maupun udang terhadap infeksi penyakit melalui pe-
ningkatan respon imun nonspesifik. Bahan-bahan immunostimulator dikelompok-
kan berdasarkan fungsi dan sumbernya yang terdiri atas beragam kelompok yakni
berupa bakteri dan produk bakteri, yeast, karbohidrat kompleks, ekstrak hewan,
ekstrak tumbuhan, serta obat-obatan sintetik (Sakai, 1999).



III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari 2020-Maret 2021, bertempat di
Laboratorium Budidaya Perikanan, Jurusan Perikanan, Fakultas Pertanian, Uni-

versitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat dan bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini disajikan pada
Tabel 1 dan Tabel 2.

Tabel 1. Alat-alat penelitian

No. Alat Spesifikasi Kegunaan
1. Kontainer CB 45 L ukuran Wadah pemeliharaan
54x36x29 cm’ udang.

2. Selang aerasi PUSO, panjang 1-1,5 m  Menyalurkan aerasi ke titik
yang diinginkan.

3. Batu aerasi MULTI (D1.5/L3) Meningkatkan level opti-
mal oksigen.

4. Blower Turbo 2HP, China Menaikkan atau memper-

besar tekanan udara atau
gas yang akan dialirkan.

5. Waring Arwana, Ukuran 60 x 50 Menutup permukaan kon-
cm tainer

6. Syringe 1 cc One Med, ukuran 26 GG Untuk injeksi virus WSSV

7. Timbangan Kern ABJ, d =0,1 mg Untuk menimbang bahan

digital yang akan digunakan.

8. Spatula Isolab Micro Spoon Mengambil bahan saat pro-
150mm, German ses menimbang.

9. Botol Spray Dai Ichi 100ml, Jepang  Untuk mencampurkan nat-

rium alginat dan pakan.

10.  Sentrifus Hanil MF-300, Korea Memisahkan partikel-parti-

Selatan kel zat (supernatan) berda-

sarkan berat molekul.
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No. Alat Spesifikasi Kegunaan
11.  Gelas ukur Iwaki pyrex, Jepang Untuk menakar volume la-
rutan yang digunakan.
12.  Erlenmeyer Iwaki pyrex, Jepang Pencampuran larutan dan
bahan, menyimpan media.
13. Toples Kaca2 L KIG 2 Liter, Indonesia ~ Perendaman rumput laut
14. Freezer (-(20°C) LG GN-B200SQBB, Menyimpan sampel dan
Indonesia pakan perlakuan.
15. Tabung Falcon Falcon, China Wadah proses sentrifus.
16. Oven Memmer UN 260, Untuk mengeringkan eks-
Germany trak.
17.  Mikroskop Leica, German Pengamatan jaringan.
18.  Shacker PSU-151, German Untuk menghomogenkan
larutan.
19. Corong Kaca PYREX 100 mm x 26 Membantu proses ekstraksi
mm, USA dan pengenceran.
20. Termometer Gea Medical, Indonesia ~ Mengukur suhu.
21. DO meter YSI Pro 201, USA Mengukur kadar oksigen
terlarut di dalam air.
22.  pH meter ATC pH-009, China Mengetahui suatu larutan
asam atau basa.
23. Refraktometer Atago Hand-Held Mengukur kadar atau kon-
Refractometer, Jepang sentrasi bahan terlarut
berdasarkan indeks biasnya
24.  Vortex Scientific Industries, Menghomogenkan larutan.

USA

Tabel 2. Bahan-bahan penelitian

No. Alat Spesifikasi Kegunaan
1.  Udang vaname Prima larva, 19 Gram Hewan yang akan diuji
Sargassum sp. Pantai Biha, Pesisir Untuk menghasilkan
Barat alginat
3. Etanol Teknis Etanol 96% Shagufta Sebagai bahan depigme-
96% Laboratory ntasi
4.  HCI 12N E Merck 1.00317.2500,  Digunakan pada tahap
German maserasi
5. Na,CO; E Merck, D-6100, F.R Digunakan untuk men-
Germany dapatkan Na alginat
6. KCI0,13M E Merck Digunakan untuk pemu-
K49269636804, catan
7. Disenfektan Life Jacket, KBNP, Untuk mensterilkan air
Hawai dan alat
8.  Progol BOSTER PROGOL Untuk perekat pakan
9. PBS BIONEER Phosphate Untuk pengenceran
Buffer Saline
10.  Aquades - Sebagai pelarut
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Tabel 2. (Lanjutan)
No. Alat Spesifikasi Kegunaan
11. Pakan komersil  Global Feed 3B, Untuk pakan hewan uji.
Indonesia
12. EDTA 2N E Merck 1064041000.  Untuk pengikat alginat.
German
13.  Vitamin C Asorbic Acid, China Sebagai suplemen tam-
bahan
14.  Formalin 10% E Merck 1040032500,  Untuk mengawetkan jari-
German ngan dalam pemeriksaan
histologi

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini disusun dengan menggunakan metode rancangan acak lengkap

(RAL) yang terdiri dari 3 perlakuan dengan 3 kali ulangan seperti berikut :

P1 : Pakan komersial tanpa penambahan natrium alginat (kontrol).

P2 : Pakan komersial dengan penambahan natrium alginat 1 g/kg pakan + vitamin
C 0,2 g/kg pakan.

P3 : Pakan komersial dengan penambahan natrium alginat 2 g/kg pakan.

Berikut Gambar 5 merupakan tata letak wadah penelitian:

P23 pP2.2 P3.2
P1.1 P1.2 P2.1
P3.3 P3.1 P1.3

Gambar 5. Tata letak wadah penelitian.

Keterangan :

P1.1, P1.2, P1.3 : Perlakuan P1 dan 1,2, 3 merupakan ulangan.
P2.1, P2.2, P2.3 : Perlakuan P2 dan 1,2, 3 merupakan ulangan.
P3.1, P3.2, P3.3 : Perlakuan P3 dan 1,2, 3 merupakan ulangan .

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Koleksi Sargassum sp.

Sampel rumput laut coklat Sargassum sp. dikumpulkan dari perairan Lampung
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yaitu Pantai Biha, Pesisir Barat, Kabupaten Pesisir Barat pada Juli 2020. Rumput
laut yang sudah didapatkan, dicuci dengan air tawar dan dikeringkan anginkan.
Alga yang sudah kering lalu digiling sampai menjadi tepung. Tepung alga tersebut

kemudian disimpan pada tempat yang aman dan tidak lembab.

3.4.2 Ekstraksi Natrium Alginat dengan EDTA (Jork et al., 2000)

Sargassum sp. yang telah terdepigmentasi ditimbang sesuai kebutuhan, kemudian
dilakukan ekstraksi dengan 5% Na,COs3/ 50 uM EDTA. Ekstrak lalu ditambahkan
dengan larutan HCI 10% hingga pH 8,5. Ekstrak diaduk dengan shaker selama 24
jam, pada suhu ruang. Setelah 24 jam, dilakukan penyaringan menggunakan kain
blancu. Padatan disaring dan ditambahkan 0,13 M KCl pada larutan. Ekstrak ter-
sebut kemudian dipresipitasi dengan ethanol 96% dengan perbandingan volume
1:1, sambil diaduk kuat. Ekstrak disimpan dalam lemari pendingin selama 24 jam
hingga endapan terbentuk maksimal. Setelah itu disentrifugasi dengan kecepatan
3.500 rpm selama 5 menit. Pelet kemudian diambil dan dikeringkan di dalam oven

selama 60°C selama semalam.

3.4.3 Persiapan Wadah Penelitian dan Hewan Uji

Wadah yang digunakan pada penelitian ini berupa bak konteiner berukuran 54x36
x29,5 cm3 dengan volume air 23 liter. Kontainer tersebut dibersihkan terlebih da-
hulu dengan air bersih kemudian dikeringkan. Selanjutnya bak tersebut diisi de-
ngan air laut steril dan diberi aerasi. Air laut sebelumnya telah dilakukan sterilisa-
si pada kolam semen berukuran 100x130x70 cm3 dengan potassium acid dosis 2
ppm selama 24 jam. Hewan uji yang digunakan yaitu udang vaname dengan bobot
rata-rata £19 g. Jumlah hewan uji yang digunakan untuk setiap bak kontainer yak-
ni sebanyak 10 ekor. Udang vaname pada ukuran 18-20 gram padat tebar yang di-
gunakan yaitu 50-80 ekor/m? (SNI 8037.1, 2014). Sebelum diberi perlakuan, he-
wan uji diaklimatisasi terlebih dahulu pada suhu ruang (26-28°C) selama 2 hari
dalam kolam semen berukuran 100x130x70 cm3. Selama periode aklimatisasi ini,
udang diberikan pakan berupa pakan kontrol. Selama proses aklimatisasi maupun
pemeliharaan aerasi dan blower harus selalu dipantau agar udang dapat hidup de-

ngan baik pada konteiner tersebut. Selama belum dilakukannya injeksi WSSV
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pada udang vaname, air laut pada setiap wadah harus diganti setiap hari sekitar

10-20% dari total air pada wadah uji.

3.4.4 Pembuatan Pakan Uji

Pakan yang digunakan pada penelitian ini adalah pakan komersil (Global feed 3B)
dengan kandungan protein sebanyak 34-36%. Pakan tersebut dicampurkan dengan
natrium alginat Sargassum sp., dan vitamin C (Weisheng Pharmaceutical (Shijia-
zhuang)Co,Ltd, China) sesuai perlakuan ke dalam botol sprayer yang ditambah-
kan akuades sebanyak 100 ml/kg pakan dan ditambahkan progol (PT. INDOSCO,
Surabaya, Indonesia) sebanyak 2 g/kg pakan setelah itu larutan disemprotkan ke
pakan hingga merata. Selanjutnya pakan tersebut dikering anginkan sampai benar-

benar siap diberikan ke hewan uji.

3.4.5 Pemeliharaan Udang

Hewan uji atau udang vaname yang telah diaklimatisasi pada bak kontainer sela-
ma 2 hari kemudian diberi pakan perlakuan sebanyak 3% dari berat biomassa per-
hari, sedangkan udang dengan perlakuan kontrol tetap diberi pakan tanpa perlaku-
an. Pemberian pakan perlakuan dilakukan sebanyak 4 kali dalam sehari yakni pu-
kul 06:00, 11:00, 16:00, dan 21:00 WIB selama 14 hari pemeliharaan. Setelah di-
berikan pakan perlakuan selama 14 hari, kemudian hari ke 15 udang tersebut diuji
tantang dengan WSSV. Setelah uji tantang, semua udang baik perlakuan maupun

kontrol diberikan pakan kontrol hingga akhir penelitian.

3.4.6 Uji Tantang White Spot Syndrome Virus (WSSV)

Uji tantang WSSV pada hewan uji dilakukan secara injeksi. Sampel udang yang
digunakan untuk menginfeksi adalah udang yang telah terinfeksi oleh WSSV dan
memperlihatkan gejala klinis kemerahan pada seluruh tubuh. Sampel udang ini
didapatkan dari Balai Besar Perikanan Budidaya Air Payau (BBPBAP) Jepara.
Inokulum virus dibuat sesuai dengan metode Hameed et al. (1998), Sebanyak 5
ekor sampel udang WSSV dengan berat +6 g digerus semua bagian tubuhnya ke-
cuali kerapas sampai halus menggunakan mortar dan dilarutkan dalam 15 ml PBS

(phosfat buffer saline), kemudian dimasukkan ke tabung untuk dihomogenkan
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dengan vortex. Selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 3.000 rpm selama 20
menit dengan suhu 4°C. Supernatan yang dihasilkan dari sentrifugasi pertama di-
pindahkan pada tabung baru dan kemudian disentrifugasi kembali dengan kecepa-
tan 8.000 rpm selama 30 menit dengan suhu 4°C. Supernatan yang dihasilkan di-
saring dengan kertas miliphore 0,45 pm menggunakan syringe. Inokulum WSSV
yang telah didapatkan kemudian diencerkan dengan perbandingan 1:1 dengan la-
rutan PBS. Uji tantang WSSV pada udang vaname dilakukan melalui injeksi se-
cara intramuskular pada segmen ketiga abdomen udang dengan 0,1 ml larutan

Virus.

3.5 Parameter yang Diamati
Adapun parameter yang diamati yaitu gejala klinis, kelangsungan hidup, relative
percent survival (RPS), mean time to death (MTD), uji PCR, histologi jaringan

dan kualitas air pemeliharaan.

3.5.1 Gejala Klinis

Gejala klinis udang diamati secara visual setiap hari pasca infeksi virus WSSV,
pengamatan dilakukan saat udang telah diuji tantang sampai akhir pemeliharaan.
Gejala-gejala klinis yang diamati yaitu respons makan, kemerahan pada tubuh

(perubahan warna tubuh), dan bintik putih pada karapas (Hameed et al., 1998).

3.5.2 Kelangsungan Hidup
Penghitungan jumlah udang yang mati dilakukan setelah ikan udang diinjeksi
WSSV sampai akhir penelitian. Tingkat kelangsungan hidup udang dihitung

dengan menggunakan rumus dalam Daniels ef al., (2010) :

KH% = N 10009
b=10% 0

Keterangan :

KH : Kelangsungan hidup (%)

Nt :Jumlah udang hidup pada akhir penelitian (ekor)
No : Jumlah udang hidup pada awal penelitian (ekor)
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3.5.3 Relative Percent Survival (RPS)
Tingkat kelangsungan hidup relatif dihitung dengan menggunakan rumus Ellis

(1988) dalam Marbun et al., (2019) berikut :

% kematian ikan yang divaksin

RPS = (1— )x 10094

U kematian ikan yang tidak divaksin

3.5.4 Mean Time to Death (MTD)
Rerata waktu kematian (mean time to death/MTD) dihitung dengan menggunakan

rumus Istiqgomabh et al., (2006) berikut :

S aibi

MTD = -
i=y b

Keterangan :
MTD : Mean time to death (rerata waktu kematian)
a; : Waktu kematian pada waktu ke-1 (jam)

bi : Jumlah ikan uji yang mati pada jam ke-i (ekor)

3.5.5 Pemeriksaan WSSV menggunakan PCR Konvensional

3.5.5.1 Nekropsi

Nekropsi merupakan teknik pembedahan pada hewan uji yang digunakan dalam
diagnosa penyakit. Sifat pemeriksaan hasil nekropsi adalah berdasarkan pada per-
ubahan patologi anatomi. Proses nekropsi umumnya dilakukan untuk mengamati
dan mengambil organ target pada sampel. Organ target yang biasa diambil dalam
pemeriksaan dan diagnosa penyakit WSSV pada udang vaname yaitu kaki renang
dan insang dengan memotong bagian tersebut secara langsung. Adapun untuk
sampel berupa benur, seluruh bagian tubuh digunakan dalam pengujian. Sebelum
dilakukan nekropsi terlebih dahulu dilakukan pemeriksaan gejala klinis dan peng-
ukuran panjang dan berat sampel. Sampel udang yang digunakan untuk uji PCR
dapat dilihat pada Gambar 6 di bawabh ini.
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Gambar 6. Sampel uji PCR (dokumentasi pribadi).

Adapun proses nekropsi sampel tersebut yaitu :

1.

Alat bedah yang sudah disterilkan, larutan fiksatif (ethanol 75%), sampel
udang, bunsen, dan korek api disiapkan di ruang nekropsi.

Sampel udang diambil bagian organ kaki renang dan insang.

Jaringan yang telah diambil, kemudian dimasukkan ke dalam mikrotube
berukuran 1,5 ml yang telah dituliskan kode sampel sesuai dengan STP
(surat tanda pengujian).

Sampel hasil preparasi dapat langsung digunakan atau disimpan di freezer.

3.5.5.2 Ekstraksi DNA

Ekstraksi merupakan proses pemisahkan molekul asam nukleat dari komponen-

komponen sel lainnya. Proses ekstraksi terdapat tiga tahapan utama yaitu perusa-

kan membran sel, pemisahan materi genetik dari bahan padat seperti protein dan

selulosa, serta pemurnian materi genetik (Fitriatin ef al., 2015). Adapun proses

ekstraksi DNA untuk pengujian WSSV yaitu :

1.

Larutan lysis buffer disiapkan dan dimasukkan ke dalam mikrotube ber-
ukuran 1,5 ml sebanyak 500 pl. Kemudian organ target sampel dimasuk-
kan ke dalam microtube.

Sampel uji digerus menggunakan sumpit hingga hancur. Selanjutnya sam-
pel diinkubasi selama 10 menit pada suhu 95°C.

Sampel yang telah diinkubasi selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan

12.000 rpm selama 10 menit.
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4. Sampel dari hasil sentrifugasi bagian atas dipindahkan sebanyak 200 ul ke
dalam microtube baru yang telah berisi 400 pl ethanol 95%.

5. Sampel divortex sebentar kemudian disentrigugasi dengan kecepatan
12.000 rpm selama 5 menit.

6. Larutan ethanol dibuang lalu pelet dikeringkan.

7. Pelet yang telah kering ditambahkan DEPC ddH,0O (aquabidest) sebanyak
200 pl.

3.5.5.3 Amplifikasi

Amplifikasi merupakan proses perbanyakan atau penggandaan molekul DNA de-
ngan ukuran tertentu secara enzimatik melalui mekanisme perubahan suhu. Secara
umum proses amplifikasi berlangsung dalam tiga tahap, yaitu tahap denaturasi,
annealing (penempelan), dan extension (pemanjangan). Tahapan denaturasi dila-
kukan dengan menaikan suhu hingga 93-94°C dengan tujuan memecah molekul
DNA target dari dua untai menjadi untaian DNA tunggal yang saling terpisah. Ta-
hapan annealing dilakukan pada suhu 50-60'C dengan tujuan agar primer dapat
menempel dengan DNA target. Tahap extension berlangsung pada suhu 72°C de-
ngan tujuan agar enzim polimerase dapat melakukan sintesis sehingga berlang-

sung proses pemanjangan untaian DNA baru (Prayoga et al., 2015).

Acuan pemeriksaan penyakit WSSV dalam proses amplifikasi virus menggunakan
jenis KIT 1Q2000. Jenis KIT IQ2000 tidak hanya digunakan dalam pemeriksaan
WSSV saja, namun juga dapat digunakan untuk pemeriksaan IMNV, IHHNV,
YHV, dan TSV. Berikut merupakan proses amplifikasi dalam pemeriksaan penya-
kit WSSV :
a. First
Dalam proses running first disiapkan microtube berukuran 0,5 ml sesuai de-
ngan banyaknya jumlah sampel yang akan diuji. Kemudian diberi kode sesuai
dengan nomor sampel. Selanjutnya dimasukkan reagen ke dalam microtube

seperti pada Tabel 3 dibawah ini.
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Tabel 3. DNA reagen first

Proses Reagen Satuan Jumlah
First PCR Premix (WSSV) 3,75
First 1QZyme DNA Polymerase 2 U/ul ul 0,25
Template 1

Setelah semua reagen selesai dimasukkan kedalan microtube, selanjutnya dilaku-
kan spindown sebentar untuk menghilangkan gelembung udara yang ada pada

reagen dan selanjutnya dimasukkan ke dalam thermal cycler dengan program

1Q2000 first.

Gambar 7. Thermal cycler (dokumentasi pribadi).

Amplifikasi first PCR

Denaturasi: 94°C 30 detik; 62°C 30 detik; 72°C 30 detik, selama 5 siklus,
Annealing: 94°C 15 detik; 62°C 15 detik; 72°C 20 detik selama 15 siklus,
Extension: 72°C 30 detik; 20°C 30 detik; dan extansion akhir pada suhu 4°C.

b. Nested
Setelah proses first selesai dilanjutkan dengan proses nested dengan mencampur-
kan hasil pada proses first dengan reagen untuk proses nested. Reagen tersebut

antara lain disajikan pada Tabel 4 adalah sebagai berikut.

Tabel 4. DNA reagen nested

Proses Reagen Satuan Jumlah
Amplicon first 5
Nested Nested PCR Premix (WSSV/IHHNYV) pl 7

1QZyme DNA Polymerase 2 U/ul 0,5
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Amplifikasi nested PCR yaitu 94°C 20 detik; 62°C 30 detik; 72°C 30 detik selama
25 siklus, tambahkan 72°C 30 detik; 20°C 30 detik diakhir siklus. Proses nested
PCR, ini memungkinkan untuk mengurangi kontaminasi pada produk selama am-
plifikasi dari penyatuan primer yang tidak diperlukan. Reaksi dari first PCR ini
menggunakan outer primer, lalu reaksi PCR kedua dilakukan dengan inner primer
atau nested primer menggunakan hasil dari produk reaksi yang pertama sebagai
target amplifikasi. Pada proses ini nested primer akan menyatu dengan produk
PCR yang pertama dan menghasilkan produk yang lebih pendek daripada produk
yang pertama. Pada amplifikasi pengujian WSSV menggunakan enzim DNA poli-
merase dimana enzim ini yang melakukan katalisis pada reaksi sintesis rantai
DNA. Enzim polimerase taq tersebut dapat tahan terhadap pemanasan berulang-
ulang yang akan membantu melepaskan ikatan primer yang tidak tepat dan me-

luruskan wilayah yang mempunyai struktur sekunder.

3.5.5.4 Elektroforesis

Prinsip dasar dari elektroforesis adalah memisahkan molekul berdasarkan muatan
listrik intrinsik. Proses elektroforesis merupakan suatu proses pemisahan kompo-
nen atau muatan bermuatan berdasarkan perbedaan ukuran berat molekul dan mu-
atan listrik yang terkandung dalam makromolekul. Pergerakan molekul dalam mu-
atan listrik dipengaruhi oleh bentuk, ukuran, besar muatan dan sifat kimia dari
molekul (Yuwono, 2009). Molekul yang digunakan dalam proses elektroforesis
adalah molekul DNA yang bermuatan negatif. Molekul akan bermigrasi menuju

kutub positif atau negatif berdasarkan muatan yang terkandung didalamnya.

Tahapan-tahapan yang dilakukan dalam elektroforesis yaitu :

a. Pembuatan Media Gel Agarose

Gel agarose dapat digunakan untuk memisahkan DNA berukuran lebih dari 100
bp, sedangkan untuk memisahkan DNA dengan ukuran lebih pendek digunakan
gel poliakrilamid. Gel agarose merupakan fase diam dalam pemisahan fragmen
DNA dan muatan listrik sebagai fase geraknya. Adapun proses pembuatan media

1% gel agarose yaitu :
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Agarose ditimbang sebanyak 0,3 gram untuk ukuran 1 cetakan kecil dan
0,6 gram untuk ukuran 1 cetakan besar. Lalu dimasukkan ke dalam erlen-
meyer dan ditambah larutan TAE buffer 1x sebanyak 15 ml untuk 1 ceta-
kan kecil dan 30 ml untuk 1 cetakan besar.

Erlenmeyer dimasukkan ke dalam microwave untuk dipanaskan selama 80
detik untuk 1 cetakan kecil dan 90 detik untuk 1 cetakan besar dengan po-
wer level 5. Media agar yang homogen ditambah 0,5 pl larutan SYBR-
Green atau HydraGreen untuk ukuran 1 cetakan kecil dan 1 pl untuk uku-
ran 1 cetakan besar. Larutan SYBRGreen atau HydraGreen berfungsi se-
bagai pewarna DNA yang akan menyisip di sela-sela basa nukleotida.
Larutan agarose diaduk hingga homogen kemudian dimasukkan ke dalam
cetakan, dimasukkan sisir untuk membentuk sumur pada cetakan dan
ditunggu hingga mengeras. Agarose dipindahkan ke dalam wadah yang
telah diisi larutan TAE buffer dan agarose dapat digunakan.

Gambar 8. Pencetakan gel agarose (dokumentasi pribadi).

b. Proses Elektroforesis

1.

Media agarose diletakkan ke dalam elektroforesis chamber yang berisi la-
rutan TAE buffer 1x hingga gel agarose terendam.

Loading dye disiapkan sebanyak 2 ul sesuai banyaknya sampel uji yang
berfungsi sebagai pemberat DNA ataupun RNA saat dimasukkan ke dalam
sumuran.

Sampel WSSV hasil amplicon nested sebanyak 5 pl diambil dan dicam-
purkan ke dalam larutan loading dye, kemudian diambil menggunakan

mikropipet sebanyak 7ul.
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4. Sampel dimasukkan ke dalam sumuran dimulai dari kontrol negatif, sam-
pel, kontrol positif, dan marker, dengan urutan sumuran 1 adalah marker,
sumuran 2 kontrol positif, sumuran 3 kontrol negatif dan sumuran 4 sam-
pai seterusnya adalah sampel.

5. Kemudian dilakukan running elektroforesis dengan voltase listrik sebesar

220 V selama 25 menit hingga marker dan sampel bergerak 2/3 bagian.

Gambar 9. Proses elektroforesis (dokumentasi pribadi)

c. Pembacaan Hasil Elektroforesis WSSV
Media agar kemudian dikeluarkan dari alat elektroforesis chamber menggunakan
sendok plastik lebar dan dimasukkan ke dalam UV transilluminator kemudian di-

ambil gambar/foto media berisi DNA band yang sudah disinari UV.

£

Gambar 10. Agarose dimasukkan ke UV transilluminator (dokumentasi pribadi).

3.5.6 Kualitas Air Pemeliharaan
Kualitas air menjadi data pendukung selama proses pemeliharaan udang pada wa-
dah penelitian. Pengukuran kualitas air dilakukan pada hari ke 1, 7, 14 dan 17.

Parameter yang diukur meliputi suhu, pH, oksigen terlarut, dan salinitas.
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3.5.7 Pembuatan Preparat Histologi

Sebanyak sembilan ekor udang vaname yang digunakan untuk membuat preparat
histologi. Sampel udang vaname tersebut diambil dari masing-masing kontainer
penelitian, terdiri atas 3 perlakuan dan 3 ulangan. Udang dipotong menggunakan
pisau scalpel pada bagian kepala udang lalu dimasukkan dalam botol sampel dan
diberi larutan formalin. Selanjutnya udang itu dinekropsi untuk diambil bagian
hepatopankreas, lalu difiksasi dalam larutan alkohol dan dibuat preparat histolo-
gi sesuai dengan prosedur teknik yang biasa dilakukan di Laboratorium Patologi
Balai Veteriner Lampung. Selanjutnya dilakukan pengamatan sediaan histologi

hepatopankreas tersebut dengan menggunakan mikroskop cahaya biokuler.

3.6 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil penelitian ditabulasi menggunakan program Excel
dan dianalisis menggunakan program SPSS v25.0. Analisis data dengan parameter
kelangsungan hidup dan MTD yang digunakan pada penelitian ini adalah uji ana-
lysis of variance (ANOV A) dan jika berbeda nyata akan diuji lanjut dengan uji
Duncan dengan selang kepercayaan 95%. Adapun data RPS dianalisis dengan
menggunakan uji T, sedangkan gejala klinis, uji PCR, histologi jaringan dan kua-

litas air dianalisis secara deskriptif.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Suplementasi 2 g/kg pakan natrium alginat Sargassum sp. maupun kombinasi 1
g/kg pakan natrium alginat Sargassum sp. dan 0,2 g/kg pakan vitamin C pada
udang vaname yang diinfeksi white spot syndrome virus (WSSV) belum mampu
memberikan pengaruh terhadap parameter kelangsungan hidup dan relative per-
sent survival (RPS), namun dosis 2 g/kg pakan natrium alginat Sargassum sp.

memberikan pengaruh pada parameter mean time to death (MTD).

5.2 Saran

Disarankan jika dilakukan kembali penelitian yang sama menggunakan dosis yang
lebih besar dan pemberian natrium alginat Sargassum sp. lebih dari 14 hari agar
ketahanan tubuh udang vaname lebih tahan dan resisten terhadap serangan WSSV
maupun patogen lainnya. Perlu pengujian konsentrasi virus (LLDsg) sebelum uji

tantang untuk menghindari konsentrasi virus yang terlalu tinggi saat uji tantang.
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