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ABSTRAK

Ikan Kerapu Cantang (Epinephelus sp.) adalah salah satu spesies ikan kerapu bernilai ekonomi tinggi dan telah
banyak dibudidayakan. Permasalahan penyakit Viral nervous necrosis (VNN) yang disebabkan oleh infeksi
Betanodavirus dapat menyebabkan kejadian kematian massal bagi ikan kerapu cantang. Tindakan pencegahan yang
dianggap efektif untuk mencegah penyakit VNN adalah melalui tindakan vaksinasi. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui pengaruh pemberian nanovaksin rekombinan protein Chlorella vulgaris berbasis nanopartikel Hybrid
chitosan dalam meningkatkan respons imunitas ikan kerapu cantang yang diinfeksi VNN. Penelitian ini terdiri atas
lima perlakuan yang terdiri atas K+ (lkan kerapu cantang terinfeksi VNN), K- (Ikan kerapu cantang sehat), T1 (lkan
kerapu cantang sehat yang diberi nanovaksin 33 pl kemudian diuji tantang VNN), T2 (Ikan kerapu cantang sehat yang
diberi nanovaksin 66 pul kemudian diuji tantang VNN), dan T3 (Ikan kerapu cantang sehat yang diberi nanovaksin 112
pul kemudian diuji tantang VNN). Parameter yang diamati adalah hematologi, tingkat Relative percentage survival
(RPS) nanovaksin dan tingkat Survival rate (SR). Hasil penelitian didapatkan bahwa pemberian nanovaksin mampu
meningkatkan respons imunitas ikan yang ditunjukkan dengan peningkatan respons hematologi, RPS, dan SR ikan
kerapu cantang dibandingkan perlakuan tanpa pemberian nanovaksin. Dosis terbaik pemberian nanovaksin pada
penelitian ini adalah 33 pl.

Kata kunci: nanovaksin, penyakit ikan, Virus, C. vulgaris, ikan kerapu

ABSTRACT

Cantang grouper (Epinephelus sp.) is a fish with a high economic value and has been widely cultivated. VNN
disase, caused by Betanodavirus infection, can lead to mass mortality of cantang grouper. Precautions considered
effective in preventing Viral nervous necrosis (VNN) disease include vaccination. This study aimed to determine the
effect of administering recombinant Chlorella vulgaris protein nanovaccine based on chitosan hybrid nanoparticles
in increasing the immune response of cantang grouper infected with VNN. The study consisted of five treatments:
K+ (cantang grouper infected with VNN), K- (healthy cantang grouper), T1 (healthy cantang grouper given 33 pl of
nanovaccine and then challenged with VNN), T2 (healthy cantang grouper given 66 ul of nanovaccine and then tested
with a VNN challenge), and T3 (healthy cantang grouper given 112 pl of nanovaccine and then tested with a VNN
challenge). The parameters observed were haematology, nanovaccine Relative percent survival (RPS), and Survival
rate (SR) levels. The study results showed that administering the nanovaccine increased the immune response of the
fish, as indicated by an increase in haematology response, RPS, and SR in cantang grouper compared to the
treatment without nanovaccine administration. The best dose of nanovaccine in this study is 33 pl.
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Ikan kerapu cantang (Epinephelus sp.) merupakan
jenis ikan kerapu hibrida (persilangan antara ikan
kerapu macan betina dan kerapu kertang jantan) yang
telah banyak dibudidayakan oleh masyarakat karena
mempunyai peluang pasar yang besar, nilai ekonomis
yang tinggi, performa pertumbuhan, dan sistem imu-
nitas yang lebih baik dibandingkan induknya (Rochmad
2020; Ollin et al. 2021). Seiring dengan perkembangan
budi daya ikan kerapu cantang, permasalahan
penyakit infeksius masih sering ditemukan. Menurut
Khumaidi et al. (2019), penyakit Viral nervous necrosis
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(VNN) merupakan penyakit viral yang dapat menye-
babkan kematian massal pada ikan kerapu cantang.
VNN disebabkan oleh infeksi Betanodavirus yang
menyebabkan gangguan pada sistem saraf, retina
mata hingga berbagai organ pada tubuh ikan. Kasus
VNN pada ikan kerapu dilaporkan terjadi pada semua
stadia siklus hidup ikan kerapu dengan tingkat
mortalitas mencapai 100% (Sulistiyono et al. 2020;
Yanuhar et al. 2021).

Tindakan pencegahan penyakit VNN pada ikan
kerapu cantang dapat dilaksanakan melalui pemberian
vaksinasi. Vaksinasi menjadi salah satu cara yang
efektif dalam mengendalikan infeksi VNN melalui
peningkatan respons imunitas tubuh ikan dan mampu
memberikan proteksi lebih lama terhadap VNN
(Hazreen-Nita et al. 2019; Ma et al. 2019). Vaksin
rekombinan menjadi salah satu jenis vaksin yang telah
dikembangkan untuk mencegah penyakit VNN, seperti
pemanfaatan gen capsid Nodavirus (Vimal et al. 2014),
kapsid VNN isolat Indonesia (Mahardika et al. 2019),
dan vaksin rekombinan protein peridinin klorofil
Chlorella vulgaris (Yanuhar et al. 2020 Hak Cipta No.
EC00202054834). Protein peridinin klorofil Chlorella
vulgaris memiliki kemampuan untuk meningkatkan
kinerja protein B-actin dan reseptor MHC pada sistem
imunitas tubuh ikan (Yanuhar et al. 2020).

Kelemahan vaksin rekombinan protein adalah
material vaksin mudah terdegradasi di dalam tubuh
dan induksi respons imunitas yang pendek. Untuk
mengurangi kelemahan ini, pemanfaatan material
adjuvant hingga pengembangan nanovaksin dapat
dilaksanakan. Nanovaksin merupakan vaksin yang
dikembangkan dengan memanfaatkan nanopartikel
sebagai bahan transport vaksin dan
Immunostimulatory agents (Maina et al. 2020; Celis-
Giraldo et al. 2021). Salah satu nanopartikel yang telah
dimanfaatkan dalam pengembangan vaksin adalah
Chitosan. Chitosan merupakan polimer karbohidrat
alami yang diperoleh dari Chitin eksoskleton krustasea
maupun insekta yang telah termodifikasi melalui
pemisahan grup acetyl (Gong et al. 2022).

Chitosan dalam pengembangan vaksin diman-
faatkan sebagai bahan adjuvant dan sebagai pengirim
material vaksin yang dipengaruhi oleh sifat Chitosan
yang biodegradable, biokompatibel, mampu melewati
ruang antarsel untuk menuju organ target, dan efektif
dalam mengikat material vaksin. Chitosan telah diman-
faatkan sebagai material pengantar bahan vaksin ikan
dengan kemampuan untuk meningkatkan stimulasi
respons imunitas adaptive dan mampu meningkatkan
imunitas mucosal ikan (Vinay et al. 2018). Penelitian ini
bertujuan untuk memahami pengaruh pemberian
nanovaksin rekombinan protein Chlorella vulgaris
berbasis nanopartikel hybrid chitosan dalam mening-
katkan respons imunitas ikan kerapu cantang yang
diinfeksi VNN yang diamati parameter hematologi,
tingkat level proteksi relatif (RPS), dan Survival rate
(SR).
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METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober
2022-Februari 2023 di Laboratorium Demplot
Pengujian Nanovaksin Riset Kolaborasi Indonesia,
Laboratorium Genetika Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim,
Malang, dan Balai Karantina Ikan Pengendalian Mutu
dan Hasil Perikanan Surabaya |, Surabaya.

Desain Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah
eksperimental dan rancangan percobaan penelitian
rancangan acak lengkap (RAL). Penelitian ini terdiri
atas 5 perlakuan dan 3 ulangan yang terdiri atas: K +
(Terinfeksi VNN), K- (Sehat), T1 (Dosis nanovaksin
rekombinan protein C. vulgaris berbasis nanopartikel
hybrid chitosan 33 ul dan diuji tantang VNN), T2 (Dosis
nanovaksin rekombinan protein C. vulgaris berbasis
nanopartikel hybrid chitosan 66 pl dan diuji tantang
VNN), dan T3 (Dosis nanovaksin rekombinan protein
C. vulgaris berbasis nanopartikel hybrid chitosan 112
pl dan diuji tantang VNN).

Ikan kerapu cantang (Epinephelus sp.) yang
digunakan dalam penelitian ini berjumlah 225 ekor
berukuran + 10-15 cm yang berasal dari Teluk Kode,
Malaka, Kabupaten Lombok Utara, Nusa Tenggara
Barat. Ikan dipelihara pada bak plastik berukuran 40 L
dengan masing-masing perlakuan berisi 15 ekor ikan
dan diaklimatisasi ketika ikan pertama tiba di labo-
ratorium. Viral nervous necrosis (VNN) yang digunakan
pada penelitian berasal dari ikan yang telah dinyatakan
positif terinfeksi VNN dan terkonfirmasi melalui
pemeriksaan metode PCR yang diperoleh dari BKIPM
Surabaya |. Penelitian dilaksanakan selama 28 hari
dengan parameter yang diuji terdiri atas parameter
hematologi (total eritrosit dan total leukosit), diferensial
leukosit, Relative percentage survival (RPS), dan
Survival rate (SR).

Produksi Nanovaksin Rekombinan Chlorella
vulgaris Berbasis Nanopartikel Hybrid Chitosan
Produksi nanovaksin rekombinan protein C.
vulgaris berdasarkan penelitian Yanuhar et al. (2020)
dengan modifikasi. Produksi nanovaksin rekombinan
diawali dengan screening disertai identifikasi sampel
Chlorella vulgaris yang berasal dari perairan
Situbondo, Jawa Timur. Mikroalga yang telah
diperoleh, kemudian dikultur pada skala laboratorium
dan massal dengan kapasitas 500-1500 L yang
kemudian dilanjutkan dengan isolasi pigmen peridinin
klorofil (70 kDa). Protein yang telah diperoleh,
kemudian diperbanyak dengan teknik cloning dengan
mentransformasikan protein pada bakteri E. coli vector
pTA2 yang ditumbuhkan pada media yang sesuai.
Deteksi gen vaksin rekombinan dilakukan dengan
metode RT-PCR dengan primer T3 (3'-CTTTAGTGA
GGGTTAAT-5") dan T7 Promoter (3-
TAATACGACTCACTATAGGG-5).
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Pembuatan nanopartikel chitosan memanfaatkan
larutan kitosan polimer yang mengacu pada Izaguirre-
Hernandez et al. (2017). Chitosan sebanyak 2 mg/mL
dicampur dengan asam asetat 0,175% yang kemudian
dihomogenisasi dengan magnetic stirrer. Larutan
chitosan dibuat volume 50 mL yang kemudian dima-
sukkan ke dalam beaker glass dan ditambahkan
dengan 35 mL larutan TPP konsentrasi 1 mg/mL
secara perlahan-lahan untuk membentuk suspensi
nanopartikel.  Larutan  dihomogenisasi  dengan
magnetic stirrer selama 1 jam dan disentrifugasi
selama 30 menit pada kecepatan 12.000 rpm.
Suspensi nanopartikel diambil dan ditambahkan
ultrapure water dan nanopartikel disimpan pada suhu
sekitar 4°C atau suhu Frozen.

Vaksin rekombinan yang telah diperoleh, kemudian
diformulasi dengan nanopartikel chitosan untuk formu-
lasi nanovaksin. Formulasi komposisi bahan vaksin
rekombinan C. vulgaris dengan nanopartikel adalah 1:
0,25. Selanjutnya melakukan homogenisasi selama 1
jam menggunakan magnetic stirrer. Perbandingan ini
diperoleh dari perhitungan dosis vaksin yang akan
diberikan pada ikan kerapu, yaitu 33 pl, 66 pl, dan 112
ul (Yanuhar et al. 2020; Sukkarun et al. 2022).

Uji In-Vivo Nanovaksin Rekombinan Protein
Chlorella vulgaris

Uji in-vivo nanovaksin pada ikan kerapu cantang
dilakukan melalui metode oral dengan teknik sonde
yang dilakukan sebanyak 2 kali pada hari ke-0 dan
booster vaksin pada hari ke-7. Uji tantang VNN pada
penelitian ini dilakukan sebanyak 3 kali pada hari ke-3,
5, dan 9 melalui pemberian pakan pelet yang telah
dicampur dengan potongan daging ikan yang positif
terinfeksi VNN.
Pengambilan Darah Ikan
(Epinephelus sp.)

Pengambilan darah pada ikan kerapu cantang
dilakukan untuk pemeriksaan hematologi ikan. Metode
pengambilan darah pada penelitian ini mengacu pada
Yanuhar et al. (2020). Pengambilan darah dilakukan
sebanyak 5 kali pada hari ke-0, 7, 14, 21, dan 28. Area
pengambilan darah terdapat pada musculus di dekat
anal-fin yang kemudian disimpan di dalam tabung
vacutainer ungu EDTA 3 mL (Onemed, Indonesia).

Kerapu Cantang

Pengukuran Eritrosit dan Leukosit Ikan Kerapu
Cantang

Jumlah total eritrosit dan total leukosit pada
penelitian ini dihitung menggunakan Haemocytometer
Neubauer (Assistant, Germany) yang mengacu pada
metode Alipin dan Sari (2020). Perhitungan jumlah
eritrosit dilakukan dengan menghisap darah yang telah
diperoleh menggunakan pipet thoma sampai skala 0,5
yang kemudian ditambahkan larutan Ht hingga skala
101, kemudian dilakukan homogenisasi selama 3-5
menit. Cairan pertama dan kedua dibuang, selanjutnya
diteteskan pada Haemocytometer yang kemudian
ditutup cover glass. Jumlah sel eritrosit dihitung
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menggunakan mikroskop perbesaran 400x. Rumus
perhitungan eritrosit:

> eritrosit: ) eritrosit yang terdapat pada 80 kotak
kecill x 10* sel / mm?

Perhitungan jumlah leukosit menggunakan
Haemacytometer dengan cara darah sampel dihisap
menggunakan pipet thoma hingga skala 0,5 yang
kemudian ditambahkan dengan larutan Turk mencapai
skala 11 dan dihomogenisasi selama 5 menit. Dua
tetes pertama dalam pipet dibuang dan larutan
diteteskan pada Haemacytometer dan ditutup cover
glass. Perhitungan jumlah sel leukosit dilakukan
menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400x
dan dihitung dengan rumus sebagai berikut:

> leukosit: Yleukosit pada 64 kotak x 50 sel/mm?

Kadar Hemoglobin (Hb)

Perhitungan kadar hemoglobin pada penelitian ini
menggunakan metode Sahli (Haemometer Marwa,
Pakistan). Tabung sahlinometer diisi dengan HCI 0,1 N
hingga skala 10. Darah ikan diambil dengan pipet
hingga skala 20 mm? serta dihomogenisasi. Akuades
ditambahkan pada tabung hingga warna berubah
seperti warna standar (g/dL) (Sudirman et al. 2021).

Diferensial Leukosit

Perhitungan diferensial leukosit pada darah ikan
kerapu cantang dilaksanakan dengan pembuatan ulas
darah menggunakan pewarnaan giemsa. Darah
diteteskan pada object glass dan dibuat ulasan darah.
Ulasan darah yang telah dibuat dikeringkan dan
difiksasi dengan larutan methanol (Sigma-Aldrich,
USA) selama 5 menit. Preparat diwarnai dengan
pewarna Giemsa (Sigma-Aldrich, USA) selama 30
menit, kemudian dikeringkan dan dibilas dengan
akuades. Preparat ulas darah diamati dengan
mikroskop (Olympus CX23, Jepang) perbesaran 400x
untuk mengamati limfosit, monosit, dan neutrophil
(Widyaningrum et al. 2017). Persentase sel limfosit,
monosit, dan neutrophil dihitung menggunakan rumus:

Persentase sel (%): Y Jumlah sel x 100

Tingkat Relative Percentage Survival (RPS) dan
Survival rate (SR)

Nilai RPS dan SR-dihitung berdasarkan rumus yang
mengacu pada Zhang et al. (2017) dan Ashfaq et al.

(2019):
RPS(%) (1-(Yomortalitas ikan yang
divaksin)/(%omortalitas ikan kontrol)) x 100
SR (%) Jumlah ikan pada akhir

penelitian/jumlah ikan pada awal penelitian x100

Pengukuran Kualitas Air

Pengukuran kualitas air dilakukan setiap hari.
Parameter kualitas air yang diukur ialah suhu, pH,
salinitas, dan kadar oksigen terlarut (DO). Selain itu,
kotoran yang berada di dasar wadah pemeliharaan
dibersihkan setiap hari.
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Analisis Data

Data total eritrosit, kadar hemoglobin, total leukosit,
dan diferensial leukosit yang telah diperoleh, kemudian
dianalisis dengan uji ANOVA. Untuk mengetahui
pengaruh pada setiap perlakuan, dilakukan uji lanjut
dengan uji LSD (Least Significance Different) dan
Duncan pada taraf 5%. Analisis data RPS dan SR pada
penelitian ini diperoleh berdasarkan perhitungan rumus
SR dan RPS.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Perhitungan Total Eritrosit

Perhitungan rata-rata eritrosit ikan kerapu cantang
(Tabel 1) selama 28 hari berkisar antara 1,94-2,25x10°
sel/mm3. Hasil analisis statistik menunjukkan per-
bedaan nyata (P<0,05), yakni perlakuan pemberian
nanovaksin rekombinan protein Chlorella vulgaris
berbasis nanopartikel hybrid chitosan memiliki total
eritrosit yang lebih tinggi dibandingkan perlakuan tanpa
pemberian nanovaksin dengan total eritrosit tertinggi
terdapat pada perlakuan T1 (2,25 x10° sel/mm?3) yang
diberi nanovaksin dosis 33 ul. Rata-rata eritrosit ikan
kerapu cantang pada penelitian ini masuk dalam
kategori rentang normal. Menurut Yuhana et al. (2019),
rata-rata eritrosit ikan kerapu adalah 1,05x108-3x10°
sel/mm?,

Pemberian nanovaksin rekombinan C. vulgaris
berbasis nanopartikel hybrid chitosan mampu
meningkatkan rata-rata eritrosit yang dipengaruhi oleh
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peningkatan respons imunitas. Hal tersebut sesuai
dengan pernyataan Junirahma dan Yanuhar (2020)
bahwa vaksin rekombinan C. vulgaris memiliki kemam-
puan dalam meningkatkan respons sistem imunitas
ikan yang disertai peningkatan jumlah eritrosit yang
dimiliki oleh ikan. Pengukuran eritrosit pada perlakuan
nanovaksin menunjukkan adanya peningkatan pada
hari ke-21 dan hari ke-28 yang dipengaruhi respons
fisiologis tubuh untuk menggantikan eritrosit yang lisis
akibat infeksi VNN. Menurut Yuhana et al. (2019),
peningkatan rata-rata eritrosit berhubungan dengan
proses homeostatis tubuh ikan untuk memproduksi
eritrosit dalam jumlah lebih banyak untuk meng-
gantikan eritrosit yang mengalami kerusakan akibat
infeksi mikroorganisme.

Perhitungan Total Leukosit

Analisis hasil perhitungan rata-rata leukosit
disajikan pada Tabel 2. Hasil perhitungan jumlah
leukosit tertinggi terdapat hasil analisis ANOVA yang
menunjukkan bahwa pemberian nanovaksin rekom-
binan protein C. vulgaris berbasis nanopartikel hybrid
chitosan berpengaruh nyata (P<0,05) pada pening-
katan total leukosit yang dimiliki ikan kerapu cantang
yang ditunjukkan dengan total leukosit tertinggi
terdapat pada perlakuan T1, yaitu sebesar 1,76 x10°
sel/mm3. Hasil perhitungan rata-rata leukosit perlakuan
T2 (1,63 x10° sel/mm?) dan T3 (1,60 x10° sel/mmq)
menunjukkan adanya peningkatan leukosit, namun
masih berada di bawah perlakuan T1. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa pemberian nanovaksin mampu

Tabel 1 Rata-rata total eritrosit (x 10® sel/mm?3) lkan Kerapu Cantang

Lama pemeliharaan

Perlakuan b0 07 014 021 H28 Rata-rata
K+ 2,06 2,04 1,94 1,83 1,84 1,94 + 0,102
K- 2,05 2,1 2,09 2,11 2,11 2,09 +0,02b
T1 2,12 2,24 2,26 2,3 2,36 2,25 + 0,08
T2 2,09 2,16 2,2 2,27 2,29 2,20 + 0,09¢d
T3 2,1 2,12 2,11 2,18 2,22 2,14 + 0,05b¢c

Keterangan: Angka Rata-rata yang diikuti oleh huruf yang sama pada satu kolom menunjukkan hasil yang tidak berbeda
nyata pada uji LSD dan uji Duncan pada taraf uji 0=5%. K+ (Ikan terinfeksi VNN), K- (Ilkan Sehat), T1 (Dosis
nanovaksin rekombinan protein C. vulgaris berbasis nanopartikel hybrid chitosan 33 pl dan diuji tantang VNN),
T2 (Dosis nanovaksin rekombinan protein C. vulgaris berbasis nanopartikel hybrid chitosan 66 pl dan diuji
tantang VNN), dan T3 (Dosis nanovaksin rekombinan protein C. vulgaris berbasis nanopartikel hybrid chitosan

112 pl dan diuji tantang VNN).

Tabel 2 Rata-rata total leukosit (x10° sel/mm3) ikan kerapu cantang

Lama Pemeliharaan

Perlakuan ) a7 H-14 21 H-28 Rata-rata
K+ 1,14 1,68 1,72 1,7 1,7 1,58 + 0,25
K- 1,12 1,13 1,13 1,13 1,12 1,12 £ 0,052
T1 1,21 1,86 1,94 1,91 1,89 1,76 + 0,30
T2 1,16 1,7 1,78 1,76 1,77 1,63 + 0,26
T3 1,19 1,74 1,72 1,69 1,67 1,60 + 0,23

Keterangan: Angka Rata-rata yang diikuti oleh huruf yang sama pada satu kolom menunjukkan hasil yang tidak berbeda
nyata pada uji LSD dan uji Duncan pada taraf uji 0=5%. K+ (Ikan terinfeksi VNN), K- (lkan Sehat), T1 (Dosis
nanovaksin rekombinan protein C. vulgaris berbasis nanopartikel hybrid chitosan 33 ul dan diuji tantang VNN),
T2 (Dosis nanovaksin rekombinan protein C. vulgaris berbasis nanopartikel hybrid chitosan 66 pl dan diuji
tantang VNN), dan T3 (Dosis nanovaksin rekombinan protein C. vulgaris berbasis nanopartikel hybrid chitosan

112 pl dan diuji tantang VNN).
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meningkatkan rata-rata leukosit ikan kerapu cantang.
Menurut Alipin dan Sari (2020), rata-rata leukosit ikan
teleostei adalah 2 x10%-1,5 x10° sel/ mm?,

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian
nanovaksin rekombinan Chlorella vulgaris berbasis
nanopartikel hybrid chitosan mampu meningkatkan
rata-rata leukosit sebagai respons terhadap antigen
yang masuk ke dalam tubuh. Menurut Yanuhar et al.
(2020), vaksin rekombinan C. vulgaris mengandung
protein peridinin klorofil yang memiliki kemampuan
untuk meningkatkan aktivasi dan respons imunitas.
Kondisi ini memengaruhi peningkatan respons
imunitas yang dimiliki ikan untuk melawan infeksi VNN.
Peningkatan rata-rata leukosit pada perlakuan uiji
tantang dipengaruhi oleh respons tubuh untuk
mencegah perkembangan mikroorganisme di dalam
tubuh melalui pengiriman lebih banyak komponen
sistem imun pada jaringan yang terinfeksi dan
mengalami inflamasi (Dangeubun & Metungun 2017).

Perbedaan nilai rata-rata leukosit pada semua
perlakuan dapat dipengaruhi oleh kondisi stress, umur
ikan, aktivitas fisiologis, pemberian vaksin, dan
kemampuan ikan dalam merespons benda asing yang
masuk ke dalam tubuh. Imunosupresi diduga terjadi
pada perlakuan T3 yang diberi dosis 112 ul yang
ditunjukkan dengan rata-rata leukosit yang lebih
rendah. Dengan demikian, respons imunitas ikan
dalam melawan infeksi VNN tidak maksimal. Menurut
Yusuf et al. (2021), imunosupresi pada tubuh ikan
dapat dipengaruhi dosis vaksin yang diberikan terlalu
tinggi atau rendah yang memengaruhi tubuh ikan
sehingga tidak mampu merespons rangsangan
antigenik bahan vaksin secara maksimal dan respons
imun yang dibentuk tidak terlalu maksimal.

Kadar Hemoglobin (Hb)

Kadar hemoglobin pada ikan kerapu cantang
disajikan pada Tabel 3. Analisis statistik menunjukkan
perbedaan nyata (P<0,05), yakni perlakuan pemberian
nanovaksin rekombinan protein Chlorella vulgaris
berbasis nanopartikel hybrid chitosan memiliki kadar
hemoglobin yang lebih tinggi dibandingkan perlakuan
tanpa pemberian nanovaksin dengan rata-rata kadar
Hb tertinggi terdapat pada perlakuan T1 yang diberi
dosis 33 pl (6,8 g/dL). Hasil pengukuran kadar
hemoglobin pada semua perlakuan dalam penelitian ini
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masih berada pada rentang normal. Menurut Alipin and
Sari (2020), kadar hemoglobin normal ikan kerapu
antara 2,0-14 g/dL.

Hasil penelitian menunjukkan adanya peningkatan
dan penurunan kadar hemoglobin yang berhubungan
dengan jumlah eritrosit yang terdapat pada tubuh ikan.
Peningkatan kadar hemoglobin pascapemberian
nanovaksin dipengaruhi oleh kemampuan nanovaksin
untuk meningkatkan respons imunitas terhadap infeksi
penyakit. Menurut Sukenda et al. (2015) dan
Saparuddin  (2018), pemberian vaksin dapat
memengaruhi proses metabolisme di dalam tubuh ikan
dan peningkatan proses metabolisme dapat meme-
ngaruhi peningkatan nafsu makan dan transport nutrisi
oleh eritrosit akan lebih lancar yang menyebabkan
peningkatan kadar hemoglobin di dalam tubuh ikan.
Penurunan kadar hemoglobin pada perlakuan pem-
berian uji tantang dipengaruhi oleh infeksi VNN yang
terjadi di dalam tubuh ikan. Infeksi mikroorganisme di
dalam tubuh ikan akan menyebabkan lisis eritrosit yang
selanjutnya akan memengaruhi penurunan kadar
hemoglobin yang disertai dengan ganguan proses
transportasi oksigen dan nutrisi (Alipin & Sari 2020).

Diferensial Leukosit

Diferensial leukosit yang diamati pada penelitian ini
terdiri atas sel limfosit, monosit, dan neutrophil yang
disajikan pada Gambar 1. Analisis ANOVA menun-
jukkan bahwa pemberian nanovaksin rekombinan C.
vulgaris berbasis nanopartikel hybrid chitosan
berpengaruh nyata (P<0,05) pada peningkatan persen-
tase sel limfosit, neutrophil, dan monosit dibandingkan
perlakuan tanpa pemberian nanovaksin. Berdasarkan
perhitungan rerata persentase sel limfosit pada ikan
kerapu cantang pada penelitian ini pada perlakuan K +
sebesar (82%), K- (65%), T1 (91%), T2 (87%), dan T3
(85%). Rata-rata persentase sel limfosit tertinggi
ditemukan pada perlakuan T1 yang diberi nanovaksin
dengan dosis 33 pl. Menurut Santika et al. (2019),
persentase limfosit normal pada ikan kerapu adalah
60-80%.

Peningkatan persentase sel limfosit ikan kerapu
cantang yang diberi nanovaksin dan terinfeksi VNN
dipengaruhi oleh benda asing yang masuk ke dalam
tubuh disertai dengan respons imunitas tubuh. Hal ini
sesuai dengan pernyataan Wahjuningrum et al. (2022)

Tabel 3 Nilai Rata-rata kadar hemoglobin (g/dL) ikan kerapu cantang

Lama pemeliharaan

Perlakuan ) 07 014 021 h28 Rata-rata
K+ 5,2 4,8 4,6 4.4 4,6 4,7 + 0,302
K- 54 5,6 5,6 5,6 5,8 5,6 +0,14b
T1 6,2 6,6 7 7,2 7,2 6,8 +0,43d
T2 6 6,4 6,2 6,6 6,7 6,3 + 0,28
T3 6,2 5,6 5,6 5,8 6 5,8 + 0,26bc

Keterangan: Angka Rata-rata yang diikuti oleh huruf yang sama pada satu kolom menunjukkan hasil yang tidak berbeda
nyata pada uji LSD dan uji Duncan pada taraf uji a=5%. K+ (Ikan terinfeksi VNN), K- (Ikan Sehat), T1 (Dosis
nanovaksin rekombinan protein C. vulgaris berbasis nanopartikel hybrid chitosan 33 ul dan diuji tantang VNN),
T2 (Dosis nanovaksin rekombinan protein C. vulgaris berbasis nanopartikel hybrid chitosan 66 pl dan diuji
tantang VNN), dan T3 (Dosis nanovaksin rekombinan protein C. vulgaris berbasis nanopartikel hybrid chitosan

112 pl dan diuji tantang VNN).
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Gambar 1 Diferensial sel leukosit ikan kerapu cantang. a) Sel
Limfosit, b) Sel neutrophil, dan ¢) Sel monosit. K+
(Ikan terinfeksi VNN), K- (lkan Sehat), T1 (Dosis
nanovaksin rekombinan protein C. vulgaris
berbasis nanopartikel hybrid chitosan 33 pl dan
diuji tantang VNN), T2 (Dosis nanovaksin
rekombinan protein C. vulgaris berbasis
nanopartikel hybrid chitosan 66 pl dan diuji
tantang VNN), dan T3 (Dosis nanovaksin
rekombinan protein C. vulgaris berbasis
nanopartikel hybrid chitosan 112 pl dan diuji
tantang VNN).

bahwa peningkatan persentase sel limfosit di dalam
tubuh dapat dipengaruhi oleh faktor pemberian vaksin
dan adanya peningkatan intensitas infeksi oleh agen
patogen. Kondisi ini akan memengaruhi peningkatan
respons imunitas adaptive melalui aktivasi sel limfosit
T untuk menghasilkan berbagai sitokin dan eliminasi
sel yang telah terinfeksi oleh agen patogen dan aktivasi
sel limfosit B untuk menghasilkan antibodi.

Hasil pengamatan persentase sel neutrophil pada
ikan kerapu cantang pada masing-masing perlakuan
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adalah K+ (11%), K- (7%), T1 (19%), T2 (16,2%), dan
T3 (13,6%). Rata-rata persentase sel neutrophil
tertinggi pada penelitan ini didapatkan pada perlakuan
pemberian nanovaksin dengan dosis 33 pl (perlakuan
T1) dibandingkan dengan perlakuan lainnya. Menurut
Santika et al. (2019), persentase normal sel neutrophil
pada ikan sebesar 6—8%. Peningkatan persentase sel
neutrophil digunakan untuk memfagositosis agen
patogen (Wahjuningrum et al. 2022).

Persentase rerata sel monosit pada penelitian ini
mendapatkan hasil pada perlakuan K+ (17%), K-
(10%), T1 (23%), T2, (19%), dan T3 (17,2%). Rata-rata
sel monosit tertinggi didapatkan pada perlakuan T1
ikan kerapu cantang yang diberi nanovaksin dosis 33
pl yang kemudian diuji tantang VNN. Menurut Agung
dan Prayitno (2013), persentase normal pada ikan
adalah 9-15%. Peningkatan persentase sel monosit di
dalam tubuh dapat dipengaruhi oleh pemberian vaksin
pada tubuh ikan dan infeksi Betanodavirus. Hal ini
sesuai dengan pernyataan Lu and Chen (2019) bahwa
monosit ketika meninggalkan pembuluh darah akan
berdiferensiasi menjadi makrofag yang berperan untuk
memfagositosis agen patogen dan menghasilkan
sitokin untuk memodulasi respons inflamasi dan
makrofag dapat berperan sebagai Antigen presenting
cells untuk mengaktivasi respons imunitas adaptive
ikan (Kordon et al. 2018).

Tingkat Relative Percentage Survival (RPS) dan
Survival rate (SR)

Hasil pengukuran RPS dan SR pada ikan kerapu
cantang yang dipelihara selama 28 hari disajikan pada
Gambar 2. Berdasarkan hasil penelitian didapatkan
tingkat RPS dan SR tertinggi terdapat pada perlakuan
T1 yang diberikan nanovaksin dosis 33 pl dengan
tingkat RPS 69,3% dan SR 73,3%. Tingkat RPS yang
tinggi menunjukkan bahwa vaksin yang diberikan
memiliki keefektifan yang baik dalam mencegah infeksi
penyakit (Zafran 2016).

Tingkat RPS vaksin yang baik akan meningkatkan
nilai SR pada penelitian ini yang ditunjukkan pada
perlakuan pemberian nanovaksin dibandingkan kontrol
positif. Menurut Pane et al. (2021), pemberian vaksin
mampu meningkatkan respons imunitas tubuh ikan
dan meningkatkan produksi antibodi di dalam serum
sebagai respons sistem kekebalan tubuh terhadap
penyakit. Perlakuan T3 memiliki nilai RPS dan SR yang
tidak terlalu tinggi yang dapat dipengaruhi oleh kondisi
imunosupresi yang terjadi pada ikan. Kondisi ini dapat
terjadi akibat ikan tidak mampu merespons rang-
sangan antigenik vaksin yang memengaruhi respons
imunitas yang terbentuk tidak maksimal (Agustin et al.
2019).

Mekanisme Nanovaksin Rekombinan C. vulgaris
Berbasis Nanopartikel Hybrid Chitosan

Hasil pemanfaatan nanovaksin rekombinan C.
vulgaris berbasis nanopartikel hybrid chitosan yang
diberikan pada ikan kerapu cantang dalam penelitian
ini menunjukkan bahwa pemberian nanovaksin mampu
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Gambar 2 a) Tingkat Relative Percentage Survival (RPS)
dan b) Survival Rate (SR) ikan Kerapu Cantang.
K+ (Ikan terinfeksi VNN), K- (Ilkan Sehat), T1
(Dosis nanovaksin rekombinan protein C. vulgaris
berbasis nanopartikel hybrid chitosan 33 pl dan
diuji tantang VNN), T2 (Dosis nanovaksin
rekombinan protein C. vulgaris berbasis
nanopartikel hybrid chitosan 66 pl dan diuji
tantang VNN), dan T3 (Dosis nanovaksin
rekombinan protein C. vulgaris berbasis
nanopartikel hybrid chitosan 112 pl dan diuji
tantang VNN).

memengaruhi parameter total eritrosit, total leukosit,
kadar hemoglobin, diferensial leukosit, RPS, dan SR.
Hal ini dipengaruhi oleh nanovaksin yang dimanfaat-
kan mengandung protein peridinin klorofil yang berasal
dari Chlorella vulgaris yang memiliki kemampuan
dalam meningkatkan respons imunitas. Menurut
Yanuhar et al. (2020), protein peridinin klorofil C.
vulgaris memiliki kemampuan untuk meningkatkan
respons imunitas yang dimiiliki oleh ikan kerapu melalui
peningkatan aktivasi protein 3-actin dalam pengaturan
respons imunitas, meningkatkan kinerja reseptor
imunitas adaptive, dan bersifat adhesin terhadap
reseptor antigen virus VNN.

Nanopartikel dalam pengembangan vaksin pada
saat ini telah banyak dimanfaatkan sebagai adjuvant
dipengaruhi kemampuan nanopartikel dalam mening-
katkan imunogenitas bahan vaksin, mengantarkan
bahan vaksin secara spesifik menuju organ target, dan
kemampuan melindungi bahan vaksin (Vinay et al.
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2018). Chitosan menjadi salah satu nanopartikel yang
telah dimanfaatkan dalam pengembangan vaksin yang
dipengaruhi oleh kemampuan nanopartikel untuk dapat
berikatan dengan bahan vaksin melalui ikatan
electrostatic interaction. Ikatan ini berperan dalam
mengatur ikatan antigen dengan epitel mukosa agar
dapat dikenali oleh Antigen presenting cell (APC) untuk
menginduksi respons imunitas tubuh. Kemampuan
Chitosan lainny, yaitu melindungi bahan vaksin dari
proses pelarutan bahan organik, proses enzimatis,
agregasi peptida yang terjadi di dalam tubuh melalui
proses enkapsulasi agar bahan vaksin lebih optimal
untuk dikenali dan diproses oleh organ target (Dmour
& Islam 2022).

Mekanisme chitosan dalam menginduksi respons
imunitas melalui aktivasi kinerja sel-sel leukosit, seperti
sel makrofag, sel natural killer, dan reseptor imunitas
adaptive (sel dendritik dan MHC). Reseptor imunitas
adaptive yang telah mengenal bahan vaksin mampu
meningkatkan aktivasi limfosit T untuk berdiferensiasi
menjadi sel T CD4 dan CD8 dan limfosit B untuk
menghasilkan antibodi sehingga mampu mempercepat
dan meningkatkan aktivasi respons imunitas tubuh
dalam melawan infeksi virus (Rathore et al. 2022).
Pemanfaatan nanopartikel hybrid chitosan sebagai
bahan adjuvant nanovaksin dalam penelitian ini
mampu berperan baik yang ditunjukkan dengan
kemampuan untuk melindungi bahan nanovaksin dan
meningkatkan imunogenitas bahan nanovaksin
rekombinan C. vulgaris.

Pengukuran Kualitas Air

Pengukuran kualitas air pada setiap bak perlakuan
ikan kerapu cantang menunjukkan hasil rata-rata suhu
28,1°C-30,5°C, pH 7,1-7,8, salinitas 29-31 ppt, dan
DO 4,12-6,00 mg/L. Nilai kualitas air ini berada pada
batas yang baik untuk perkembangan dan pertum-
buhan ikan kerapu cantang. Menurut Thalib et al.
(2021), suhu optimal untuk ikan kerapu cantang
berkisar antara 28-32°C dan pH optimal bagi ikan
kerapu berkisar antara 7,0—7,8. Nilai salinitas optimal
bagi ikan kerapu cantang berkisar antara 28—-32 ppt
dan kadar DO optimal ikan kerapu berkisar 4-6 mg/L
(Harahap et al. 2019; Khalil et al. 2021).

KESIMPULAN

Nanovaksin dengan dosis 33 pl memiliki tingkat
imunogenitas yang baik untuk meningkatkan respons
imunitas ikan kerapu cantang yang dinfeksi Viral
nervous necrosis (VNN).
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