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RINGKASAN

Rr.Amaliah Fitri. Perbandingan Metode PCR (Polymerase Chain Reaction)
Konvensional Dengan Metode PCR Portable Kit Untuk Deteksi White Spots
Syndrome Virus (WSSV) Pada Udang Vannamei. Dibimbing oleh FARIDA
dan EKO PRASETIO.

Udang vannamei merupakan komoditi yang mendominasi pertambakan
dipesisir wilayah Kalimantan Barat. Usaha budidaya tersebut tumbuh pesat
dengan resiko penyebaran penyakit yang juga tinggi. Serangan penyakit yang
paling umum dan sering ditemukan pada budidaya udang vannamei adalah
WSSV ( White spot Syndrome Virus). ldentifikasi penyakit virus WSSV di
SKIPM Pontianak dilakukan dengan dua metode yang berbeda yaitu metode
PCR Konvensional dan Portable Kit PCR. Metode PCR konvensional
merupakan salah satu alternatif untuk deteksi penyakit virus yang cukup
akurat dan relatif lebih murah, jika dibandingkan dengan metode lain yang
sedang berkembang saat ini seperti metode PCR Portable Kit yang proses
deteksi lebih singkat karena tidak memerlukan tahap elektroforesis. Melihat
dari kelebihan dan kekurangan masing- masing metode tersebut, sehingga
menimbulkan alasan untuk mengetahui lebih lanjut tentang presisi dan akurasi
sensitivitas dari kedua metode tersebut dalam mendeteksi infeksi virus WSSV

pada udang vannamei.

Berdasarkan pengamatan dan penelitian terhadap perbandingan metode
PCR (Polymerase Chain Reaction) Konvensional dengan Metode PCR
Portable Kit untuk deteksi White spot syndrome virus (WSSV) pada udang
Vannamei, yang dilaksanakan di Laboratorium SKIPM Pontianak selama
enam bulan, rata — rata sampel yang diterima tidak menunjukkan gejala klinis
kearah diagnosa terinfeksi virus WSSV. Sehingga diagnosa awal pada gejala
klinis sampel uji bersifat sehat dan normal. Namun terdapat beberapa sampel
yang tidak menunjukkan gejala klinis terinfeksi virus WSSV pada diagnosa
awal, tetapi teridentifikasi positif terinfeksi virus WSSV dalam interpretasi
hasil PCR. Data pengamatan hasil interpretasi pemeriksaan PCR disajikan

dalam bentuk tabel yang berisi data rekapitulasi pengamatan harian dan grafik



data rekapitulasi pengamatan harian. Pengamatan dilakukan pada variabel
plasmid kontrol (+) masing — masing kit uji, plasmid DNA sampel dan
plasmid DNA virus WSSV dengan indikator hasil pemeriksaan positif,
negatif, terdeteksi maupun tidak terdeteksi. Setiap hasil pemeriksaan variabel
pengamatan akan diberi nilai pembobotan tertentu, untuk mengetahui presisi
dan akurasi sensitivitas dari kedua metode PCR dalam mendeteksi infeksi
virus WSSV pada udang vannamei.

Hasil prosentase pembobotan PCR Konvensional berada pada angka
95,24%, yang berarti masih terdapat Plasmid DNA sampel atau DNA virus
WSSV yang tidak dapat dideteksi oleh metode tersebut. Sedangkan PCR
Portable Kit berada pada angka 99,21%, menunjukkan nilai yang sangat baik
dari prosentase pembobotannya, karena ketepatan pengujiannya lebih akurat.
PCR Konvensional merupakan metode deteksi yang sangat sensitif dan
spesifik, gerakan fisik yang berlebihan dapat menyebabkan terputusnya ikatan
antar molekul dan DNA sampel mengalami kerusakan. Hal tersebut
mengakibatkan terjadinya smear pada pita DNA elektroforesis. PCR Portable
Kit dengan teknik spin column menghasilkan asam nukleat DNA dan RNA
yang lebih bersih dan berkualitas tinggi. Dengan demikian kemungkinan
terjadinya “false negatif” akibat kualitas DNA/RNA yang buruk dapat
dihindari.

Berdasarkan hasil pembobotan tersebut secara umum dapat
disimpulkan bahwa Metode identifikasi virus WSSV dengan PCR Portable Kit
(IQ Plus™WSSYV) lebih tinggi tingkat keberhasilannya dalam mengidentifikasi
keberadaan plasmid DNA sampel, plasmid DNA virus WSSV dan plasmid
kontrol positif WSSV dibandingkan dengan metode PCR konvensional (/Q-
2000™ — WSSV).

Kata kunci : deteksi wssv, PCR 1Q 2000, PCR Portabel Kit, perbandingan

metode, nilai pembobotan.
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang

Udang vannamei merupakan komoditi yang mendominasi pertambakan
dipesisir wilayah Kalimantan Barat. Usaha budidaya tersebut tumbuh pesat
dengan resiko penyebaran penyakit yang juga tinggi. Serangan penyakit yang
paling umum dan sering ditemukan pada budidaya udang vannamei adalah
WSSV ( White spot Syndrome Virus).

Penyakit WSSV adalah penyakit yang menyerang pada udang. Penyakit
ini disebabkan oleh virus spesies WSSV, famili Nimaviridae. Tingkat
kematian akibat infeksi virus ini mencapai 100 % dalam waktu 3-19 hari post
infeksi. Penyakit ini dikenal dengan nama penyakit bintik putih pada udang.
Virus ini bereplikasi di nukleus, berbentuk ellipsoid sampai basil, memiliki
ekor di salah satu kutub partikel virus. Organ target dari WSSV pada udang
penaeid adalah jaringan ektodermal (epidermis kutikuler, saluran pencernaan
depan dan belakang, insang dan jaringan saraf) dan mesodermal (organ
limfoid, glandula antenna, jaringan ikat dan jaringan hematopoietik). Gejala
klinis pada fase akut muncul bintik-bintik putih pada lapisan dalam
eksoskeleton dan epidermis. Gejala lainnya adalah lethargi, tidak mau
makan, lemah, berenang ke permukaan dan terjadi diskolorasi kemerahan pada
tubuh (Mahardika, et.al.2004).

Salah satu tindakan yang dilakukan oleh pemerintah dan lembaga terkait
untuk menekan penyebaran virus WSSV adalah dengan melakukan deteksi
dari penyakit WSSV menggunakan metode Polymerase Chain Reaction
konvensional maupun Portable Kit PCR. Melalui UPT SKIPM Pontianak,
setiap media pembawa(udang vannamei) yang masuk atau keluar di wilayah
Kalimantan Barat, diwajibkan untuk melakukan pemeriksaan virus WSSV.
Hal ini bertujuan untuk mencegah tersebar luasnya penularan virus WSSV
yang merupakan HPIK Gol I. Sampel yang dinyatakan positif terinfeksi
WSSV akan ditolak untuk masuk ke wilayah Kalimantan Barat atau bahkan

harus dimusnahakan.



Penelitian dengan prinsip perbandingan metode pemeriksaan PCR yang
berbeda telah beberapa kali dikemukakan, salah satunya menjadi referensi
penelitian ini yang berjudul “Aplikasi Polymerase Chain Reaction (PCR)
Konvensional Dan Real Time PCR Untuk Deteksi White Spot Syndrome Virus
Pada Kepiting” ( Jurnal Perikanan dan Kelautan, 2012). Penelitian tersebut
bertujuan mencari deteksi WSSV yang terbaik pada kepiting sebagai carrier
WSSV  yang menginfeksi udang windu dengan menggunakan PCR
Konvensional dan Real Time PCR. Penelitian tersebut menggunakan metode
survei dengan analisis deskriptif kualitatif.

1.2. Perumusan Masalah

Identifikasi penyakit virus WSSV di SKIPM Pontianak dilakukan
dengan dua metode yang berbeda yaitu metode PCR Konvensional dan
Portable Kit PCR.Metode PCR konvensional merupakan salah satu alternatif
untuk deteksi penyakit virus yang cukup akurat dan relatif lebih murah, jika
dibandingkan dengan metode lain yang sedang berkembang saat ini seperti
metode PCR Portable Kit. Hanya saja keberhasilan dalam pengujian sampel
dengan metode PCR konvensional,sangat bergantung pada ketepatan dan
ketelitian laboratoris dalam prosedur kerjanya. Selain itu beberapa hal seperti
faktor kontaminasi silang dan ketepatan jumlah bahan yang dipakai juga
memberikan pengaruh yang besar terhadap hasil pembacaan DNA/RNA
sampel.

Lainnya halnya dengan metode PCR Portable Kit yang dapat dikerjakan
langsung di lapangan “on the spot” menggunakan portable- PCR (Rapid Test
on the spot). Teknik ini dapat dikerjakan di luar laboratorium dengan proses
amplifikasi yang bersifat semi-kit tanpa proses elektroforesis dan hasil akhir
secara kualitatif dapat dilihat langsung pada mesin amplifikasi. Hasil analisis
dapat diperoleh dalam waktu yang lebih singkat karena tidak perlu dilakukan
proses elektroforesis pada agar gelrose untuk pembacaan DNA/RNA sampel
uji. Namun untuk kemudahan dari metode ini, bahan dan peralatannya harus
dibeli dengan harga yang cukup mabhal, selain itu keberhasilan PCR Portable
Kit sangat bergantung pada kinerja alat, sehingga kesiapan, validasi dan

kalibrasi alat harus sangat diperhatikan.



Melihat dari kelebihan dan kekurangan masing- masing metode tersebut,
sehingga menimbulkan alasan untuk mengetahui lebih lanjut tentang presisi
dan akurasi sensitivitas dari kedua metode tersebut dalam mendeteksi infeksi
virus WSSV pada udang vannamei.

1.3. Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui metode yang lebih baik dalam
pengujian PCR konvensional maupun portable kit untuk identifikasi penyakit
WSSV.

1.4. Manfaat

Penelitian perbandingan metode PCR konvensional dengan metode PCR
portable kit untuk deteksi penyakit WSSV pada udang vannamei ini
diharapkan dapat bermanfaat sebagai informasi kepada masyarakat umumnya
dan pembudidaya udang khususnya untuk penerapan metode yang lebih baik
dalam pengujian PCR konvensional maupun portable kit untuk identifikasi
virus WSSV.Selain itu juga merupakan salah satu referensi untuk SKIPM
Pontianak dalam menerapkan metode pemeriksaan yang lebih tepat untuk

identifikasi penyakit WSSV.



5.1.

BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan pengamatan dan penelitian terhadap perbandingan metode

PCR (Polymerase Chain Reaction) Konvensional dengan Metode PCR

Portable Kit untuk deteksi White spot syndrome virus (WSSV) pada udang

Vannamei, yang dilaksanakan di Laboratorium SKIPM Pontianak selama

enam bulan, dapat disimpulkan beberapa hal sebagai berikut :

1.

Rata — rata sampel yang diterima di SKIPM Pontianak tidak
menunjukkan gejala klinis kearah diagnosa terinfeksi virus WSSV.
Sehingga hal ini dapat memberikan diagnosa awal pada kesimpulan
gejala klinis sampel uji bersifat sehat dan normal.

Terdapat beberapa sampel yang tidak menunjukkan gejala klinis
terinfeksi virus WSSV pada diagnosa awal, namun teridentifikasi
positif terinfeksi virus WSSV dalam interpretasi hasil PCR.

Tingkat virulensi virus yang rendah, menyebabkan kerusakan yang
muncul pada udang tidak dapat terdiagnosa secara makroskopis. Hal
ini juga menyebabkan tingkat prevalensi sampel yang terinfeksi
menjadi rendah.

PCR Konvensional merupakan metode deteksi yang sangat sensitif dan
spesifik, gerakan fisik yang berlebihan dapat menyebabkan terputusnya
ikatan antar molekul dan DNA sampel mengalami kerusakan. Hal
tersebut mengakibatkan terjadinya smear pada pita DNA
elektroforesis.

PCR Portable Kit dengan teknik spin column menghasilkan asam
nukleat DNA dan RNA yang lebih bersih dan berkualitas tinggi.
Dengan demikian kemungkinan terjadinya “false negatif” akibat
kualitas DNA/RNA yang buruk dapat dihindari.

Hasil prosentase pembobotan PCR Konvensional berada pada angka
95,24%, yang berarti masih terdapat Plasmid DNA sampel atau DNA
virus WSSV yang tidak dapat dideteksi oleh metode tersebut.
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Sedangkan PCR Portable Kit berada pada angka 99,21%, menunjukkan
nilai yang sangat baik dari prosentase pembobotannya, karena
ketepatan pengujiannya lebih akurat.

Dari poin — poin tersebut secara umum dapat disimpulkan bahwa
Metode identifikasi virus WSSV dengan PCR Portable Kit (/Q Plus™WSSV)
lebih tinggi tingkat keberhasilannya dalam mengidentifikasi keberadaan
plasmid DNA sampel, plasmid DNA virus WSSV dan plasmid kontrol positif
WSSV dibandingkan dengan metode PCR konvensional (I0-2000™ — WSSV),
yang selama ini telah diterapkan di SKIPM Pontianak.

5.2.  Saran

Karya ilmiah ini dapat dijadikan rujukan dalam pengembangan karya
ilmiah lainnya yang terkait dengan akurasi maupun ketepatan dari metode
identifikasi PCR wuntuk deteksi virus WSSV pada udang vannamei.
Pengkayaan materi untuk jumlah DNA sampel secara kuantitas, spesifikasi
bahan ekstraksi, amplifikasi dan elektroforesis yang berbeda dapat menjadi

kajian lanjutan untuk kaya ilmiah lainnya dengan tema sama.
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