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ABSTRAK


Penggunaan one step PCR (satu kali proses amplifikasi) memiliki kelemahan karena kurang sensitif untuk deteksi WSSV dalam sampel udang yang terinfeksi sangat ringan. Deteksi WSSV dengan Nested  PCR lebih sensitif untuk diagnosa keberadaan virus white spot dalam konsentrasi rendah (awal infeksi virus).


Hasil uji one step PCR pada PL50-60 udang windu dan vaname tidak sensitif terhadap DNA WSSV dalam kedua sampel. DNA WSSV terdeteksi pada uji Nested  PCR baik menggunakan protokol kit maupun manual pada sampel udang windu, vaname dan jembret (vektor virus).


Pita WSSV sampel udang windu, vaname dan jembret dari produk Nested  PCR protokol kit terdeteksi pada ukuran fragmen DNA WSSV sekitar 300 bp. Fragmen DNA WSSV terdeteksi dalam produk  Nested  PCR  protokol manual dari sampel udang windu dan vaname pada ukuran 200 bp.
Kata kunci : WSSV – Nested  PCR – udang windu dan vaname

ABSTRACT :      NESTED  PCR SENSITIVITY ON WSSV (WHITE SPOT SYNDROME 

                            VIRUS) DNA DETECTION OF Penaeus monodon AND P. vannamei


Used one step PCR (amplification process one times) have weakness because low sensitive with very light infection. WSSV detection with Nested  PCR high sensitive for white spot virus existence diagnosis in low concentration (virus infection early).

Test product one step PCR of the PL50-60 from P. monodon and P. vannamei  not sensitive on WSSV DNA in two samples. WSSV DNA detected of Nested  PCR test with used kit protocol or manual of P. monodon and P. vannamei and Mysidacea (virus vector).
WSSV band of Penaeid shrimp (P. monodon and P. vannamei) and Mysidacea samples from kit protocol Nested PCR product detected of fragmen size WSSV DNA around 300 bp. WSSV DNA fragmen detected with manual protocol Nested  PCR product from P. monodon and P. vannamei  samples size at 200 bp.
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PENDAHULUAN
Sejak tahun 1995, penyakit bintik putih pada udang yang dikenal sebagai WSSV (White Spot Syndrome Virus) telah mewabah dan menyebar meluas ke seluruh sentra-sentra budidaya udang windu di Indonesia. Penyakit tersebut memiliki tingkat patogenitas tinggi dengan mortalitas dapat mencapai 100 % yang merupakan penghambat utama kegagalan budidaya udang windu di Asia dan Amerika (Mahardika dkk. 2004).


Transmisi penyebaran WSSV ditularkan melalui kontak dengan udang yang sakit, maupun dari pakan alami seperti Artemia, udang rebon dan larva kepiting yang telah diketahui sebagai vektor virus (carrier WSSV) tersebut (Kuo et al. 1998). Baik benih udang, induk udang, udang liar di laut serta kepiting merupakan hewan target serangan virus white spote, menandakan bertambahnya vektor virus selain udang windu.

Beberapa tahun terakhir ini telah dikembangkan uji biomolekuler untuk mendeteksi keberadaan DNA WSSV menggunakan teknik PCR (Polymerase Chain Reaction) (Mahardika dkk. 2004). Umumnya digunakan kit WSSV  yang diimpor dari luar negeri dan memakai metode one-step PCR (PCR tunggal) dengan satu kali proses amplifikasi (penggandaan) sekuen WSSV.

Pada kasus udang yang terinfeksi berat WSSV, penggunaan metode one-step PCR  memberikan hasil positif keberadaan DNA WSSV, atau dengan kata lain deteksinya sensitif (Chang et al. 2002 ; Vaseeharan et al. 2003). Sebaliknya pada kasus infeksi sangat ringan, metode one-step PCR  tersebut memberikan hasil negatif WSSV, sehingga tidak sensitif untuk melacak keberadaan DNA WSSV dalam benur. 

Berlandaskan adanya kelemahan pada metode one-step PCR  ini, maka oleh para peneliti telah dikembangkan sistem deteksi yang lebih sensitif yaitu metode Nested PCR  (two-step PCR). Nested PCR menggunakan 2 pasang primer spesifik yang berbeda urutan nukleotidanya (sekuen) yang digunakan untuk mengamplifikasi sekuen DNA WSSV. Proses PCR dilakukan dalam 2 tahap, dimana tahap I, pasangan primer pertama mengkopi urutan DNA WSSV (untai DNA bagian terluar) dan pada tahap II, pasangan primer kedua mengkopi sekuen bagian internal (untai DNA bagian dalam) WSSV (Lo et al. 1996b ; Kallaya et al. 2006). DNA template (cetakan WSSV) yang digunakan dalam metode Nested PCR adalah produk PCR tahap I dalam jumlah sangat kecil (1 – 2 (l). Dengan penggunaan metode Nested PCR  tersebut diharapkan deteksi WSSV dapat lebih sensitif terutama pada benur yang terinfeksi sangat ringan tanpa menunjukkan gejala klinis WSSV.

METODE 

Deteksi DNA WSSV menggunakan metode one step PCR (PCR I) dan two step PCR (Nested PCR) dengan protokol dari Kit WSSV Nugen dan protokol secara manual. Metode one step PCR hanya menggunakan 1 kali proses amplifikasi, sementara untuk Nested PCR menggunakan 2 kali proses amplifikasi. 

Primer yang digunakan untuk one step PCR dengan protokol manual adalah pasangan primer WSSV-F1 (5’ GACAGAGATATGCACGCCAA 3’ ) dan WSSV-R! (5’ ACCAGTGTTTCGTCATGGAG 3’ ) sedangkan untuk Nested PCR menggunakan pasangan primer WSSV-F2 (5’ ACCTCTTTACTCCCTCGACT  3’) dan WSSV-R2 (5’ TTGTAGAGGGCATGAGGGAT 3’ ). Protokol Kit WSSV Nugen digunakan untuk metode Nested PCR dengan menggunakan pasangan primer yang disediakan dalam kit (sekuen primer tidak diketahui). Pasangan primer pertama sudah diformulasikan dalam campuran PCR Premix 1 dan pasangan primer kedua dalam campuran PCR Premix 2.

Pada proses amplifikasi pertama akan dihasilkan produk PCR I, dan sebanyak 1 – 2 µl produk PCR I  ini digunakan sebagai template (cetakan) untuk amplifikasi kedua dari metode Nested PCR.

Isolasi DNA Udang


Sampel udang uji (PL50-60) yang digunakan meliputi windu asal Karangsong (WK), windu asal Balongan (WB), vaname asal Pasekan (VP), vaname asal Balongan (VB) dan udang jembret asal Karangsong (JK) sebagai vektor virus. Semua sampel tersebut diambil dari sentra benur oslahan yang ada di daerah Indramayu dan diawetkan dalam botol sampel yang telah diisi larutan preservasi (gliserol : alkohol 100 % = 1 : 4) untuk dikerjakan lebih lanjut di Lab. Biotek FPIK UNPAD.

Metode yang digunakan untuk isolasi atau ekstraksi DNA udang uji tersebut merujuk pada protokol IQ2000TM WSSV Detection Kit (Farming IntelliGene Tech. Corp., Taiwan) menggunakan DNA Extraction Buffer yang disediakan dalam Kit WSSV Nugen.


Sampel organ tubuh yang diambil adalah semua kaki renang dan kaki jalan PL udang windu dan udang vaname. Sedangkan untuk udang jembret, seluruh tubuh digunakan sebagai sampel.

Masing-masing mikrotube steril 1,5 ml dilabel dengan kode WB, WK, VP, VB dan JK, kemudian organ yang telah diambil dimasukkan dalam mikrotube tersebut. Selanjutnya ditambahkan 500 µl DNA Extraction Buffer ke dalam mikrotube, dan dilakukan penggerusan dengan sumpit plastik steril sampai lembut di atas es yang terdapat dalam styrofoam.


Tahap berikutnya menempatkan mikrotube ke dalam waterbath untuk inkubasi selama 10 menit pada suhu 95 0C, dan disentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit. Sebanyak 200 µl supernatan dipindahkan ke dalam  mikrotube baru 1,5 ml dan ditambahkan 400 µl Etanol 95 %, kemudian divorteks dengan cepat. Kembali disentrifugasi selama 5 menit pada kecepatan 12.000 rpm, kemudian Etanol dib uang di atas tissue. Mikrotube yang telah berisi pelet DNA yang menempel di dasar tube dikering udarakan. Selanjutnya ditambahkan 100 µl bufer TE dan disimpan -20 0C.

Amplifikasi DNA WSSV


Pelipatgandaan DNA (amplifikasi) WSSV dilakukan dengan mencampurkan reagen-reagen PCR dalam PCR Core Kit  dengan DNA template (isolat DNA udang) dan primer-primer WSSV sesuai protokol yang digunakan.


Masing-masing mikrotube steril 0,2 ml untuk campuran reaksi PCR dilabel sesuai dengan kode yang tertera dalam isolat DNA udang. Amplifikasi dilakukan dengan protokol one step PCR khususnya untuk sampel VP, VB dan WB dan menggunakan protokol two step PCR (Nested PCR) dari Kit WSSV Nugen untuk sampel WK, JK dan VB.

Formula campuran reagen PCR dari Kit WSSV Nugen dilakukan dalam mikrotube 0,2 ml dengan total volume akhir 20 µl. Volume masing-masing reagen untuk setiap PCR reaksi PCR adalah 7,5 µl PCR Premix 1; 0,5 µl Taq DNA polymerase (2 U/ µl); 2,0 µl DNA template dan 10 µl nuclease free water.
Khusus untuk protokol Nested PCR dari Kit WSSV Nugen digunakan 2 µl produk PCR I (one step PCR) sebagai DNA template dan dicampurkan dengan PCR Premix 2 serta Taq DNA polymerase. Adapun volume total reaksi dan volume masing-masing reagen sama seperti yang diuraikan sebelumnya. 

Amplifikasi WSSV pada sampel VP, VB dan WB berdasar protokol one step PCR menggunakan pasangan primer WSSV-F1 dan WSSV-R1 dan Nested PCR menggunakan pasangan primer WSSV-F2 dan WSSV-R2 secara manual. Reaksi PCR untuk one step dan Nested PCR manual dilakukan dengan total volume akhir 25 µl. Kecuali primer dan DNA template, komposisi reagen untuk protokol one step dan Nested PCR secara manual adalah sama, yaitu : 5 µl bufer PCR 10 x; 2 µl MgCl2; 2  µl dNTP; 1 µl Taq DNA polymerase (2 U/ µl); 2 µl masing-masing primer; 2 µl DNA template dan 9 µl nuclease free water.

DNA template untuk one step PCR menggunakan DNA hasil ekstraksi, sedangkan DNA template untuk Nested PCR menggunakan DNA hasil one step PCR.

Kondisi suhu, waktu, dan siklus PCR I dan PCR II untuk amplifikasi WSSV pada thermocycyler adalah pradenaturasi 94 0C selama 2 menit, diikuti 28 siklus yang terdiri atas denaturasi pada 94 0C selama 30 detik, annealing pada 58 0C selama 30 detik dan ekstensi pada 72 0C selama 30 detik, serta diakhiri dengan ekstensi akhir pada 72 0C selama 5 menit.
Elektroforesis gel agarose


Keberadaan DNA WSSV dapat dideteksi dengan elektroforesis gel agarose setelah divisualisasikan dengan UV-transilluminator. 

Produk-produk PCR I (one step PCR) dan PCR II (Nested PCR) dipisahkan fragmen-fragmennya berdasarkan berat molekul DNA melalui proses elektroforesis dengan gel agarose 1 %. Sebagai marker berat digunakan DNA Ladder 1 Kb (kisaran 250 – 10.000 bp) dan marker DNA dari Kit WSSV Nugen (300 bp, 400 bp, 700 bp, 1250 bp). Kondisi running elektroforesis adalah voltase 40 V, ampere 65 mA dan waktu 35 menit.
HASIL DAN BAHASAN

Sensitivitas protokol PCR


Awal gejala serangan penyakit bintik putih (WSSV) pada tahap pendederan post larva (PL) di tambak, dimana tingkat infeksi umumnya sangat ringan, diperlukan protokol PCR yang lebih sensitif untuk mendeteksi WSSV dalam DNA udang. Sensitivitas deteksi tersebut erat kaitannya dengan batas terendah jumlah kopi amplifikasi DNA WSSV yang masih dapat dijangkau suatu protokol PCR. Batas deteksi yang mampu dijangkau oleh one step PCR, konsentrasi DNA WSSV yang terkandung dalam sampel uji minimal 100 ng untuk menghasilkan sebanyak 50 kopi DNA tersebut (Kallaya et al. 2006).

Hasil elektroforesis produk one step PCR (PCR I) dengan protokol secara manual, khususnya pada sampel vaname Balongan (VB), vaname Pasekan (VP) dan windu Balongan (WB) pada tahap PL50-60  tidak diperoleh pita DNA WSSV (Gambar 1). Hal ini menunjukkan ketidaksensitifan protokol one step PCR pada sampel udang yang tingkat infeksinya sangat ringan. Bukti ini juga ditunjukkan dari hasil diagnosa sampel jaringan udang dan kepiting yang terinfeksi WSSV kategori sangat ringan tidak mampu dideteksi oleh metode one step PCR (Kuo et al. 1998 ; Chang et al. 2002).
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Gambar 1. Produk PCR I protokol manual (sampel VB, VP, WB) dan Nested PCR 

                  protokol Kit WSSV Nugen (sampel WK, JK dan WB) 

Keterangan :

Sumur ke -2   = marker DNA Ladder 1 Kb

Sumur ke-3    = sampel Vaname Balongan (one step PCR protokol manual)
Sumur ke-6    = sampel Vaname Pasekan (one step PCR protokol manual)

Sumur ke-8    = sampel Windu Balongan (one step PCR protokol manual)

Sumur ke-10  = Positif (+) Kontrol Kit WSSV Nugen (300 bp, 630 bp, 848 bp)  

                          terkena infeksi sangat berat
Sumur ke-11  = sampel Windu Karangsong (Nested PCR protokol Kit WSSV)

Sumur ke-12  = sampel Jembret Karangsong (Nested PCR protokol Kit WSSV)

Sumur ke-13  = sampel Vaname Balongan (Nested PCR protokol Kit WSSV)

Sumur ke-14  = marker DNA Kit WSSV Nugen (300 bp, 400 bp, 700 bp, 1250 bp)

Sebaliknya tingkat deteksi WSSV untuk sampel windu Karangsong (WK), vaname Balongan (VB) dan udang jembret Karangsong (JK) sebagai vektor virus dapat dideteksi menggunakan Nested  PCR protokol Kit WSSV Nugen yang ditunjukkan dengan muculnya pita DNA WSSV pada sumur ke-11, sumur ke-12 dan sumur ke-13 dalam Gambar 1 diatas (tingkat infeksi tergolong ringan, pita DNA WSSV 300 bp). Hal ini menunjukkan tingkat sesitivitas nested PCR dapat mendeteksi kandungan WSSV dalam DNA udang pada konsentrasi yang rendah, khususnya udang yang terinfeksi ringan.  Metode Nested  PCR sangat peka dalam mendeteksi kandungan WSSV dalam konsentrasi rendah (Islam et al. 2007 ; Khadijah et al. 2003).
DNA WSSV pada sampel udang windu (WK), udang vaname (VB) dan udang jembret (JK) pada Gambar 1 (sumur ke-11, ke-12 dan ke-13) terdeteksi pada posisi 300 bp berdasar ukuran pembanding dari marker DNA Kit  WSSV Nugen dan marker DNA Ladder 1 Kb. Pita DNA WSSV berukuran 300 bp tersebut menunjukkan tingkat infeksi ringan (kira-kira 20 kopi DNA WSSV), sehingga sensitivitas Nested PCR protokol Kit WSSV relatif lebih baik dibanding one step PCR (Lo et al. 1996b). Kelebihan metode Nested PCR ini dapat memberikan keyakinan tinggi adanya sampel uji yang terinfeksi WSSV pada tahap awal serangan penyakit tersebut.
Produk Nested PCR protokol Kit WSSV dari sampel JK sebagai ‘carrier WSSV’ juga menunjukkan adanya pita DNA WSSV pada posisi 300 bp (Gambar 1, sumur ke-12). Kondisi ini memberikan petunjuk bahwa sumber penularan penyakit white spot pada udang salah satunya berasal dari udang jembret (udang rebon) sebagai makanan alami udang windu dan vaname.

Hasil deteksi tersebut serupa dengan penelitian Otta et al. (1999), bahwa sampel sampel kepiting sebagai vektor virus dan udang dengan kodisi sehat (tanpa gejala klinis WSSV) memberikan hasil negatif WSSV dengan uji one step  PCR dan sebaliknya memberikan hasil positif WSSV ketika uji Nested PCR.
Ukuran Fragmen DNA WSSV

Ketidakpekaan uji PCR juga dipengaruhi oleh primer-primer yang digunakan untuk amplifikasi DNA WSSV. Primer yang digunakan harus memiliki kespesifikan tinggi terhadap WSSV, karena suatu urutan nukleotida WSSV pada fragmen tertentu hanya dikenali primer spesifik (Lo et al. 1996b). Sebagai bukti bahwa primer yang didesain dari genom WSSV Penaeus japonicus, tidak menunjukkan hasil positif WSSV pada sampel Penaeus monodon. Sebaliknya dengan menggunakan primer yang didesain dari genom WSSV P. Monodon memberikan deteksi positif WSSV baik pada P. monodon maupun P. japonicus (Takahashi et al. 1996).

Tingkat deteksi keberadaan WSSV juga ditentukan oleh ukuran produk hasil amplifikasi dari primer-primer yang digunakan. Hasil amplifikasi produk Nested PCR dengan protokol secara manual menggunakan 2 pasang primer (WSSV-F1 :5’ GACAGAGATATGCACGCCAA 3’ ; WSSV-R1 : 5’ ACCAGTGTTTCGTCATGGAG 3’ ; WSSV-F2 : 5’ ACCTCTTTACTCCCTCGACT 3’ dan WSSV-R2 : 5’ TTGTAGAGGGCATGAGGGAT 3’) (Takahashi et al. 1996) memberikan produk ukuran fragmen DNA sebesar 200 bp (Gambar 2).
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Gambar 2. Produk Nested PCR protokol manual pada sampel udang windu dan 

                  udang vaname

Keterangan :

Sumur ke-2   = marker DNA Ladder 1 Kb

Sumur ke-4   = sampel vaname Pasekan (Nested PCR protokol manual)

Sumur ke-6   = Positif (+) Kontrol WSSV Kit Nugen

Sumur ke-8   = sampel vaname Balongan (Nested PCR protokol manual)

Sumur ke-10 = sampel windu Balongan  (Nested PCR protokol manual)

Sumur ke-12 = marker DNA Kit WSSV Nugen 


Ukuran fragmen DNA WSSV (200 bp) pada produk Nested PCR protokol manual (Gambar 2, sumur ke-4, ke-8 dan ke-10) berbeda dengan ukuran fragmen WSSV (300 bp) dari produk Nested PCR protokol Kit WSSV Nugen (Gambar 1). Perbedaan ukuran fragmen WSSV ini disebabkan adanya perbedaan sekuen primer yang digunakan dalam kedua protokol tersebut.

Hasil penelitian Tapay et al. (1999), juga menunjukkan fragmen DNA WSSV berukuran 211 bp  berasal dari isolat udang vaname (Penaeus vannamei) dari produk Nested PCR menggunakan primer 1 (5’ GAAACTATTGAAAAGGCTTTCCCTC 3’) dan primer 2 (5’ GTTCCTTATTTACTACTACGGCAA 3’). Baik isolat WSSV pada udang vaname asal Cina, Amerika Serikat dan Indonesia terdeteksi pada ukuran 211 bp. Demikian pula hasil deteksi WSSV pada P. monodon diperoleh pada ukuran 210 bp dengan Nested  PCR menggunakan primer F1 (5’ ATGAGGAAAATGACCTCTATGA 3’, primer R1 (5’ TCAAGAAAGCGCGTGCTTTAG 3’), primer F2 (5’ GAGACGTCGCTCATCAAAGATGGGGAAG 3’) dan primer R2 (5’ GAAACCTGGACCATATTGAATACGGCCAG 3’) (Khadijah et al. 2003).

Kemiripan ukuran fragmen DNA WSSV (200 bp) yang berasal dari udang windu dan vaname pada penelitian ini dengan ukuran fragmen DNA WSSV (211 bp) dari udang vaname asal Cina, Amerika Serikat dan Indonesia (Tapay et al. 1999), menunjukkan bahwa metode Nested PCR sangat sensitif dalam mendeteksi keberadaan DNA WSSV pada udang yang dikategorikan terinfeksi ringan walaupun menggunakan protokol manual.

KESIMPULAN


Berdasarkan uraian di atas dapat disimpulkan sebagai berikut :

· Tingkat sensitivitas metode Nested PCR lebih tinggi dibandingkan metode one step PCR baik pada protokol manual maupun kit

· Fragmen DNA WSSV pada udang windu, vaname dan jembret terdeteksi pada ukuran 300 bp dengan Nested PCR protokol kit
· Fragmen DNA WSSV pada udang windu dan vaname terdeteksi pada ukuran 200 bp dengan Nested PCR protokol manual

SARAN

Untuk skrining benur windu dan vaname pada tahap post larva (PL) dianjurkan menggunakan uji Nested PCR baik menggunakan protokol kit maupun protokol secara manual.  
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