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ABSTRAK


Metode Nested PCR lebih sensitif mendeteksi white spot syndrome virus (WSSV) dibandingkan dengan one step PCR pada awal infeksi pada udang windu stadia PL30, PL40 dan umur 2 bulan pemeliharaan di tambak. Fragmen DNA WSSV sebagai produk amplifikasi Nested PCR yang berukuran 296 bp diperoleh dari sampel windu PL30, PL40, umur 2 bulan dan udang jembret (vektor virus).


Sampel windu PL30, PL40, umur 2 bulan dan udang jembret asal Karangsong dan Balongan terinfeksi WSSV (296 bp) dengan tingkatan ringan.

Kata kunci : DNA WSSV – udang windu – Nested PCR

ABSTRACT   :  WSSV (White Spot Syndrome Virus) DNA DETECTION  IN
                          Penaeus monodon WITH NESTED PCR


Nested PCR methods high sensitive WSSV detected compared with one step PCR on early infection in PL30, PL40 stadia, two months age of Penaeus monodon at brackishwater pond. WSSV DNA fragment as Nested PCR amplification product were sized 296 bp obtained from PL30, PL40 and two months age of Penaeus monodon and Metapenaeus spp. (virus vector) samples.


PL30, PL40 and two months age of Penaeus monodon and Metapenaeus spp. on samples from Karangsong and Balongan WSSV (296 bp) infected with light level.
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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). WSSV ditemukan pertama kali pada tahun 1992 pada Penaeus japonicus yang dibudidayakan di Taiwan (Chang et al. 1998). Virus  white spot ini sangat patogenik pada P. indicus dan P.monodon (Lo et al. 1996a) sehingga dapat mengakibatkan mortalitas 100 % dalam 2 – 7 hari bila udang terinfeksi virus tersebut.


Pada panti pembenihan udang India sebanyak 630 sampel udang yang terdiri atas pasca larva (PL) dan yuwana, 53 % diantaranya positif terserang WSSV (Vaseeharan et al. 2003). Serangan penyakit white spot pertama kali di Indonesia ditemukan pada areal pertambakan udang windu di Tangerang, Serang dan Karawang pertengahan tahun 1994 (Mahardika dkk. 2004). Penyakit WSSV tersebut juga menyerang tambak tradisional di Bangil Jawa Timur pada tahun 1999 dan sampai saat ini belum dapat diatasi. Hasil uji laboratoris juga menunjukkan bahwa WSSV tidak hanya menginfeksi P. monodon tetapi juga menginfeksi udang vaname, P. stylirostris dan P. setiferus. Berdasarkan informasi dari Dinas Perikanan dan Kelautan Indramayu, virus white spot sudah banyak menyebabkan kegagalan budidaya udang baik di tambak tradisional maupun intensif di sentra pertambakan kabupaten Indramayu.
Pada akhir-akhir ini telah dikembangkan uji biomolekuler untuk mendeteksi keberadaan DNA WSSV menggunakan teknik PCR (Polymerase Chain Reaction) baik oleh perusahaan farmasi dalam bentuk kit WSSV  yang memakai metode one-step PCR (PCR tunggal) dengan satu kali proses amplifikasi (penggandaan) sekuen WSSV. Penggunaan metode deteksi one-step PCR  yang umumnya menjadi protokol dalam​ kit-kit WSSV yang diproduksi secara komersiil untuk sampel udang yang terinfeksi berat (bintik putih pada karapas) dengan mudah dapat dideteksi keberadaan WSSV tersebut, oleh karena tingkat infeksinya cukup berat (Vaseeharan et al. 2003). Apabila sampel berasal dari udang sehat (tidak ada bintik putih pada karapas, kaki jalan atau kaki renang) tetapi memiliki gejala klinis seperti menurunnya nafsu makan dan berenang ke tepian tambak, maka setelah uji one-step PCR memberikan hasil negatif. Ketika sampel tersebut diuji ulang menggunakan metode Nested PCR, keberadaan WSSV terdeteksi dengan hasil yang positif WSSV (Otta et al. 1999).
Hasil deteksi DNA WSSV baik pada udang windu (P. monodon) dan carrier WSSV (udang rebon, kepiting) lebih sensitif ketika menggunakan metode Nested PCR (two-step PCR) yang kira-kira 103 lebih mampu mendeteksi WSSV dibanding one-step PCR  (Lo et al. 1996b).
BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Terdapat tiga tahapan utama dalam proses deteksi DNA WSSV dengan PCR yaitu Isolasi/Ekstraksi DNA, Amplifikasi dan Elektroforesis. Bahan-bahan yang diperlukan dalam Isolasi DNA yaitu :

~ Benur windu  (PL20-40), udang umur 1 dan 3 bulan serta udang rebon (jembret) sebagai    

   sampel-sampel uji

~ Alkohol 90 – 100 % untuk mengawetkan sampel uji

~ Gliserol untuk larutan preservasi sampel uji

~ Etanol 70 % untuk mencuci sisa ekstrak

~ Aluminium foil

~ Kertas Sterilisasi

~ Cryling wrap

~ Glovesware

~ Es Curai dan busa styrofoam

~ Mikrotube 1,5 ml dan 0,2 ml

~ Sumpit plastik steril dan pinset steril

~ Petridish steril

~ Botol plastik untuk mengawetkan sampel uji

~ Tissue

~ Plastik tahan panas

~ Nuclease Free Water untuk pelarut steril

~ Bufer TE (Tris-EDTA)
~Wizard Genomic DNA Purification Kit (berisi Cell Lysis Solution, Nuclei Lysis   

  Solution, Protein Precipitaion Solution, DNA Rehydration Solution, RNase)


Untuk proses kegiatan amplifikasi, diperlukan bahan-bahan sebagai berikut :

~ DNA template (isolat DNA sampel uji)

~ PCR Core Kit System I (Promega)

~ Primer  sebanyak 2 pasang yaitu WSSV-F1 : 5’ GACAGAGATATGCACGCCAA 

   3’ ,  WSSV-R1 : 5’ ACCAGTGTTTCGTCATGGAG 3’ dan WSSV-F2 :

   5’ ACCTCTTTACTCCCTCGACT  3’ ,  WSSV-R2 : 5’ TTGTAGAGGGCATGAGGGAT 3’ 

~ Mikrotube 0,5 ml dan 0,2 ml

~ Blue tip, yellow tip dan white tip untuk mengambil larutan pada mikropipet

~ Nuclease Free Water

Sementara untuk pengerjaan elektroforesis untuk melihat hasil produk amplifikasi diperlukan bahan-bahan sebagai berikut :

~ marker DNA Ladder 1 Kb sebagai penanda berat molekul DNA
~ parafilm

~ Loading dye untuk campuran isolat DNA sebagai pemberat molekul

~ TBE bufer untuk larutan pembuatan gel agarosa dan elektroforesis

~ Agarosa bubuk (agarose powder) untuk bahan pembuat media agar

~ Ethidium Bromide (EtBr) untuk mengikat molekul DNA dan akan berpendar 

   (fluorescence) bila dilihat dengan lampu UV (UV-Illuminator) 


Jenis peralatan yang diperlukan untuk pengerjaan isolasi DNA, amplifikasi dan elektroforesis disajikan dalam Tabel 1 di bawah.

Tabel 1. Peralatan utama penelitian
	Tahap Pengerjaan
	Jenis Alat

	1. Isolasi/Ekstraksi DNA
	-Deep freezer -20oC

-Mikrosentrifugator

-Timbangan digital mikro

-Autoclave untuk sterilisasi

-Mikropipet 10 (L, 100 (L, 1000 (L

-Vortex mixer

-Waterbath, termometer 

-Dissecting set steril

	2. Amplifikasi DNA
	-Thermal Cycler (mesin PCR : Personal Mastercycle)

- Mikropipet 10 (L, 100 (L, 1000 (L

-Timer

-Rak mikrotube

-Ice crusher

	3. Elektroforesis
	-Unit electrophoretic system

-Microwave oven

-UV-transilluminator

-Comb dan trays elektroforesis

-Kamera digital

-Helm anti radiasi

-Mikropipet 0,5 – 10 (L


Metode

Deteksi DNA WSSV menggunakan metode one step PCR (PCR I) dan two step PCR (Nested PCR) dengan protokol dari Kit Wizard Genomic DNA Purification  dan protokol secara manual. Penelitian tersebut menggunakan metode deskriptif  yaitu menginterprestasikan data-data produk PCR hasil amplifikasi primer pada metode one-step PCR dan metode Nested PCR pada setiap sampel uji untuk melihat keberadaan visualisasi pita DNA setelah elektroforesis dalam menentukan tingkat sensitifitas setiap metode tersebut untuk mendeteksi WSSV.


Sampel uji diambil pada lokasi yang berbeda yaitu lokasi tambak Karangsong, Brondong, dan Balongan pada kabupaten Indramayu sebagai sumber isolat WSSV  (PL20– 40, windu umur 1 dan 3 bulan) serta jembret (udang rebon) sebagai vektor virus. 


Tahapan teknik PCR terdiri atas pengerjaan isolasi DNA, amplifikasi DNA dan hasil PCR dengan elektroforesis gel agarosa. Prosedure pengerjaan isolasi DNA, amplifikasi dan elektroforesis di uraikan di bawah ini.

Isolasi DNA dengan Wizard Genomic DNA Kit :

1. Sampel uji untuk jenis PL20-40 windu dan rebon masing-masing sebanyak 40 ekor dan 20 ekor windu umur 1 dan 3 bulan diambil dari lokasi petak oslah dan tambak Indramayu dimasukkan dalam botol sampel berlabel yang sudah diisi larutan preservasi (gliserol : alkohol 100% = 1 : 4) untuk dikerjakan lebih lanjut di Lab. Biotek FPIK UNPAD. Untuk PL20 dan rebon digunakan selutuh tubuhnya sebagai sampel uji, sedangkan PL30, PL40, udang umur 1 dan 3 bulan digunakan organ kaki renang dan kaki jalan sebagai sampel uji.
2. Potongan kecil sampel dimasukkan dalam mikrotube 1,5 ml dan digerus sampai lembut dengan sumpit plastik steril yang dilakukan diatas permukaan es curai di wadah styrofoam

3. Ditambahkan 120 (L EDTA 0,5 M (pH 8,0), dan ditambahkan 500 (L Nuclei Lysis Solution, kemudian didinginkan di atas es

4. Ditambahkan 17,5 (L dari 20 mg/ml Proteinase K
5. Diinkubasikan selama 3 jam pada suhu 55 oC dan di-vortex
6. Ditambahkan 3 (L RNase Solution ke dalam campuran dan tube dibolak-balikkan 2 – 5 kali, selanjutnya diinkubasi 15 – 30 menit pada 37 oC dan didinginkan 5 menit pada suhu ruang

7. Ditambahkan 200 (L Protein Precipitation Solution pada suhu ruang dan di-vortex selama 20 detik, kemudian sampel didinginkan di atas es selama 5 menit

8. Disentrifugasi selama 8 menit pada 10.000 x g dan protein yang dipresipitasikan akan membentuk pelet putih tipis

9. Supernantan yang mengandung DNA diambil secara hati-hati dengan mikropipet dan dipindahkan ke mikrotube baru yang berisi 600 (L isopropanol

10. Disentrifugasi selama 3 menit pada 10.000 x g. DNA tampak sebagai pelet putih kecil. Dengan hati-hati supernatan dikering udarakan di atas tissue.

11. Ditambahkan 600 (L Etanol 70 % pada tube dan dibolak-balik beberapa kali untuk mencuci DNA

12. Disentrifugasi selama 3 menit pada 10.000 x g dan etanol dikeluarkan dengan mikropipet

13. Balikkan tube di atas tube dan dikering udarakan selama 15 menit, kemudian ditambahkan 100 (L DNA Rehydration Solution
14. DNA direhidrasi dengan cara menginkubasikan pada 65 oC selama 1 jam dan DNA dapat disimpan pada suhu 2 – 8 oC sebelum dianalisis lebih lanjut.
Amplifikasi DNA :


Pelipatgandaan DNA (amplifikasi) WSSV dilakukan dengan mencampurkan DNA template (isolat DNA sampel uji) dengan primer WSSV (WSSV-F1 ; WSSV-R1 ; WSSV-F2 ; WSSV-R2) sehingga akan diperoleh jumlah kopi DNA WSSV sangat banyak setelah 25 – 30 siklus dalam mesin PCR. Dipersiapkan tabung mikrotube 0,2 ml untuk menampung masing-masing larutan yang digunakan dalam reaksi PCR.

Pada masing-masing tabung mikrotube 0,2 ml, dimasukkan masing-masing larutan untuk 1 x reaksi PCR dengan volume total reaksi PCR 25 (L mengikuti prosedure dari PCR Core Kit System I (Promega, 2007), seperti yang disajikan dalam Tabel 2 di bawah.

Tabel 2. Penggunaan volume larutan dalam reaksi PCR

	Komponen Reaksi
	Volume ((L)

	
	1 x Reaksi PCR
	10 x Reaksi PCR

	1. Bufer PCR  10 x

2. MgCl2

3. dNTP

4. Taq DNA Polymerase

5. Primer Forward (F)

6. Primer Reverse (R)

7. DNA template

8. Nuclease Free Water
	5
2

2
1
2
2
2

9
	50
20

20

10
20

20

20

90

	Total volume
	25
	250


Metode one-step PCR hanya menggunakan 1 kali proses amplifikasi menggunakan primer WSSV-F1 dan WSSV-R1, sementara untuk Nested PCR menggunakan 2 kali proses amplifikasi. Primer yang digunakan Nested PCR untuk proses amplifikasi pertama adalah pasangan primer WSSV-F1 dan WSSV-R1 yang akan menghasilkan produk PCR tahap I . Selanjutnya sebanyak 1 – 2 (l produk PCR tahap I ini dgunakan sebagai template untuk amplifikasi kedua dari metode Nested PCR dengan menggunakan pasangan primer WSSV-F2 dan WSSV-R2 yang akan menghasilkan produk PCR tahap II dari metode tersebut. Kondisi suhu, waktu dan siklus PCR I dan II untuk amplifikasi WSSV pada thermocycler disajikan dalam Tabel 3.
Tabel 3. Kondisi siklus thermal untuk amplifikasi PCR

	Tahapan Reaksi
	Suhu (oC)
	Lama
	Jumlah Siklus

	1. Pra Denaturasi

2. Denaturasi

3. Annealing
4. Ekstensi

5. Ekstensi Akhir
	94

94

54
72

72
	1 menit

30 detik

1 menit                 

2 menit

5 menit
	1
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Elektroforesis Dan Visualisasi Pita DNA Virus Dengan UV-Transilluminator

Setelah diperoleh produk-produk PCR, tahap selanjutnya dilakukan pengerjaan elektroforesis untuk memvisualisasikan DNA virus hasil PCR sebagai berikut :

(1) Dibuat gel untuk elektroforesis dengan cara melarutkan 1 gram serbuk agarosa dalam 200 ml larutan bufer TBE 0, 5 X untuk konsentrasi agarosa 1 %. Selanjutnya dipanaskan dengan hot plate (suhu 150 0C) dan diaduk dengan magnetic stirer sampai semua agarosa cair. Kemudian sisir dan baki elektroforesis dipasang pada tanki elektroforesis.

(2) Setelah dingin, sisir dilepaskan dan ditambahkan larutan bufer TBE 0,5 X sampai setebal 0,5 cm dalam tanki.

(3) Masing-masing sumuran gel diinjeksikan dengan larutan sebagai berikut :

a. marker DNA Ladder 1 Kb 2,5 (L, yang sebelumnya sudah ditambahkan Loading  

Dye (LD) 2,5  (L

             b.  sampel-sampel DNA uji 2,5   (L + LD 2,5  (L

      (4)  Setelah semua sumuran dalam tanki telah terisi dengan jenis-jenis larutan    seperti di   

             atas, selanjutnya dilakukan runing unit elektroforesis sistem dengan  kondisi listrik :  

             voltase 50 V, ampere 25 mA dan waktu 45 menit

(4) Hasil elektroforesis yang berupa gel berisi sampel-sampel DNA uji, selanjut  direndam   

       dalam larutan Ethidium Bromide (EtBr) (5 (l EtBr dicampur dengan  100 ml akuades          

       steril) selama 20 menit  agar molekul DNA berikatan dengan  EtBr sehingga dapat   

       berpendar (fluorescence)  ketika  diberi sinar lampu UV.  Setelah itu dilanjutkan  

       dengan perendaman gel tersebut dalam larutan air  destilasi steril  selama 15 menit

(5)  Selanjutnya gel dipindahkan ke atas permukaan kaca UV-Transilluminator untuk  

             dilihat keberadaan pita DNA virus dari masing-masing sampel uji dan 

             didokumentasikan dengan kamera digital (lensa makro).
HASIL DAN PEMBAHASAN

Deteksi WSSV Pada Sampel Udang Windu

Secara fisik, sampel udang windu (PL20, PL30, PL40) yang diambil dari petak oslahan dan yuwana windu umur 1 dan 2 bulan pemeliharaan di tambak asal Karangsong, Balongan serta Brondong pada lokasi pertambakan Indramayu belum menunjukkan gejala klinis terserang penyakit bintik putih. Diagnosa lebih lanjut dengan Nested PCR pada sampel-sampel tersebut membetikan hasil positif WSSV untuk sampel windu stadia PL40 (petak oslah Windu Mulya Jaya Karangsong), windu stadia PL30 (petak oslah 2 P. Zulkam Balongan) (Gambar 1). Ukuran fragmen DNA WSSV (Gambar 1, sumur ke-2, ke-3 dan ke-11) yang diamplifikasi oleh pasangan primer kedua (WSSV-F2 dan WSSV-R2) merupakan produk Nested PCR sebesar 296 bp untuk sampel udang windu (Penaeus monodon). Fragmen DNA WSSV ini berbeda dengan ukuran dengan yang diperoleh Maeda et al. (1998) pada sampel P. Japonicus yang mengamplifikasi fragmen WSSV berukuran 330 bp.
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Gambar 1.  DNA WSSV (296 bp) dari produk Nested PCR sampel udang windu
Keterangan :

Sumur ke – 1  = windu PL30 (petak oslah Mang Mus Karangsong, one step PCR)

Sumur ke – 2  = windu PL40 (petak oslah 1 Windu Mulya Jaya Karangsong, nested PCR)

Sumur ke – 3  = windu PL40 (petak oslah 2 Windu Mulya Jaya Karangsong, nested PCR)

Sumur ke – 4  = windu umur 1 bulan pemeliharaan (tambak P. Nur Balongan, one step PCR)

Sumur ke – 5  = windu umur 2 bulan pemeliharaan (tambak P. Nur Balongan, one step PCR)

Sumur ke – 6  = windu PL20 (petak oslah Mang Mus Karangsong, one step PCR)
Sumur ke – 7  = windu PL20 (petak oslah Arto Moro Karangsong, one step PCR)

Sumur ke – 8  = windu PL30 (petak oslah 1 P. Zulkam Balongan, one step PCR)

Sumur ke – 9  = windu PL30 (petak oslah 1 Brondong, one step PCR)

Sumur ke- 10  = Marker DNA Ladder 1 Kb

Sumur ke- 11  = windu PL30 (petak oslah 2 P. Zulkam Balongan, nested PCR)

Sumur ke- 12  = windu PL30 (petak oslah 2 Brondong, one step PCR)


Perbedaan ukuran fragmen WSSV yang diperoleh di atas, dikarenakan oleh perbedaan jenis udang sebagai sumber isolat WSSV sehingga primer mengamplifikasi fragmen WSSV pada daerah yang berbeda untuk setiap jenis udang yang berbeda (Takahashi et al. 1996). Selain perbedaan jenis udang, target amplifikasi fragmen WSSV dipengaruhi oleh pasangan primer yang berbeda. Produk Nested PCR menggunakan pasangan primer F (5’-AGAGCCCGAATAGTGTTTCCTCAGC-3’) dan primer R (5’-AACACAGCTAACCTTTATGAG-3’) menghasilkan ukuran fragmen WSSV sebesar 250 bp (Kiatpathomchai et al. 2001) yang berbeda dengan ukuran WSSV pada Gambar 1.

Hasil uji one step PCR (1 kali amplifikasi) menggunakan pasangan primer WSSV-F1 dan WSSV-R1 tidak menghasilkan pita DNA WSSV (Gambar 1, sumur ke-1, ke-4, ke-5 sampai ke-9 dan sumur ke-12). Hal ini menunjukkan bahwa metode one step PCR kurang sensitif untuk mendeteksi keberadaan WSSV pada sampel udang windu pada awal infeksi.

Produk amplifikasi WSSV (296 bp) dengan Nested PCR hasil penelitian ini pada windu stadia PL20 sampai PL40 tidak jauh berbeda dengan produk Nested PCR dari penelitian Uma et al. (2007) yang mengamplifikasi fragmen WSSV berukuran 300 bp pada P. monodon stadia PL15.
Infeksi Virus

Intensitas serangan virus white spot pada udang windu baik pada stadia post larva (PL) dan pemeliharaan umur 1 – 2 bulan di tambak pembesaran menunjukkan adanya tingkatan infeksi.


Hasil deteksi pada sampel udang putih liar (P. indicus), kepiting (Scylla serrata) dan udang rebon (Metapenaeus spp.) yang diambil dari 18 lokasi tambak udang di India, sebanyak 23 % positif WSSV (Vaseeharan et al. 2003) setelah uji Nested PCR. 
Tidak diperoleh pita DNA WSSV dari produk amplifikasi pertama (one step PCR), hal ini menunjukkan metode ini tidak mampu mendeteksi keberadaan virus dalam konsentrasi rendah. Elektroforegram produk Nested PCR pada sampel udang windu (PL40, umur pemeliharaan 2 bulan), sampel vaname (PL12) dan udang jembret sebagai vektor virus mendeteksi keberadaan WSSV pada sampel tersebut (Gambar 2). 
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Gambar 2. Sampel dengan infeksi WSSV ringan (1 pita berukuran 296 bp)
Keterangan :

Sumur ke – 1   = windu PL12 – 15 asal Karangsong (one step PCR)
Sumur ke – 2   = marker DNA Ladder 1 Kb

Sumur ke – 3   = windu oslah asal Karangsong 1 (one step PCR)

Sumur ke – 4   = windu oslah asal Karangsong 2 (one step PCR)

Sumur ke – 5   = windu PL40 (petak oslah Arto Moro Karangsong, one step PCR)

Sumur ke – 6   = windu PL40 (petak oslah Arto Moro Karangsong, nested PCR)

Sumur ke – 7   = windu umur 2 bulan (tambak Balongan 1, nested PCR)

Sumur ke – 8   = windu umur 2 bulan (tambak Balongan 2, nested PCR)

Sumur ke – 9   = udang jembret asal tambak Karangsong 1 (nested PCR)

Sumur ke – 10 = udang jembret asal tambak Karangsong 2 (nested PCR)

Sumur ke – 11 = vaname PL12 asal Balongan (nested PCR)

Metode Nested PCR ini lebih sensisitf mendeteksi WSSV pada awal infeksi. Primer kedua (WSSV-F2 dan WSSV-R2) menghasilkan amplikon dari fragmen WSSV berukuran 296 bp (Gambar 2, sumur ke-6 sampei ke-11) sebagai hasil kopi yang didasarkan urutan fragmen yang sama pada bagian internal fragmen WSSV yang telah diamplifikasi pasangan primer pertama (WSSV-F1 dan WSSV-R1) (Hossain et al. 2001). Satu pita DNA WSSV (296 bp) yang muncul tersebut mengindikasikan tingkat infeksinya tergolong ringan pada sampel windu PL40, windu umur 2 bulan, vaname PL12 dan udang jembret dengan uji Nested PCR (Manivannan et al. 2002).
Ukuran fragmen WSSV (296 bp) yang terdeteksi dari hasil penelitian ini, tidak jauh berbeda dengan hasil yang diperoleh Vaseeharan et al. (2003), bahwa produk amplifikasi dari sampel PL dan yuwana udang windu (P. monodon) yang terinfeksi WSSV berukuran 294 bp. Hasil yang sama juga diperoleh dari penelitian Sritunyalucksana et al. 2006), untuk pita WSSV pada stadia PL udang yang terinfeksi ringan pada posisi 296 bp. Berdasarkan hal ini, maka sampel udang windu (PL40 dan umur pemeliharaan 2 bulan) serta udang vaname (Litopenaeus vannamei) asal Karangsong dan Balongan positif terinfeksi WSSV dengan tingkatan ringan.

Udang jembret (rebon) sebagai vektor virus positif terinfeksi WSSV (296 bp) dengan tingkatan ringan (Gambar 2, sumur ke-9 dan ke-10). Hasil ini mengindikasikan bahwa sumber penularan penyakit bintik putih pada udang windu, udang vaname pada tingkatan stadia tersebut, salah satunya berasal dari udang jembret yang telah menyebar ke wilayah perairan yang menghubungkan tambak Karangsong dan Balongan Indramayu. Hossain et al. (2001) juga mendeteksi keberadaan WSSV (310 bp) pada udang rebon (Metapenaeus dobsoni) sebagai vektor virus menggunakan Nested PCR. Disamping itu, nauplii Artemia sebagai makanan alami udang windu dan vaname yang umum digunakan pada panti pembenihan udang ternyata merupakan agen penular penyakit WSSV. Hasil uji Nested PCR pada sampel nauplii Artemia positif WSSV dengan ukuran fragmen sekitar 296 bp menggunakan pasangan primer 146 F2 (5’-GTAACTGCCCCTTCCATCTCCA-3’) dan primer 146 R2 (5’-TACGGCAGCTGCTGCACCTTGT-3’) (Chang et al. 2002).

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil uraian pembahasan, dapat disimpulkan :

1) Infeksi WSSV ringan (296 bp) terdeteksi pada sampel udang windu asal Karangsong (PL40) dan asal Balongan (PL30) serta pada windu umur pemeliharaan 2 bulan asal Balongan dengan nested PCR

2) Udang jembret (vektor virus) asal Karangsong terinfeksi positif WSSV dengan nested PCR dengan ukuran fragment DNA 296 bp.
Saran

Diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai deteksi WSSV pada vektor virus selain udang jembret (misalnya pada kepiting, udang liar dan trisipan).
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