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ABSTRAK

Koi herpes virus (KHV) adalah virus yang menginfeksi ikan mas dan koi yang dapat
menyebabkan kematian massal. Kerugian ekonomi yang diakibatkan kematian massal
ikan dapat dihindari apabila serangan KHV dapat dideteksi sedini mungkin. Metode
deteksi KHV dilakukan dengan mengikuti prosedur yang tertuang dalam SNI
7547:2009. Salah satu metode deteksi cepat koi herpes virus adalah dengan teknik
Polymerase Chain Reaction (PCR). Keberhasilan analisis PCR sangat dipengaruhi oleh
beberapa faktor, di antaranya adalah karakteristik DNA genom yang meliputi ke-
murnian, konsentrasi, dan ukuran template. Konsentrasi dan kualitas DNA dipengaruhi
oleh keberhasilan pada saat melakukan ekstraksi DNA. Kegiatan percobaan ini ber-
tujuan untuk mengetahui konsentrasi minimal yang masih terdeteksi dengan metode
PCR. Pengukuran konsentrasi minimal dilakukan dengan menguji sampel DNA genom
yang konsentrasinya diencerkan secara bertingkat, mulai dari 10-%, 10-2, 10-3, 10-*
sampai dengan 10-°. Hasil analisis PCR menunjukkan konsentrasi DNA minimal yang

masih dapat mendeteksi virus KHV adalah 10-2 (0,15 pg/mL).

KATA KUNCI:

PENDAHULUAN

Koi herpes virus (KHV) merupakan nama
virus yang menyebabkan penyakit koi herpes.
Penyakit ini menyerang ikan koi dan ikan mas,
bersifat akut, dan ganas, serta dapat menye-
babkan kematian secara massal dalam waktu
yang relatif singkat. Penyebaran KHV di Asia
antara lain: menyerang ikan mas dan koi pada
tahun 2002 di Indonesia, awal tahun 2003
di Taiwan dan terakhir di Jepang pada akhir
tahun 2003 (Haenen, 2003). Di Indonesia, KHV
menyerang ikan mas dan koi pertama kali di
Blitar pada bulan Maret 2002, terus menyebar
ke Jawa Barat, Jawa Tengah, dan Bali pada bulan
April 2002. Pada bulan Februari 2003, penyakit
ini menyebar ke Pulau Sumatera. Pada bulan
September 2004 penyakit ini mewabah di
Kalimantan. Tahun 2005, KHV menyerang ikan
mas di Danau Toba (Sunarto et al., 2002).
Penyebaran KHV yang semakin meluas ini
akibat adanya pengiriman ikan antar daerah/
pulau yang sudah terjangkit KHV.

Menurut Hendrick et al. (2000), penyakit
KHV menyebabkan kematian yang besar dan
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bersifat sporadis pada ikan mas dan koi. Suhu
optimal virus KHV yang menyebabkan ke-
matian adalah 18°C-27°C. Kematian ikan akan
menurun bahkan berhenti bila suhu air berada
di atas atau di bawah kisaran optimal. Serangan
penyakit ini menunjukkan kematian yang
sangat cepat, dengan gejala klinis antara lain
pendarahan pada insang, bercak pucat pada
insang, mata cekung, dan ikan gelisah (kadang
tidak aktif berubah menjadi sangat aktif atau
sebaliknya) (OATA, 2001) dan akhirnya mati
dalam waktu 24-48 jam.

Salah satu cara yang dapat digunakan
untuk deteksi KHV adalah dengan teknik PCR,
untuk uji positif terhadap adanya virus melalui
reaksi berantai suatu primer dari sekuens DNA
dengan bantuan enzim polimerase, sehingga
terjadi amplifikasi DNA target secara in vitro.
Keunggulan metode PCR adalah mempunyai
kemampuan dalam melipatgandakan suatu
fragmen DNA, sehingga kontaminasi fragmen
DNA dalam jumlah sangat sedikit sekalipun
dapat menyebabkan terjadinya kesalahan yaitu
dengan didapatkannya produk amplifikasi
yang tidak diinginkan atau bahkan tidak
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spesifik. Salah satu hal yang menentukan
keberhasilan PCR adalah konsentrasi dan
kualitas DNA. Tujuan percobaan ini adalah
untuk mengetahui konsentrasi minimal KHV
yang masih terdeteksi menggunakan metode
PCR. Dengan menggunakan PCR maka dapat
mendeteksi infeksi pada tahap yang paling dini
atau awal. Sehingga bisa sesegera mungkin
diambil tindakan pencegahan agar penyakit
tidak semakin parah dan kerugian bisa ditekan
seminim mungkin.

METODOLOGI

Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA dilakukan dengan meng-
gunakan Genomic DNA Isolation Reagent
(DNAzol) dari invitrogen. Sampel sebanyak
25-50 mg ditambahkan 1.000 pL larutan
DNAZzol, kemudian dihancurkan menggunakan
pestle. Setelah hancur, larutan disentrifuse
pada kecepatan 10.000 x g selama 10 menit.
Supernatan yang terbentuk diambil sebanyak
700 pL dan dipindahkan dalam mikrotube
baru. Alkohol absolut sebanyak 500 pL di-
campurkan ke dalam larutan. Sampel di-
inkubasi pada suhu 25°C-30°C selama 3 menit,
kemudian disentrifuse 5.000 x g selama 5
menit. Supernatan yang terbentuk kemudian
dibuang, sedangkan pelet yang terbentuk
dicuci dengan menambahkan 1.000 pL alkohol
75%. Setelah itu, sampel disentrifuse 7.000 rpm
selama 1-2 menit, kemudian alkohol dibuang
dan sampel dikeringkan selama 5-15 detik.
Langkah pencucian tersebut diulang se-
banyak 2 kali. DNA segera dilarutkan meng-
gunakan campuran 8 mM NaOH dan HEPES
sebanyak 200 pL.

Pengukuran Konsentrasi dan Kemurnian
DNA

Konsentrasi dan kemurnian DNA diukur
secara spektofotometer dengan mengguna-
kan GeneQuant DNA calculator. Pengukuran-
nya dilakukan dengan Dilution factor 40
dan total volume reaksi 80 pL. Dari hasil
pengukuran didapatkan hasil konsentrasi
sebesar 150 pg/mL dengan kemurnian 1,8.

Pengenceran

Dilakukan pengenceran bertahap mulai
dari 101,102,103, 10*sampai dengan 10-5.
Untuk mendapatkan pengenceran 10! (15 pg/
mL) dilakukan dengan cara menambahkan 10
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HL genom dari konsentrasi awal (150 pg/mL)
dengan 90 pL Nuclease Free Water. Selan-
jutnya, untuk mendapatkan pengenceran 102
(1,5 pg/mL) dilakukan dengan cara menam-
bahkan 10 pL genom dari hasil pengenceran
107 (15 pg/mL) dengan 90 pL Nuclease Free
Water, begitu seterusnya sampai didapatkan
pengenceran 1075

Proses PCR

PCR dilakukan dengan mengikuti prosedur
deteksi KHV SNI 7547:2009. Amplifikasi DNA
dilakukan dalam volume 25 pL yang berisi
Maxima Hot start Green-Fermentas sebanyak
8,5 pL; 12,5 pyL H,0, 1 pL Primer SPHL-5
R:5’,GACACATGTTACAATGGTCGC-3, 1 pL
Primer SPHL-5 F:5’°GACACCACATCTGCAAGGAG-
3 dan 2 pL DNA Template. Tahap amplifikasi
meliputi proses, initial PCR activation step
pada suhu 95°C selama 5 menit. Tahapan
selanjutnya untuk setiap siklus terdiri atas
denaturasi selama 30 detik pada suhu 94°C,
annealing pada suhu 55°C selama 30 detik
dan extension pada suhu 72°C selama 30
detik. Jumlah siklus yang diperlukan adalah 40
siklus. Extended extension selama 7 menit
pada suhu 72°C merupakan tahap akhir dari
proses PCR.

Proses Elektroforesis

Pemeriksaan hasil PCR dilakukan dengan
cara memasukkan campuran 6 pL sampel DNA
dan 2 pL 6 x loading dye ke dalam sumur-
sumur agarose gel 1,5%. Sebagai penanda
(marker) digunakan Vivantis VC 100 bp DNA
Ladder Plus, RTU, 50 ug sebanyak 4 pL. Setelah
itu, dilakukan elektroforesis 60 volt, 400 mA
selama 45 menit. Agarose gel diwarnai dengan
etidium bromida selama 10 menit kemudian
dibilas meggunakan akuades dan difoto
dengan pencahayaan ultraviolet mengguna-
kan transiluminator.

HASIL DAN BAHASAN

Hasil analisis PCR menunjukkan fragmen
DNA virus KHV terdeteksi pada ukuran 290 bp.
Virus KHV terdeteksi pada pengenceran 10!
(15 pg/mL) sampai 102 (0,15 pg/mL). Elektro-
foresis hasil PCR disajikan pada Gambar 1.

Keberhasilan analisis PCR sangat di-
pengaruhi karakteristik DNA genom yang
meliputi kemurnian, konsentrasi, dan ukuran
template. Menurut Weeden et al. (1992),
konsentrasi DNA cetakan yang terlalu kecil
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Gambar 1. Deteksi virus KHV pada berbagai tingkat pengenceran (M = Marker;
(+) = kontrol positif; 10 = 15 pg/mL; 102 = 1,5 ug/mL; 103=0,15
pg/mL; 10*= 0,015 pg/mL; 105 = 0,0015 pg/mL)

sering menghasilkan pita DNA amplifikasi yang
redup atau tidak jelas. Jumlah dan kualitas DNA
dapat diketahui dengan menggunakan alat
spektrofotometer atau dengan melihat inten-
sitas molekul DNA di dalam gel. Keberadaan
DNA dalam suatu organisme dapat diketahui
dengan 2 cara yaitu secara kualitatif dengan
metode elektroforesis gel agarose dan secara
kuantitatif dengan metode spektrofotometri.
Uji kuantitatif DNA adalah analisis untuk
menentukan kandungan/jumlah DNA yang
terdapat dalam suatu zat atau komponen zat
yang sebelumnya telah diketahui keberadaan
DNA plasmidnya dalam larutan contoh dengan
cara uji kualitatif (Larasati, 2011).

Hasil pengukuran konsentrasi awal DNA
(sebelum pengenceran) yang didapat adalah
150 pg/mL dengan kemurnian 1,8. Hasil ini
menunjukkan bahwa kualitas DNA yang di-
dapat baik. Tingkat kemurnian DNA berkorelasi
dengan kualitas DNA. Sesuai dengan per-
nyataan Muladno (2002), bahwa kualitas DNA
dapat ditentukan dengan cara menghitung
rasio antara nilai OD260 dan nilai OD280 pada
sampel DNA yang diukur melalui spektro-
fotometer. DNA dinyatakan murni jika memiliki
nilai rasio OD260/0D280 (optical density)
berkisar antara 1,8-2,0. Sambrook et al. (1989)
menjelaskan bahwa rasio OD akan lebih besar
atau lebih kecil dari nilai 1,8-2,0 jika ditemukan
kontaminasi dari protein atau fenol di dalam
larutan. DNA dikatakan terkontaminasi RNA jika
memiliki rasio OD260/0D280 lebih dari dua
(Khosravinia et al., 2007).

Berdasarkan analisis hasil amplifikasi
(elektroforesis dengan agarose gel 1,5%,

pewarnaan etidium bromida) didapatkan bahwa
fragmen hasil amplifikasi KHV yang ditentukan
dengan menggunakan petanda Vivantis VC
100 bp DNA Ladder Plus, RTU, 50 pg me-
nunjukkan panjang 290 pasangan basa (base
pairs/bp) muncul pada pengenceran 101 (15
pg/mL); 102(1,5 pg/mL); dan 10-3(0,15 pg/
mL). Sedangkan pada pengenceran 10 (0,015
pg/mL) dan 10-°(0,0015 pg/mL) pita spesifik
KHV (290 bp) sudah tidak nampak. Hal ini
menunjukkan metode PCR dengan meng-
gunakan kit PCR Maxima Hot start Green-
Fermentas yang di-running menggunakan
thermal cycler dari BIO-RAD memiliki
sensitivitas 10-3 (0,15 pg/mL). Dalam kegiatan
percobaan ini yang dimaksud dengan
sensitivitas adalah konsentrasi DNA terkecil
yang masih memberikan pita spesifik DNA KHV
pada pemeriksaan elektroforesis.

Konsentrasi DNA sebesar 0,01-0,1 pg
setiap pL larutan template sudah cukup baik
untuk PCR namun yang paling penting adalah
DNA harus bebas dari pengotor seperti pro-
tein atau bahan-bahan yang tersisa saat
purifikasi seperti fenol atau alkohol. Purifikasi
dapat dilakukan dengan menggunakan GFX
DNA Column. DNA yang digunakan sebagai
cetakan dapat berupa rantai tunggal maupun
rantai ganda (Sambrook et al., 1989).

KESIMPULAN

® Fragmen DNA virus KHV terdeteksi pada
ukuran 290 bp.

® Konsentrasi DNA minimal untuk men-
deteksi KHV adalah 10-2 (0,15 pg/mL).
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