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ABSTRAK

Kendala utama yang dihadapi dalam budidaya udang hingga saat ini adalah serangan white
spot syndrome virus (WSSV) yang menyebabkan kematian massal dalam beberapa hari. Sifat
WSSV yang dapat menular ke berbagai media, baik melalui organisme carrier berupa udang,
rebon, kepiting bahkan melalui air menyebabkan dengan cepat menyebar ke seluruh areal
budidaya. Tujuan dari kegiatan ini adalah untuk mengetahui apakah sekat kasa berbagai
ukuran mampu menapis penularan WSSV pada udang windu. Metode yang digunakan
dalam kegiatan ini adalah uji bioassay, analisis nested PCR yang meliputi ekstraksi DNA
dengan metode fenol, amplifikasi PCR, serta elektroforesis. Hasil kegiatan didapatkan
bahwa penggunaan sekat kasa ukuran 300 pm (kasa putih) penularannya relatif lebih ringan
dibandingkan sekat kasa berpori 500-700 pm (warna hijau) dan 1T cm (warna hitam).

KATA KUNCI: sekat kasa, udang windu, WSSV

PENDAHULUAN

Udang masih merupakan primadona
dari sektor perikanan dan merupakan
penyumbang devisa terbesar dari sektor non-
migas. Nilai ekspor udang windu pada tahun
2002 telah mencapai US$ 840 juta (Oktaviani
& Erwidodo, 2005) sehingga peningkatan
produksi udang digalakkan melalui budidaya.

Kendala utama yang dihadapi pada
budidaya udang adalah penyakit bercak putih
viral yang dikenal juga sebagai white spot
syndrome virus (WSSV). Penyakit ini dapat
menyebabkan kematian hingga 100% hanya
dalam hitungan hari, virus mampu menular
melalui berbagai media.

Pertama kali virus ini ditemukan di Jepang
pada tahun 1993 kemudian menyebar ke
Thailand dan negara-negara ASEAN, bahkan
menyebar ke Amerika karena impor udang
windu beku yang terdeteksi WSSV (Nunan et
al., 1996). Penularan virus ini dapat melalui
beberapa jenis di antaranya udang air laut,
udang air tawar, Cherax, dan dari jenis cacing
(Vijayan et al., 2005).

Tujuan dari kegiatan ini adalah untuk
mengetahui apakah sekat kasa berbagai

ukuran mampu menapis penularan WSSV
pada udang windu.

BAHAN DAN METODE

Bahan yang digunakan antara lain: udang
windu SPF dari BBPBAP Jepara, udang windu
positif WSSV, dan bahan analisis PCR (ekstraksi,
amplifikasi, dan elektroforesis).

Alat yang digunakan antara lain: akuarium,
kasa dengan 3 ukuran (300 pm, 500 pm,
1 mm), peralatan untuk analisis PCR, dan
perlengkapan aerasi.

Metode
Uji Bioassay

Udang sehat dipelihara dalam satu akuarium
dengan udang sakit yang dibuat secara buatan
dengan memberikan karkas udang positif
WSSV secara ad libitum yang dipisahkan
dengan sekat kasa dengan berbagai ukuran.
Pengamatan kematian udang dilakukan 1, 2, 4,
6, 12, 24, 46, 72, dan 96 setelah perlakuan.
Pengamatan terhadap udang dilakukan dengan
menggunakan metode PCR
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Analisis PCR

Analisis menggunakan metode nested
PCR yang meliputi beberapa tahapan antara
lain:

Preparasi DNA menggunakan metode fenol
(Sambrook et al., 1989) yang distandarkan
dengan OIE 2011 chapter 2.2.5.

Adapun langkah kerja selengkapnya:
organ target (insang, pleopod) dihomogenkan
menggunakan aquades, proteinase-K, RNAse,
dan SDS (sodium dedocyl sulfat). Sampel
diinkubasi pada suhu 37°C selama 15 menit.
Fenol 400 pL ditambahkan pada sampel,
dikocok dengan keras dan di-sentrifuge
pada suhu ruang dengan kecepatan 12.000
rpm. Supernatan dipindah ke tabung baru,
ditambahkan fenol 400 pL dikocok dengan
keras dan di-sentrifuge dalam suhu ruang
dengan kecepatan 12.000 rpm. Supernatan
dipindah ke tabung baru, ditambahkan
CIAA sebanyak 400 pL dikocok dengan
keras dan di-sentrifuge dalam suhu ruang
dengan kecepatan 12.000 rpm. Supernatan
dipindahkan sebanyak 300 pL supernatan
ke tabung baru, ditambah 30 pL sodium
acetate dan 750 pL ethanol absolute. Tabung

dibolak-balik dan disimpan pada suhu -20°C
selama 15 menit. Sampel di-sentrifuge selama
5 menit pada suhu ruang dengan kecepatan
12.000 rpm. Supernatan dibuang, dicuci
dengan ethanol 75% sebanyak 15.000 pL,
dikocok dengan baik, di-sentrifuge selama 2
menit dalam suhu ruang dengan kecepatan
12.000 rpm. Supernatan dibuang, dicuci
dengan ethanol absolute sebanyak 12.000
uL, dikocok dengan baik dan di-sentrifuge
selama 2 menit dalam suhu ruang dengan
kecepatan 12.000 rpm. Supernatan dibuang
dan dikeringkan dalam inkubator/desikator
selama 10 menit. Sampel dilarutkan dengan
aquades sebanyak 100 pL.

Preparasi untuk amplifikasi PCR meng-
gunakan metode Lo et al. (1989) yang
distandarkan dengan OIE 2011 chapter 2.2.5.

Langkah kerja selengkapnya dibuat koktail
PCR dengan volume 25 pL menggunakan
campuran aquabides 19,125 pL; 10 x PCR
buffer 2,5 pL; 50 mM MgCl2 0,750 pL; dNTP
mix 0,5 pL; primer 146 F1/F2 0,5 pL; primer
146 R1/R2 0,5 pL; tag DNA Polymerase 0,125
pL; template DNA 1,0 pL.

Mesin PCR diatur dengan ketentuan
sebagai berikut:

Step 1 Step 2
Hot start 95°C 5 menit 1 siklus Hot start 95°C 5 menit 1 siklus
Denaturasi 95°C 30 detik Denaturasi 95°C 30 detik
Annaeling 52,5°C 30detik  30siklus  Annaeling 54°C 30 detik 30 siklus
Extention 72°C 1,5 menit Extention 72°C 1 menit
Extra extention 72°C 5 menit 1 siklus Extra extention 72°C 5 menit 1 siklus
4°C 4°C
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Sekat kasa

Gambar 1. Akuarium untuk uji aplikasi kasa
untuk menapis WSSV
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Elektroforesis

Untuk visualisasi produk PCR dengan
mengambil masing-masing 5 pL produk PCR
dan dielektroforesis dengan 1,5% agarose
yang direndam ethidium bromide dengan
konsentrasi 5 pg/mL selama 5 menit.

Hasil positif: apabila terdapat perpendaran
pita dengan ukuran 1.447 bp dan 941 bp.

Hasil negatif: apabila tidak terdapat per-
pendaran pita dengan ukuran 1.447 bp dan
941 bp.

HASIL DAN BAHASAN

Hasil pengamatan PCR pada perlakuan
sekat kasa berbagai ukuran untuk menapis
partikel WSSV disajikan pada Tabel 1.

Hasil kegiatan penggunaan sekat kasa
berbagai ukuran untuk menapis penularan
WSSV pada udang windu didapatkan bahwa
kasa dengan porositas kecil (putih) masih
dapat menularkan WSSV udang sakit ke
udang yang sehat dalam satu akuarium.
Hal ini dapat dilihat dari hasil analisis secara
nested PCR menunjukkan bahwa udang sehat
dan udang sakit yang dipisah dengan sekat
kasa putih mengalami penularan lebih ringan

dibandingkan dengan yang disekat kasa hijau
dan kasa hitam yang ukuran porinya lebih
besar. Akuarium yang disekat dengan kasa
putih ternyata udangnya terdeteksi positif
WSSV ringan pada step ke-2 yaitu pada udang
di dua unit dari tiga unit akuarium yang berisi
udang yang diuji. Akuarium dengan sekat hijau
terdeteksi positif step 1 dan 2 pada satu unit
akuarium dan terdeteksi positif pada step 2 pada
2 unit akuarium yang lain. Sedangkan akuarium
dengan sekat kasa warna hitam terdeteksi step
1 dan 2 sebanyak 2 unit dari tiga unit akuarium
dan satu unit akurium terdeteksi pada step 2.

KESIMPULAN

Dari kegiatan ini dapat disimpulkan bahwa
penggunaan kasa berukuran kecil (300 pm)
relatif dapat menghambat penularan WSSV.
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Tabel 1. Hasil pengujian penggunaan sekat kasa berbagai
ukuran untuk menapis penularan WSSV

Analisis PCR
Jenis sekat Ulangan
Step 1 Step 2
Negatif Positif
Mesh size 300 ym Negatif Negatif
Negatif Positif
Positif Positif
Mesh size 500-700 pm Negatif Positif
Negatif Positif
Negatif Positif
Mesh size 1 cm Positif Positif
Positif Positif
Negatif Negatif
Kontrol Negatif Negatif
Negatif Negatif
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Gambar 2. Elektroforesis hasil PCR perlakuan kasa berbagai ukuran untuk menapis partikel

WSSV
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