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DETEKSI WHITE SPOT SYNDROME VIRUS(WSSV) PADA UDANG
_ 

wf NDu (Penaeus monodon) Dl BAL| oaru uewe flMUR
MENGGUNAKAN METODE POLYMERASE CHAIN REACTIOIV(PCR)

Ketut Mahard ika'r, Zal r an'), dan lsti Koes ha ryan i'.)

ABSTRAK

White spot syndrome (WSS) telah ditemukal gada banyak spesies udang dan kepiting, tidaksaja di Asia tetapi hampir di seluruh dunia. wSS disebabian ot"tr o"orun-uirus yanj riemilikiamplop, 
-nukleokapsid, 

dan berbentuk batang. Mortalitas y"ng Jitirbrlkannya ,.n"-"p"i eozsefama 2-7 hari setelah kejadian awal. Tujuan dari penelitLn ini 
"o"t"t intr[,-"ig"t"nrijasad penyebab kematian massal pada budi daya udang *inJ, oi panti benih maupun tambakyang dideteksi menggunakan metode PCR dengan spes-ifik primer. Selama tahun 199g-zoo1,telah dianalisis sampel udang stadia post'larva (dari hatcherl oan uoang dewasa (dari tambak)yang berasal dariJawa Timur (Situbondo dan Banyuwangi) oan aatiluem-orana oan'singaiajay oimana kematian massal terjadi. organ yang diambil Jdatah seluiuh tubuh untuk p-ost-i"ru"

sebanyak 50-100 ekor dan karapas, peiut, ierta kaki renang sebanyak 3-5 ekor rlitrr. inorxdan 5-10 ekor yuwana udang. Hasil analisis menunjukkan-Uanwa semua sampel yang diujipositif terinfeksi virus WSS.

ABsTnAcn Detec.tion of white Spot Syndrome Virus (WSSV) in penaeus monodon reared
in hatchery and ponds tn Balt and East Jlava using potymerase chain ieac-
tion (PCR) technique. By: Ketut Mahardika, Zafrin, and lsti Koesharyani

white spot syndrome (WSS) has been found in many species of shrimp and crabs, not just in
Asia. but also globally. wls caused by dsDNA virus, whici conslsts of an'envelopea, roJ-siapeanucleocapsid. The mortality typicatly reaches 80% within 2 to 7 days after the onset of the disease.
The aim ol thls study was to know the agent caused mass mortatities of the btack tiger shrimp(P' monodon) in hatchery and grow-out pond, detected using PCR iethod with speciic primers.
During 1999 to 2001, sampres of post-raruae (from hatche'g and adurt (from g:row-orf pon*r1
located in East Java (Situbo.1d9 and Banyuwangi) and Bati (jenorana and Sing=araja) wiin wss
were analyzed with PCR. Whole body of 50-100 post-larua,e and carapace, stom6ch and swrm-
ming legs of 3-5 adults and 5-10 iuvenites shrimp were used for analysis. The result showed
that all samples were positivety infected by WSSV.

KEYWO?DS: Penaeus monodon, WSSV pCR

PENDAHULUAN

White spot syndrome virus pertama kali
diidentifikasi di daerah Taiwan pada tahun 1992 yang
menyebabkan kematian massal pada udang budi dayi
terutama udang windu (P. monodon), udang kuruma
(P. japonicus), udang ekor kuning (p. peniciilatus), dan
udang greasyback (Metapenaeus ensis)
(Kasornchand ra & Boonyaratpal in, 1 996; Wang el a/.,
1997; Kasornchandra et al., 1998; peng etal., 199g).
Penyebaran virus ini sangat luas di antaranya adalah
Jepang, Thailand, Cina, Malaysia, India, dan Indone-
sia (Kasornchandra etal., 1 998). Nomenklatur virus
inisangat beragam, diJepang virus yang menyerang
P. japonicus disebut sebagai Rod-shaped nuclear vi-
rus of Penaeus japonicus atau RV-pJ (lnouye et a/.,

1994) atau Penaeid Rod-shaped DNA virus (pRDV)
(Kimura etal., 1996) juga disebut penaeid acute vire-
mia (PAV) (lnouye et a/., 1996). Di Thaitand dikenal
sebagai SEMBV atau Syslemic Ectodermal
Baculovirus (Wongteerasupaya et at., 19gS dalam
Maeda et al., 1998) atau White Spot Syndrome Virus
(WSSV) (Flegel, 1999). Sedangkan di Taiwan virus
ini dikenal sebagai white spot disease. penamaan ini
berdasarkan pada tanda spot putih yang tampak pada
udang sakit (Wang et a\.,1997b).

Tanda yang umum pada kasus WSSV adalah
adanya spot putih pada bagian karapas, tanda ini
diketahui pertama kali pada kasus infeksi white spot
pada udang P japonicusyang terjadidiJepang pada
bulan Oktober 1993 (Mamoyama et al.,'t994 dan

l
')
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Nakano et at.,1994). Selanjutnya tanda klinis tersebut

ditemukan pula pada kasus WSSV pada udang budi

daya lainnya (Mamoyama et al., 1997; Wang el a/.,

1997b;Zalran etal.,1998;Peng ef a/., 1998)' Secara

morfologi, ukuran, patologiselular, dan asam nukleat,

WSSV (PmNoBll-Type) dikelompokkan ke dalam ge-

nus Non-Occtuded Baculovirus, subf amili
Nudibaculoviridae, dan lamili Baculoviridae.

Deteksi dini infeksi WSSV adalah hal yang sangat
penting guna menghindari penyebaran virus yang lebih

luas. Terdapat beberapa metode untuk mendeteksi
virus, yaitu dengan irisan histologisederhana sampai

menggunakan pengamatan dengan elektron mikroskop.

Tetapi akhir-akhir ini teknik deteksi virus semakin

berkembang dengan menggunakan material protein

DNA/RNA yailu polymerase chain reaction (PCR).

Metode ini telah diterapkan secara luas baik pada

krustase maupuR pada ikan, karena tingkat akurasinya

cukup tinggidan cepat. Adapun tujuan dari penelitian

ini adalah untuk mengetahui jasad penyebab
kelemahan dan kematian massal pada budidaya udang

windu di panti benih maupun ditambak yang dideteksi

menggunakan metode PCR dengan spesifik primer.

BAHAN DAN METODE

Sampel Udang

Sampel udang diperoleh dari beberapa lokasi
perbenihan dan budi daya udang di panti benih dan

tambak. Pada umumnya sampeludang ini merupakan
hasil perbenihan maupun budi daya yang dilaksanakan

oleh pihak swasta baik di Bali maupun Jawa Timur.
Sampel biasanya dibawa dalam keadaan mati atau

lemah (dalam kantong plastik dengan oksigen) atau

dikirim dengan bahan pengawet (alkoholT0%) untuk

dilakukan deteksi virus, karena pada lokasi budi

dayanya terjadi kematian. Sampel yang digunakan
sebanyak 3-5 ekor induk udang atau 5-10 ekor
yuwana udang diekstrak dari karapas, perut (stom-

ach), dan kaki renang (pereiopod), sedangkan
sebanyak 50-100 ekor PL diekstrak menggunakan
seluruh badan (whole bodY).

Deteksi WSSV dengan Polymerase Chain
Feaction(PCR)

Terdapat tiga tahapan utama dalam proses deteksi

menggunakan teknik PCR, yaitu ekstraksi asam
nukleat, amplif ikasi, dan elektrophorests.

Ekstraksi DNA, masing-masing sebanyak 5G-100
mg sampel organ ditempatkan dalam mikrotube 1,5

mL selanjutnya dihancurkan atau dihomogenase
menggunakan 80G-1.000 mL ISOGEN (Kimura ef a/.,

1996) dan disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm

selama 1O menit, pada suhu 4'C. Supernatannya

kemudian dipindahkan pada mikrotube baru' Untuk

memisahkan antara DNA dan RNA ditambahkan 200

mL Chloroform dan disentrifugasi dengan kecepatan

12.OOO rpm selama 15 menit, pada suhu 4'C' Setelah

terjadi pemisahan, bagian atau lapisan yang teratas
(Ri.lA)dibuang, kemudian lapisan yang tersisa (DNA)

diekstrak dengan 300 mL EthanolAbsolut dan DNA

tersebut diendapkan dengan mensentrilugasi pada

kecepatan 2.000 rpm selama 5 menit, pada suhu 4"C'

DNA tersebut selanjutnya dibilas dengan 1.500 mL

Ethanol 75"/" dan disentrifugasi kembali dengan

kecepatan 2.000 rpm selama 5 menit, pada suhu 4"C'

Cairan yang ada dibuang dan pelet DNA-nya
dikeringkan dalam desikator selama 15*20 menit'

Selanjutnya DNA tersebut dilarutkan dengan aquades

sterilsebanyak 5O-'200 mL dan siap digunakan untuk

proses selanjutnYa.

Primer yang digunakan untuk mendeteksi WSSV

adafah hasil sekuensing dari rod-shaped DNA Virus

P. japonicus yaitu primer P1 dan P2 dengan target

berat molekulgS2 bp dengan susunan rantaiprimer
adalah P1 : 5'-ATCATGGCTGCTTCACAGAG-3' dan

primer P2: 5'-GGCTGGAGAGGACAAGACAT-3''
Sedangkan untuk hasil yang lebih akurat dilakukan

dengan dua kali amplifikasi (nest'step PCR)

menggunakan primer P3 dan P4 dengan target berat

molet<ut 570 bp dengan susunan primer yaitu P3: 5'-

TCTTCATCAGATGCTACTGC-3' dan P4: 5'-
TAACG CTATCCAGTATCACG -3' ( Ki m u ra et a/.,'t 996)'

Amplifikasi, dilakukan dengan cara
mencampurkan beberapa reagen Kit DNA Takara:

MMS-DNA 47 ,75 mL (5 mL 10 x PCR Buffer, 4 mL 2,5

mM MgClr, 4 ml2,5 mM dNTP mix, dan 34,75 mL

aquades)imasing-masrng primer 0,5 mL; Tag poly-

merase 0,25 mL;dan 1 mL DNA template. Campuran

tersebut selanjutnya diinkubasi pada alat Thermal

Cycler Takara sebanyak 30 kali dengan suhu
denaturasig3'C selama 60 detik, suhu annealingST'C
selama 90 detik, dan suhu polimerasi alau extension
72"C selama 60 detik (Kimura et a/., 1 996).

Analisis hasil amplifikasi dilakukan dengan metode

elektroforesis terhadap bahan yang sudah diamplifikasi

sebanyak 10 mL yang dicampur dengan 2 mLGx load'
ing buffer (Glycerol & bromothymol blue) pada 1 ,5"h
agarose gel menggunakan 20xTAE buffer (2 Na EDTA,

Triss, dan aquades) dengan kekuatan 100 V' selama

20*25 menit. Marker yang digunakan adalah lHind

lll (125-23.'l30). Hasil elektroforesis selanjutnya
diwarnaidengan Ethidium Bromide 0,5 mg/mL dalam

larutan 2Ox TAE buffer selama 10-15 menit.
Pembacaan hasil dilakukan pada Ultraviolet
transluminator dan didokumentasikan dengan kamera
polaroid.
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HASIL DAN BAHASAN

. Sampel-sampel udang dari beberapa lokasipanti
benih maupun tambak di Balidan Jawa Timur pernah
diperiksakan/dideteksi dengan metode pCR dan
menunjukkan hasit positif WSSV baik dengan 1_step
maupun 2-step pCR tertera pada Tabel 1.

WSSV dapat menyerang udang windu (p.
monodon) pada stadia post_larva (pL),1alon indut</

3tyra1 konsumsi (subadutt) dan induk'ud ang (adutf1.
Kejadiannya hampir setiap bulan tanpa mengenal
musim (panas atau hujan), pada tempat yang
berbeda, baik itu di Bali khususnya Kabupaten
Jembrana d_an Singaraja maupun diJiwa Timuryaitu
Kabupaten Situbondo dan Banyuwangi. Virus inistabil
pada suhu dan pH yang ekstrim dan ikan bertambah
kestabilannya di dalam lingkungan eksternal karena
adanya pelekatan virion pada kristalpelindung protein
virus.(potyhedrin, granutin, spheroidin). Kristal
pelindung ini akan melindungi virus agar tidak larut
g3da nH tinggi di dalam saluran pencernaan udang
(Walker et at.,1999).

Pada stadia pL, calon induk dan induk udang yang
positif terinfeksi WSSV 1-step pCR dan terlihat dengan
menunjukkan gejala nafsu makan menurun, udang
tampak lemah, dan seringkali malas berenang sena
pada udang yang dipelihara di tambak tampak
bergerombol di tepi tambak. pada udang yang sakit
terlihat bercak putih pada karapasnya dan-fada induk
udang warnanya menjadi merah. Tanda ini sama
oengan yang ditemukan Momoyama et al. (1997); Lo
& Kou (1 998); Sudha et at. (1998) bahwa ud"ng y"ng

terinfeksiWssV akan terjadi perubahan pola tingkah
laku yaitu menurunnya aktivitas renang, bereriang
tidak terarah, dan seringkali berenang paji satan satu
sisinya saja. Selain itu, udang cender-ung bergerombol
ditepi tambak dan berenang t<e perriukaan. pada
fase akut terdapat bercak-bercak putih pada karapas
dengan diameter 0,5-3,0 mm. Bercak putih ini
pertama kali munculpada cephalothorax, segmen ke_
5 dan ke-6 dariabdominal dan terakhir menyebar ke
seluruh kutikula tubuhnya (Kasornchandra &
Boonyaratpalin, 1996; Wang et at.,1997u; Lo & Kou,
1998). Sedangkan Koesharyani et at. (2001)
mengatakan bahwa induk udang windu yang Deruarnakemerahan termasuk juga insJng dan
hep€topankreasnya setelah dideteksi dengan metode
PCR dariorgan stomach, lymphoid, dan [aki renang
menunjukkan positif terinfeksi WSSV. Kejadian ini
dapat menimbulkan kematian lebih darigOi selama
seminggu.

. Virus ini mempunyaivirion yang berupa partikel
berbentuk batang pendek Oengan amplop apikal
ukuran 305 r 30 x 127 + 11 nm. Di dalam nukreusnya
terdapat satu nukleosom yang akan bergabung paoa
tingkat awat reptikasi (Wang et at., iSsS;. Virr.
WSSV merusak lambung, insang, sel epitel,
subkutikula, organ lymphoid, antennal gland, dan
hemocyte. Dari pengamatan histopatnol-ogi, terjadi
degenerasi sel yaitu pembesaran pada berbagai
jaringan meso dan ectodermal seperli pada lapisan
kulit, jaringan penghubung, organ lymphoid, keleniar
antennal dan haematopoitik, insang, serta jaringan
syaraf (Wang et a1.,1997").

Tabel 1.

Table 1.

white spot syndrome nr-us (wssV) pada beberapa tempat budidaya udang di Balidan Jawa timuryang dideteksi dengan pCR
white spot syndrome virus (WSSV) in several shrimp cutture in Batiand East Java was detectedby PCR

Tanggal deteksi
Detection dates

Jenis udang
Shrimp ryecies

Umur
Age

Asal
Origin

PCR Test

1-sIep 2-s;ep
1 0/6/1 999
1 1/5/1 999
2/11/2000
9t11/2000
9/11/2000
10/16/2000
4/26/2001
5/3/2001

5/10/2001
5128/2001

6/6/2001
9/4/2001

monodon
monodon
monodon
monodon
monodon
monodon
monodon
monodon
monodon
monodon
monodon
monodon

Adult
PL-9
Adult
PL-10
Adult
Subadult
Subadult
Subadult
PL-85
PL-80
Adult
PL-33

Banyuwangi (hatchery)
Banyuwangi (hatchery)
Situbondo (hatchery)
Situbondo (hatchery)
Situbondo (hatchery)
Jembrana (pond)
Singaraja (pond)
Singaraja (pond)
Jembrana (pond)
Singaraja (pond)
Banyuwangi (hatchery)
Singaraja (pond)

+
+
T

T

+
+
J

T

?

T

Nt

Nt

+
Nt

f

T

+

+
+

Nt: Tidak dilaksanakan (not done)
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WSSV pada stadia PL, calon induk dan induk

udang windu dengan metode PCR menggunakan

ekstrik jaringan Oaiiseluruh tubuh (whole bod$pada
PL dan karipas, lambung (alat pencernaan)' serta

kaki renang pada calon induk dan induk udang windu

dapat terde-teksi dengan baik' Udang windu yang positif

t"iinf"rti WSSV dengan 1-step PCR tampak

mempunyai berat molekulgS0 bp, sedangkan dengan

2-step PiR mempunyaiberat molekul5T0 bp (Gambar

i;. eerat molekui inisama dengan berat molekul dari

pasangan primer Pl lP2yaitu 980 bp dan P3/P4 yaitu

570 bP (Kimura ef a/., 1996).

Gambar 1 menunjukkan bahwa induk udang yang

positif terinfeksi WSSV yang tampak dengan cara 1-

step maupun 2-step PCR dengan mortalitas 80%

dalam waktu kurang dari seminggu dinyatakan telah

terserang oleh virus WSS pada tahap ganas' Menurut

Sudha etal. (1998), inteksiWSSV dengan dominasi

bintik putih pada karapasnya, tingkat infeksi pada

jaringan tinggi, dan menimbulkan kematian dalam

waftlu Z-10 hari dikategorikan dalam tipe | (acute

sampai subacute). Sedangkan tipe ll (prelacute)

dengan gejala klinis udang menjadi merah dan tingkat

infeisi iada jaringan sangat tinggi sudah dapat

menyebabkan kematian dalam waktu 2-3 hari'

Sedangkan udang windu stadia PL-10 yang mati positif

terinfJksi WSSV terlihat dalam 2-step PCR'

Sedangkan PL-10 yang masih hidup walaupun dalam

satu bik pemeliharaan infeksiWSSV adalah negatif

terlihat baik dengan cara 1-step maupun 2-step PCR'

demikian pula halnya dengan PL-10 dari bak lain

ternyata WSSV negatif ' Udang yang positif terinfeksi

WSSV dan hanya terdeteksi dengan 2-step PCR'

hanya menunjukian gejala nafsu makan menurun dan

teman tetapi iiOak tampak bercak-bercak.putih dan

kemerahan pada tubuhnya' Keadaan ini menurut

Sudha et at. (1998) termasuk dalam kategori tipe lll

(kronis) di mana infeksi yang dialami oleh jaringan

iendal"r, bercak putih, dan kemerahan pada udang

tidak tampak, kematian terjadi lebih lama yaitu 15-
28 hari. Kondisi ini merupakan masa pre-patentYang

hanyaterdeteksidengan 2-step PCR saja karena hastl

"tpfitif."si 
2-step PbR menunjukkan 103-104 kali

t"Oin O"nyuk daripada hasil amplifikasi 1-step PCR'

Diagnosa 2-step PCR memungkinkan untuk

men-deteksi 10-50 kopi target DNA dalam reakst

PCR, sehingga dinyatakan sebagai metode yang pal-

ing spesifik din sensitif untuk mendeteksi PRDV atau

W-SSV (Lo & Kou, 1998;Maedaetal',1998;Peng et

a/., 1998),

Udang yang positif terinfeksi WSSV, walaupun

hanya teitinat pada 2-step PCR diusahakan untuk

Jifisanr<an atau dikeluarkan dari kelompok udang

yang senat. Oleh karena itu, jika udang yang positif

ierin"feksiWSSV melalui deteksi 2-step PCR dalam

keadaan stres maka tingkat infeksi pre'patentini akan

mengalami masa transisi dalam beberapa lam sa1a'

D i ba:wah pen garuh stres, vi rus merepl i kasi di ri secara

ueiutang-utaig di dalam organ target dan mudah

terdeteksi dengan 1-step PCR dan menjadikan udang

dalam infeksi patent. Selain itu, udang ini dapat

menjadi sumber penyebaran virus karena virus WSS

14131211

570 bp
564 bp

Gambar 1

Figure 1.

Gel agarose elektroforesis RT-PCR hasil amplifikasi sampel udang windu P monodon' Baris 1)

Marker I Hind ltl, zl NeJatit kontrol, 3) PL-10 mati, 4) PL-10 hidup, 5) PL-10 sehat d-ari bak lain' 6)

Induk udang, 7) Positif kontrol (1-step PCR), 8) Marker, 9) Negatif kontrol, 10) PL-10 mati' 11 ) PL-

10hidup,12)PL-l0sehatdaribaklain,l3)lndukudang,l4)Positifkontrol(2-stepPCR)
PCRamptification of wssvfragmentfromtemptates preparedfrom blacktigershrimp P' monodon'

Line 1) Marker I Hind t1, 4 N6gative controt,'3) PL-10 was dead, 4) PL-10 live, 5) PL-l0 healthy

from differenttank, O) Adult, T) Positive controi (1-step PCR),9) Marker, g) Negative control' 10)

pL_10 was dead, 11) pL-10 iive, t2) pL-10 heatthy from different tank, 13) Adult, 14) Positive

control(2-steP PCR)
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dapat menyebarsecara langsung melaluisekresiyang Koesharyani, 1., D. Roza, K. Mahardika, F. Johnny, zalran,dilakukan oleh udanq yang positif terinfeksi wbsv. and k. yuasa. zoot. uaiiJ ior Fish Disease Diag-Sel udang yang teriitet<siwSSv alan mlngafami nosis-ll. Research Instituie foi Maricutture, central
f isis dan kemudian diekskresika n oleh antenni gtand Rese.arch Institute for Fisherils and Japan Interna-
sehingga virus terlepas bebas ke dalam air m6lalui lional Cooperation Agency, 48 pp.
saluran pengeluaran (Peng ef a/., 1998). Lo, C.F. and GH. Kou. 1998. Virus-associated White Spot

Syndrome of shrimp in Taiwan: A Review. Fish ija_KESIM'ULAN thotogy.33(4): 10, 365_971.

Dari hasil deteksi White Spot Syndrome Virus
(WSSV) dengan metode polymerase-Chai n Reaction
(PCR) secara 1-step dan 2-step terhadap sampel
udang windu (p monodon) dariJawa Timur (bitubondo
dan Banyuwangi) dan Bati (Jembrana dan Singaraja)
dari akhir tahun 1999 sampai 2001 dapat disimpulkln
bahwa:

* WSSV merupakan jasad penginfeksipada udang
windu stadia post-larua (pL) sampaistadia induk]
baik yang dibudidayakan di panti benih (hatcherij
maupun ditambak (grow-out pond1.

.3. Dari hasil monitoring WSSV dengan metode pCR
dari akhir tahun 1999-2001, diketahui bahwa
infeksiWSSV pada udang windu di Jawa Timur
(Situbondo dan Banyuwangi) dan Bali(Jembrana
dan Singaraja) terjadi hampir setiap buian.
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