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ABSTRAK

SURVEILANS INFECTIOUS MYONECROSIS VIRUS (IMNV) PADA
CARRIER DAN PERAIRAN DI SEKITAR TAMBAK UDANG
DI WILAYAH PESISIR ANYER DAN CARITA, PROVINSI BANTEN

Oleh

Muhamad Fatin Choiri

Penelitian ini dilatarbelakangi oleh keberadaan tambak pembesaran udang di wi-
layah pesisir Anyer dan Carita tidak sesuai dengan peraturan daerah yang berlaku
dan tidak terawasi keberadaannya. Limbah yang dihasilkan tambak udang akan
mencemari perairan sekitar. Limbah tersebut dapat mengandung patogen seperti
infectious myonecrosis virus (IMNV) yang berbahaya dan mengancam pembudi
daya udang lainnya. Usaha yang dapat dilakukan saat ini adalah dengan melaku-
kan surveilans IMNV di lingkungan perairan sekitar tambak. Tujuan penelitian ini
adalah untuk mengidentifikasi keberadaan infectious myonecrosis virus (IMNV)
pada lingkungan perairan dan carrier yang terdapat di sekitar tambak udang di wi-
layah pesisir Anyer dan Carita. Deteksi IMNV menggunakan sampel kelomang,
teritip, dan air dengan metode Real-time quantitative Reverse Transcriptase-PCR
(gRT-PCR). Hasil gRT-PCR menunjukkan 6 sampel terdeteksi IMNV yang terse-
bar di 4 lokasi dengan nilai Ct 36,97 (stasiun 1.1), 35,95 (stasiun 5.1), 35,59 (sta-
siun 5.2), 35,05 (stasiun 6.1), 35,22 (stasiun 6.2), dan 35,54 (stasiun 7.1).

Kata kunci: Surveilans, IMNV, gRT-PCR, perairan laut, tambak udang



ABSTRACT

THE SURVEILLANCE OF INFECTIOUS MYONECROSIS VIRUS
(IMNV) IN CARRIERS AND WATERS AT SHRIMP POND IN ANYER
AND CARITA COASTAL, BANTEN PROVINCE

By

Muhamad Fatin Choiri

This research is motivated by the existence of shrimp ponds in the coastal areas of
Anyer and Carita that are not in accordance with the applicable regional regulati-
ons and their existence is not monitored. Waste from shrimp pond activities will
pollute the surrounding waters. The waste can contain pathogens such as infecti-
ous myonecrosis virus (IMNV) which are dangerous and threaten other shrimp
farmers. The effort that can be done now is to carry out IMNV surveillance in the
aquatic environment. The purpose of this study is to identify the presence of in-
fectious myonecrosis virus (IMNV) in the aquatic environment and carriers arou-
nd shrimp ponds in the coastal areas of Anyer and Carita. IMNV detection using
samples of hermit crabs, barnacles and water using the Real-time quantitative Re-
verse Transcriptase-PCR (QRT-PCR) method. The gRT-PCR results showed that
6 samples detected IMNV spread over 4 locations with Ct values 36.97 (station
1.1), 35.95 (station 5.1), 35.59 (station 5.2), 35.05 (station 6.1), 35.22 (station
6.2), and 35.54 (station 7.1).

Keyword: Surveillance, IMNV, gRT-PCR, sea waters, shrimp
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l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sektor perikanan budi daya memiliki peran yang besar dalam menunjang pereko-
nomian nasional. Melalui komoditas yang dihasilkan, perikanan budi daya menja-
di salah satu sumber devisa negara. Dilihat dari kondisi lingkungan yang strategis
dan potensi sumber dayanya, perikanan budi daya memiliki peluang besar untuk
dikembangkan. Pengembangan ini perlu dikelola dengan optimal dan memperhati-
kan kelestarian lingkungan. Dengan demikian, berbagai kebijakan dibuat pemerin-

tah untuk memaksimalkan potensi perikanan budi daya yang ada.

Pesisir Anyer dan Carita menjadi salah satu kawasan dengan potensi perikanan
budi daya. Pengeloaan untuk kawasan tersebut tertuang dalam Peraturan Daerah
Nomor 5 Tahun 2020 tentang Rencana Tata Ruang Wilayah Kabupaten Serang
dan Peraturan Daerah Nomor 2 Tahun 2020 tentang Rencana Tata Ruang wilayah
Kabupaten Pandeglang. Peraturan daerah tersebut salah satunya mengatur rencana
tata ruang wilayah pesisir Anyer dan Carita yakni pembenihan perikanan air pa-
yau. Akan tetapi di wilayah tersebut banyak ditemukan perikanan tambak pembe-
saran udang, artinya keberadaan tambak ini tidak sesuai peruntukannya dan me-
langgar peraturan daerah yang berlaku. Dengan demikiran keberadaannya tidak
terawasi sehingga dapat menyebabkan pencemaran lingkungan sekitar serta me-

ngancam pembudi daya pembenihan udang (hatchery).

Kegiatan tambak pembesaran udang intensif dapat menyebabkan masalah berupa
penurunan daya dukung lingkungan. Tambak pembesaran udang intensif mengha-

silkan limbah organik, seperti sisa pakan dan kotoran (Andriani, 1999). Limbah



ini kemudian memengaruhi komponen lingkungan, yakni parameter biologi, fisi-
ka, dan kimia perairan. Limbah hasil budi daya yang dibuang ke perairan sekitar
tanpa diberikan perlakuan dapat mengandung patogen berupa bakteri, parasit, ja-
mur, dan virus (Ismail, 2019). Salah satu patogen yang berbahaya dan merugikan
ekosistem perairan adalah infectious iyonecrosis virus (IMNV). Jika virus ini ter-
sebar ke perairan maka akan mencemari ekosistem perairan tersebut dan mengan-

cam pembudi daya pembenihan udang.

IMNV telah mengancam industri budi daya udang di Indonesia, bahkan dunia. Vi-
rus ini dapat menyebabkan kematian pada udang hingga 40-70% populasi (OIE,
2009). Penularan IMNV dapat terjadi secara horizontal melalui air, dan organisme
pembawa (carrier) (OIE, 2021). Hingga saat ini belum ada pengobatan maupun
vaksin yang dapat digunakan untuk mengontrol penyebaran IMNV (OIE, 2019),
sehingga usaha yang saat ini dapat dilakukan untuk menekan penyebaran adalah
pencegahan dengan cara melaksanakan surveilans (pengamatan) keberadaan pe-
nyakit ini. Hal ini dilakukan untuk memperoleh informasi keberadaan IMNV di
perairan sekitar. Oleh karena itu, penelitian ini dilaksanakan untuk mengidentifi-
kasi keberadaan IMNV di wilayah pesisir Anyer dan Carita akibat kegiatan tam-

bak pembesaran udang di wilayah tersebut.
1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian latar belakang masalah yang telah dipaparkan, maka rumusan
masalah pada penelitian ini adalah bagaimana kondisi lingkungan dan biota carri-
er di perairan sekitar budi daya tambak udang Anyer dan Carita yang rawan terce-

mar patogen IMNV?
1.3 Tujuan Penelitian

Sesuai permasalahan yang telah dirumuskan, penelitian ini mempunyai tujuan un-
tuk mengidentifikasi keberadaan infectious myonecrosis virus (IMNV) pada ling-
kungan perairan dan carrier yang terdapat di sekitar tambak udang di wilayah pe-

sisir Anyer dan Carita.



1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat sebagai bahan referensi il-
miah yang dapat digunakan sebagai landasan bagi pemangku kebijakan rencana
tata ruang dan wilayah pesisir Anyer dan Carita serta memberikan informasi ten-

tang keberadaan virus IMNV pada perairan wilayah pesisir Anyer dan Carita.
1.5 Kerangka Pikiran

Pemanfaatan wilayah pesisir perlu dilakukan dengan baik sesuai dengan peraturan
yang berlaku. Hal ini dilakukan untuk menjaga kelestarian dan keberlanjutan sum-
ber daya alam. Pesisir Anyer dan Carita merupakan dua wilayah perbatasan yang
terbagi menjadi dua kabupaten yakni Kabupaten Serang dan Pandeglang. Kedua
wilayah ini mengatur tata ruang wilayahnya melalui Peraturan Daerah Nomor 5
Tahun 2020 tentang Rencana Tata Ruang Wilayah Kabupaten Serang dan Peratur-
an Daerah Nomor 2 Tahun 2020 tentang Rencana Tata Ruang Wilayah Kabupaten
Pandeglang. Peraturan daerah tersebut mengatur bahwa tata ruang wilayah pesisir
Anyer dan Carita dapat digunakan untuk pembenihan perikanan air payau (pem-

benihan udang).

Peraturan daerah Kabupaten Serang dan Pandeglang mengatur tata ruang wilayah
pesisir Anyer dan Carita tidak memuat tentang tambak pembesaran udang. Akan
tetapi, pada kenyataannya di wilayah tersebut banyak ditemukan tambak pembe-
saran udang. Hal ini bertentangan dengan perda yang berlaku, sehingga keberada-
an tambak pembesaran udang ini tidak terawasi dan akan berdampak pada ling-
kungan sekitar. Tambak udang dapat mencemari lingkungan karena limbah yang
dihasilkan kemudian dibuang langsung ke perairan sekitar. Limbah hasil budi da-
ya udang biasanya mengandung bahan-bahan organik termasuk patogen salah sa-
tunya IMNV. Virus yang ikut terbawa dari limbah budi daya udang ini kemudian
akan merugikan biota di perairan dan hatchery di wilayah tersebut. Secara lebih

jelas kerangka pikiran dapat dilihat pada Gambar 1.



Tambak udang ilegal di wilayah pesisir Anyer dan Carita

A
Potensi penyebaran IMNV ke perairan sekitar
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Carrier: kelomang dan teritip Perairan
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Dapat ditentukan keberadaan IMNV di perarian pesisir Anyer
dan Carita sebagai informasi untuk penentuan kebijakan

Gambar 1. Kerangka pikiran



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Infectious Myonecrosis Virus (IMNV)

Keberadaan Infectious myonecrosis virus (IMNV) atau virus myo di Indonesia ti-
dak lain karena lalu lintas perdagangan domestik dan internasional. IMNV perta-
ma kali dilaporkan di Brazil tahun 2002 menginfeksi udang vaname (OIE, 2010).
Pada tahun 2000 pemerintah Indonesia mengimpor udang vaname untuk keperlu-
an penelitian. Berdasarkan Kepmen No0.4/2001, pemerintah mengizinkan impor
udang vaname untuk dibudidayakan pada tahun 2001 dengan syarat hanya induk
udang berkualitas unggul dan bebas penyakit yang boleh diimpor. Akan tetapi, pa-
da tahun 2006 IMNV dilaporkan pertama kali terdeteksi di Indonesia, tepatnya di
Kabupaten Situbondo, Provinsi Jawa Timur yang memiliki gejala klinis serupa
dengan kejadian wabah IMNV di Brazil (Senapin et al., 2007).

Infectious myonecrosis virus (IMNV) sangat berbahaya bagi udang dan merugikan
pembudi daya. Virus ini memiliki patogenitas cukup ganas yang dapat menyebab-
kan kematian pada udang mencapai 40-70% (OIE, 2019), dan bersifat epizootik
yang dapat menyebabkan kematian massal. Penularan IMNV terjadi secara hori-
zontal karena kanibalisme dan melalui air, sedangkan secara vertikal dapat menu-
lar dari induk ke benur (Naim et al., 2014). Menurut Caelho et al., (2009) bahwa
IMNV dapat menginfeksi udang pada stadia pascalarva, juvenil, dan dewasa. Pada
stadia juvenil dan pascalarva merupakan banyak terinfeksi oleh IMNV saat salini-
tas air rendah (Poulos et al., 2006). Kematian massal oleh IMNV disebabkan ada-
nya kejadian yang membuat udang stress, seperti penangkapan dengan jala lem-
par, pemberian pakan, perubahan salinitas, dan pemicu stres lainnya (OIE, 2012).

Metode pengobatan jika udang terinfeksi oleh IMNV belum ditemukan, sehingga



hanya pencegahan yang dapat dilakukan saat ini (Haliman dan Dian, 2006).

Gejala klinis udang yang terinfeksi IMNV dapat dilihat berdasarkan organ target
yang diserang. Virus ini biasanya menyerang jaringan otot lurik udang, jaringan
ikat, dan jaringan lainnya (Poulos, 2006). Gejala awal udang yang terinfeksi yaitu
mengalami kram otot yang ditandai dengan pergerakannya yang pasif. Kram otot
ini akan diikuti dengan penurunan nafsu makan. Secara visual udang yang terse-
rang IMNV akan terlihat warna putih hingga kemerahan di bagian ruas bawah
sampai pangkal ekor. Warna putih hingga kemerahan pada jaringan otot akan ter-
lihat seperti udang yang direbus. Timbulnya warna putih hingga kemerahan kare-
na adanya nekrosis ekstensif pada jaringan otot (Widowati, 2013). Gejala klinis
udang terinfeksi IMNV yang terlihat secara visual kemudian dapat dipastikan ke-
beradaan virus dan kuantitasnya secara molekuler dengan Real time quantitative
Reverse Transcriptase-PCR (QRT-PCR) (Ramadhan, 2020).

Pengendalian IMNV harus dilakukan secara vertikal (dari induk ke anak) maupun
horizontal (dari dan ke organisme lain di lingkungannya). Pencegahan dapat dila-
kukan dengan cara memperketat sistem biosekuriti. Sistem pemasukan air dan or-
ganisme pembawa seringkali menjadi sumber penyebaran IMNV. Selain itu, sela-
lu digunakan benih udang dari indukan yang memang sudah terbukti bebas dari
penyakit atau spesific pathogen free (SPF) dan perlu dilakukannya eradikasi seca-
ra total dengan tujuan untuk meminimalisir penyebaran virus ini ke tambak lain-
nya (Palic et al., 2015).

2.2 Real time quantitative Reverse Transcriptase-PCR (qRT-PCR)

Real-time quantitative Reverse Transcriptase-PCR (gRT-PCR) merupakan salah
satu metode paling sensitif untuk mendeteksi dan mengukur kuantitas virus (OIE,
2019). Penggunaan probe yang spesifik membantu peningkatan spesifisitas pada
pengujian qRT-PCR jika dibandingkan dengan PCR konvensional (Chantratita et
al., 2008). Teknik ini juga sangat sensitif karena dapat dilakukan amplifikasi se-
cara bersamaaan dengan enzim reverse transcriptase. Enzim reverse transcriptase

yang memacu perubahan molekul RNA menjadi DNA. Pengujian menggunakan



gPCR lebih dinamis, resiko kontaminasi silang lebih sedikit, dan pengujiannya da-
pat dilakukan lebih banyak dalam satu kali running (OIE, 2012).

Genom dari IMNV merupakan dsRNA yang dapat dideteksi dan diukur kuantitas-
nya melalui gPCR. Dalam prosesnya molekul RNA diubah menjadi DNA kemu-
dian diamplifikasi sekuen DNA spesifiknya menjadi lipat ganda hingga jutaan ko-
pi sekuen DNA. Dalam melipatgandakan sekuen DNA dibutuhkan enzim spesifik
yang dikenal dengan polimerase (Fatchiyah, 2011). Polimerase merupakan enzim
yang dapat menggabungkan untai DNA tunggal membentuk untaian DNA yang
panjang. Enzim ini membutuhkan primer dan DNA cetakan nukleotida yang terdi-
ri dari empat basa nitrogen yaitu adenin (A), timin (T), citosin (C), dan guanin (G)
(Gibbs, 1990). Dengan demikian jumlah kopian DNA target yang telah dilipat
gandakan hingga jutaan kopi sekuen DNA dapat terdeteksi oleh mesin PCR.

Tahapan umum untuk melakukan pengujian IMNV menggunakan qPCR dimulai
dari isolasi RNA sampai analisis data. Prinsip kerja qRT-PCR pada dasarnya men-
deteksi dan mengkuantifikasi reporter fluoresen. Sinyal fluoresen akan semakin
meningkat sesuai dengan pertambahan amplifikasi DNA PCR dalam reaksi. Rea-
ksi amplifikasi selama fase eksponensial dapat dipantau dengan melihat jumlah
emisi fluoresen pada setiap siklus. Hasil amplifikasi PCR peningkatan yang ter-
jadi pada fase eksponensial berhubungan dengan jumlah inisiasi target gen. Detek-
si emisi fluoresen akan cepat seiring dengan tingkat ekspresi gen target (Pardal,
2010).

Siklus amplifikasi akan menentukan kuantitas urutan DNA target yang dicapai.
Jumlah siklus amplifikasi diperlukan untuk menghasilkan produk PCR berdasar-
kan fluoresensi di awal fase eksponensial PCR serta untuk melewati garis ambang
fluoresensi/siklus threshold (Ct). Jumlah siklus yang diperlukan untuk mencapai
ambang batas disebut Ct. Siklus Ct adalah prinsip dasar dari PCR real time dan
sebagai bagian yang sangat penting untuk memperoleh data yang akurat. Nilai Ct
PCR real time sangat berkorelasi dengan kuantitas urutan DNA target (Giglio et
al., 2003). Secara proporsional nilai Ct berbanding terbalik dengan jumlah target
asam nukleat dalam sampel, artinya semakin rendah nilai Ct jumlah asam nukleat

yang terdeteksi dalam sampel semakin banyak sehingga nilai ini akan menentu-



kan hasil pemeriksaan gRT-PCR dinyatakan positif atau tidak, dimana dinyatakan
positif apabila nilai Ct kurang dari 37 (PAMKI, 2020).

Kemungkinan adanya reaksi negatif palsu dapat terjadi meskipun gRT-PCR meru-
pakan suatu pengujian yang sensitif dan spesifik. Reaksi negatif palsu dapat terja-
di karena adanya penghambat pada proses qRT-PCR. Faktor penghambat ini kare-
na ekstraksi virus RNA yang sedikit atau sudah terdegradasi, kesalahan personel
laboratorium, dan kualitas dari reagen yang sudah kadaluarsa (Hewajuli, 2014).
Menurut Sah et al., (2014) molekul RNA lebih mudah terhidrolisis dibandingkan
dengan DNA karena mengandung gula ribose, sehingga penanganan saat penguji-
an harus dilakukan lebih hati-hati. Penghambat amplifikasi PCR dapat dideteksi
dengan kontrol internal. Kontrol internal merupakan faktor yang sangat penting
sebagai kontrol dari kualitas pengujian sehingga pengujian dilakukan secara benar
(Das et al., 2006).

Adanya positif palsu juga mungkin terjadi karena adanya resiko kontaminasi pada
PCR real time. Meskipun resiko kontaminasi kecil karena proses amplifikasi dila-
kukan dengan sistem tertutup dan tidak memerlukan tahapan yang panjang seperti
di PCR konvensional. Kontaminasi biasanya sering terjadi antar sampel pada saat
memasukkan sampel ke tabung PCR atau tabung ekstraksi RNA (Hewajuli, 2014).
Dalam menghindari kontaminasi harus dilakukan pemipetan dengan hati-hati. Ta-
hapan prosedur PCR dimulai dari pembuatan master mix hingga amplifikasi mem-
butuhkan ruangan kerja yang terpisah di laboratorium dan menetapkan alur kerja

yang searah untuk hasil yang akurat (Niesters, 2002).

2.3 Parameter Kualitas Air
2.3.1 Suhu

Suhu air merupakan salah satu faktor penting yang memengaruhi kehidupan biota
perairan, termasuk virus. Virus sebagai agen yang menular selalu membutuhkan
inang untuk replikasi dan akan terhambat aktivitasnya akibat suhu perairan yang
tinggi. Suhu yang tinggi akan mengubah struktur virus (amplop dan kapsid) dan
protein yang bertanggung jawab untuk mengenali dan mengikat sel inang, sehing-

ga proses infeksi menjadi terhambat (Elveborg et al., 2022). Virus dengan genom



RNA seperti IMNV, relatif stabil terhadap panas namun pada suhu >60 °C virus
akan terdenaturasi (Mitchell et al., 1984; Farrel et al., 1967). Secara umum sema-
Kin tinggi suhu maka inaktivasi virus akan lebih cepat (Pinon dan Vialette, 2018).
Namun IMNV dapat berkembang dengan baik pada suhu 28°C (da Silva et al.,
2015), adapun kisaran suhu di perairan laut yang normal biasanya antara 20-30 °C
(Nybakken, 1988). Berdasarkan baku mutu air laut untuk biota laut berdasarkan
Peraturan Pemerintah Nomor 22 Tahun 2021, yaitu 28-32 °C.

2.3.2 Salinitas

Kadar salinitas di perairan memengaruhi kehidupan organisme di dalamnya. Salah
satu organisme yang dipengaruhi oleh kadar salinitas dan banyak ditemukan di pe-
rairan adalah virus. IMNV dalam bentuk bebasnya dapat aktif di perairan dengan
salinitas >20 ppt lebih dari 60 hari dan kurang dari dua minggu pada salinitas <5
ppt (Jha et al., 2021), sedangkan IMNV dalam inang dapat bereplikasi lebih cepat
dua kali lipat dari 57,4 menit menjadi 25,2 menit pada salintias 5 ppt (dalam kon-
disi stres bagi inang) (Vieira-Giréo et al., 2015). Menurut Kinne (1964) air laut
yang normal memiliki nilai salinitas berkisar antara 33-37 ppt dengan nilai tengah
sekitar 35 ppt. Nybakken (1988) menyatakan nilai salinitas air laut adalah 30-35
ppt. Kalangi et al., (2013) menyatakan bahwa nilai salinitas air di pantai berkisar

antara 0-33 ppt bergantung pada volume air sungai yang masuk ke laut.
2.3.3 Oksigen Terlarut (DO)

Kandungan oksigen terlarut (DO) memengaruhi aktivitas bakteri di suatu perairan.
Kadar DO ini akan memengaruhi kelimpahan bakteri di perairan berkaitan dengan
proses metabolisme. Bakteri merupakan salah satu target inang untuk virus di per-
airan, karena virus merupakan parasit obligat sel yang membutuhkan inang untuk

berkembang biak (Jacquet et al., 2010). Berdasarkan Peraturan Pemerintah Nomor
22 Tahun 2021, kadar oksigen terlarut untuk air laut dan kehidupan biota laut yai-
tu > 5 mg/l. Menurut Connel dan Miller (1995) kadar oksigen terlarut di perairan

biasanya berkisar antara 6-14 mg/I.
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2.3.4 Potensial Hidrogen (pH)

Potensial hidrogen (pH) atau derajat keasaman menunjukkan kandungan asam dan
basa pada air. Air laut umumnya memiliki nilai pH berkisar antara 7-8,5 (Susana,
2009). Berdasarkan Peraturan Pemerintah Nomor 22 Tahun 2021 pH air laut ber-
Kisar antara 7-8,5. Menurut Sary (2006) air laut dengan pH kurang dari 4,8 dan
lebih dari 9,2 dapat diindikasikan kondisinya tercemar. Nilai pH yang tidak nor-
mal dapat mengindikasikan kualitas air yang menurun sehingga memengaruhi ke-
hidupan biota laut di dalamnya. Dalam hal ini virus dapat menjadi tidak aktif pada
pH <1 dan >12 (Chang et al., 1997).

2.3.5 Total Organik Matter (TOM)

Total organic matter (TOM) merupakan kandungan bahan organik total di suatu
perairan yang terdiri dari bahan organik terlarut, tersuspensi, dan koloid. Perairan
dengan kandungan TOM yang terlalu sedikit maupun berlebih tidak baik bagi ke-
suburan perairan. Perairan yang baik adalah perairan dengan kondisi TOM-nya se-
suai dengan baku mutu yang ditentukan. Hal ini diperkuat oleh pendapat Yuning-
sih et al., (2014) bahwa bahan organik yang berlebihan akan menyebabkan terja-
dinya eutrofikasi atau bertumbuh kembangnya organisme perairan yang berlebih-
an yang berdampak buruk bagi biota dan perairan. Menurut Wyban (1991) dalam
Su-priatna et al., (2020) kadar TOM pada budi daya udang memiliki batas

maksimum sebesar 88,4 mg/l.



3.1 Waktu dan Tempat

I11. METODOLOGI

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus-September 2022 dengan daerah

pengambilan sampel dilakukan di perairan sekitar tambak udang di wilayah pesi-

sir Anyer (Kabupaten Serang) dan Carita (Kabupaten Pandeglang). Pengambilan

sampel dan parameter kualitas air dilakukan sebanyak 2 kali ulangan dengan se-

lang waktu 2 minggu. Lokasi pengambilan sampel dilakukan di 7 stasiun dengan
2 kali sampling per masing-masing staisun (Gambar 2). Pendeteksian IMNV di-

lakukan di Laboratorium Biologi Molekuler, Balai Pengujian Kesehatan Ikan dan

Lingkungan Serang.
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Tabel 1. Titik koordinat pengambilan sampel
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Stasiun 1, titik 1
Stasiun 1, titik 2
Stasiun 2, titik 1
Stasiun 2, titik 2
Stasiun 3, titik 1
Stasiun 3, titik 2
Stasiun 4, titik 1
Stasiun 4, titik 2
Stasiun 5, titik 1
Stasiun 5, titik 2
Stasiun 6, titik 1
Stasiun 6, titik 2
Stasiun 7, titik 1
Stasiun 7, titik 2

Titik Koordinat Keterangan
6° 7'35.37"S 105°51'48.59"E Serang
6° 7'43.31"S 105°51'47.67"E Serang
6°11'0.64"S 105°50'33.42"E Serang
6°11'2.14"S 105°50'32.66"E Serang
6°15'3.30"S 105°49'37.82"E Pandeglang
6°15'5.00"S 105°49'38.29"E Pandeglang
6°15'27.73"S 105°49'41.83"E Pandeglang
6°15'30.58"S 105°49'41.59"E Pandeglang
6°16'17.94"S 105°49'46.86"E Pandeglang
6°16'18.56"S 105°49'45.34"E Pandeglang
6°19'33.36"S 105°49'43.69"E Pandeglang
6°19'35.77"S 105°49'43.98"E Pandeglang
6°20'12.26"S 105°49'31.70"E Pandeglang
6°20'17.60"S 105°49'30.69"E Pandeglang

3.2 Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian merupakan alat dan bahan yang

digunakan untuk pengambilan sampel di lapangan dan pengujian di Laboratorium

Biologi Molekuler BPKIL Serang. Alat yang digunakan dalam penelitian ini dapat
dilihat pada Tabel 1.

Tabel 2. Alat yang digunakan dalam penelitian

No Nama Alat Kegunaan

1. Refraktometer Mengukur salinitas perairan.

2. Termometer Mengukur suhu perairan.

3. pH meter Mengukur kadar keasaman perairan.

4. DO meter Mengukur kandungan oksigen perairan.
5. GPS Mengetahui titik lokasi penelitian.

6. Plastik zip Tempat untuk menyimpan sampel.
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Tabel 2. Alat yang digunakan dalam penelitian (lanjutan)

No Nama Alat Kegunaan

7. Pipet tetes Mengambil akuades.

8. Kamera digital Mendokumentasikan penelitian.

9. Kertas label Memberi tanda tiap sampel.

10 Cool box Tempat untuk menyimpan sampel.
11. Pisau Mengambil sampel.

12. Botol TOM Menyimpan sampel air.

13. Alat tulis Mencatat hasil pengukuran.

14. Multiscan Sky Mengukur konsentrasi DNA/RNA.
15. Bunsen Mensterilkan alat.

16. Pellet pestle Menghancurkan sampel.

17. Freezer Menyimpan sampel.

18. Gunting Mengancurkan sampel.

19. Applied Biosystem 7500 Fast Mendeteksi virus.

20. Mikropipet (2 pL-1000 pL) Mengambil cairan.

21. Mikrotube Wadah sampel.

22. Palu Menghancurkan sampel.

23. Pinset Mengambil isi sampel.

24. Spin down centrifuge Memisahkan sampel dengan bahan yang

digunakan saat proses ekstraksi.

Adapun bahan yang digunakan untuk proses pengujian IMNV pada penelitian ini
dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Bahan pengujian IMNV

No

Nama Bahan

S A

Etanol 75%

Filtered microtip berbagai ukuran 10-1.000 pl

Mikroplate optical
Cover Optical
RNA extraction buffer
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Tabel. 3 Bahan pengujian IMNV (lanjutan)

No Nama Bahan

Chloroform

Isopropanol

IQ real 2000 IMNV kit (Rt Premix, Rt Enzyme, dan 1Q Enzyme)
Kontrol positif IMNV (108, 10°, 10%, 10%, 10%, 10)
Diethylpyrocarbonate (DEPC) Treated Water

© o N o O

3.3 Metode Penelitian

Metode penelitian yang digunakan adalah deskriptif dengan pendekatan kualitatif.
Penelitian deskriptif kualitatif diharapkan dapat memaparkan secara rinci tujuan
penelitian ini, yaitu untuk untuk mengidentifikasi keberadaan infectious myonec-
rosis virus (IMNV) pada lingkungan perairan dan carrier yang terdapat di sekitar
tambak udang di wilayah pesisir Anyer dan Carita.

3.3.1 Penentuan Titik Penelitian

Penentuan lokasi penelitian ini ditentukan dengan metode purposive sampling, su-
atu teknik penentuan lokasi penelitian secara sengaja berdasarkan pertimbangan
tertentu (Sugiyono, 2014). Lokasi pengambilan sampel dilakukan di 7 stasiun de-
ngan 2 titik pada setiap stasiun. Sampel diambil dari pinggir pantai yang berdekat-

an dengan inlet dan outlet tambak udang (Gambar 3).

- - - T - -

Gambar 3. llustrasi titik pengambilan sampel
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3.3.2 Pengukuran Kualitas Air dan Pengambilan Sampel

3.3.2.1 Pengukuran Kualitas Air

Pengambilan data kualitas air, kecuali TOM, dilakukan secara in situ bersamaan
dengan pengambilan sampel. Parameter kualitas air yang diukur secara in situ ya-
itu DO, suhu, salinitas, dan pH.

a. Dissolved Oxygen (DO)

Pengukuran kadar oksigen terlarut dilakukan dengan alat DO meter. Cara penggu-
naan diawali dengan melakukan kalibrasi terlebih dahulu. Pengukuran DO meter
dilakukan dengan cara mencelupkan sensor DO ke dalam air yang akan diukur
dan secara otomatis akan bekerja mengukur kadar DO air. Hasil akan muncul pa-
da display hingga angka pada digital stabil dan dicatat hasil pengukurannya.

b. Suhu

Pengukuran parameter suhu dilakukan dengan menggunakan termometer selama
kurang lebih 20 detik di dalam air, kemudian didiamkan sampai hasil terlihat di
layar display termometer. Selanjutnya hasil diamati dan dicatat nilai yang terdapat

pada display termometer tersebut (Insafitri, 2014).
c. Salinitas

Pengukuran salinitas air laut dilakukan dengan menggunakan alat refraktometer.
Prosedur utama yang dilakukan yaitu dengan meneteskan akuades sebanyak 0,6
ml pada prisma kaca yang bertujuan untuk mensterilkan dan dilakukan kalibrasi
menggunakan obeng yang sudah tersedia. Setelah itu, bagian prisma kaca dilap

dengan tisu, lalu dimulai pembacaan salinitas dengan meneteskan air laut di atas

permukaan prisma kaca. Selanjutnya ditutup dan dilihat hasilnya.
d. Potensial Hidrogen (pH)

Sebelum dilakukan pengukuran menggunakan pH meter, alat harus dilakukan ka-

librasi. Pengukuran parameter pH dilakukan dengan cara mencelupkan sensor pH
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meter ke dalam perairan, lalu ditunggu sekitar 2 menit. Selanjutnya pH meter di-
angkat dan dilihat hasil yang muncul pada display.

e. TOM

Pengambilan sampel TOM dilakukan menggunakan botol TOM ukuran 500 ml.
Botol yang sudah bersih dimasukkan ke dalam perairan dan tunggu sampai air laut
terisi penuh di dalam botol. Botol disimpan ke dalam cool box dan selanjutnya di-
lakukan pengujian kadar TOM air laut di laboratorium.

3.3.2.2 Pengambilan Sampel Uji IMNV

Pengambilan sampel uji IMNV dilakukan pada setiap stasiun dengan target biota
berupa kelomang dan teritip. Selain biota tersebut, diambil juga air laut yang di-
duga dapat menjadi media pembawa penyakit. Jumlah sampel yang diambil pada
stasiun 1, stasiun 2, stasiun 5, dan stasiun 6 titik 2 sebanyak 6 sampel. Pada stasi-
un 3, stasiun 4, stasiun 6 titik 1, dan stasiun 7 sampel yang diambil hanya 4 sam-
pel karena tidak tersedianya biota teritip. Jumlah sampel yang didapatkan pada pe-
ngambilan pertama sebanyak 35 sampel dan pada pengambilan kedua sebanyak

35 sampel, sehingga jumlah total sebanyak 70 sampel.
3.3.3 Pengujian Sampel

Pengujian sampel pendeteksian virus dilakukan sesuai dengan SNI 7662-3:2021
tentang deteksi infectious myonecrosis virus (IMNV) bagian 3: metode quanti-
tative real time—Polymerase Chain Reaction (qQPCR) menggunakan hydrolysis

probe. Adapun tahapan yang dilakukan yaitu:
3.3.3.1 Preparasi Sampel

Preparasi sampel dilakukan dengan mengambil jaringan pada tubuh sampel yang
kemudian dihaluskan menggunakan gunting. Jika sampel berukuran kecil maka
jaringan yang diambil yaitu seluruh tubuhnya. Berat jaringan sampel yang disiap-

kan untuk proses ekstraksi, yaitu sebanyak 2-5 mg.
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3.3.3.2 Ekstraksi RNA

1. Sebanyak 500 pl larutan RNA extraction ditambahkan ke dalam tabung 1.5 ml.

2. Jaringan sampel dihomogenkan menggunakan gunting dan pellet pestle. Inku-
basi tabung sampel pada suhu ruang selama 5 menit.

2. Sebanyak100 pl chloroform ditambahkan ke dalam tabung, kemudian di-vortex
selama 20 detik.

3. Sampel kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 3 menit, lalu tabung di-
sentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 15 menit.

4. Setelah proses sentrifugasi, cairan pada lapisan atas dipindahkan sebanyak 200
ul ke dalam tabung 1,5 ml steril baru dan ditambahkan 200 pl isopropanol.

5. Larutan kemudian dicampur perlahan dengan membolak-balik tabung + 5 Kali.
Tabung sampel dientrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit,
kemudian isopropanol dibuang (pellet seringkali sulit terlihat karena berupa
massa berbentuk jeli yang melekat di dinding tabung).

6. Pellet dicuci dengan menggunakan 750 pl ethanol 75% dan sentrifugasi tabung
sampel dengan kecepatan 9.500 rpm selama 5 menit.

7. Supernatan dibuang dengan membalikkan tabung secara perlahan, pellet dike-
ringanginkan selama kurang lebih 10 menit.

8. Pellet dilarutkan dalam diethylpyrocarbonate (DEPC) treated-water sekitar
100 pl. (Volume air yang ditambahkan dapat disesuaikan dengan besar pellet

yang terbentuk).
3.3.3.3 Pengukuran Konsentrasi dan Kemurnian RNA

1. Seluruh tahapan pengerjaan diawali dengan membersihkan meja kerja dan alat
menggunakan larutan pembersih RNase.

2. Kuantitas RNA diukur berdasarkan hasil pengukuran absorbansinya dengan
UV spectrofotometer pada panjang gelombang 260 nm.

3. Pengenceran dilakukan apabila konsentrasi yang diperoleh lebih tinggi dari
yang diperlukan.

4. Kemurnian RNA diukur dengan menghitung perbandingan absorbansi panjang
gelombang 260 nm dan 280 nm (A 260 /A 280).

5. Proses berikutnya dilanjutkan atau simpan pada temperatur maksimum -20 °C.
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3.3.3.4 Amplifikasi

1. Larutan standar dibuat dengan pengenceran berseri.

2. Template RNA, gRT-PCR Premix, RT-Enzyme, 1Q-Enzyme dicairkan dan le-
takkan di rak pendingin.

3. Master mix gPCR dibuat dengan komposisi seperti pada Tabel 4 dan disesuai-
kan dengan jumlah sampel uji, ditambah dengan 6 kontrol positif (10° copy/ul,
10° copy/ul, 10* copy/pl, 102 copy/ul, 102 copy/ul, 10 copy/ul) dan satu kontrol
negatif/ NTC (non-template control).

Tabel 4. Komposisi g°PCR mastermix IMNV

No Nama Bahan Volume (ul)
1. RT-PCR Premix 22

2. RT-Enzyme 1

3. 1Q Enzyme 2

4. Template RNA 2

Tabel 5. Pengaturan suhu, waktu dan siklus

Proses Suhu (°C) Waktu Siklus
Reverse transcriptase (RT) 48 5 menit 1
Denaturasi awal 96 20 detik 1
95 1 detik
Amplifikasi ) 40
60 20 detik

4. Bahan master mix dihomogenkan dan distribusikan 23 pL ke plate optikal.

5. Sebanyak 2 ul template RNA (16-100 ng/ ul) sampel uji, kontrol positif 6 buah
(108 copy/pl, 10° copy/ul, 10* copy/pl, 103 copy/ul, 10? copy/ul, 10 copy/ul) dan
satu kontrol negatif dimasukkan ke dalam bahan master mix.

6. Amplifikasi dilakukan menggunakan real time PCR sesuai siklus pada Tabel 5.
3.3.3.5 Interpretasi Hasil

Berdasarkan SNI 7662-3:2021 interpretasi hasil amplifikasi qRT-PCR sebagai be-
rikut:

1. Analisis data sesuai dengan software mesin real-time PCR yang digunakan.



19

2. Interpretasi kurva amplifikasi adalah sebagai berikut:
a. Contoh uji dinyatakan positif apabila terlihat naiknya kurva di atas garis
treshold dan nilai Ct lebih kecil dari nilai cut off atau nilai Ct < 37
b. Contoh uji dinyatakan negatif apabila berada di bawah garis threshold
3. Kuantifikasi salinan (copy) fragmen diproses oleh perangkat lunak komputer
yang terhubung dengan mesin real-time PCR yang digunakan. Proses real-time
PCR dinyatakan valid apabila kurva standar yang dihasilkan memiliki nilai

koefisien determinasi (R?) > 0,985



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Infectious myonecrosis virus (IMNV) telah terdeteksi pada 4 stasiun pengamatan.
Stasiun tersebut berada di Pantai Florida, Pantai Sambolo, Pantai Karang Tum-
peng, dan Pantai Carita.

5.2 Saran

Sehubungan telah terdeteksinya IMNV di perairan pesisir Anyer dan Carita maka
perlu dilakukam monitoring secara rutin agar virus tersebut tidak berdampak me-
rugikan. Keberadaan tambak udang di wilayah pesisir Anyer dan Carita yang di-
duga menjadi penyebab penyebaran IMNV dapat dihentikan karena selain tidak
sesuai dengann tata ruang, tambak-tambak tersebut juga diduga tidak mengolah

limbahnya sehingga IMNC dapat menyebar ke perairan alami.
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