
 
 

IDENTIFIKASI BAKTERI Vibrio parahaemolyticus (FUJINO, 1950) 

PEMBAWA GEN PIRAVp  PADA UDANG VANAME Litopenaeus vannamei 

(BOONE, 1931) BERBASIS MOLEKULER 

 

 

(Skripsi)  

 

 

Oleh 

 

Dea Ayu Palupi 

2014111010 

 

 

 

 

 

 

 

FAKULTAS PERTANIAN 

UNIVERSITAS LAMPUNG 

BANDAR LAMPUNG 

2024



 
 

ABSTRAK 

 

IDENTIFIKASI BAKTERI Vibrio parahaemolyticus (FUJINO, 1950) 

PEMBAWA GEN PIRAVp  PADA UDANG VANAME Litopenaeus vannamei 

(BOONE, 1931) BERBASIS MOLEKULER 

 

Oleh 

Dea Ayu Palupi 

 

Vibrio parahaemolyticus menjadi salah satu bakteri penyebab penyakit pada 

udang vaname (Litopenaeus vannamei). Terdapat satu strain Vibrio parahaemo-

lyticus yang dapat menghasilkan toksin yang dikenal dengan pirAVp, yang dapat 

menyebabkan mortalitas pada udang vaname hingga 100%, sehingga perlu dila-

kukan suatu tindakan untuk mencegah penyebaran Vibrio parahaemolitycus pem-

bawa gen pirAVp, salah satunya dengan deteksi dini menggunakan polymerase 

chain reaction (PCR). Penelitian ini dilakukan untuk mengidentifikasi Vibrio 

parahaemolitycus pembawa gen pirAVp pada udang vaname. Penelitian ini dila-

kukan pada November sampai Desember 2023 yang berlokasi di Laboratorium 

Biologi Molekuler, Balai Pengujian Kesehatan Ikan dan Lingkungan (BPKIL) 

Serang menggunakan metode real time PCR (q-PCR). Hasil penelitian menunjuk-

kan 11 sampel terdeteksi positif  Vibrio parahaemolitycus pembawa gen pirAVp 

dengan nilai Ct terendah terdapat pada sampel dengan kode 1509 yaitu sebesar 

28,39 dan nilai Ct tertinggi terdapat pada sampel dengan kode 1600 sebesar 37,26. 

Berdasarkan hasil tersebut maka para petambak udang vaname disarankan untuk 

menerapkan cara budi daya yang baik serta menggunakan benur bersertifikat spe-

cific pathogen free (SPF), serta menggunakan agen terapeutik, seperti probiotik 

dan imunostimulan.    

 

Kata kunci :  penyakit infeksi, quantitative PCR, udang vaname, Vibrio 

parahaemolyticus.



 
 

ABSTRACT 

 

IDENTIFICATION OF Vibrio parahaemolyticus (FUJINO, 1950) 

CARRYING PIRAVp  GENE IN PACIFIC WHITE SHRIMP  

Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931)  

 

By  

Dea Ayu Palupi 

 

Vibrio parahaemolyticus is one of the bacteria that cause disease in pacific white 

shrimp (Litopenaeus vannamei). There is one strain of Vibrio parahaemolyticus 

that can produce a toxin known as pirAvp, which can cause mortality in pacific 

white shrimp up to 100%. Therefore, it is necessary to take action to prevent the 

spread of Vibrio parahaemolitycus carrying the pirAvp gene, one of which is by 

early detection using polymerase chain reaction (PCR). This research was 

conducted to identify Vibrio parahaemolitycus carrying the pirAvp gene in pacific 

white shrimp. The research was conducted from November to December 2023 

located at the Molecular Biology Laboratory, Fish and Environmental Health 

Testing Center (BPKIL) Serang using the real time PCR (q-PCR) method. The 

results showed 11 samples were detected positive for Vibrio parahaemolitycus 

pirAvp gene carriers with the lowest Ct value found in the sample with code 1509 

which amounted to 28.39 and the highest Ct value found in the sample with code 

1600 of 37.26. Based on these results, vaname shrimp farmers advised to apply 

good farming methods and use specific pathogen free (SPF) certified fry, as well 

as using therapeutic agents such as probiotics and immunostimulants. 

 

Keywords: infectious disease, quantitative PCR, Pacific white shrimp, Vibrio 

parahaemolyticus.  
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Base pair (BP)                                    : Pasangan basa. 

 

Deoxyribonucleic acid (DNA)            : Asam nukleat yang menyimpan informasi 

genetik. 

 

Nilai cut off                                        : Ambang batas dari jumlah siklus. 
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 PENDAHULUAN 

 

 

1.1 Latar Belakang 

Sektor perikanan saat ini berpotensi menjadi penggerak ekonomi nasional sebab 

memiliki prospek yang besar dalam peningkatan devisa negara. Salah satu komo-

ditas unggulan pada sektor perikanan adalah udang vaname (Litopenaeus vanna-

mei) (Agustiyana et al., 2023). Udang vaname menjadi komoditas unggulan di-

sektor perikanan sebab memiliki nilai jual yang tinggi, peluang pasar luas, dan 

prospek ekspor yang menjanjikan (Sa’adah & Milah, 2019). Menurut Fauzi et al. 

(2023) udang vaname dapat tumbuh dengan cepat, lebih resisten terhadap kualitas 

lingkungan yang rendah, tingkat produktivitas tinggi, serta tahan terhadap penya-

kit. Walaupun udang vaname dikenal memiliki keunggulan terhadap serangan pe-

nyakit, namun saat ini budi daya udang vaname sering mengalami kegagalan pro-

duksi akibat serangan penyakit (Ma’sum & Wahidin, 2020). 

Penyakit pada udang digolongkan menjadi dua, yaitu penyakit infeksi dan nonin-

feksi. Penyakit noninfeksi biasanya disebabkan oleh kondisi lingkungan, nutrisi 

tidak seimbang, racun, dan juga faktor genetik (Lightner & Redman, 1998), se-

dangkan penyakit infeksi biasanya disebabkan oleh virus, bakteri, protozoa, dan 

juga jamur (Rafiqie, 2014). Serangan bakteri dapat menyebabkan kematian pada 

udang. Bakteri akan menyerang udang pada saat udang dalam keadaan lemah 

(Ilmiah et al., 2022). Salah satu bakteri penyebab penyakit pada udang adalah Vi-

brio parahaemolyticus. Terdapat satu strain bakteri Vibrio parahaemolyticus yang 

memiliki keunikan, yaitu adanya plasmid pVA1 yang menghasilkan toksin pirAVp.  

Toksin tersebut akan berikatan secara spesifik pada membran sel dan reseptor 

(monosakarida dan oligosakarida), serta memfasilitasi pengenalan target 
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yang menyebabkan pembentukan pori pada hepatopankreas udang hingga meng-

akibatkan kematian (Kumar et al., 2021), sehingga menyebabkan kerugian rata-

rata hingga 7 miliar USD setiap tahunnya di seluruh dunia (Suryana et al., 2023). 

Toksin pir Avp juga pernah diujikan pada larva ngengat serta nyamuk dan menye-

babkan pembengkakan serta pengelupasan pada sel epitel, sedangkan pada Arte-

mia franciscana menyebabkan artemia tersebut tidak mampu mencerna makanan 

(Kumar at al., 2019). Oleh sebab itu, perlu dilakukan suatu upaya untuk mence-

gah penyebaran Vibrio parahaemolyticus toksin pirAVp.  

Upaya yang dapat dilakukan untuk mengantisipasi penyebaran Bakteri Vibrio pa-

rahaemolyticus toksin pirAVp dapat dilakukan dengan deteksi dini. Menurut pene-

litian yang dilakukan oleh Soo & Bhassu, (2022) salah satu metode yang dapat 

digunakan untuk mendeteksi Vibrio parahaemolyticus pirAVp adalah dengan 

metode uji biokimia, namun dalam penerapannya metode ini harus dilakukan 

dengan menggabungkan metode lain, seperti 16s rRNA sequencing. Oleh sebab 

itu, perlu dilakukan pemeriksaan menggunakan metode lain yang lebih sederhana, 

salah satunya dengan memanfaatkan teknik polymerase chain reaction (PCR) 

(Anissa et al., 2024). Polymerase chain reaction memiliki keunggulan yang tinggi 

dalam hal spesifisitas, sensitivitas, dan keakuratannya (Li et al., 2023). Dengan 

demikian, perlu dilakukan kajian lebih lanjut mengenai identifikasi Vibrio para-

haemolyticus pirAVp dengan metode PCR pada udang vaname. 

1.2 Tujuan  

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi Vibrio parahaemolyticus 

pembawa gen pirAVp pada udang vaname.   

1.3 Manfaat 

Penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat sebagai bahan referensi ilmiah serta 

memberikan informasi tentang keberadaan Vibrio parahaemolyticus pembawa 

gen pirAVp pada budi daya udang vaname, sehingga dapat dilakukan tindakan 

untuk mencegah penyebarannya.  
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1.4 Kerangka Pemikiran 

Infeksi penyakit pada udang vaname menjadi salah satu faktor yang sering me-

nyebabkan kerugian ekonomi akibat kegagalan produksi. Penyakit pada udang va-

name biasanya disebabkan oleh bakteri. Salah satu bakteri yang sering menyebab-

kan penyakit yang berdampak kematian pada udang adalah Vibrio parahaemolyti-

cus. Terdapat satu strain Vibrio parahamolyticus yang mampu menghasilkan tok-

sin pirAVp yang mampu menyebabkan kematian pada udang hingga 100%, sehing-

ga perlu dilakukan suatu upaya pencegahan penyebaran bakteri tersebut dengan 

melakukan deteksi dini. Salah satu metode deteksi dini yang dapat dilakukan ada-

lah dengan polymerase chain reaction (PCR). Adapun kerangka pemikiran peneli-

tian ini dapat dilihat pada Gambar 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Kerangka pemikiran

Infeksi bakteri Vibrio parahaemolyticus 

pirAVp 

Identifikasi Vibrio parahaemolyticus 

pirAVp 

Metode PCR 

Terdeteksi positif Vibrio parahaemolyticus 

pirAVp 

Budidaya udang vaname secara intensif 

Infeksi penyakit pada udang vaname  



 

 TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Biologi Udang Vaname (Litopenaeus vannamei) 

Udang vaname merupakan udang introduksi yang berasal dari Pantai Barat Pasifik 

Amerika Latin, dan mulai dirilis di Indonesia pada 2001 melalui SK Menteri Ke-

lautan dan Perikanan RI No.41 Tahun 2001 (Nugraha et al., 2022). 

2.1.1 Klasifikasi  

Klasifikasi udang vaname menurut Dugassa & Gaetan (2018) dan Aulia (2018), 

adalah sebagai berikut: 

Phylum : Arthropoda  

Subphylum : Crustacea 

Kelas  : Melacostraca  

Ordo : Decapoda  

Famili : Penaedea  

Genus : Penaeus  

Sub genus : Litopenaeus 

Spesies : Litopenaeus vannamei 

 

2.1.2 Morfologi  

Udang vaname memiliki tubuh yang ditutupi dengan karapas yang tipis dan keras 

dari kitin. Udang vaname memiliki warna putih kekuningan dengan kaki berwarna 

putih. Kepala pada udang vaname menyatu dengan dada dan disebut cephaloto-

rax, sedangkan bagian atas perut sampai ekor disebut abdomen. Bagian kepala pa-

da udang vaname memiliki rostrum yang bergerigi dengan 9 gerigi pada bagian 
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atas dan 2 gerigi pada bagian bawah, serta memiliki antena, antenula, flage an- 

tena, dua pasang maksila dan 3 pasang maxilliped. Pada bagian pangkal kepala 

terdapat sepasang mata. Udang vaname memiliki 10 pasang kaki yang terdiri dari  

5 pasang kaki jalan dan 5 pasang kaki renang (Aulia, 2018).  

Udang vaname memiliki 6 pasang ruas pada bagian perut. Kaki renang udang va-

name terdapat pada 5 pasang ruas pertama bagian perut. Pada satu pasang ruas ter-

akhir pada perut terdapat ekor yang terdiri dari 2 pasang uropoda (ekor kipas) dan 

telson yang dapat membantu udang melompat mundur dengan cepat apabila terja-

di bahaya (Dugassa & Gaetan, 2018). Morfologi udang vaname dapat dilihat pada 

Gambar 2.  

 

Gambar 2. Morfologi udang vaname (Litopenaeus vannamei) 

                                  Sumber : Effendi et al. (2021) 

 

2.1.3 Habitat dan Siklus Hidup  

Udang vaname meyukai dasar laut berpasir bercampur lumpur. Udang ini memi-

liki sifat katadromus atau dapat hidup di dua lingkungan (Nugraha et al., 2022). 

Udang vaname dewasa akan memijah di laut lepas, setelah telur menetas dan men-

jadi larva akan bermirasi ke wilayah estuari (Masfirotun et al., 2021). Udang va-

name hidup pada perairan yang memiliki suhu berkisar di atas 22°C. Udang ini ju-

ga terkadang mampu hidup pada wilayah dengan salinitas rendah, seperti sungai-

sungai air tawar (Aulia, 2018).    

Flage antena 
 

Antenula  
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Siklus hidup udang vaname diawali dengan  pemijahan oleh udang dewasa hingga 

terjadi fertilisasi. Kemudian sekitar 16-18 jam setelah fertilisasi telur akan mene-

tas menjadi naupli (Irianingrum et al., 2023). Naupli akan memakan kuning telur 

yang tersimpan dalam tubuhnya dan akan melakukan molting dan bermetamorfo-

sis menjadi zoea (Putri et al., 2020). Setelah 4-5 hari zoea akan bermetamorfosis 

menjadi mysis (Nugraha et al., 2022). Pada stadia mysis sudah berbentuk seperti 

udang sebab sudah memiliki uropoda dan telson (Erlangga, 2023). Pada stadia 

mysis udang sudah memakan zooplankton dan fitoplankton (Riyanti et al., 2020). 

Setelah 3-4 hari mysis akan bermatamorfosis kembali menjadi post larva (Nug-

raha et al., 2022). Pada stadia post larva udang sudah terlihat seperti udang 

dewasa (Erlangga, 2023). waktu yang dibutuhkan untuk proses perubahan dari 

naupli menjadi post larva sekitar 12 hari. Kemudian post larva akan terus berkem-

bang menjadi juvenil (Nugraha et al., 2022). Siklus hidup udang vaname dapat 

dilihat pada Gambar 3. 

 
Gambar 3. Siklus hidup udang vaname (Litopenaeus vannamei) 

                                Sumber : Effendi et al. (2021) 

 

 

2.2 Biologi Vibrio parahemolyticus 

Vibrio parahaemolyticus merupakan mikroflora normal yang dapat ditemukan pa-

da lingkungan laut dan estuari di seluruh dunia. Vibrio parahaemolyticus juga da-

pat ditemukan di dalam tubuh ikan dan krustasea yang hidup di air laut maupun 

estuari (Mulya et al., 2022). Bakteri ini tergolong ke dalam bakteri Gram negatif 

dan berbentuk batang (curved atau straight) (Mahulauw et al., 2022), tergolong  
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ke dalam bakteri anerob fakultatif, tidak membentuk spora, pleomorfik, bersifat 

motil dengan single polar flagellum, dan apabila dikultur pada media thiosulfat 

citrate  bile salt sucrose (TCBS) akan berbentuk bulat dengan diameter sekitar 1-4 

mm dan berwarna hijau. Bakteri Vibrio parahaemolyticus memiliki sifat yang 

berbeda dengan spesies Vibrio lainnya, yaitu tidak memfermentasi sukrosa    

(Evan et al., 2021). Bakteri ini bersifat halofilik serta membutuhkan salinitas 

dalam proses pertumbuhannya (Hasanah et al., 2022). 

2.3 Patogenitas Vibrio parahaemolyticus 

Idami et al. (2020) menyatakan bahwa Vibrio parahaemolyticus tidak bersifat pa-

togen apabila kelimpahannya pada air kurang dari 104 CFU/mL.  Menurut peneli-

tian yang dilakukan di Mexico pada udang vaname yang diuji tantang terhadap 

Vibrio parahaemolyticus menggunakan metode perendaman dengan kepadatan 

106 CFU/mL mampu menyebabkan mortalitas pada udang vaname hingga 100% 

pada 17 jam sampai 72 jam setelah perendaman (Soto-Rodriguez et al., 2022). 

Adapun berdasarkan penelitian yang dilakukan di Serang Banten diketahui bahwa 

Vibrio parahaemolyticus pada kepadatan 102 CFU/mL dapat menyebabkan mor-

talitas pada udang vaname hingga 27%, pada kepadatan 104 CFU/mL menyebab-

kan mortalitas pada udang hingga 42% pada 72 jam setelah perendaman, pada ke-

padatan 106 CFU/mL dapat menyebabkan mortalitas hingga 100% spada 28 jam 

setelah perendaman, dan pada kepadatan 108 CFU/mL dapat menyebabkan mor-

talitas hingga 100% pada 16 jam setelah perendaman (Saputra et al., 2023).  

Bakteri Vibrio parahaemolyticus akan masuk ke saluran pencernaan lalu merusak 

hepatopankreas dan mulai mengeluarkan protein beracun (Khusnah et al., 2023). 

Udang yang terserang Vibrio parahaemolyticus akan menunjukkan gejala lesu dan 

hepatopankreas mengalami nekrosis, atrofi, serta terlihat pucat (Suryana et al., 

2023). Penularan penyakit akibat Vibrio parahaemolyticus dalam lingkungan per-

airan, dapat terjadi melalui kontak langsung dengan inang yang sakit, alat-alat 

yang digunakan, sisa bagian tubuh ikan, melalui hewan dan tumbuhan air, serta 

air bekas ikan sakit (Syamsuddin et al., 2023). 
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Vibrio parahaeolyticus memiliki strain unik yang dapat menyebabkan penyakit 

acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND). Bakteri ini memiliki plasmid 

pVA1 yang mengandung gen virulensi pirAVp dan pirBVp yang dapat mengode-

kan toksin biner pirAVp dan pirBVp (Kumar et al., 2021). Pada plasmid pVA1 

diketahui memiliki 5 gen transposase, 10 gen konjugasi, 2 gen protein antires-

triksi, 4 gen berkaitan dengan sistem sekresi, 1 gen berkaitan dengan sistem 

toksin-antitoksin pndA yang berkaitan dengan post-segregational killing (PSK), 

dan 2 gen DNA methyltransferase (Wang et al., 2020). Menurut Kumar et al. 

(2021) plasmid pVA1 memiliki beberapa gen konjugasi dan juga 2 gen mobilisasi 

yang dapat memudahkan terjadinya mobilisasi plasmid tersebut ke strain Vibrio 

lainnya seperti Vibrio punensis, Vibrio harveyi, Vibrio owensii, Vibrio campbelli  

dan pada strain non Vibrio seperti Shewanella sp., proses ini juga dapat menye-

babkan  bakteri non patogen menjadi patogen AHPND.   

 

2.4 Identifikasi Patogen dengan Polymerase Chain Reaction 

Polymerase chain reaction merupakan teknik sintesis dan amplifikasi DNA in- 

vitro yang terdiri dari beberapa tahapan berulang. PCR digunakan untuk memper-

banyak molekul DNA tertentu dengan menganalisis molekul DNA baru yang ber-

komplemen dengan primer dalam suatu thermalcycler (Widayat et al., 2019). 

Tahapan amplifikasi pada PCR terbagi menjadi tiga tahap siklus yang selalu beru-

rutan, yaitu denaturasi template dengan suhu 94-95°C, annealing (penempelan 

primer) dengan suhu 50-60°C dan extension (pemanjangan rantai DNA) dengan 

suhu 72°C. Adapun faktor- faktor yang mempengaruhi keberhasilan PCR, antara 

lain konsentrasi dan kualitas DNA, temperature annealing dari kedua primer, 

enzim polimerase, konsentrasi dan kualitas primer, jumlah siklus, deoksinukleo-

tida trifosfat (dNTP), dan faktor lain seperti larutan buffer  (Setyawati & Zuba-

idah, 2021).  

Pada saat ini ada dua macam teknik PCR yang sering digunakan untuk mendeteksi 

patogen penyakit pada udang, yaitu konvensional PCR dan juga real time PCR 

atau quantitative PCR (qPCR) (Kurniawati et al., 2019). Konsep real time PCR 

hampir sama dengan konvensional PCR, namun pada real time PCR hasil 
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langsung diperoleh bersamaan dengan proses amplifikasi, tidak perlu melalui 

proses elektroforesis. Real time PCR menggabungkan bahan-bahan kimia PCR 

dengan fluorescent probe atau pewarna DNA seperti sybr green, sehingga visuali-

sasi produk dapat dilihat secara langsung. Real time PCR memiliki tingkat spesifi-

sitas dan sensitivitas lebih tinggi dibandingkan dengan konvensional PCR, kemu-

dahan dan kecepatan dalam persiapan sehingga lebih efisien dan efektif, serta 

amplifikasi dilakukan dalam kondisi tertutup sehingga mengurangi resiko kon-

taminasi (Nainggolan et al., 2020).   

 

 



 

 METODE PENELITIAN 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan pada November sampai Desember 2023. Penelitian ini 

dilaksanakan di Laboratorium Biologi Molekuler, Balai Pengujian Kesehatan Ikan 

dan Lingkungan Kabupaten Serang  

3.2 Alat dan Bahan  

Alat yang digunakan dalam penelitian ini, disajikan pada Tabel 1. 

Tabel 1. Alat yang digunakan dalam penelitian 

No Alat Kegunaan 

  1 Microtube (0,2– 1,5 mL)  Wadah sampel. 

  2 Spindown  Mencampurkan DNA dengan reagen. 

  3 Mikropipet ( 2-1000 μL)  Mengambil cairan dan memanen bakteri. 

  4 Centrifuge Memisahkan suspensi. 

  5 Thermal blok Memanaskan sampel.  

  6 Vortex  Menghomogenkan sampel. 

  7 Frezeer -20°C Menyimpan sampel.  

  8 Rak tube dan ice block Meletakkan tube. 

  9 Mikrotip (10-1000 μL) Mengambil cairan dan memanen bakteri. 

10 Mikroplate  Wadah sampel saat dimasukkan ke mesin real 

time PCR. 

11 Cover optical Tutup mikroplate. 

12 Thermalcycler 

Sensoquest 

Amplifikasi DNA bakteri. 

13 Gel elektroforesis Mupid 

Exu Submarine 

Memisahkan molekul target berdasarkan 

ukurannya. 

14 Gel scaner LI-COR D-

Digit 

Membaca hasil elektroforesis. 

15 Thermalcycler Real Time 

PCR Applied Biosystems 

7500 

Mendeteksi DNA bakteri target. 
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Tabel 1. Alat yang digunakan dalam penelitian (lanjutan) 

 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 2.  

 

Tabel 2. Bahan yang digunakan dalam penelitian 

No Nama bahan Kegunaan 

1 Sampel koloni bakteri Sampel uji. 

2 Fast lysis bufer Bahan untuk menghancurkan sel inang 

agar DNA dapat keluar dari sel inang. 

3 Nucleus free water Bahan amplifikasi DNA konvensional 

PCR. 

4 2x Mastermix GoTaq Green  Bahan amplifikasi DNA konvensional 

PCR. 

5 Primer forward Vibrio 

parahaemolyticus (5' - GCA GCT 

GAT CAA AAC GTT GAG T -3’) 

Bahan amplifikasi DNA konvensional 

PCR. 

6 Primer reverse Vibrio 

parahaemolyticus (5' - ATT ATC 

GAT CGT GCC ACT CAC -3') 

Bahan amplifikasi DNA konvensional 

PCR. 

7 Primer forward Vibrio 

parahaemolyticus Vpir A (5’- 

TTG GAC TGT CGA ACC AAA 

CG -3’) 

Bahan amplifikasi DNA Real time 

PCR. 

8. Primer reverse Vibrio 

parahaemolyticus Vpir A (5’ – 
GCA CCC CAT TGG TAT TGA 

ATG -3’) 

Bahan amplifikasi DNA Real time 

PCR. 

 

 

No Alat Kegunaan 

16 Komputer  Membaca hasil. 

17 Microwave  Memanaskan gel agarose.  

18 Gelas ukur 100 mL Alat untuk mengukur TAE dalam pembuatan 

agarose. 

19 microdrop plate Untuk meletakan sampel pada saat pengukuran 

kemurnian dan konsentrasi DNA. 

20 Erlenmeyer 250 mL Sebagai alat unruk mencampur TAE dan bubuk 

agarose. 

21 Cetakan agarose  Alat untuk mencetak gel agarose. 

22 Pellet pastle Alat untuk menghaluskan sampel. 

23 Nanodrop 

spektrofotometer 

Multiskan Sky 

Alat untuk mengukur konsentrasi dan 

kemurnian DNA. 

24 Biosafety cabinet Meja kerja . 

25 Sarung tangan, jas lab, 

sandal lab, masker  

Alat untuk menghindari kontaminasi dan 

melindungi diri. 
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Tabel 2. Bahan yang digunakan dalam penelitian (lanjutan) 

No Nama Bahan Kegunaan 

  9 2x quantinova probe mix Bahan amplifikasi DNA Real time 

PCR. 

10 Probe Vibrio parahaemolyticus pir 

A (5’ – FAM – AGA CAG CAA 

ACA TAC ACC TAT CAT CCC 

GGA – TAMRA – 3’) 

Bahan amplifikasi DNA Real time 

PCR. 

11 RNAse free water Bahan amplifikasi DNA Real time 

PCR. 

12 Rox dye Bahan amplifikasi DNA Real time 

PCR. 

13 Bubuk agarose Bahan pembuatan gel agarose. 

14 Larutan TAE 50x Bahan pelarut bubuk agarose. 

15 Aquabides Bahan yang digunakan untuk 

mengencerkan TAE.  

16 DNA stain Bahan pewarnaan pada gel agarose.  

17 RNAse kil Bahan untuk sterilisasi. 

18 Tisu Sterilisasi area kerja. 

19 Alumunium foil Menutup erlenmeyer saat 

memanaskan agarose dalam 

microwave. 

20 Media tryptone soya agar (TSA) Media isolasi bakteri. 

21 Promega marker molecular weight 

100 bp 

Penanda ukuran molekul DNA. 

 

3.3 Metode Penelitian 

Tahapan yang dilakukan pada saat identifikasi Vibrio parahaemolyticus pembawa 

gen pirAVp meliputi 6 tahapan, yaitu pengambilan sampel, isolasi bakteri dan eks-

traksi DNA, uji kualitas DNA, identifikasi Vibrio parahaemolyticus, identifikasi 

Vibrio parahaemolyticus pembawa gen pirAVp dan intrepretasi hasil. Adapun ta-

hapan yang dilakukan, sebagai berikut :   

3.3.1 Pengambilan Sampel 

Sampel berupa koloni bakteri Vibrio parahaemolyticus hasil uji biokimia yang  

didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi, Balai Pengujian Kesehatan Ikan dan 

Lingkungan, Kabupaten Serang periode 2022 sampai 2023    
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3.3.2 Isolasi Bakteri dan Ekstraksi DNA Mericon Kit 

Peremajaan bakteri dilakukan dengan mengambil 1 jarum ose biakan murni Vibrio 

parahaemolyticus, lalu biakan tersebut digoreskan pada media tryptone soya agar 

(TSA). Selanjutnya media diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang. Setelah 24 

jam dilakukan ekstraksi DNA dengan tujuan untuk mengeluarkan DNA bakteri 

dari inti sel. Tahap ini dilakukan dengan melakukan preparasi sampel uji dengan 

cara memanen bakteri pada media tumbuh dan dimasukkan ke dalam microtube 

1,5 mL. Fast lysis bufer ditambahkan sebanyak 200 μL, lalu dihomogenkan 

menggunakan vortex. Sampel diinkubasi pada suhu 100oC selama 10 menit. Sam-

pel kemudian didinginkan hingga suhu 15-25oC selama 2 menit. Sampel disentri-

fugasi dengan kecepatan 13.000 rcf selama 5 menit. Supernatan yang terbentuk 

diambil sebanyak 100 μL dan dimasukkan ke dalam microtube baru. Selanjutnya 

sampel disimpan pada frezeer -20oC. 

3.3.3 Uji Kualitas DNA 

Uji kuantitatif DNA dilakukan untuk mengukur konsentrasi DNA berdasarkan 

hasil pengukuran absorbansi dengan spektrofotometer Nanodrop. Pengukuran ke-

murnian DNA dilakukan dengan menghitung perbedaan absorbansi panjang ge-

lombang 260 nm dan 280 nm pada spektrofotometer Nanodrop. Tahap ini dilaku-

kan dengan templat DNA dimasukkan sebanyak 2 μL ke dalam well pada plate. 

Plate yang telah berisi templat DNA dimasukkan ke dalam spektrofotometer 

Nanodrop dan akan muncul nilai absorbansi yang  diperoleh.  

3.3.4 Identifikasi Vibrio parahaemolyticus 

1. Amplifikasi  

Amplifikasi merupakan tahapan yang dilakukan untuk memperbanyak DNA tar-

get. Tahapan ini diawali dengan pembuatan mastermix atau pencampuran reagen, 

untuk komposisi pembuatan mastermix dapat dilihat pada Tabel 3. Pada tahap ini, 

nucleus free water sebanyak 8,5 μL dimasukkan ke dalam microtube 0,2 mL.  2x 

Mastermix GoTaq Green sebanyak 12,5 μL  dan primer forward serta reverse Vi-

brio parahaemolyticus masing-masing sebanyak 1 μL ditambahkan ke dalam mi-

crotube. Template DNA ditambahkan sebanyak 2 μL ke dalam microtube. Semua 

bahan mastermix dihomogenkan dan dilakukan amplifikasi dengan thermalcycler, 
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adapun pengaturan suhu, waktu dan siklus amplifikasi dapat dilihat pada Tabel 4. 

Setelah proses amplifikasi selesai dilakukan  proses elektroforesis untuk memi-

sahkan molekul target berdasarkan ukuran. Pada tahap ini sampel hasil amplifi-

kasi dimasukkan ke dalam sumuran pada agarose sebanyak 5 μL dan dialiri me-

dan listrik pada tegangan 100 volt menggunakan gel elektroforesis selama 25 

menit.  

Tabel 3. Komposisi mastermix identifikasi V.parahaemolyticus 

 

Tabel 4. Tahapan amplifikasi identifikasi V.parahaemolyticus 

No. Tahapan Suhu (°C) Waktu (detik) Siklus  

1 Pra denaturation 93 900 1 

2 Denaturation 92 40 

35 3 Annealing 57 60 

4 Extension  72 90 

5 Final extension 72 420 1 

 

2. Elektroforesis 

Elektroforesis merupakan tahapan yang dilakukan untuk memisahkan molekul 

DNA berdasarkan ukurannya. Sampel dimasukkan sebanyak 5 µL ke dalam su-

muran gel agarose, kemudian diberi tegangan listrik 100 volt selama 25 menit 

menggunakan alat gel elektroforesis yang telah diisi dengan larutan TAE. Ada-

pun urutan sampel pada sumuran dapat dilihat pada Tabel 5. 

Tabel 5. Urutan sampel pada sumuran agarose  

Well Sampel  

Ke-1 Marker molekular weight 100 bp 

Ke- 2 Kontrol negatif 

Ke- 3 Kontrol positif 

Ke-4 sampai ke-13  Sampel  

 

 

No. Nama Bahan Vol/reaksi (µL) Keterangan  

1 Nucleus free water 8,5   

2 2x mastermix GoTaq Green 12,5   

3 Primer forward (5' - GCA GCT 

GAT CAA AAC GTT GAG T -3’) 

1  Tarr et al., 2007 

(897 bp) 

4 Primer reverse (5' - ATT ATC GAT 

CGT GCC ACT CAC -3') 

1  

5 Template DNA 2   
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3.3.5 Identifikasi Gen PirAVp pada Vibrio parahaemolyticus 

Amplifikasi dilakukan dengan pembuatan mastermix atau pencampuran reagen, 

untuk komposisi pembuatan mastermix dapat dilihat pada Tabel 6. Pada tahap ini, 

2x quantinova probe mix sebanyak 10 μL dimasukkan ke dalam microtube beru-

kuran 0,2 mL. Probe sebanyak 1 μL, primer forward dan reverse Vibrio parahae-

molyticus masing-masing sebanyak 1 μL, RNAse free water sebanyak 4,9 μL ser-

ta rox dye sebanyak 0,1 μL ditambahkan ke dalam microtube yang telah berisi 2x 

quantinova probe mix. Semua bahan mastermix dihomogenkan dan didistribusi-

kan ke dalam masing-masing tabung microplate sebanyak 20 μL. Selanjutnya 

templat DNA ditambahkan sebanyak 5 μL ke masing-masing tabung microplate 

kecuali pada tabung yang berisi non template control (NTC) dan dilakukan proses 

amplifikasi dengan real time PCR. Adapun pengaruh suhu, waktu dan siklus am-

plifikasi dapat dilihat pada Tabel 7. 

Tabel 6. Komposisi mastermix identifikasi gen pirAVp 

 

 

Tabel 7. Tahapan amplifikasi identifikasi gen pirAVp 

No. Tahapan Suhu (°C) Waktu (detik) Siklus  

1 Reverse transcriptase 50 120 1 

2 PCR initial activation 95 600 1 

3 Denaturasi 95 15 
40 

4 Annealing dan extension 60 60 

 

 

 

No. Nama bahan Vol/reaksi (µL) Keterangan  

1 2x quanti probe mix 10   

2 RNAse free water 4,9   

3 Rox dye 0,1   

4 Primer forward pir A (5’- TTG GAC 

TGT CGA ACC AAA CG -3’) 

1  

Han et al (2015) 

dan WOAH 

chapter 2.2.1 

(2023) 

5 Primer reverse pir A (5’ – GCA 

CCC CAT TGG TAT TGA ATG -

3’) 

1  

6 Probe pir A (5’ – FAM – AGA CAG 

CAA ACA TAC ACC TAT CAT 

CCC GGA – TAMRA – 3’) 

1  

7 Templat DNA 2   
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3.3.6 Interpretasi Hasil 

a. Konvensional PCR 

Untuk mendapatkan hasil konvensional PCR, maka agarose pada proses elektro-

foresis discan menggunakan gel scanner dan software D-digit. Interpretasi hasil 

dilakukan dengan melihat molekul DNA pada setiap sampel. Apabila pita molekul 

DNA berukuran  897 bp maka sampel dikatakan positif Vibrio parahaemolyticus.  

b. Real Time PCR 

Pembacaan hasil dilakukan dengan software 500 Fast Real Time PCR Systems 

V2.0.6. Interpretasi dilakukan dengan melihat kurva amplifikasi berdasarkan be-

berapa ketentuan. Ketentuan pertama apabila kurva amplifikasi terlihat naik dan 

memotong garis threshold serta nilai Ct (cycle threshold) yang diperoleh lebih 

kecil dari nilai cut off maka sampel dinyatakan positif. Ketentuan kedua apabila 

kurva terlihat turun atau tidak memotong garis threshold serta Ct lebih besar atau 

sama dengan nilai cut off maka sampel dianggap negatif.  

3.4 Analisis Hasil  

Data hasil pengamatan Vibrio parahaemolitycus dengan metode PCR yang di-

peroleh dari penelitian ini akan dianalisis secara deskriptif dengan pendekatan 

literatur. 

 

 

 

 

  

 



 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Simpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan sebanyak 11 sampel teridentifikasi 

positif Vibrio parahaemolyticus pembawa gen pirAVp  dengan nilai Ct terendah 

terdapat pada sampel dengan kode 1509 yaitu sebesar 28,39 dan nilai Ct tertinggi 

terdapat pada sampel dengan kode 1600 sebesar 37,26.  

5.2 Saran  

Sehubungan dengan teridetifikasi Vibrio parahaemolyticus pembawa gen pirAVp, 

maka  

1. Instrasi terkait perlu melakukan kegiatan surveilens secara rutin untuk memini-

malisir penyebaran serta dampak negatif yang ditimbulkan oleh bakteri ter-

sebut. 

2. Para petambak udang dapat melakukan upaya pencegahan penularan Vibrio 

parahaemolitycus pembawa gen pirAVp dengan menerapkan cara budi daya 

yang baik, menggunakan benur yang bersertifikat spesific patogen free (SPF), 

serta menerapkan penggunaan probiotik, prebiotik dan imunostimulan.  
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