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Abstract

Indonesia become a maritime country with large of ocean area and beach line with marine species
diversity reaching 37% of the world’s fish. This makes Indonesia has aquaculture potential that is supported
by an appropriate climate. However, the challenge of viral diseases caused by Infectious Spleen and Kidney
Necrosis Virus (ISKNV) and Viral Nervous Necrosis (VNN) would hamper marine aquaculture and cause
huge economic losses. Therefore, it is necessary to carry out early detection methods that are efficient, fast,
precise and accurate to identify these viral disease. Here we developed a multiplex-PCR (mPCR) a method
that can detect simultaneously of the ISKNV and VNN. The results of this method showed high sensitivity and
specificity by using MCP and CP gene target primers to detect ISKNV and VNN, respectively. From a total of
353 samples of seawater fish examined by mPCR, positive results following of single infection of ISKNV and
VNN were 14 and 2, respectively. We also found that 18 grouper fish was coinfected with these viruses. From
these results, it shows that the mPCR method developed has efficiency, faster and high accuracy. This founding
was possible to be applied in laboratory testing or early detection system in the field for ISKNV and VNN.

Keywords: ISKNV; Seawater fish; Multiplex-PCR; Fish disease; VNN

Abstrak

Indonesia yang memiliki julukan negara maritim dengan keberagaman spesies mencapai 37% ikan di
dunia. Hal ini menjadikan Indonesia memiliki potensi perikanan budidaya yang didukung dengan iklim yang
sesuai. Akan tetapi, tantangan penyakit virus yang disebabkan oleh Infectious Spleen and Kedney Necrosis Virus
(ISKNV) dan Viral Nervous Necrosis (VNN) dapat menghambat budidaya perikanan laut dan menyebabkan
kerugian ekonomi yang besar. Oeh karena itu, perlu dilakukan adanya deteksi dini dengan metode yang
efisein, cepat, tepat dan akurat dalam mengidentifikasi penyakit virus ini. Disini kami mengembangkan metode
multipleks-PCR (mPCR) yang dapat mendeteksi secara simultan virus penyebab ISKNV dan VNN. Hasil dari
metode ini menunjukkan adanya sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi menggunakan primer dengan target
gen MCP dan CP untuk mendeteksi ISKNV dan VNN, secara berurutan. Dari total 353 sampel ikan air laut
yang diperiksa menggunakan aplikasi mPCR, menunjukkan ikan air laut terinfeksi tunggal ISKNV dan VNN
sebanyak 20 dan 14 ikan, secara berurutan. Kami juga menemukan ko-infeksi pada kedua virus pada ikan
kerapu sebanyak 18 sampel. Dari hasil ini, menunjukkan bahwa metode mPCR yang dikembangkan memiliki
efisiensi, kecepatan dan keakuratan, sehingga dapat diaplikasikan dalam mendeteksi ISKNV dan VNN pada
pengujian Isborstorium atau deteksi dini di lokasi budidaya.

Kata kunci: [SKNV; Ikan air laut; Multipleks-PCR; Penyakit ikan; VNN
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Pendahuluan

Indonesia yang memiliki julukan negara
maritim memiliki luas lautan 3,1 juta km? per-
airan Zona Ekonomi Ekslusif seluas 2,7 juta km?
dan panjang garis pantai mencapai 81.000 km
(Putrietal., 2016). Dengan bermodalkan luasnya
perairan dan bersuhu hangat menjadikan potensi
perikanan yang sangat beragam mencapai 37%
dari spesies ikan di dunia (Khoironi & Saskara,
2015). Hal ini menjadikan Indonesia memiliki
potensi perikanan budidaya yang mencapai 13
juta ton (Heckman et al., 2020). Proses budi-
daya perikanan di Indonesia sangat didukung
dengan iklim yang sesuai, akan tetapi penyakit
yang disebabkan oleh parasit, virus atau bakteri
dapat menghambat budidaya dan menyebabkan
kerugian ekonomi (Sarjito et al., 2013).

Penyakit ikan yang banyak mempengaruhi
proses budidaya adalah infeksi virus yang meng-
akibatkan mortalitas tinggi adalah [Infectious
Spleen and Kidney Necrosis Virus (ISKNV)
(Rimmer et al., 2012) dan Viral Nervous Ne-
crosis (VNN) (Sembiring et al., 2018). ISKNV
tergolong Megalocytivirus dari family Iridovi-
ridae yang memiliki DNA untai ganda simetri
berbentuk icosahedral dengan diameter 120-200
nm. Megalocytivirus diketahui menginfeksi ikan
budidaya laut di Jepang pada tahun 1990 ter-
golong dalam keluarga Ranavirus bersama genus
Lymphocystivirus dan Ranavirus (Inouye et al.,
1992). Penyebaran virus ke beberapa negara Asia
Tenggara termasuk Cina, Korea, Taiwan, Sin-
gapura dan Indonesia yang menyerang budidaya
ikan air laut (Ma et al., 2012). Virus ini berep-
likasi pada organ limpa dan ginjal ikan (Sem-
biring et al., 2018) dengan menunjukkan gejala
klinis yaitu ikan terlihat lesu, pergerakan renang
lemah, anemia, dan pembesaran pada limpa se-
hingga dapat menyebabkan kematian hingga
60% populasi budidaya (Gustavo et al., 2020)

VNN dikenal sebagai virus ensefalopati
dan retinopati dengan dua RNA untai tunggal
yang termasuk dalam genus Betanodavirus (Ma
et al., 2012). Deteksi dini sebagai langkah an-
tisipasi untuk meminimalisir terjadinya penye-
baran virus pada proses budidaya yang dise-
babkan oleh ISKNV dan VNN. Penyakit VNN
pada ikan air laut telah dilaporkan pertama kali
di Jepang (Nguyen et al., 1994; Yoshikoshi &
Inoue, 1990) dan menyebabkan kematian beber-

apa spesies ikan laut di benua Erop, Asia sampai
Australia (Dalla Valle et al., 2001). Kasus VNN
di Indonesia ditemukan pada budidaya ikan ka-
kap putih di Jawa Timur pada tahun 1997 dan di
Bali pada tahun 1998 (Zafran et al., 1998). Geja-
la klinis ikan yang terserang virus VNN terlihat
lesu, mengambang di permukaan dengan posisi
perut menghadap ke atas, ikan berenang berpu-
tar, hiperaktif dan kepala dipermukaan (Sudary-
atma et al., 2012) serta nafsu makan menurun
(Sembiring et al, 2018).Penggunaan metode
yang cepat dan tepat dalam mendeteksi penyakit
virus saat ini menggunakan teknik Polymerase
Chain Reaction (PCR) dengan untaian oligo-
nukleotida pendek sebagai primernya (Angeline
et al., 2020; Yuenleni, 2019). Penggunaan PCR
konvensional membutuhkan tenaga dan waktu
yang besar dengan biaya yang tidak murah seh-
ingga diperlukan adanya pengembangan metode
PCR yang lebih cepat dan murah. Multipleks
PCR (mPCR) merupakan metode yang sudah
banyak dikembangkan untuk mendeteksi lebih
dari satu virus pada penyebab penyakit udang
(Kim et al., 2015; Thamizhvanan et al., 2019).
Metode mPCR merupakan jenis metode PCR
yang dilakukan menggunakan dua atau lebih
target gen secara bersamaan untuk diamplifika-
si dalam reaksi yang sama atau berbeda (Mak-
sum et al, 2018) Untuk mendapatkan metode
diagnosa yang cepat, tepat, dan murah maka
diperlukan pengembangan metode mPCR yang
dapat mendeteksi ISKNV dan VNN secara ber-
samaan dengan menggunakan suhu annealing
yang sama yaitu 58 °C. Sehingga metode mul-
tipleks-PCR sebagai salah satu teknik diagnosa
yang cepat dan murah yang dapat dilakukan di
laboratorium klinis maupun laboratporium la-
pangan.

Materi dan Metode

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratori-
um Virologi Balai Karantina Ikan, Pengendalian
Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan Denpasar
(Balai KIPM Denpasar) dari bulan September
2021 hingga Januari 2022. Sampel yang ber-
jumlah 353 ekor ikan didapatkan dari unit usaha
pembudidaya ikan hias, unit pengolahan ikan
dan unit usaha pembenihan ikan budidaya laut
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di Denpasar, Badung, Karangasem dan Bule-
leng. Seluruh sampel ikan (hidup dan segar)
ditransportasikan menuju laboratorium dengan
menggunakan wadah tertutup berpendingin dan
dilanjutkan dengan pengujian.

Ekstraksi Asam Nukleat dari Sampel

Seluruh sampel dilakukan pemingsanan dan
euthanasia sebelum dinekropsi untuk dikoleksi
organ target mata, otak, limpa, hati dan ginjal.
Total target organ seberat 200 mg ditambahkan
400 ul PBS kemudian digerus, dihomogenkan,
dan di-centrifuge 5.000 X rpm selama 5 menit.
Supernatan dikoleksi dan ditambahkan /lysis
buffer (Geneaid, Taiwan) kemudian diinkubasi
disuhu ruang selama 10 menit. Dilanjutkan de-
ngan proses ekstraksi DNA dan RNA menggu-
nakan metode kolom dari Viral Nucleic Acid Ex-
traction Kit Il (Geneaid, Taiwan) sesuai dengan
prosedur kerja yang telah disediakan oleh per-
usahaan. Seluruh proses ekstraksi menggunakan
sistem vakum dari QIAvac (QIAGEN, Japan).
Total DNA dan RNA yang dikoleksi dalam 50
ul Nuclease-free water disimpan dalam -20 °C
sampai siap digunakan.

Oligonukleotida Primer

Oligonukleotida primer yang digunakan
untuk mendeteksi Infectious Spleen and Kid-
ney Necrosis Virus (ISKNV) sesuai dengan
(Rimmer et al., 2012) dengan target gen major
capsid protein (MCP) sebagai berikut: Mg-F
(5"-GTTTGATGCGATGGAGACCC-3") dan
Mg-R (5'-ATGCCAATCATCTTGTTGTAG-
CC-3"), primer ini menghasilkan 389 bp produk
PCR. Sedangkan primer yang digunakan un-
tuk mendeteksi Viral Nervous Necrosis (VNN)
dengan target gen coat protein (CP) pada RNA2
yang menghasilkan 230 bp produk PCR sesuai
yang digunakan oleh (Dalla Valle et al., 2005)
yaitu: VNN-F (5'-CAACTGACAACGATCA-
CACCTTC-3") dan VNN-R (5'-CAATCGAA-
CACTCCAGCGACA-3"). Seluruh primer ini
diproduksi oleh Integrated DNA Technology
(IDT, Singapore).

Optimalisasi Mulipleks-Polymerase Chain Re-
action

Optimalisasi multiplex-Polymerase Chain
Reaction (mPCR) dilakukan dengan metoda
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one-run yaitu proses amplifikasi secara bersa-
maan pada masing-masing target gen virus den-
gan menggunakan metode konvensional PCR.
Kedua primer diamplifikasi dengan metode one
run-reverse transcription PCR (RT-PCR) yang
meliputi tiga tahapan, yaitu proses reverse-tran-
scription 50°C selama 30 menit dan 94 °C sela-
ma 2 menit, diikuti dengan tahap amplifikasi 30
siklus (denaturasi 94 °C selama 30 detik, anneal-
ing (55 dan 58) °C selama 45 detik dilanjutkan
ekstensi 72 °C selama 60 detik) dan tahap ek-
stensi akhir 72 °C selama 5 menit. Suhu anneal-
ing (55 dan 58 °C) dan konsentrasi primer (0,3
dan 0,5 uM) merupakan parameter yang diop-
timalisasi. Seluruh proses mPCR menggunakan
reagen master mix Bioline (Meridian Biosci-
ence, USA) dan enzim AMYV reverse-transcrip-
tase (Promega, USA) dengan total volume reak-
si 25 ul sesuai dengan instruksi yang disediakan
oleh perusahaan, meliputi 2X My Taq HS Red
Mix, primer, enzim reverse transcription (han-
ya ISKNV), nuclease-free water, dan asam nuk-
leat dari sampel yaitu 2 pl. Seluruh proses opti-
malisasi mPCR one-run menggunakan kontrol
positif berupa partial fragment-dsDNA (IDT,
Singapore) masing-masing virus sesuai dengan
target gen yang digunakan. Hasil amplifikasi
selanjutnya dielektroforesis pada gel agarose
dengan konsentrasi 1,5% yang ditambahkan 1%
gel-red (EMD Millipore, USA) sebagai pewar-
na nukleotida. Batas pembacaan pita pada aga-
rose menggunakan marker 100 bp (Takara-Bio,
Japan). Proses elektroforesis menggunakan
Mupid-Exu Submarine Electrophoresis (Mupid,
Japan) pada tegangan listrik 100 Volt selama
25 menit. Visualisasi dan proses dokumenta-
si pita sampel pada agarose menggunakan UV
Transluminator UVITEC-Cambridge FireRead-
er (UVITEC, UK).

Uji Spesifisitas dari  Mulipleks-Polymerase
Chain Reaction

Untuk mengetahui primer yang digunakan
hanya spesifik terhadap gen target pada metode
mPCR ini dan menghindari cross-amplified
condition, maka primer ISKNV dan VNN diuji
menggunakan control positif dari 7ilapia-lake
virus, Channel-catfish virus, Koi herpesvirus,
Infectious hematopoietic necrosis virus, Epi-
zootic hematopoietic necrosis virus, White-spot
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syndrome virus, Infectious hypodermal and
hematopoietic necrosis virus dan Monodon-type
baculovirus sesuai dengan metode amplifikasi
diatas.

Uji Sensitifitas dari
Chain Reaction

Sensitivitas primer ISKNV dan VNN pada
mPCR dilakukan dengan mengencerkan kontrol
positif menggunakan 1X TE buffer (Promega,
USA). Pengenceran 10 kali dari 10" sampai 10~
dilakukan pada total volume 20 ul. Total DNA
dari setiap pengenceran diukur menggunakan
spektrofotometer SAFAS UVmc (SAFAS,
Monaco).

Mulipleks-Polymerase

Aplikasi Mulipleks-Polymerase Chain Reaction
pada Sampel Ikan

Seluruh hasil ekstraksi total DNA dan RNA
dari target organ, antara lain: mata, otak, lim-
pa, hati dan ginjal ikan diukur dan disetarakan
konsentrasinya menjadi 100 ng/ul. Amplifikasi
menggunakan metode mPCR yang telah diop-
timalisasi diatas menggunakan MultiGene Op-
timax Thermal Cycler (Labnet International,
USA) dan divisualisasi menggunakan UV Tran-
silluminator UVITEC Cambridge FireReader
(UVITEC, UK) dari agarose yang dielektro-
foresis. Hanya sampel yang menunjukkan hasil
positif dikonfirmasi dengan pengulangan untuk
mempertegas hasil yang didapat.

Hasil dan Pembahasan

Pada optimalisasi multipleks-PCR, tahapan
annealing menggunakan suhu 55 °C dan 58 °C
(Gambar 1) untuk diamplifikasi dengan metode
one-run RT-PCR. Suhu 55 °C menjadi suhu
optimal untuk dapat mendeteksi ISKNV dan
VNN secara jelas dan tidak adanya sisa primer
pada visualisasi elektroforesis. Keberhasilan
dari PCR adalah kesesuaian dan efisiensi
primer serta optimalisasi proses amplifikasi.
Optimalisasi waktu dan suhu annealing dari
proses amplifikasi sangat mempengaruhi
jumlah templet DNA, hal ini dikarenakan suhu
annealing yang tidak tepat dapat menyebabkan
mispriming (Ardiansyah et al., 2018; Yuenleni,
2019). Selain itu, proses polimerisasi primer
pada DNA target sangat tergantung pada tahapan
annealing, suhu dan waktu yang tidak optimum

akan menyebabkan kegagalan polimerisasi
primer (Langga et al., 2012). Menurut Uslan &
Pharmawati (2015) suhu annealing merupakan
suhu yang membantu sepasang primer untuk
menempel dengan komplemen DNA target
pada saat proses amplifikasi berlangsung, yakni
berkisar 50 — 65 °C. Oleh karena itu, seluruh
reaksi amplifikasi mPCR pada penelitian ini
menggunakan suhu annealing 55 °C sesuai
dengan hasil optimalisasi dibawah.

500 bp

300 bp

100 bp

Gambar 1. Hasil optimalisasi  Multipleks-PCR  dengan
menggunakan primer ISKNV dan VNN,

Keterangan; M: Marker 100 bp; A) Produk PCR
dengan suhu annealling 58°C; 1: VNN; 2: ISKNV;
3: NFW; B) Prdouk PCR dengan suhu annealing
55°C; 5: VNN; 6: ISKNV; 7: NFW.

Sensitivitas dari metode mPCR menun-
jukkan nilai konsentrasi mencapai 0,432 ng/ul
untuk VNN dengan primer CP dan 0,96 ng/ul
untuk primer MCP pada penyakit ISKNV. Uji
ini dilakukan dengan melakukan pengenceran
bertingkat kelipatan sepuluh pada kontrol
positif. Dengan adanya perbedaan konsentrasi
awal dari kontrol positif kedua target virus yang
digunakan mengakibatkan adanya perbedaan
dalam pembacaan hasil elektroforesis dalam
agarose yang divisualisasikan pada Gambar
2. Sedangkan pada uji spesifisitas mPCR,
primer ISKNV dan VNN digunakan untuk
mengamplifikasi kontrol positif dari 7ilapia-lake
virus, Channel-catfish virus, Koi herpesvirus,
Infectious  hematopoietic  necrosis  virus,
Epizootic haematopoietic necrosis virus, White-
spot syndrome virus, Infectious hypodermal and
hematopoietic necrosis virus dan Monodon-
type baculovirus. Berdasarkan hasil visual,
didapatkan bahwa primer ISKNV dan VNN
tidak dapat mengamplifikasi kontrol positif
selain dari target yang telah ditentukan. Hal ini
membuktikan primer ISKNV atau VNN spesifik
pada target gen pada pengujian mPCR ini.
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Keberhasilan amplifikasi PCR terletak
pada perancangan primer yang spesifik de-
ngan beberpa pertimbangan yaitu panjang pri-
mer 15 — 30 basa, terdapat unsur basa G-C
yang optimal berkisar 40 — 60%, ujung -3’
primer harus mengandung G atau C berfungsi
meningkatkakn efisiensi priming (Lorenz,
2012). Uji spesifisitas menujukan bahwa
primer yang telah disiapkan tidak menghasilkan
amplicon dengan ukuran yang diharapkan untuk
jalur target gen lain. Primer yang digunakan
dalam penelitian ini menargetkan coat protein
(CP) untuk deteksi RNA2 pada VNN, hal ini
sama dengan penelitian yang dilakukan oleh
Dalla Valle et al., (2005) untuk mendeteksi gen
RNA2 genotip VNN dengan berat molekul 42
KDa yang menghasilkan produk PCR 230 bp.
VNN termasuk dalam golongan Betanodavirus
yang merupakan jenis virus RNA tunggal de-
ngan ukuran sangat kecil yang terdiri dari
untaian RNA1 dan RNA2 (Ma et al., 2012).
RNAT memiliki fungsi untuk mengkode pro-
tein non-struktural (RNA-dependent RNA poly-
merase) sedangkan RNA2 berfungsi untuk
mengkode coat protein (Puspasari et al., 2020).
Sedangkan primer ISKNV yang menargetkan
gen major capsid protein (MCP) dari golongan
megalocytivirus. Target gen MCP merupakan
gen berperan penting dalam menentukan analisis
kekerabatan virus golongan megalocytivirus (Go
& Whittington, 2006). Menurut Murwantoko

500 bp 398 bp
300 bp

100 bp

500 bp

300 bp +«— 230 bp

100 bp

et al, (2009) gen MCP merupakan sebuah
kode protein kapsul yang memiliki komponen
utama 40% hingga 45% dari polipeptida
partikel virus dan memiliki ukuran sekitar 50
kDa dari ISKNV. Sekuen dari protein kapsid
banyak digunakan untuk mengkalsifikasikan
dari taksonomi karena memiliki karakter yang
relative stabil juga memiliki variasi basa yang
dapat membedakan antara isolat dari virus
yang dekat dengan kekerabatannya (Go &
Whittington, 2006). Metode mPCR memiliki
keunggulan dari kecepatan, spesifisitas dan
efesiensi (Deng et al., 2018).

Dari total 353 sampel ikan air laut yang
diperiksa menggunakan aplikasi mPCR, teriden-
tifikasi adanya positif VNN pada 12 sampel ikan
Epinephelus sp., sedangkan Chromis dimidiate
dan Cirrhilabrus sp. masing-masing sejumlah
1 sampel. Pada deteksi ISKNV, ditemukan
adanya positif sebanyak 6 sampel Epinephelus
sp., 3 sampel Katsuwonus pelamis, 2 sampel
Pomacentrus sp., masing-masing 1 sampel
pada Decapterus sp., Scomberomorini sp., Am-
phiprion ocellaris, dan Chromis viridis. Selain
itu, kami menemukan adanya ko-infeksi dari
kedua virus tersebut sebanyak 18 sampel dari
ikan Kerapu (Epinephelus family). Beberapa
peneliti menemukan bahwa VNN menyerang
10 famili ikan laut dari Indo-Pasifik serta
Mediterania (Toffan et al., 2017) termasuk
Indonesia yang dapat menyebabkan mortalitas

500 bp
«— 398 bp
300 bp

100 bp

500 bp
300 bp
«— 230 bp

100 bp

Gambar 2. Hasil sensitivitas dan spesifisitas Multipleks-PCR dengan primer ISKNV dan VNN. (A) Sensitivitas ISKNV, M: Marker
100 bp, 1: Kontrol positif, 2: Kontrol negatif, 3 — 5: Pengenceran kontrol positif ISKNV 10! — 103, (B) Sensitivitas VNN,
M: Marker 100 bp, 1: Kontrol negatif, 2-6: Pengenceran kontrol positif VNN 10! — 10 (C) Spesifisitas primer ISKNV,
M: Marker 100 bp, 1: Kontrol positif ISKNV, 2: Nucleus-free water, 3: Kontrol positif KHV, 4: Kontrol positif TiLV, 5:
Kontrol positif EHNYV, 6: Kontrol positif CCV, (D) Spesifisitas primer VNN, M: Marker 100 bp, 1: Kontrol positif VNN,
2: Nucleus-free water, 3: Kontrol positif WSSV, 4: Kontrol positif IHNV, 5: Kontrol positif IHHNV, 6: Kontrol positif

MBV.
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

500 bp
300 bp
100 bp

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

500 bp
300 bp

100 bp

«— 398 bp

Gambar 3. Hasil elektroforesis Multipleks-PCR dengan primer VNN dengan target 230 bp dan ISKNV dengan target 398 bp yang
diaplikasikan pada sampel lapangan. (A) Sampel yang diaplikasikan menggunakan primer VNN, M: Marker 100 bp, 1:
Kontrol positif, 2: Kontrol negatif, 3 — 10: Sampel. (B) Sampel yang diaplikasikan menggunakan primer ISKNV, M:

Marker 100 bp, 1: Kontrol positif, 2: Kontrol negatif, 3 — 11: Sampel.

mencapai 100% pada larva Ikan kerapu di Bali
dan Ikan kakap putih di Jawa Timur (Zafran
et al, 2012). Infeksi VNN adalah kondisi
neuropatologi menular yang menyebabkan
kematian besar pada larva beberapa spesies
teleost laut di Eropa, Jepang, Asia Tenggara dan
Australia (Dalla Valle et al,, 2001). Penyakit
VNN adalah penyakit serius dalam budidaya
ikan laut dengan menyerang sistem saraf pada
stadia larva, retina mata dan organ reproduksi
pada ikan dewasa (Yang et al., 2021). Penyakit
ini secara umum dapat menginfeksi seluruh
fase pertumbuhan pada ikan kerapu (Sembiring
et al., 2018). Gejala klinis ikan yang terserang
virus VNN terlihat tampak lesu, mengambang di
atas permukaan dengan posisi perut menghadap
ke atas. Penyakit VNN dapat menginfeksi otak
sehingga dapat menyebabkan ikan berenang
berputar (Sudaryatma et al, 2012), nafsu
makan menurun, warna pada ikan terlihat pucat,
pergerakan pada saat berenang hiperaktif, serta
sering menghentakan kepala ke atas permukaan
air secara sporadik (Sembiringetal., 2018). VNN
termasuk dalam anggota keluarga Nodaviridae
yang tergolong dalam genus betanodavirus
yang memiliki kapsid kecil, tidak memiliki
lapisan luar dan berbentuk ikosahedral yang
mengelilingi materi genetic yang terdiri dari
RNA tunggal, positif sense (Toubanaki et al.,
2022). Betanodavirus memiliki emapat cluster

yakni tipe TNV, TPNNYV, SJINV, BFNNV serta
RGNNYV (Dalla Valle et al., 2001; Nishizawa et
al., 1995; Puspasari et al., 2020).Infeksi ISKNV
menimbulkan kematian mencapai 20 — 60%
(Rifai et al., 2020)yang sering terjadi terutama
di musim panas pada negara subtropis atau
negara dengan periode suhu air yang relatif
tinggi lebih lama (Kurita & Nakajima, 2012)
represented by red sea bream iridovirus (RSIV.
Virus ini dapat menyerang bagian organ ikan
pada limpa dan ginjal dengan gejala klinis
ikan tampak lesu, berenang lambat dan tidak
terkondisikan, menunjukkan anemia berat, dan
pembesarn pada limpah (Gustavo et al., 2020).
ISKNV termasuk genus dari lridovirus yang
memiliki simetri ikosahedral dan memiliki
ukuran lebih besar dari VNN yaitu 120-200 nm.
Penyebaran virus secara geografis yang dapat
dijumpai di Asia Tenggara, Cina, Jepang, Korea,
Taiwan, Singapura dan Indonesia (Ma et al.,
2012). Virus ini telah diketahui sejak 1990 yang
menyebabkan penyakit kematian massal pada
tiga puluh spesies ikan laut yang dibudidaya
(Inouye et al., 1992).

Kesimpulan

Dari total 353 sampel ikan air laut yang
diperiksa menggunakan aplikasi mPCR, menun-
jukkan ikan air laut terinfeksi tunggal ISKNV
dan VNN sebanyak 20 dan 14 ikan, secara
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berurutan. Kami juga menemukan ko-infeksi
pada kedua virus pada ikan kerapu sebanyak
18 sampel. Dari hasil ini, menunjukkan bahwa
metode mPCR yang dikembangkan memiliki
efisiensi, kecepatan dan keakuratan, sehingga
dapat diaplikasikan dalam mendeteksi ISKNV
dan VNN pada pengujian Isborstorium atau
deteksi dini di lokasi budidaya. Multipleks-
PCR merupakan sebuah metode yang mende-
teksi dua jenis pathogen virus (ISKNV dan
VNN) secara bersamaan yang dilakukan dengan
penyederhanaan proses amplifikasi dengan
menggunakan tahapan dan suhu yang sama
dalam satu kali pengujian, sehingga dapat
menghemat waktu dan biaya dengan tetap
mempertahanakan spesifisitas dan sensitifitas
pengujian yang tinggi. Pengembangan metode
ini diharapkan dapat membantu mempercepat
pekerjaan pengujian laboratorium sehingga
dapat memberikan informasi status dan deteksi
dini penyakit di lokasi budidaya.
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