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Abstract

The development of koi fish production has increased, thus spurring koi fish farmers to
develop their cultivation business. Along with the development of koi fish farming
activities, of course there must be many problems that can interfere with the cultivation
process, one of which is a disease caused by a virus. The group of viruses that often infect
Koi fish (Cyprinus rubrofucus) is Koi Herpes Virus (KHV) which causes considerable losses.
Therefore, it is necessary to check for KHV in Koi fish to prevent the spread of KHV. This
activity was carried out at the Surabaya I Fish Quarantine, Quality Control, and Fisheries
Product Safety Center (FQIA), East Java on June 26 to August 25, 2023. The purpose of
this research activities is to find out the KHV inspection procedure and the results of the
KHYV inspection during the inspection process at the FQIA Surabaya I. The work method
used in this research activities is a descriptive method with data collection with primary
data and secondary data. Data collection is done by interview, observation, active
participation and literature study. KHV examination at FQIA Surabaya I uses conventional
PCR methods consisting of DNA extraction, DNA amplification, electrophoresis, and
visualization of results. Based on the results of the examination during the research
activities, there were 2 positive samples of KHV in Koi fish (C. rubrofuscus) out of 48
samples examined.

Abstrak

Perkembangan produksi ikan koi mengalami peningkatan sehingga memacu
pembudidaya ikan koi untuk mengembangkan usaha budidayanya. Salah satu masalah
yang dapat mengganggu proses budidaya ikan koi adalah penyakit virus. Golongan virus
yang sering menginfeksi ikan koi (Cyprinus rubrofucus) yaitu Koi Herpes Virus (KHV) yang
menyebabkan kerugian cukup besar. Oleh karena itu diperlukan pemeriksaan KHV pada
ikan koi untuk mencegah persebaran KHV. Kegiatan ini dilaksanakan di Balai Karantina
Ikan, Pengendalian Mutu, Dan Keamanan Hasil Perikanan (BKIPM) Surabaya I, Jawa
Timur pada tanggal 26 Juni sampai 25 Agustus 2023. Tujuan dari kegiatan ini yaitu untuk
mengetahui prosedur pemeriksaan KHV dan hasil pemeriksaan KHV selama proses
pemeriksaan di BKIPM Surabaya . Metode kerja yang digunakan dalam penelitian ini
yaitu metode deskriptif dengan pengambilan data dengan data primer dan data sekunder.
Pengambilan data dilakukan dengan cara wawancara, observasi, partisipasi aktif dan
studi pustaka. Pemeriksaan KHV di BKIPM Surabaya I menggunakan metode PCR
konvensional yang terdiri dari tahap ekstraksi DNA, amplifikasi DNA, elektroforesis, dan
visualisasi hasil. Berdasarkan hasil pemeriksaan selama penelitian ditemukan 2 sampel
positif KHV pada ikan koi (Cyprinus rubrofuscus) dari 48 sampel yang diperiksa
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PENDAHULUAN

Kawasan perikanan berperan penting dalam meningkatkan perekonomian. Komoditas
ikan hias air tawar termasuk hasil perikanan air tawar yang berkontribusi cukup besar dalam
devisa negara. Hal tersebut didukung oleh data penjualan ikan hias global sebanyak 1.600
jenis dan sekitar 46% (750 jenis) bersumber dari ikan air tawar (Dahrudin, 2011). Jenis ikan
hias air tawar yang cukup banyak dibudidayakan salah satunya yaitu ikan koi (Cyprinus
rubrofuscus). Produksi ikan koi mengalami peningkatan di tahun 2019 yaitu mecapai 523.775
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ekor dari total sasaran produksi sebanyak 350.000 ekor (DJPB 2019). Seiring berkembangnya
industri budidaya ikan koi, tentu saja ditemukan berbagai permasalahan yang dapat
menghambat budidaya (Yanuhar et al., 2019). Permasalahan yang sering muncul pada
kegiatan budidaya ikan koi salah satunya penyakit. Penyakit dapat disebabkan oleh agen
infeksius dan non infeksius. Virus, bakteri, parasit dan jamur merupakan beberapa contoh
mikroorganisme infeksius.

Virus termasuk salah satu penyakit infeksius yang sering dijumpai di ikan koi. Koi
Herpes Virus (KHV) merupakan penyakit virus yang paling umum menginfeksi ikan koi
(Setyorini et al., 2008). KHV bersifat akut dan ganas yang dapat membunuh ikan dalam waktu
singkat (Mayagi et al., 2023). KHV dapat menyebabkan 85-100% kematian pada ikan (Setyorini
et al., 2008). Serangan KHV hingga saat ini masih terjadi di tempat budidaya ikan mas dan koi
dan menimbulkan kerugian yang cukup besar (Yeni dkk, 2013). KHV tergolong jenis penyakit
ikan karantina golongan 1 yang harus dicegah agar tidak menyebar dan menjadi endemik
melalui lalu lintas hasil perikanan. Hal tersebut sesuai dengan KEPMEN KP Nomor 17 tahun
2021 tentang Jenis Penyakit Ikan Karantina, Organisme Penyebab, Golongan, dan Media
Pembawa. Oleh karena itu, diperlukan pemeriksaan KHV pada ikan koi secara cepat dan tepat.
Salah satu pemeriksaan yang dapat dilakukan yaitu dengan Polymerase Chain Reaction (PCR)
(Yuenleni, 2019). PCR merupakan metode deteksi virus secara biologi molekuler dengan cara
melipat gandakan materi genetiknya (Sunandar et al., 2010).

Berdasarkan penelitian mengenai pemeriksaan virus KHV pada ikan koi dilakukan
dengan metode PCR dilaksanakan di Balai Karantina lkan dan Pengendalian Mutu (BKIPM)
Surabaya I yang sudah terakreditasi secara nasional dan terakreditasi secara internasional
oleh International Standard Organisation (ISO) 17025. BKIPM Surabaya [ memiliki
laboratorium uji level III dimana memiliki kemampuan mendiagnosa penyakit infeksius dengan
teknik pemeriksaan secara biokimia, molekuler, imunologi, konvensional, histologi, dan kultur
sel yang dapat dipertanggung jawabkan keakuratan dan kebenarannya dalam mengidentifikasi
virus KHV tersebut sehingga nantinya dapat digunakan sebagai pengendalian penyakit
infeksius KHV pada ikan koi

METODE
Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan di Balai Karantina Ikan, Pengendalian Mutu dan Keamanan
Hasil Perikanan (BKIPM) Kelas I Surabaya, Jawa Timur. Kegiatan penelitian ini juga telah
dilakukan pada tanggal 26 Juni hingga 25 Agustus 2023.

Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya sampel organ insang dari ikan
yang terindikasi terinfeksi KHV, GT buffer; silica kit, alkohol 70%, DEPC ddH20O, 2x PCR master
mix; Primer forward (20 pMol) dan Primer reverse (20 pMol), template DNA, Nuclease Free Water,
Agarose, TAE buffer 1X, pewarna DNA, dan DNA marker. Alat yang digunakan dalam penelitian
ini diantaranya microtube 1,5 ml, microtube 0,2 ml, rak microtube, micropipet (10 ul, 20 pl,
100 ul, 1000 ul), pastle penggerus, vortex, centrifuge, inkubator, cooling block, Laminary Air
Flow, Thermal Cycler (PCR), mini spin down, freezer, cetakan agar (chamber), timbangan
analitik, spatula, combs, microwave, beaker glass, gelas ukur, botol kaca, elektroforesis set,
power supply, UV Transilluminator, dan software UV Transilluminator.

Rancangan penelitian

Metode penelitian yang digunakan yakni metode deskriptif. Metode deskriptif
merupakan cara untuk menjelaskan suatu kejadian, gejala, dan data yang telah dikumpulkan
tanpa berusaha menggeneralisasi atau menarik kesimpulan yang berlaku bagi semua orang
(Zellatifanny dan Mudjiyanto, 2018). Tahapan teknik pemeriksaan KHV pada ikan koi dengan
metode PCR di BKIPM Surabaya I, Jawa Timur meliputi proses nekropsi, ekstraksi, amplifikasi,
elektroforesis, dan visualisasi hasil.
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Analisis data

Hasil deteksi virus KHV pada ikan koi di Balai KIPM Surabaya I pada tanggal 26 Juni
sampai dengan 25 Agustus 2023, diperoleh sebanyak 48 sampel ikan koi. Dari seluruh sampel
diperoleh hasil sebayak 2 sampel ikan koi yang teridentifikasi positif terinfeksi KHV. Identifikasi
virus KHV ini dilakukan dengan metode PCR konvensional. Hasil rinci seluruh sampel yang
diuji tercantum pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Pemeriksaan KHV pada Ikan Koi dengan Metode PVR Konvensional

Tanggal Kode Sampel Hasil Keterangan

. 3488 - Free
26 Juni 2023 3496 . Free
3539 - Free
3 Juli 2023 3546 - Free
3569 - Free
4 Juli 2023 3592 - Free
. 3624 - Free
6 Juli 2023 3644 ] Free
. 3665 - Free
10 Juli 2023 3673 . Free
11 Juli 2023 3700 - Free
. 3712 - Free
13 Juli 2023 3720 ] Free
3761 - Free
17 Juli 2023 3774 - Free
3785 - Free
18 Juli 2023 3818 - Free
. 3828 - Free
20 Juli 2023 3836 ; Free
. 3864 - Free
24 Juli 2023 3884 } Free

. 3931 + Infected
27 Juli 2023 3939 ) Free
. 3973 - Free
31 Juli 2023 3979 _ Free
3987 - Free
1 Agustus 2023 3088 B Free
4023 - Free
2 Agustus 2023 4025 B Free
4035 - Free
3 Agustus 2023 4041 B Free
4060 - Free
7 Agustus 2023 4068 - Free
4074 - Free
4131 - Free
10 Agustus 2023 4137 B Free
4152 - Free
14 Agustus 2023 4158 - Free
4179 - Free
15 Agustus 2023 4189 - Free
4199 - Free
16 Agustus 2023 4211 B Free

4242 + Infected
21 Agustus 2023 4249 - Free
4254 - Free
4259 - Free
4280 - Free
24 Agustus 2023 40287 B Free
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Ikan koi yang dinyatakan positif KHV yaitu yang hasil visualisasinya menunjukkan
ukuran band DNA 292 bp. Ukuran tersebut berpacu pada SNI ISO/IEC 17025:2017 yang telah
digunakan sebagai acuan di Balai KIPM Surabaya I. Berdasarkan hasil visualisasi dengan
bantuan UV transilluminator dapat diketahui hasil elektroforesis yang menunjukkan bahwa
sampel ikan Koi yang dinyatakan positif KHV yaitu pada S3 dengan ukuran band DNA 292 bp,
sedangkan sampel lainnya dinyatakan negatif. Hasil rinci visualisasi sampel tercantum pada
Gambar 1.

Gambar 1. Hasil Visualisasi Positif KHV dengan Metode PCR Konvensional
M = Marker, K*= Kontrol Positif KHV, K™= Kontrol Negatif KHV,
S1, S2, S4 dan S5 = Sampel Negatif, S3 = Sampel Positif (292 bp).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Sterilisasi Alat dan Bahan

Proses sterilisasi merupakan tahap pemusnahan segala bentuk organisme hidup, dalam
hal ini mikroorganisme yang ada pada suatu benda. Proses sterilisasi melibatkan proses fisik
untuk memusnahkan mikroorganisme (Putri dan Yustianara, 2023). Sterilisasi bertujuan
untuk menjamin sterilitas produk maupun mutu produk, termasuk kestabilan produk yang
diproduksi (Taufiqg dan Najmudin, 2017).

Nekropsi

Nekropsi merupakan proses pembedahan dan pengambilan organ dari sampel yang akan
digunakan untuk proses uji selanjutnya yang akan dilakukan (Rahmawati et al., 2021).
Sampel yang digunakan untuk pengujian KHV adalah organ insang ikan koi. Organ insang,
ginjal, otak dan hati ikan merupakan organ yang paling sering terinfeksi KHV karena memiliki
prevalensi (populasi virus) yang lebih besar dibandingkan organ lainnya (Mayagi et al., 2023).
Secara histopatologi, KHV menyebabkan terjadinya nekrosis pada hati, ginjal, limpa, sisik,
sirip, ekor, dan ginjal serta hyperplasia dan hipertrofi sel epitel padaorgan insang (Pikarsky,
2004). Sampel organ insang diambil sebanyak 20 mg dengan cara membedah ikan koi
menggunakan section set. Proses tersebut dilandasi berdasarkan Keputusan Kepala Balai
Karantina Ikan Pengendalian Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan Nomor 32/ KEP-BKIPM/ 2015
tentang Petunjuk Teknis Pemantauan Hama dan Penyakit Ikan Karantina, ukuran sampel yang
akan diuji menentukan organ target yang akan diambil untuk diperiksa.

Ekstraksi

Ekstraksi DNA merupakan teknik pemisahan DNA dari komponen seluler lainnya
(Ariyanti dan Sianturi, 2019). Tahapan ekstraksi dimulai dari memasukkan sampel organ
insang ikan koi sebanyak 20 mg kedalam microtube ukuran 1,5 ml dan melakukan lisis sampel
secara fisik yaitu dengan cara menghancurkan sampel menggunakan pastle penggerus untuk
memecah dinding sel dan membran sel (Nurekawati et al., 2023). Memasukkan GT Buffer 900
ul yang berfungsi untuk membantu proses lisis sel dan nukleous dapat keluar dari dalam sel
(Nurekawati et al., 2023). Kemudian, melakukan sentrifugasi pada sampel dengan kecepatan
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12.000 rpm selama 3 menit yang bertujuan untuk memisahkan campuran menurut berat
molekul bagian penyusunnya. Supernatanya akan berada di bagian atas hasil sentrifugasi,
sedangkan peletnya berada di bagian bawah (Damayanti et al., 2021). Tahap kedua yakni
proses purifikasi yang dilakukan dengan cara menambahkan 40 ul silica (1 gr/ml) yang
sebelumnya dicampurkan, kedalam tabung baru. Silica extraction kit merupakan suatu reagen
yang terdiri dari jaringan yang diawetkan dalam larutan etanol absolut (Soelistyoadi et al.,
2020). Penggunaan silica bertujuan untuk mengikat DNA (Ariyanti dan Sianturi, 2019).
Memindahkan 600 ul sampel yang telah di centrifuge pada bagian atas larutan ke dalam
microtube ukuran 1,5 ml yang telah berisi silica sebanyak 40 pl (1 gr/ml). Sampel kemudian
di vortex hingga merata. Sampel di centrifuge dengan kecepatan 12.000 rpm selama 15 detik
untuk memisahkan partikel berdasarkan berat molekulnya sehingga dapat diketahui
supernatant dan pelet (Igbal et al., 2016).

Tahap ketiga yakni pembuangan larutan atas dengan cara mencuci pelet silica dengan
500 ul GT Buffer yang bertujuan untuk mencuci DNA agar terpisah dari pengotor (Utami et al.,
2013). Larutan buffer berfungsi untuk mempertahankan struktur DNA selama prosedur lisis
dan pemurnian (Igbal et al., 2016). Pelet silica di vortex hingga terlarut, kemudian di centrifuge
dengan kecepatan 12.000 rpm selama 15 detik dan larutan atas dapat dibuang. Tahap keempat
yaitu proses presipitasi yang dilakukan dengan cara mencuci pelet silica menggunakan 1 ml
etanol 70% yang bertujuan untuk membersihkan DNA dari pengotor-pengotornya (Kurniawati
et al., 2019). Sampel di vortex pelet silica hingga terlarut semua, kemudian di centrifuge dengan
kecepatan 12.000 rpm selama 15 detik dan buang etanol hingga kering. Tahap terakhir yakni
pelarutan dengan menambahkan 400 ul DEPC ddH20 kedalam pelet silica untuk mencegah
rusaknya struktur RNA dan menonaktifkan aktivitas enzim RNAase (Kurniawati et al., 2019).
Sampel kemudian di vortex sampai pelet silica terlarut sempurna. Sampel diinkubasi pada
suhu 550C selama 10 menit. Setelah itu, sampel di vortex dan di centrifuge dengan kecepatan
12.000 rpm selama 2 menit. Memindahkan 200 pl larutan atas kedalam microtube ukuran 1,5
ml baru, dan larutan siap untuk tahap reaksi. Uji jualitas dan kuantitas DNA hasil ekstraksi
dengan menggunakan spektrofotometer. Hasil ekstraksi DNA yang memenuhi syarat mutu siap
untuk dilakukan tahap reaksi amplifikasi.

Amplifikasi

Amplifikasi merupakan proses memperbanyak DNA target secara eksponensial sehingga
dapat dianalisis dengan elektroforesis. Amplifikasi dapat menghasilkan jutaan molekul DNA
selama 30-40 siklus dengan tiap satu kali siklus menghasilkan 2 DNA (Fitriatin dan Manan,
2015). Proses amplifikasi diawali dengan pembuatan master mix (reagen aplifikasi) yang
dimasukkan pada microtube 1,5 ml yang dilakukan di PCR Work Station yang telah dilengkapi
lampu UV sehingga kondisi lingkungan steril dan mencegah adanya kontaminasi. Pembuatan
master mix dengan cara menghitung jumlah volume yang akan dibuat. Langkah pertama yakni
memasukkan primer forward (20 pMol) sebanyak 0,75 ul dengan susunan basa nitrogen 5’-
GAC-ACC-ACA-TCT-GCA-AGG-AG-3’ dan primer reverse (20 pMol) sebanyak 0,75 ul dengan
susunan basa nitrogen 5-GAC-ACA-TGT-TAC-AAT-GGT-CGC-3".

Master mix tersebut digunakan karena telah di design komplemen dengan basa
nukleotida sesuai dengan yang dimiliki KHV. Tujuan primer adalah untuk membatasi jumlah
fragmen DNA target yang akan diamplifikasi (Handoyo dan Rudiretna, 2000). Langkah kedua
yaitu memasukkan reagen 2X PCR Master Mix sebanyak 12,5 pl. 2X PCR Master Mix
merupakan reagen yang mengandung beberapa senyawa yang berperan penting dalam proses
amplifikasi yaitu Taq polymerase, dNTPs (deoxyribonucleotide triphosphates), MgCl2 dan buffer.
Enzim Taq polymerase berfungsi sebagai katalisator pada reaksi polymerase DNA serta
membantu pelekatan DNA pada primer (Wijaya, 2016). dNTPs bertindak sebagai building block
DNA yang diperlukan pada proses pemanjangan untai DNA dengan cara menempel pada gugus
-OH primer dan membentuk untai baru yang komplemen dengan DNA template. Buffer dan
MgCl2 berfungsi sebagai larutan stabilisasi ion dan sebagai kofaktor yang dapat meningkatkan
aktivitas DNA Polymerase (Handoyo dan Rudiretna, 2000). Langkah ketiga yaitu memasukkan
Nuclease Free Water sebanyak 7 ul. Nuclease Free Water berfungsi sebagai pelarut DNA (Yusiati,
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2014). Tahap berikutnya yaitu memasukkan template DNA sebanyak 4 ul. Kemudian,
dimasukkan ke dalam Thermal Cycler untuk tahap amplifikasi dan mengatur mesin dengan
memilih jenis virus yang akan diperiksa.

Total siklus dari tahap ekstraksi yaitu sebanyak 35 siklus yang dapat menghasilkan
berjuta-juta DNA. Setiap siklus amplifikasi terdiri atas 3 tahapan reaksi yang berlangsung
dalam 1-2 menit antara lain denaturasi, anneling, dan extension. Denaturasi merupakan
proses pengubahan DNA target dari DNA beruntai ganda (double-stainded DNA) menjadi
beruntai tunggal (single-strainded DNA) (Mayagi et al., 2023). Proses denaturasi DNA KHV
menggunakan suhu 940C selama 30 detik. Hal tersebut sejalan dengan pernyataan Handoyo
dan Rudiretna (2000) tergantung pada panjang cetakan DNA dan fragmen DNA target, suhu
dan waktu denaturasi berkisar antara 93-85°C selama 30-90 detik. Efisiensi PCR akan
menurun jika suhu denaturasi terlalu tinggi, dan cetakan DNA mungkin rusak. Sebaliknya,
suhu yang terlalu rendah dapat menyebabkan denaturasi parsial pada cetakan DNA.

Annealing merupakan proses menempelkan primer pada DNA untai tunggal. Primer
dilekatkan pada dasar dan ujung setiap DNA untai tunggal komplementer sehingga berdekatan
dengan daerah tertentu dari rangkaian DNA target (Mayagi et al., 2023). Proses Annealing di
Balai KIPM Surabaya I dilakukan dengan pemanasan pada suhu 55°C selama 30 detik. Hal
tersebut sesuai dengan pernyataan Zedta dan Setyadji (2019) bahwa waktu anneling yang biasa
digunakan dalam PCR adalah 30-45 detik. Suhu annealing optimal dari primer yang digunakan
untuk DNA KHYV yaitu pada suhu 55°C (Novita et al., 2020).

Extention merupakan proses pemanjangan primer dengan bantuan enzyme polymerase.
Dua DNA untai Tunggal baru yang saling melengkapi dengan urutan DNA target akan
terbentuk pada akhir prosesnya (Mayagi et al., 2023). Proses extantion menggunakan
pemanasan dengan suhu 72°C selama 60 detik. Hal tersebut sesuai dengan pernyataa Novita
et al. (2020) suhu extation yang optimal yaitu pada suhu 72°C dengan waktu 1 menit.

Elektroforesis
Pembuatan larutan TAE Buffer 1X

Tris—acetate-EDTA buffer (TAE buffer) merupakan larutan penyangga yang biasa digunakan
dalam elektroforesis (Masek et al., 2005). TAE Buffer 1X digunakan sebagai bahan pembuatan
gel agarose dan merendam gel agarose saat perlakuan elektroforesis. Pembuatan TAE Buffer
1X sebanyak 500 ml dibuat dengan cara mencampurkan TAE buffer 10X 50 ml dengan 450 ml
aquades steril, kemudian dihomogenkan.

Pembuatan gel agarose 1,5%

Konsentrasi agarose yang digunakan di Balai KIPM Surabaya I yaitu 1,5%. Pembuatan gel
agarose diawali dengan penimbangan 1,8 gram omnipure agarose dan meletakkannya pada
beaker glass. Mengukur TAE Buffer 1X sebanyak 120 ml dan memasukkannya pada beaker
glass yang sudah terisi oleh omnipure agarose, kemudian dihomogenkan. Selanjutnya larutan
tersebut dipanaskan hingga mendidih menggunakan microwave selama 4 menit. Setelah
dipanaskan, larutan tersebut ditambahkan pewarna DNA sebanyak 5 pl, kemudian
dihomogenkan. Larutan agarose tersebut dituangkan kedalam cetakan (chamber) yang telah
dipasangi sisir (chomb) dan baki, kemudian didiamkan hingga memadat dan cukup dingin.

Elektroforesis sampel

Elektroforesis merupakan metode pemisahan fraksi suatu zat, yang didasarkan pada
migrasi partikel bermuatan atau ion mikromolekul, dibawah pengaruh medan listrik dengan
media gel agarose (Slamat et al., 2012). Prinsip dari elektroforesis yaitu makromolekul
bermuatan listrik ditempatkan dalam media yang mengandung energi listrik. Berdasarkan
muatan yang terkandung, molekul-molekul ini akan bermigrasi menuju kutub positif atau
negatif. Bergantung pada muatan yang dibawahinya, molekul-molekul ini akan bergerak ke
arah positif atau negatif. Sebuah molekul dengan bermuatan negatif (anion) bergerak menuju
kutub positif, dan sebuah molekul dengan bermuatan positif (kation) bergerak menuju kutub
negatif. Ukuran molekul DNA, kepadatan gel yang dilaluinya, dan arus listrik yang digunakan
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untuk menggerakkan molekul DNA semuanya mempengaruhi seberapa cepat mereka
bermigrasi. Migrasi DNA terjadi lebih lambat saat semakin kecil ukurannya dan semakin tinggi
proporsinya. Semakin besar arus yang diterapkan, semakin cepat migrasi DNA. Apabila
elektroforesis selesai maka hasil dapat terdeteksi melalui band yang terbentuk (Artati, 2013).

Tahapan proses running elektroforesis yaitu meletakkan gel agarose 1,5% yang sudah
memadat kedalam tangki elektroforesis dengan posisi sumur berada pada kutup anoda.
Menambahkan TAE buffer 1X ke dalam tangka elektroforesis hingga gel agarose terlihat sudah
terendam sempurna. Memasukkan DNA marker sebanyak 5 ul ke sumur paling tepi pada gel
agarose sebagai penanda berat molekul DNA target. Marker berfungsi sebagai penanda atau
acuan nilai bp (basepare), yang mana setiap garis putih marker bernilai 100. Sundari dan Priadi
(2019) menambahkan bahwa untuk mengetahui perkiraan ukuran DNA sampel, DNA marker
juga berfungsi sebagai pembanding. Memasukkan produk amplifikasi PCR kontrol positif,
kontrol negatif dan sampel uji dengan urut ke dalam sumur masing-masing sebanyak 8 pl.
Tangki elektroforesis ditutup dan dihubungkan pada power supply. Mengatur elektroforesis
dengan voltase 120 volt dan dengan waktu 40 menit.

Visualisasi Hasil

Visualisasi hasil dilakukan setelah proses running elektroforesis. Visualisasi hasil
dilakukan dengan menggunakan UV Transilluminator untuk visualisasi hasil pita band DNA
sampel dengan sinar UV. Berdasarkan visualisasi hasil, didapatkan bahwa ikan koi yang
diperiksa dinyatakan positif KHV. Hasil visualisasi menunjukkan ukuran band DNA 292 bp.
Ukuran tersebut berpacu pada SNI ISO/IEC 17025:2017 yang telah digunakan di Balai KIPM
Surabaya 1 hingga saat ini. Berdasarkan hasil visualisasi dengan bantuan UV transilluminator
dapat diketahui hasil elektroforesis yang menunjukkan bahwa sampel Ikan Koi yang
dinyatakan positif KHV yaitu pada S3 dengan ukuran band DNA 292 bp, sedangkan sampel
lainnya dinyatakan negatif. Berdasarkan data yang terlampir terdapat 2 dari 48 Sampel ikan
koi yang dinyatakan positif KHV selama dilakukan pemeriksaan. Data tersebut menunjukkan
bahwa infeksi dari KHV di daerah Jawa Timur masih tergolong rendah.

KESIMPULAN

Pemeriksaan Koi Herpes Virus pada Cyprinus rubrofuscus di Balai Karantina Ikan,
Pengendalian Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan Surabaya 1 dilakukan dengan metode PCR
yang meliputi beberapa tahap yaitu: nekropsi, ekstraksi, amplifikasi, elektroforesis dan
visualisasi hasil. Hasil pemeriksaan sampel C. rubrofuscus yang diuji Koi Herpes Virus selama
periode 26 Juni 2023 hingga 25 Agustus 2023 dapat disimpulkan bahwa terdapat 2 sampel
ikan koi yang menunjukkan hasil positif terinfeksi KHV, sedangkan 48 sampel lainnya
menunjukkan hasil negatif atau tidak terinfeksi KHV.
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