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Deskripsi

EKIT UNTUK DETEEKSI CEPAT ACUTE HEPATOPANCREATIC NECROSIS
DISEASE (AHPND) PADA UDANG SECARA ISOTERMAL DENGAN GEN TARGET
PirA dan PirB

Bidang Teknik Invensi
Invensi ini berhubungan dengan suatu kit untuk mendeteksi
Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND) secara cepat

pada udang dengan metode loop-mediated iscthermal
amplification (LAMP).

Latar Belakang Invensi

Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND) /Early
Mortality Syndrome (EMS) adalah penyakit yang disebabkan oleh
serangan bakteri Vibrio parahaemolyticus. Awalnya penyakit ini
disebut sindrom kematian dini, tetapi setelah ditemukan oleh
Tran et al. (2015) bahwa penyebabnya adalah strain Vibrio
parahaemolyticus, nama penyakit ini diubah menjadi AHPND.
Penyakit ini diawali oleh negara Cina pada tahun 20089,
Budidaya udang wvanamel menghadapli kendala dengan munculnya
kasus kematian dini vyang ditandai dengan kerusakan pada
hepatopankreas (nekrosis Thepatopankreatik akut). Kematian
udang terjadi secara cepat karena bakteri V. parahaemolyticus
akan berkolonisasi di perut udang dan mensekresikan toksin
PirAB"F yang bersifat fatal. Penyakit ini disebut akut karena
menyebabkan mortalitas yang tinggi, yaitu 100% (Schryver et
al., 2014).

Gejala klinis AHPND adalah hepatopankreas berwarna pucat
dan menyusut (perkembangannya terhenti). Berdasarkan analisis
histologis, pada stadium awal AHPND, akan terjadi pengelupasan
sel epitel tubulus hepatopankreas, sedangkan nekrosis pada sel

epitel tubulus hepatopankreas dan infiltrasi hemositik terjadi
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pada tahap infeksi selanjutnya (Lai et al., 2015). Beberapa
perubahan perilaku, diantaranya wudang cenderung berdiam
(sluggish), berenang secara spiral, dan tidak nafsu makan
(Zorriehzahra dan Banaederakhshan, 2015). Meskipun begitu,
perubahan perilaku hanyalah presumtif yang perlu dikonfirmasi
kebenarannya melalui pengujian histologis. Selain itu, gejala
ini baru nampak paling cepat 10 hari setelah stocking udang
pada kolam yang baru. Dalam 10 hari tersebut, dapat dipastikan
sudah banyak udang yang terinfeksi AHPHD. Oleh karena itu,
diperlukan metode deteksi dini, sederhana, sensitif, dan
akurat untuk meminimalisir penyebaran bakteri.

Polymerase chain reaction (PCR) merupakan metode
diagnostik yang dapat digunakan untuk memeriksa sampel yang
diduga terinfeksi AHPND. Primer pada PCR akan secara spesifik
mentarget sekuens DNA yang ada pada sampel sehingga diagnosis
penyakit menjadi lebih akurat dibandingkan pengamatan gejala
klinis. Loop-mediated Isotermal Amplification (LAMP) merupakan
PCR vyang lebih sederhana dibanding PCR konvensional, namun
memiliki sensitivitas yang setara. Jika dibandingkan, PCR
konvensional memiliki beberapa kelemahan, vyaitu diperlukannya
mesin berteknologi tinggli seperti thermal cycler machine serta
tenaga profesional dan hasilnya baru dapat diamati setelah
tiga jam. Berbeda dengan PCR konvensional, PCR isotermal hanya
memerlukan waterbath dan dapat dijalankan oleh tenaga tanpa
keterampilan khusus (Iwamoto et al., 2003), hasil PCR
isotermal sudah dapat diamati setelah 30 menit,

Beberapa penelitian sebelumnya telah melaporkan deteksi
AHPND berbasis LAMP. Yamazaky et al. (2008) melaporkan
penggunaan LAMP untuk deteksi AHPND dengan primer yang
dirancang berdasarkan urutan gen hermoliabile hemolysin (gen
tlh). Metcde LAMP ini dirancang dapat memberikan hasil dalam
waktu 40 menit. Namun demikian gen thermolabile hemolysin

merupakan housekeeping gene dan tidak terlibat langsung dalam
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sifat patogen V. parahaemolyticus. Hal ini menyebabkan metode
yang dikembangkan tidak cukup membedakan V. parahaemolyticus
patogen dan non patogen. Penelitian lain oleh Arunrut et al.
(2018} merancang metode LAMP yang ditambah probe nancpartikel
emas (AuNP) untuk deteksi penyebab AHPND. Metode dikembangkan
dengan deteksi gen pirA dan pirB secara terpisah Hal ini
memungkinkan deteksi strain V. parahaemolyticus yang memiliki
gen pirA dan pirB yang terekspresi dalam waktu berbeda, juga
memberikan hasil positif, meskipun tidak bersifat wvirulen.

Penelusuran terhadap paten nomor CN107723372A,
menunjukkan primer yang dirancang berdasarkan gen pirB untuk
deteksi penyebab AHPND menggunakan LAMP. Deteksi AHPND dengan
primer yang hanya berdasarkan gen pirB berpotensi menimbulkan
positif palsu hasil deteksi karena gen pirB dapat ditemukan
pada bakteri wvibrio lain yang bukan merupakan penyebab AHPND.
Lebih jauh, penelusuran terhadap paten KR101981401B1
menunjukkan deteksi AHPND yang dilakukan menggunakan dua set
primer yang masing-masing mengamplifikasi gen pirA dan gen
pirB. Deteksi AHPND dengan amplifikasi gen pirA dan pirB
secara terpisah memiliki potensi bahwa salah satu gen tidak
terdeteksi dan gen yang lain terdeteksi ada. Hal ini dapat
terjadi karena efesiensi primer saat pelaksnaan PCR berbeda.
Lebih jauh, set primer yang berbeda juga tidak bisa memastikan
bahwa gen pirA dan pirB diamplifikasi dari plasmid yang sama
atau berbeda. Mengingat Vibrio baru menyebabkab AHPND ketika
gen pirA dan pirB berada dalam satu plasmid, maka deteksi
dengan dua set primer ini tidak dapat memastikan bahwa hasil
deteksi berasal dari wvibri penyebab AHPND atau tidak.

Invensi ini merupakan suatu kit yang dapat mendeteksi
udang yang terinfeksi AHPND secara spesifik karena mentarget
gen PirA dan PirBE sekaligus. Deteksi gen pirA dan pirB
sekaligus dengan set primer yang sama, memastikan bahwa hasil
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positif akan didapatkan ketika gen pirA dan pirB berasal dari
satu plasmid yang dimiliki oleh wibrio penyebab AHPND.

Uraian Singkat Invensi

Tujuan utama invensi ini adalah menyediakan kit untuk
mendeteksi adanya V. parahaemolyticus patogen penyebab AHPND.
Lebih khusus invensi ini berupa kit untuk deteksi cepat AHPND
pada udang secara isotermal dengan gen pirA dan pirB V.
parahaemolyticus sebagai target dengan satu set primer.
Terdapat empat primer vang dipergunakan dalam invensi ini yang
diberi nama F3 2, B3 2, FIP dan BIP. Primer F3 2 dirancang
berdasarkan urutan gen pirB. Lebih jauh, primer B3 2, FIP dan
BIP dirancang berdasarkan urutan gen pirA.

Kit ini mencakup campuran primer yang didesain khusus;
campuran reaksi LAMP vang mengandung Bst DNA polimerase,
Deoxynucleotide Triphosphate, dan larutan penyangga; air bebas
nuklease; dan kontrol positif adalah plasmid rekombinan gen
pirA dan pirB V. parahaemolyticus. Masing-masing bahan dikemas
dalam tabung polipropilen berukuran 1,5 ml vyang dapat
dipergunakan hingga 200 kali reaksi pengujian. Dengan proses
perwujudan invensi ini, deteksi AHPND dapat dilakukan hanya
dengan mencampurkan bahan-bahan tersebut dengan sampel DNA
dari V. parahamolyticus yang terdapat di udang, diinkubasi di
waterbath selama 30 menit pada suhu 65°C, 1lalu hasilnya

dielektroforesis.

Uraian Singkat Gambar

Gambar 1, adalah hasil elektroforesis yang menunjukkan
kit LAMP untuk mendeteksi gen pirA dan pirB dari V.,
parahaemolyticus. Adapun keterangan dari singkatan pada
gambar, vyaitu:
1 = 100 bp DNA ladder (Promega]
2 = Udang terserang AHPND

(l\,‘.
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3 = Kontrol positif
4 = Kontrol negatif

Uraian Lengkap Invensi
Invensi ini adalah kit yang lebih mudah, murah, dan cepat
dalam mendeteksi AHPND tanpa mengurangi sensitivitas dan
spesifisitasnya. Tujuan tersebut dapat dicapali berkat metode
LAMP yang menggunakan primer spesifik yang hanya mentargetkan
gen PirA (GenBank #: KU145400.1) dan PirB (GenBank #:
KU145400.1) vyang berasal dari AHPND. Terdapat empat primer
yang dipergunakan dalam invensi ini yang diberi nama F3 2,
B3 2, FIP dan BIP. Primer F3 2 dirancang berdasarkan urutan
gen pirB. Lebih jauh, primer B3 2, FIP dan BIP dirancang
berdasarkan urutan gen pirA. Secara lengkap primer-primer vyang
dipergunakan adalah sebagai berikut:
a. F3_2: GTTAAATTCCGTCAAAGATGAC, yang merupakan urutan yang
berasal dari gen pirB.
b. B3 2: CAATACCAATGGGGTGCG, yang merupakan urutan yang
berasal dari gen pirA.
c. FIP 2:GCTAGTCGTGGTTTCTGTACAATCTTACAARCGTATTCGTTAGTCAT,
yang merupakan urutan yang berasal dari gen pirh,
d. BIP 2: ACGCTGATGATAGAATGCATTATCATGGARAGTGGCTAAATCACA

yang merupakan urutan yang berasal dari gen pirA.;

Waktu 1inkubasi selama 30 menit di waterbath yang
diperlukan dalam mendapatkan hasil oleh kit, jauh lebih
singkat daripada metode-metode deteksi lainnya yang Jjuga
memerlukan peralatan rumit serta ketrampilan khusus. Kit
deteksi cepat ini berisi bahan-bahan sebagai berikut:

1. Campuran primer yang didesain secara khusus menggunakan
software Primerexplorer V5 (Primerexplorer.jp, Japan).
Primer dirancang untuk sekaligus mengamplifikasi gen pird
dan pirB. Primer dirancang terletak pada bagian akhir gen
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pirA dan bagian awal gen pirB, melewati daerah antar gen
pirA dan pirB.

2. Campuran reaksi LAMP vyang terdiri dari enzim Bst DNA
polimerase dan master mix.

3. Air bebas nuklease

4. Kontrol positif berupa Fragmen gen pirA dan pirB.

Salah satu contoh campuran reaksi dapat dilihat pada
tabel 1. Tabel ini memperlihatkan total campuran reaksi
sebanyak 10 pl. Stelah semua campuran di atas dimasukan dalam
tabung mini, dilakukan inkubasi selama selama 30 menit pada
suhu 65 L Hasil pelaksanaan LAMP selanjutnya di
elektroforesis menggunakan agarosa 1,5% untuk memberikan hasil
seperti pada Gambar 1.

Tabel 1. Contoh reaksi dalam identifikasi LAMP
Komponen Velume (pl)
Primer F3 2 0,2

Primer B3 2 0,2

Primer FIP 2 1,6

Primer BIP 2 1,6

Campuran reaksi LAMP 3

Template larutan DNA/Kontrol positif |1

No

1

2

3

4

5

6

T Alr bebas nuklease 0,4
i Total 10

Dalam mekanisme patogenesis AHPND, gen pirA dan pirB

bekerja secara sinerglis untuk menghasilkan toksin dua-komponen
(binary toxin) yang menyerang jaringan hepatopankreas udang.
Gen pirA berperan sebagai bagian yang membantu toksin menempel
dan menembus membran sel target, memungkinkan toksin masuk ke

dalam sel. Gen pirB merupakan bagian toksin yang bersifat
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aktif dan bertanggung Jjawab atas kerusakan sel secara
langsung.

Hasil penelitian menunjukan bahwa ada kemungkinan bahwa
LAMP PCR dapat mendeteksi keberadaan AHPND. Gambar 1
menunjukan bahwa sampel udang yang terjangkit  AHPND
(ditunjukkan oleh pita 2), memberikan pita spesifik hasil LAMP
yang sesuail dengan kontrol positif (ditunjukkan oleh pita 4).
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Klaim

l. Suatu kit pendeteksi AHPND secara cepat pada udang

berbasis isotermal dengan target gen pirA dan pirB yang

berisi:

d .

campuran primer dengan urutan:

F3 2: GTTAAATTCCGTCAAAGATGAC, yang merupakan urutan
yang berasal dari gen pirB;

B3_2: CAATACCAATGGGGTGCG, yang merupakan urutan yang
berasal dari gen pirA;
FIP_2:GCTAGTCGTGGTTTCTGTACAATCTTACAACGTATTCGTTAGTCAT,
yang merupakan urutan yang berasal dari gen pirA:

BIP 2: ACGCTGATGATAGAATGCATTATCATGGAAAGTGGCTAAATCACA
yang merupakan urutan yang berasal dari gen pirA;
campuran reaksi LAMP yang  mengandung Bst DNA
polimerase, Deoxynucleotide Triphosphate, larutan
penyangga;

air bebas nuklease;

kontrol positif adalah plasmid rekombinan gen pirA dan
pirB.
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Abstrak

KIT UNTUK DETEKSI CEPAT ACUTE HEPATOPANCREATIC NECROSIS
DISEASE (AHPND) PADA UDANG SECARA ISOTERMAL DENGAN GEN TARGET
PirA DAN PirB

Invensi ini berhubungan dengan suatu kit untuk mendeteksi
Acute Hepatopancreatic Necrocsis Disease (AHPND) secara cepat
pada udang dengan metode loop-mediated isotermal amplification
(LAMP). Kit ini texdiri dari campuran primer yang didesain
khusus untuk mendeteksi AHPND, campuran reaksi LAMP vyang
mengandung Bst DNA polimerase, Deoxynucleotide Triphosphate,
dan larutan penyangga; air bebas nuklease; kontrol positif
adalah plasmid rekombinan pirA dan pirB. teksi AHPND
menggunakan kit ini mempunyai keunggulan pengerjaan lebih

singkat dan sederhana dibandingkan metode diagnostik lainnya.




Gambar 1.



