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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang A T )

+7" Bakteri Vibrio spp. sudah dikenal sébagai patogen penyebab vibriosis
(penyakit kunang-kunang) pada organisme akuatik, seperti udang windu
(Karunasagar et al., 1994), beberapa spesies ikan dan kekerangan (Austin,
2006) bahkan juga karang (Ben-Haim et al., 2003). Vibriosis pada budidaya
udang penaeid (udang windu, udang vanname, dan udang putih) dapat
menyebabkan penurunan produksi yang cukup besar.

Selama ini’ gejala awal munculnya vibriosis di lapangan ditandai
dengan adanya air bercahaya (bioluminescence). \dentifikasi dan deteksi
vibriosis dilakukan dengan pengamatan berdasarkan gejala klinis dan
kemudian dilanjutkan dengan uji biokimiawi di laboratorium. Udang yang
terserang vibriosis terlihat lemah dalam pergerakannya dan mengalami
nekrosis pada bagian ekomya (Karunaségar, 1994). Pada kondisi tersebut
konsentrasi bakteri Vibrio spp. pada hepatopankreas sudah mencapai
kepadatan 10°-10° CFU/mL (Leano, 1998). Dikatakan juga bahwa kepadatan
bakteri Vibrio spp. lebih besar dari atau sama dengan 10° CFU/mL bersifat
patogen di alam. Hal inilah yang menyebabkan tidak efektifnya upaya
penanggulangan penyakit karena kepadatan bakteri sudah terlanjur tinggi
apabila didasarkan atas gejala klinisnya.

" Metode deteksi vibriosis yang selama ini dilakukan dmenggunakan
media selektif Thiosulphate Citrate Bile-salt Sucrose Agar (TCBSA) dan
dilanjutkan dengan uji biokimiawi (West ef al., 1984) untuk mengidentifikasi
spesies bakteri Vibrio spp. yang terdapat pada media budidaya. Metode
diagnosis tersebut memerlukan waktu 3-7 hari dan populasi bakteri yang
dapat dihitung lebih besar dari atau sama dengan 10° CFU/mL. Disampingitu
hasil metode media selektif seringkali tidak dapat mendeteksi keberadaan



Pengembangan metode deteksi cepat, tepat, akurat dan murah
berbasis molekuler sangat diperlukan dalam upaya pencegahan vibriosis di
lapangan baik pada pembenihan maupun pada pembesaran udang. Upaya
pencegahan ini harus dilakukan sebelum koloni bakteri mencapai kepadatan
terendah yang memungkinkan menjadi patogen (quorum). Penelitian yang
dilakukan oleh Defoirdt (2007) menyimpulkan bahwa kemampuan bakteri
Vibrio spp. untuk melakukan komunikasi antarsel (quorum sensing) sangat
dipengaruhi oleh populasi bakteri tersebut di alam. Kepadatan bakteri 10*
CFU/mL merupakan kepadatan minimal yang memungkinkan bakteri Vibrio
spp. dapat berkomunikasi secara seluler baik dengan sesamanya dalam satu
spesies (interspesies) maupun dengan jenis Vibrio spp. patogen lainnya
(intraspesies) (Defoirdt 2007).

Salah satu metode yang telah diterapkan dalam identifikasi bakteri
dan deteksi Vibriosis secara molekuler adalah analisis sekuensing gen
16sRNA (Dorsch et al., 1992). Metode ini dinilai lebih akurat dibandingkan
secara biokimiawi. Meskipun demikian, metode 16sRNA sulit untuk
mengidentifikasi dan mendeteksi V. harveyi dan membedakannya dengan
spesies Vibrio lainnya yang memiliki kekerabatan filogeni yang erat seperti V.
parahaemolyticus, V. alginolyticus dan V. campbellii (Kita-Tsukamoto et al.,
1993).

Alternatif gen penanda lain yang dapat digunakan untuk
mengidentifikasi mikroorganisme patogenik melalui teknik Polymerase Chain
Reaction (PCR) yaitu gen haemolysin (Yuhana et al., 2008). Haemolysin
merupakan bagian yang bertanggung jawab terhadap kerusakan membran
eritrosit (hemolisis) (Conejero dan Hedreyda, 2004). Penanda gen
haemolysin dapat dideteksi dengan menggunakan primer spesifik IAVh.
Primer tersebut dapat mendeteksi keberadaan bakteri Vibrio spp. berpendar
patogenik secara spesifik dan sensitif dibandingkan kit komersial yang sudah
ada. Primer tersebut dapat langsung digunakan pada sampel organ udang
sakit yang dilakukan secara molekuler dengan alat PCR.

B. Tujuandan Sasaran

Petunjuk  teknis ini dibuat sebagai panduan dalam upaya untuk
mendeteksi vibriosis pada udang penaeid secara cepat, tepat, akurat
dan murah melalui penggunaan primer spesifik IAVh. Petunjuk teknis
ini diharapkan dapat digunakan sebagai system peringatan dini kejadian
vibriosis pada budidaya udang penaeid sehingga penanggulangan dapat
dilakukan secara cepat.
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METODE DETEKSI

Metode deteksi vibriosis menggunakan primer IAVh dilakukan melalui
beberapa tahapan kegiatan sebagai berikut:

A. Pengambilan Sampel di Lapangan

Pengambilan sampel untuk deteksi vibriosis di lapangan sebaiknya
dilakukan secara berkala sejak proses pembenihan, pentokolan, dan
pembesaran. Semua alatdan bahan yang digunakan untuk pengambilan dan
penyimpanan sampel harus dalam kondisi steril. Sterilisasi alat dan bahan
dilakukan secara basah (menggunakan autoclave pada suhu 121°C pada
tekanan 1 atm selama 15 menit) atau kering (menggunakan oven pada suhu
180°C selama 2 jam).

1. Pembenihan

Pengambilan sampel di pembenihan dimulai dari induk, naupli sampai
pascalarva (PL) siap tebar. Organ induk udang yang dikoleksi adalah kaki
jalan, kaki renang, insang, tutup insang dan ekor. Sampel seberat 50-100
mg dimasukkan ke dalam tabung mikro yang berisi larutan buffer TNES
500 uL dan dibawa ke laboratorium untuk proses selanjutnya.

Sampe! benur (naupli hingga PL) seberat 50-100 mg dimasukkan ke
dalam tabung mikro tanpa menggunakan pengawet dan dibawa ke
laboratorium pada kondisi dingin. Sedangkan sampel air sebanyak 500-
1.000 mL dimasukkan ke dalam botol sampel tanpa menggunakan
pengawet dan dibawa ke laberatorium pada kondisi dingin (Gambar 1).






B. Ekstraksi Genom

Setelah sampe! tiba di laboratorium kemudian dilakukan proses
ekstraksi genom dengan tujuan untuk mendapatkan genom total (genom
bakteri dan inangnya) dalam setiap sampel.

1. Benur

Proses ekstraksi genom dari benur dilakukan menggunakan metode
DTAB-CTAB (Dodecyl Trimethyl Ammonium Bromide/Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide). Proses ini diawali dengan menimbang sampel
sebanyak 30 mg, kemudian dihaluskan dengan penggerus. Tambahkan
larutan DTAB sebanyak 600 pL, dihaluskan dengan menggunakan
penggerus. Lalu dihomogenkan menggunakan vortex selama 20 detik.
Kemudian diinkubasi menggunakan Thermoblock pada suhu 75°C selama 5
menit. Lalu didinginkan pada suhu ruang selama 5-10 menit dan selanjutnya
dihomogenkan lagi menggunakan vortex selama 20 detik dan-diflashing
(diputar cepat). Tambahkan khloroform sebanyak 700 pL lalu dihomogenkan
menggunakan vortex selama 20 detik, kemudian disentrifuse pada kecepatan
12.000 rpm selama 5 menit. Cairan jernih yang terbentuk pada bagian atas
diambil dan dimasukkan ke dalam tabung mikro 1,5 mL kemudian
ditambahkan larutan CTAB sebanyak 100 pL dan ddH,O sebanyak 900 pL.
Homogenkan menggunakan vortex selama 20 detik lalu diinkubasi pada suhu
75°C selama 5 menit. Setelah itu didinginkan pada suhu ruang selama 5-10
menit. Selanjutnya disentrifuse pada kecepatan 12.000 rpm selama 10
menit, lalu supernatan dibuang dan ditambahkan pelarut sebanyak 150 pL.
Inkubasi pada suhu 75°C selama 5 menit, kemudian didinginkan pada suhu
ruang selama 5-10 menit, disentrifuse pada kecepatan 12.000 rpm selama 5
menit. Ambil supernatan pindahkan ke dalam tabung mikro lalu tambahkan
etanol dingin 95% sebanyak 300 pL, kemudian dihomogenkan dengan vortex
selama 20 detik. Sentrifuse pada kecepatan 12.000 rpm selama 5 menit.
Etanol 95% dibuang secara hati-hati, kemudian ditambahkan etanol 70%
sebanyak 200 L lalu disentrifuse pada kecepatan 12.000 rpm selama 5
menit. Kemudian etanol dibuang lalu tabung mikro dibalikkan di atas tissu
selama 2 jam untuk proses pengeringan genom. Setelah-2 jam



tambahkan buffer TE sebanyak 200 pL, kemudian disimpan pada suhu -
20°C.

2. Tokolan, udang dewasa, daninduk

Proses ekstraksi genom dari organ udang yang diisolasi dari
lapangan dilakukan menggunakan kit ekstraksi genom (Kit Geneaid).
Proses diawali dengan memotong-motong organ udang kemudian
ditimbang sebanyak 30 mg, lalu dimasukan ke dalam tabung mikro dan
dihancurkan menggunakan penggerus sampai halus. Tambahkan
larutan buffer GT sebanyak 200 pL dan dihomogenkan kembali
dengan penggerus. Tambahkan Proteinase K sebanyak 20 pL dan
dikocok kencang agar proteinnya hancur. Setelah itu diinkubasi pada
suhu 60°C selama 30 menit dan setiap 5 menit tabung dibolak-balik
untuk melisis sel secara sempurna. Tambahkan larutan buffer GBT
sebanyak 200 pL dan dikocok kencang selama 5 detik. Inkubasi
kembali pada suhu 60°C selama 20 menit dan setiap 5 menit tabung
dibolak-balik. Sentrifuse pada kecepatan 15.000xg (13.000 rpm)
selama 2 menit. Sambil menunggu sentrifuse, buffer elution yang akan
digunakan sebagai pelarut genom mulai dipanaskan pada suhu 60°C.
Setelah sentrifuse selesai supernatan dipindahkan ke tabung mikro 1,5
mL. Tambahkan larutan RNase A (10 mg/mL) sebanyak 4 pL ke dalam
sampel dan dikocok kencang lalu inkubasi pada suhu ruang selama 5
menit. Tambahkan etanol 95% sebanyak 200 pL dan dikocok kencang
selama 10 detik. Masukkan kolom purifikasi GD pada tabung
pengumpul 2 mL. Pindahkan seluruh sampel (supernatan dan pelet)
ke kolom purifikasi GD yang sudah disatukan dengan tabung
pengumpul. Sentrifuse pada kecepatan 15.000xg (13.000 rpm)
selama 2 menit. Buang tabung pengumpul dan masukkan kolom
purifikasi GD ke dalam tabung pengumpul yang baru. Tambahkan
buffer W1 sebanyak 400 pL ke dalam kolom purifikasi GD kemudian
sentrifuse pada kecepatan 15.000xg (13.000 rpm) selama 30 detik.
Buang cairan yang terkumpul pada tabung pengumpul dan masukkan
kembali kolom purifikasi GD ke tabung pengumpul. Tambahkan buffer
pencuci yang sudah dicampur etanol (100 mL) sebanyak 600 pL ke
kolom purifikasi GD kemudian sentrifuse pada kecepatan 15.000xg
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(13.000 rpm) selama 30 detik. Buang cairan yang terkumpul pada
tabung ' pengumpul dan masukkan kembali kolom purifikasi GD ke

- tabung pengumpul. ‘Sentrifuse kolom purifikasi GD pada kecepatan

15.000xg (13.000 rpm) selama 3 menit untuk mengeringkan kolom
purifikasi GD. Pindahkan kolom purifikasi GD yang kering ke tabung
mikro 1,5 mL. Tambahkan buffer elution sebanyak 100 uL (yang
sebelumnya telah dipanaskan pada suhu 60°C) ke bagian tengah
membran kolom purifikasi GD. Biarkan kolom dalam keadaan tegak
selama 5 menit untuk memastikan buffer elution sudah terserap
sempurna pada filter kolom. Sentrifuse pada kecepatan 15.000xg
(13.000 rpm) selama 30 detik untuk mengelusi genom yang telah
terpurifikasi. Buang'kolom purifikasi GD dan simpan genom pada
suhu -20°C secepatnya (Gambars)

. Air

Siapkan sampel air sebanyak 10-100 mL (tergantung pada tipe
sumber air sampel). Tempatkan/letakkan kolom filter ke dalam
komponen alat vakum. Masukkan 20 mL air sampel ke dalam kolom
filter. Biarkan seluruh air sampel melewati filter dengan lobang pori
ukuran 0,45uM. Proses ini dapat diulangi sampai seluruh sampel air
(100 mL) tersaring oleh kolom filter. Potong bagian atas (O-ring) dari
tabung filter menggunakan pisau bedah. Pindahkan kertas filter
dengan hati-hati menggunakan pinset ke dalam tabung manik.(bead
tube), usahakan untuk tidak menyentuh bagian tengah dari filter. Pada
saat menempatkan filter ke dalam tabung manik, pastikan permukaan
atasdarifiltermenghadapke bagian tengah dari tabung manik. - -

Tambahkan farutan lisis (lysis solution) sebanyak 500uL ke dalam
tabung manik dan homogenkan menggunakan vortex dengan
kecepatan maksimum selama 5 menit. Usahakan posisi tabung tegak
lurus te"rha"dap' landasan vortex. Inkubasi pada suhu 65°C selama 10

~menit dan setiap 3 menit tabung dibolak balik untuk memastikan
filternya tidak kering.

Sentrifuse tabung pada kecepatan 12.000 rpm selama 1 menit.

" Pindahkan supematan pada tabung mikro 1,5 mL baru dan perhatikan

volumenya. Tambahkan etanol 70% sebanyak volume supernatan ke
dalam tabung. Homogenkan dengan vortex. Pasangkan kolom pada



tabung pengumpul. Masukkan lisat yang telah ditambahkan etanol
(maksimum volume 600uL) ke dalam kolom. Sentrifuse pada
kecepatan 12.000 rpm selama 1 menit. Buang cairan yang terkumpul
pada tabung pengumpul dan pasang kembali kolom pada tabung
pengumpul. Tambahkan larutan pencuci sebanyak 500uL ke dalam
kolom dan sentrifuse pada kecepatan 12.000 rpm selama 1 menit.
Buang cairan yang terkumpul pada tabung pengumpul dan pasang
kembali kolom pada tabung pengumpul. Ulangi sekali lagi proses
pencucian ini. Setelah cairan di tabung pengumpul dibuang, sentrifuse
kolom pada kecepatan 12.000 rpm selama 2 menit untuk mengeringkan
kolom dan buang tabung pengumpul.

Tempatkan kolom pada tabung elution 1,7 mL yang sudah
tersedia. Tambahkan buffer elution asam nukleat sebanyak 50 pL ke
dalam kolom. Sentrifuse pada kecepatan 1.500 rpm selama 2 menit
dan diikuti dengan sentrifuse pada kecepatan 12.000 rpm selama 1
menit. Proses penambahan buffer elution asam nukleat dapat dilakukan
dua kali untuk meningkatkan total genom yang berhasil diekstrak
sebanyak 20-30%.

. Sedimen

Timbang tanah sebanyak 250 mg dan masukkan ke dalam tabung
ulir 2mL jika sampel tanah bercampur air, maka terlebih dahulu
masukkan sampel ke dalam tabung sentrifuse mikro ukuran 1,7 mL.
Sentrifuse pada kecepatan 12.000 rpm selama 30 detik. Buang air
dengan hati-hati menggunakan pipet, kemudian timbang tanah.
Tambahkan 500 mg manik kaca ke dalam tabung ulir yang telah berisi
250 mg sampel tanah (perbandingan antara manik kaca dan sampel
tanah adalah 2:1).

Tambahkan larutan lisis sebanyak 700uL ke dalam tabung dan
homogenkan dengan vortex. Tambahkan bahan tambahan lisis
sebanyak 100pL dan vortex singkat. Pastikan tabung berada dalam
posisi tegak lurus terhadap landasan vortex. Homogenkan larutan
dengan vortex pada kecepatan maksimum selama 5 menit. Sentrifuse
pada kecepatan 12.000 rpm selama 1 menit.

Pindahkan supernatan sebanyak 450 pL (maksimum) ke dalam
tabung mikro sentrifuse. Tambahkan larutan pengikat sebanyak 100
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pL. Campur dengan membolak-balikkan tabung beberapa kali dan
inkubasi tabung di dalam es selama 5 menit. Putar cepat lisat selama 1
menit untuk mengendapkan partikel protein dan tanah.

Pindahkan supernatan sebanyak 450 pL (maksimum) ke dalam
tabung mikro sentrifuse. Tambahkan etanol 70% sebanyak volume
larutan supernatan yang dikumpul (100uL etanol untuk 100uL lisat).
Homogenkan lisat dan etanol dengan vortex. Masukkan kolom
berputar (spin column) ke dalam tabung pengumpul. Masukkan lisate
yang sudah bersih (setelah dicuci dengan etanol) ke dalam kolom dan
sentrifuse pada 12.000 rpm selama 1 menit. Buang larutan yang
terkumpul pada tabung pengumpul dan masukkan kembali kolom ke
dalam tabung pengumpul. Ulangi proses ini sampai seluruh lisat selesai
difilter.

Masukkan larutan pencuci | sebanyak 500yl ke dalam kolom dan
sentrifuse pada kecepatan 12.000 rpm selama 1 menit. Buang cairan
yang terkumpul pada tabung pengumpul dan pasang kembali kolom
pada tabung pengumpul. Masukkan larutan pencuci Il sebanyak 500uL
ke dalam kolom dan sentrifuse pada kecepatan 12.000 rpm selama 1
menit. Buang cairan yang terkumpul pada tabung pengumpul dan
pasang kembali kolom pada tabung pengumpul. Ulangi proses
pencucian dengan larutan pencuci |l sekali lagi. Sentrifuse kolom pada
kecepatan 12.000 rpm selama 2 menit untuk mengeringkan kolom dan
buang tabung pengumpul.

Masukkan kolom ke dalam tabung elution ukuran 1.7 mL.
Tambahkan buffer elution sebanyak 50uL ke dalam kolom. Sentrifuse
pada kecepatan 1.500 rpm selama 2 menit dilanjutkan dengan
sentrifuse pada kecepatan 12.000 rpm selama 1 menit. Jika sampel
belum seluruhnya terfarut, ulangi proses ini sekali lagi. Pengulangan
proses elusi dapat meningkatkan total genom yang berhasil diekstrak
sebanyak 20-30%.

C. Proses Amplifikasi DNA Bakteri Vibrio spp. Patogen dengan Metode
PCR

Setelah ekstraksi genom selesai, dilanjutkan dengan amplifikasi DNA
bakteri dengan metode PCR menggunakan primer spesifik IAVh sebagai



menggunakan primer IAVhF1 dan IAVhR1 dengan templat DNA dari sampel
benurdan organ udang (Gambar 4).

300 bp
200 bp
100 bp

Gambar 4. Lajur -6 benur Barru1, insang udang Pangkep , benur Takalar,
insang udang Maros, benur Barru2, kaki jalan udang Pangkep,
M adalah 100 bp DNA /adder. Lajur 7 kontrol positif
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Gambar 5. Hasil PCR untuk sampel Krablet kepiting, (1,2); Takalar (3-8); Maros
(9-18); Lampung (19-24). Sampel dari Takalar, Maros dan Lampung
menunjukkan hasil positif rendah dengan konsentrasi bakteri 10'-10
CFU/mL

300 bp
200 bp
100 bp

Gambar6. Hasil PCR Situbondo (Paras Duwet) Lajur 1-6: tutup insang, insang,
Hepatopankreas, KakiJalan, kaki renang, ekor. Sampel Pangkep Lajur
7-10: Hepatopankreas, Kaki jalan, kaki renang, ekor. Semua sampel
tidak terinfeksi Vibrio pathogen (negative)

M 1 2 3 KP M B 5 6 7 § 9 1w 1

200 bp

Gambar7. Lajur 1-3 udang tambak Desa Panarukan Situbondo, lajur 4-7 udang
windu Kabupaten Bulukumba; Lajur 8-11 udang api-api dari Kabupaten
Bulukumba, semua sampel tidak terinfeksi Vibrio patogen

Walaupun demikian kondisi udang dinyatakan tetap aman karena
konsentrasi bakteri hanya berada pada kisaran 10'-10° CFU/mL jika dilihat
dari ketebalan pita DNA hasil elektroforesis. Terlihat tidak terdapat pita DNA
pada hasil PCR untuk sampel yang berasal dari Karawang, Situbondo,
Pangkep, dan Bulukumba. Hal ini menggambarkan kondisi udang yang
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dibudidayakan di daerah tersebut cukup aman dari serangan Vibrio
patogen. Pada pengamatan morfologi udang yang dikoleksi dari seluruh
daerah memang terlihat kondisinya cukup baik dan tidak terdapat tanda-
tanda klinis terserang Vibriosis. Satu kasus kematian udang ditemukan di
Kec. Paras Duwet, Kab. Situbondo, namun udang yang mati tidak
menunjukkan gejala klinis serangan vibriosis. Hal ini diperkuat dengan hasil
uji PCR yang menunjukkan tidak adanya pita DNA pada panjang basa 151 bp
(negatif).

M1 2 3 4 56 7 8 9 10M 11 12 13 14 15

151 bp —>

Gambar 8. Hasil PCR dari Kab. Indramayu dan Kabupaten Cirebon (Jawa Barat).
Lajur 1dan 11 kontrol positif, Lajur 2-10 udang Indramayu, lajur 12-15
udang Cirebon. M adalah 100 bp DNA Ladder. Semua sampel posmf

rendah dengan konsentrasi bakterl hanya 10' CFU/mL
M 1 2 4 5 6 8 9 10 11 12 13 14 15 16

e T

Gambar 9. Hasil PCR sampel Lombok. Lajur 1-3 sampel Peras, lajur 4-6 sampel
Kabupaten Lombok Barat, lajur 7-9 sampel Kabupaten Lombok Timur,
lajur 10-12 sampel Ds. Tutu, lajur 13—16 sampel desa Pijot. Sampel! dari
Lombok positif

Penyakit vibriosis pada budidaya udang dapat menyebabkan
penurunan produksi yang cukup besar. Adanya metode deteksi dini yang
dapat dengan cepat mendeteksi adanya kontaminasi bakteri Vibrio
berpendar patogen akan sangat membantu dalam penanganan dan
pencegahan awal yang tepat waktu untuk mengurangi kematian udang.
Seperti diketahui bahwa kemampuan bakteri dalam menginfeksi inangnya
juga dipengaruhi oleh kepadatan bakteri dalam media budidaya. Sehingga
jika keberadaan bakteri dapat dideteksi sebelum jumlahnya mencapai
quorum, usaha pencegahan dapat dilakukan dengan menghambat
pertumbuhan bakteri agar sifatnya tidak berubah dari saprofit menjadi
patogen. Beberapa penulis melaporkan kemampuan bakteri Vibrio sebagai
penyebab penyakit yang utama dan pertama (Saulnier et al. 2000a;

¥



Vandenberghe et al. 2003), serta dapat pula sebagai patogen oportunis
(Saulnier et al. 2000b) yang memanfaatkan kesempatan melemahnya sistem
pertahanan tubuh udang setelah serangan patogen lainnya.

Gambar 10. Sampel udang yang dikoleksi dari Paras Duwet, Situbondo.
Udang yang terlihat sehat dengan warna tubuh lebih cerah (A).
udang sakitdengan warna tubuh lebih gelap (B)
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Lampiran 1. Skema proses ekstraksi genom dari benur dengan metode

DTAB - CTAB

Timbang sampel benur
udang sebanyak 30 mg

1

Buang etanol, balikkan tabung
mikro diatas tissue, 2 jam +

TE buffer 200 pL, simpan pada |

suhu -20°C

Sampel dihancurkan hingga

1I

+ DTAB
lumat Solution Buang supernatan, + Etanol
600uL dingin 70% 200 pL,
9 . disentrifuse
Inkubasi pada suhu 75°C, ﬁ
selama 5 menit
-JJ Vortex lalu disentrifuse
Dinginkan pada suhu ﬂ
rua "
g Ambil supematant pindahkan
I ke tabung mikro + Ethanol
95% dingin 300 pL
Vortex dan flashing PN
+
Senirifuse 12.000 rpm,
Vortex 20 detik (= Cloroform 5 menit
|
700uL S
Sentrifuse 12.000 rpm, Inkubasi pada suhu 75°C
5 menit selama 5 menit, dinginkan
Ambil cairan jemih paling +100 4L
atas, masukkan ke & c;gg’ dfn L
tabung mikro1,5 mL ddH;O Buang supernatan +
150 pL dissolve solution
¥ .Ly.
Vortex, setelah itu di inkubasi B Dinginkan
da suhu 75°C selama a suhu -
PR 7 ﬁng Sentrifuse 12.000 rpm,

10 menit
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Lampiran 3. Skema proses eksternal genom dari air dengan metode Kit

SurePrep (Fisher BioReagents)
Lanjut halaman berikutnya
Siapkan sampel air jr
10-100mL (tergantung tipe Buang cairan yang
sumber airmya) terkumpul pada tabung
pengumpul dan pasang

kembali tabung pengumpul

4l
7%

Tempatkan kolom filter
ke dalam komponen alat
vakum Sentrifuse 12.000 rpm
ﬂ 1 menit
il

Mamukian 20w o ke Ulangi proses Masukkan lisat ke dalam

dalam kolom filter dan filterisai da ; kolom

saring melewati filter BraalLaRTIpa)

0,45m menggunakan <:| seluruh salmpel ﬁr

pompa vakum ar habis Pasangkan kolom filter
pada tabung pengumpul

L T

Potong bagian atas (O-
ring) dari tabung filter Tambahkan etanol 70%
menggunakan pisau sebanyak volume
bedah supematan dan
homogenkan dengan
ﬂ, vortex
Pindahkan kertas filter ke Tr
dalam tabung manik Pindahkan supematan ke
dengan hati-hati tanpa tabung mikro 1,5mL.
menyentuh bagian tengah Perhatikan volumenya
kertas filter . T
: ﬂ : Sentrifuse 12.000 rpm,
1 menit
Tambahkan larutan lisis p
500pL ke dalam tabung manik Usahakan posisi ?
dan homogenkan dengan tabung tegak Inkubasi pada suhu 65°C,
vortex selama 5 menit lurus terhadap 10 menit. Bolak-balik
landasan vortex tabung setiap 3 menit
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Lampiran 3. Skema proses ekstraksi genom dan air dengan
metode Sure Prep (Lanjutan)

Masukkan larutan pencuci
sebanyak 500 plL ke dalam
kolom dan sentrifuse
12.000 rpm , 1 menit

G

Ulangi sekali lagi proses
pencucian ini

R4

Buang cairan yang terkumpul
pada tabung pengumpul dan
pasang kembali tabung
pengumpul

U

Setelah cairan di tabung
pengumpul dibuang, sentrifuse
kolom 12.000 rpm, 2 menit

-~

Buang tabung pengumpul

U

Tamﬁaﬁan kolom pada
tabung elution 1,7mL (tersedia
‘pada kit)

4

' Tambahkan buffer elution
asam nukleat sebanyak 50 pL
ke dalam kolom

!

‘Sentrifuse 1.500 rpm, 2 menit
ditkuti dengan sentrifuse
12.000 rpm, 1 menit

Proses penambahan buffer
elution asam nukleat dapat
diulang dua kali untuk
meningkatkan total genom
yang berhasil diekstrak
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Lampiran 4. Proses ekstraksi genom dari sedimen dengan metode Kit SurePrep

!

Sentrifuse 12,000 rpm, 1 menit
dan pindahkan supernatan ke
dalam tabung mikro

U

Timbang tanah sebanyak jika sampel tanah Lanjut halaman berikutnya
250mg dan masukkan ke barcampur ai, =
" dalam tabung ulir 2mL SRR S A0S
. H U] dalam tabung mikro || Masukkan larutan pencuci
1,7mL, sentrifuse
QL ‘ s Il sebanyak 500uL ke
Tambahkan 500 mg manik | Buang air dengan pipet, dalam kolom
kaca timbang tanah i i
Buang larutan pada tabung
pengumpul dan masukkan
kembali kolom ke dalam
Tambahkan larutan lisis
tabu ngumpul
sebanyak 700pL dan i iaad il
homogenkan dengan Vortex
Sentrifuse pada 12.000 rpm
selama 1 menit
Tambahkan bahan lisis F
At \I;o.rtex ngla Ulangi proses Masukkan larutan pencuci |
inisampal -5 sebanyak 500uL ke dalam
seluruh lisat kolom
selesai difilter
Pastikan tabung berada TT
dalam posisi tegak lurus
terhadap landasan vortex. Buang larutan pada tabung
Vortex selama 5 menit pengumpul dan masukkan

kembali kolom ke dalam
tabung pengumpul

TT

Masukkan lisate dan
sentrifuse 12.000 rpm,
1 menit

1T

Tambahkan etanol 70%
sebanyak volume larutan

Homogenkan
lisat dan etanol

dengan vortex

Masukkan kolom berputar
(spin column) ke dalam

tabung pengumpul

supernatan yang dikumpul

24
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sentrifuse pada 12.000 rpm
selama 1 menit

1l

Buang larutan pada tabung
pengumpul dan masukkan
kembali kolom ke dalam

ta_bung pengumpul

4

Sentrifuse kolom pada
kecepatan 12.000 rpm selama
2 menit untuk mengeringkan
kolom dan buang tabung
‘pengumpul

Ll

Masukkan kolom ke dalam
tabung elution ukuran 1,7 mL

iy

Tambahkan buffer elution
sebanyak 50uL ke dalam
kolom

Ulangi proses pencucian

<: dengan larutan pencuci Il
sekali lagi

Jika sampel belum

<: seluruhnya terlarut, ulangi

proses ini sekali lagi

U

Sentrifuse 1.500 rpm selama 2
menit, dilanjutkan dengan
sentrifuse pada kecepatan
12.000 rpm selama 1 menit

Proses penambahan buffer elution

] dapat diulang dua kali untuk
meningkatkan total genom yang

berhasil diekstrak
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Lampiran 5. Skema proses amplifikasi DNA dengan metode PCR

26

Campurkan bahan-bahan untuk master mix (Dream
tag Buffer, dNTP mix, Primer IAVh, Aqua milig dan
Tag DNA Polymerase(Jumlahnya sesuai sampel
yang akan diuji)

1T

Masukan ke dalam tabung mikro PCR masing-
masing 49 pL

4

Tambahkan template PCR | sebanyak 1 pL

U

Dimasukkan ke dalam mesin thermal PCR, atur program
sebanyak 25 siklus pada suhu denaturasi 94°C selama 1 menit,
_annealing 63°C, selama 1 menit dan elongasi 68°C selama 1

" menit serta tahap ekstra elongasi 72°C selama 10 menit Proses

PCR ini dilakukan dua kali (re-PCR) untuk meningkatkan
sensitifitas hasil deteksi
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Lampiran 6. Skema pembuatan gel agarose untuk elektroforesis

Timbang agarose dengan
konsentrasi 2 % untuk
elektroforesis hasil PCR dan
konsentrasi 1 % untuk
elektroforesis hasil ekstraksi
genom

5

g

Masukkan ke dalam labu
erlenmeyer

]

Dipanaskan di atas hot plate
hingga bening

!

Dinginkan hingga suhu
50°C, tambahkan gel red
1.3 uL

4

" Tuang gel dalam cetakan
yang sudah dipasangi sisir

Il

Biarkan sampai dingin dan
mengeras dan siap untuk
elektroforesis

+ buffer 1x TBE steril 90 mi
atau sesuai dengan
kebutuhan
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Lampiran 7. Skema proses elektroforesis

Angkat sisir gel dari cetakan
yang sudah didinginkan dan
lepaskan gel dari cetakan

4

i

Masukkan gel dalam box
elektroforesis, selanjutnya
siapkan parafilm

4

Pipet loading dye 1,7 uL dan
letakkan di atas parafilm
menyerupai titik

4

- Pipet DNA ladder sebanyak
3L

Ijé

Suntikkan pada gel
agarose pada lubang
pertama

Pipet DNA hasil PCR
sebanyak 3 pL campurkan
pada loading dye sesuai
dengan urutan nomor
sampel

. o

Suntikkan ke dalam sumur
gel secara berurutan,
sisipkan sumur untuk kontrol
positif

-

+ buffrer 1 X TBE hingga NT (X

menutupi permukaan gel

(+1 mm di atas permukaan gel)

Gel diangkat dari bak
elekiroforesis dan dilepaskan dari
cetakan untuk selanjutnya diamati

dengan menggunakan UV
transiluminator

T

Setelah DNA bermigrasi dari
kutub negatif ke positif
mencapai % bagian dari
panjang gel (dapat diamati dari
migrasi pewarna loading dye),
maka proses elektroforesis
dapat dihentikan

=

Jalankan elektroforesis
dengan kondisi elektroforesis
pada minigel diatur pada
tegangan 150 v, kuat arus
70 mA dan waktu operasi

30 menit. Buffer yang digunakan
adalah buffer TBE 1 x
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