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ABSTRAK  
[bookmark: _Hlk112767059][bookmark: _Hlk80701385]Data surveillance dapat memberikan informasi tentang ada atau tidaknya penyebaran infeksi penyakit pada suatu wilayah. Salah satu penyakit infeksi yang menyerang udang vaname adalah enterocytozoon hepatopenaei (EHP) yang disebabkan oleh mikrosporidia di mana populasi udang yang terserang penyakit ini memiliki ukuran panen yang tidak seragam. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi prevalensi infeksi penyakit EHP pada udang vaname (Litopenaeus vannamei) berdasarkan data surveillance di Bali. Sampel udang sebanyak 75 buah yang berasal dari Kabupaten Jembrana, Buleleng dan Karangasam dianalisa dengan menggunakan metode polymerase chain reaction (PCR). Hasil analisis menunjukkan bahwa prevalensi infeksi EHP tertinggi ditemukan di Kabupaten Karangasem, yakni sebesar 86,67% yang diikuti oleh Kabupaten Jembrana sebesar 70,00% dan Kabupaten Buleleng dengan prevalensi 66.67 %. Dengan nilai prevalensi tersebut, mengindikasikan bahwa EHP merupakan jenis infeksi yang sering menyerang budidaya udang vaname. Gejala klinis yang ditemukan pada semua sampel berupa hepatopankreas berwarna pucat dan lunak serta saluran pencernaan berwarna putih yang mengindikasikan adanya serangan EHP. Selanjutnya, sampel yang tidak teridentifikasi gejala klinis EHP juga menunjukkan hasil negative pada pemeriksaan secara PCR.
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ABSTRACT
[Title: Prevalence of Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) Infection from whiteleg shrimp (Litopenaeus vannamei) based on Surveillance Data in Bali, Indonesia Surveillance data can inform either presence or absence of infectious diseases in a certain area. One of infectious shrimp diseases generally trigger diseases outbreaks is enterocytozoon hepatopenaei (EHP) caused by microsporidia which it causes various size of harvested shrimps. The aim of this study was to identify the prevalence of EHP infectious on whiteleg shrimp (Litopenaeus vannamei) based on surveillance data conducted in Bali. 75 samples of shrimp from each district; Jembrana, Buleleng and Karangasem were analized by Polymerase chain reaction (PCR) method. The results of analyses revealed that the highest prevalence of EHP were found in Karangasem District, 86.76% followed by Jembrana District, 70.00% and Buleleng District by 66.67%. the values of those prevalence data indicated that EHP is the most frequent diseases infected whiteleg shrimp in those three areas. The clinical symptoms related to EHP hepatopancreas pale and soft texture and white digestive were also identified on all samples confirmed with EHP by PCR. In addition, samples were free of clinical symptoms of EHP were not confirmed to be infected by EHP.
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PENDAHULUAN
[bookmark: _Hlk64500788]Penyakit ikan merupakan faktor pembatas keberhasilan usaha budidaya perairan (Sarjito et al., 2013). Dampak yang ditimbulkan akibat serangan penyakit adalah menurunnya jumlah produksi sehingga menyebabkan kerugian ekonomi. Data produksi udang windu tahun 2003 tercatat memasuki masa kelam yakni sekitar 60% dari 410.000 tambak tradisional hancur akibat impor udang yang membawa patogen dan tidak terdeteksi yang mengakibatkan pembudidaya beralih pada komoditas udang vaname (Hidayani et al., 2015). Tahun 2014 data produksi udang vaname tercatat mencapai 699.000 ton, namun sekitar 40% dari produksi udang tersebut hilang akibat serangan penyakit infeksi (Umiliana et al., 2016).  
Penyakit infeksi adalah penyakit yang disebabkan oleh organisme patogen seperti bakteri, virus, parasit dan jamur (Akbar dan Fran, 2013). Salah satu penyakit infeksi yang menyerang udang vaname adalah  enterocytozoon hepatopenaei (EHP) yang disebabkan oleh mikrosporidia, di mana populasi udang yang terserang penyakit ini memiliki ukuran panen yang tidak seragam (Hanggono et al., 2019). Berdasarkan KEPMEN KP Nomor 91/KEPMEN-KP/2018, EHP merupakan penyakit infeksi yang termasuk ke dalam hama dan penyakit ikan karantina golongan I, sehingga perlu diadakannya pengawasan intensif yang dilakukan secara rutin untuk meminimalisir sebaran penyakit infeksi tersebut (KKP, 2018).
Surveillance merupakan kegiatan yang dilakukan untuk menentukan ada atau tidaknya penyebaran infeksi atau infestasi penyakit pada suatu wilayah (OIE, 2019). Berdasarkan Keputusan Kepala Badan Karantina Ikan Pengendalian Mutu Dan Keamanan Hasil Perikanan Nomor 32/KEP-BKIPM/2015, pemantauan HPIK adalah suatu serangkaian pemeriksaan yang sistematik terhadap suatu populasi ikan, untuk mendeteksi adanya hama dan penyakit ikan karantina dan memerlukan pengujian terhadap sampel yang berasal dari populasi tertentu (KKP, 2015). Salah satu instansi pemerintah di bawah naungan  Kementerian Kelautan dan Perikanan yang memiliki fungsi pengawasan dan pencegahan terhadap penyakit ikan adalah Badan Karantina Ikan, Pengendalian Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan atau BKIPM. Upaya yang dapat dilakukan oleh BKIPM sebagai bentuk penganggulangan masuk dan tersebarnya penyakit ikan di lingkungan perairan Indonesia yaitu dengan kegiatan pemantauan secara rutin dan pengujian sampel hasil perikanan.
Pengamatan secara morfologi mengenai penyakit infeksi sangat sulit untuk dilakukan dikarenakan  penyakit infeksi yang cepat dan ukuran patogen yang kecil bahkan tidak kasat mata, sehingga diperlukan suatu upaya deteksi yang cepat dan identifikasi yang tepat untuk mengurangi kerugian dan meminimalisir penyebaran patogen penyebab penyakit infeksi dari suatu area ke area yang lain. Salah satu metode pengujian sampel surveillance atau sampel hasil perikanan yang dilakukan oleh laboratorium BKIPM Denpasar yaitu dengan metode polymerase chain reaction (PCR). PCR adalah metode deteksi virus yang dilakukan secara enzimatik untuk mengamplifikasi nukleotida secara in vitro. Pengunaan metode PCR sangat efektif untuk mendeteksi virus dengan hasil deteksi cepat dan akurat dalam waktu yang singkat. Hasil uji EHP dengan metode PCR pada produk perikanan dapat digunakan untuk mengetahui tingkat  prevalensi  EHP.
BAHAN DAN METODE
Alat dan Bahan
Peralatan yang digunakan pada kegiatan nepkropsi yaitu meliputi alat bedah, nampan, microtube 1.5 ml, mikropipet (ukuran 100-1000 μL), mikrotip ukuran 1000 μL, alat tulis dan kertas label, kamera, timbangan digital dan penggaris. Alat yang digunakan untuk isolasi genom terdiri dari cawan petri, pastle (penggerus), pinset, gunting bedah, gelas beaker dan micro centrifuge (KITMAN-T24) serta lemari pendingin bersuhu -20oC. Peralatan yang digunakan pada proses amplifikasi disiapkan pada ruang khusus amplifikasi, adapun peralatan yang digunakan meliputi: mikropipet ukuran 100-1000 μL; 10-200 μL; 10-100 μL; 0.5-10 μL, mikrotip ukuran 1000 μL; 200 μL; 10 μL, Labnet USA thermal cycler (MultiGene OptiMax 96 wells), biological safety cabinet dan set spin down serta mikrotube 0,2 ml. Peralatan yang digunakan untuk kegiatan elektroforesis yaitu seperti sisir (comb), microwive, elektroforesis sistem, UV Trans illuminator, hardward dan software. 
Bahan yang digunakan untuk pengujian virus sampel meliputi: alkohol 70% dan 95% untuk fiksasi sampel, untuk kegiatan isolasi genom bahan yang terdiri dari guanidine thiocynate and phenol solution atau disebut dengan tri reagent (Sigma-Aldrich), chlorofom, ethanol 75%, ethanol 100%, 0.1 M trisodium sitrat ethanol 10% dan nuclease free water (Promega). Kegiatan amplifikasi sampel bahan yang digunakan terdiri dari primer forward dan pimer reverse spesifik OIE (Tabel 1), DNA master mix 2x (MyTaqTM Extract-PCR Kit, HS Red Mix Bioline, 50 reaction) serta nuclease free water. Adapun bahan yang digunakan untuk kegiatan elektroforesis yaitu meliputi: TAE Buffer 1x (merk Promega), gel Agarose (omnipur Agarose dari KGaA EMD millipore corporation Germany), nucleid  acid stain (merk KGaA Germany) (pewarna gel agarose) dan marker 100bp (BenchTop 100bp DNA Leadder, Promega).

Tabel 1. Primer OIE untuk amplifikasi
Table 1. OIE primer for amplification
	No.
	Penyakit infeksi 
	Kode primer
	Urutan kode basa
	Target amplikon 

	1
	EHP
	779F
	5'-CAGCAGGCGCGAAAATTGTCCA-3'
	176 bp

	
	
	779R
	5'-AAGAGATATTGTATTGCGCTTGCTG-3’
	

	
	
	176NF
	5'-CAACGCGGGAAAACTTACCA- 3'
	

	
	
	176NR
	5'-ACCTGTTATTGCCTTCTCCCTCC-3'
	


Lokasi Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada tanggal 08 Maret sampai dengan 28 Mei 2021 yang bertempat di Balai Karantina Ikan, Pengendalian Mutu Dan Keamanan Hasil Perikanan (BKIPM) Denpasar, Jl. Sunset Road No.777, Kuta, Kabupaten Badung, Bali 80361.
Koleksi Sampel
Koleksi sampel merupakan langkah awal yang dilakukan dalam kegiatan pemantauan. Kegiatan koleksi sampel survailance BKIPM Denpasar dilakukan pada tanggal 5-7 April 2021 yang berasal dari beberapa kabupaten di Bali yaitu seperti pada Gambar 10 yang meliputi Kabupaten Jembrana, Buleleng dan Karangasem dengan komoditas udang vaname.  Pengambilan sampel udang vaname di Kabupaten Jembrana dan Kabupaten Buleleng sebanyak 30 sampel, sedangkan pengambilan sampel di Kabupaten Karangasem sebanyak 15 sampel. Sampel udang vaname yang diambil memiliki ukuran panjang berkisar antara 4-13 cm/ekor dengan bobot berat berkisar antara 0.8-12 gram/ekor.
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Gambar 1. Peta pengambilan sampel pemantauan 2021
Figure 1. Monitoring sampling map in 2021
Penerimaan Sampel
Sampel pemantauan yang diterima kemudian dicatat untuk selanjutnya dibuatkan dokumen yang meliputi nama lokasi, tanggal pengambilan sampel, jenis komoditas (nama latin) dan uji pengujian laboratorium yang diinginkan. Seluruh sampel yang telah memenuhi administrasi diserahkan kepada petugas ruang nekropsi untuk diambil sampel jaringan sesuai dengan permintaan pemeriksaan baik virus, bakteri, atau kimia.
Nekropsi
Tahapan proses nekropsi yang dilakukan di BKIPM Denpasar yakni diawali dengan membersihkan meja yang akan digunakan untuk nekropsi dengan alkohol 75%, hal tersebut bertujuan untuk meminimalisir terjadinya kontaminan bakteri dan sisa sampel akibat nekropsi sebelumnya. Sampel udang vaname yang diletakkan pada nampan bedah. Data terkait gejala klinis, panjang dan berat sampel dicatat dalam buku surveillance. Sampel udang dipegang agar tidak lepas. Pengambilan organ target uji dilakuakan dengan menggunakan gunting dan pinset. Banyaknya organ target sampel yang diambil dapat dilihat pada Tabel 2.
Tabel 2. Organ target uji infeksi penyakit
Table 2. Target organ for EHP disease infection test
	No.
	Uji infeksi penyakit
	Sampel
	Jumlah
(berat sampel)

	1
	EHP
	· Tangkai mata udang 
	· 1 tangkai

	
	
	· ≤ PL 12 
	· 25-50 ekor

	
	
	· PL 12-30
	· Udang tanpa hematopancreas atau kepala  

	
	
	· Pleopod, periopod atau insang 
	· 2 potong atau sebanyak 20 mg 

	
	
	· Hepatopancreas, usus 
	· 20 mg 


Isolasi Genom
Proses isolasi genom yang dilakukan yakni berdasarkan pada standard procedure operational (SPO) laboratorium virologi BKIPM Denpasar dan sesuai dengan Sundari (2018) yang menyatakan terdapat tiga tahapan utama isolasi genom yang terdiri dari tahap perusakan dinding sel (lisis), tahap pengendapan dan purifikasi (pemurnian). Hasil dari isolasi genom dengan metode adalah cetakan (template) untuk proses perbanyakan atau penggandaan DNA virus.
Tahapan isolasi genom diawali dengan sterilisasi peralatan (gunting, pinset dan pastle) yang akan digunakan dengan ethanol 75% dengan cara direndam dalam gelas beaker. Sampel diurutkan dari nomor yang terkecil hingga nomor yang terbesar. Sampel yang telah diurutkan kemudian diberikan penanda seperti nomor pada tutup mikrotube agar mempermudah saat pemasangan label. 
Microtube 1.5 ml disiapkan untuk diisi larutan tri reagent sebanyak 500 µl. Organ target sampel yang masih berada di dalam tabung effendof di ambil dengan menggunakan pinset dan diletakkan di atas cawan petri yang telah di lapisi kertas. Organ target uji dipotong dengan gunting agar lebih mempermudah dalam proses penggerusan organ target. Organ target digerus dengan menggunakan pastle hingga halus dan di tambahkan larutan chloroform sebanyak 100 µl. Chloroform merupakan pelarut senyawa organik seperti DNA, RNA, protein, dan lemak, sehingga jika kloroform ditambahkan dan disertai dengan sentrifugasi maka RNA, DNA dan bahan organik lain seperti protein dan selulosa dapat terpisah. 
Sampel dicampurkan dengan menggunkan mesin vortex terlebih dahulu selama 15 detik sebelum dimasukkan ke dalam mesin sentrifugasi hal ini bertujuan untuk menghomogenkan chloroform dan sampel. Sampel kemudian disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 12.000 rpm. Hasil sentrifugasi berupa supernantant (DNA yang tidak berwarna dibagian atas) seperti pada Gambar 2a. Supernatant diambil sebanyak 200 µl untuk di tempatkan dalam mikrotube 1.5 ml baru dan ditambahkan larutan ethanol 100% sebanyak 150 µl. Supernatant yang telah dicampur dengan ethanol 100% kemudian divortex dan disentrifugasi kembali selama 5 menit dengan kecepatan 2000 rpm.
Supernatant dibuang secara perlahan untuk mendapatkan pellet, kemudian pellet dicuci dengan menggunakan 0.1 M trisodium sitrat ethanol 10% sebanyak 500 µl dan disentifugasi kembali selama 5 menit dengan kecepatan 2.000 rpm proses ini diulang sebanyak 2 kali. Tahap selanjutnya yaitu ethanol dibuang dan pellet dikeringkan seperti pada Gambar 2b, hasil dari pencucian menggunakan 0.1 M trisodium sitrat ethanol 10% yaitu berupa pellet jernih tidak berwarna (Gambar 2c).Tahapan terakhir yaitu pellet dilarutkan dengan nuclease free water sebanyak 200 µl dan disimpan di lemari pendingin pada suhu -20oC.a
b
c

 


Gambar 2. Hasil ekstraksi, a) Supernatant, b) Tahap pengeringan pellet c) Hasil pencucian akhir pellet 
Figure 2. Extraction result, a) Supernantant, b) Pellet drying stage, c) results of final washing of pellets
Amplifikasi PCR pada Sampel EHP
Tahapan amplifikasi PCR untuk pengujian WSSV dan EHP menggunakan metode nested PCR, sedangkan untuk pengujian virus IHHNV menggunakan metode PCR konvensional yang dilakukan berdasarkan standard procedure operational laboratorium virologi BKIPM Denpasar. Nested PCR merupakan  metode yang menggunakan untuk menghasilkan amplikon yang lebih spesifik. Kegiatan amplifikasi sampel diawali dengan melakukan sterilisasi PCR workstation selama ± 15 menit dengan di sinar UV. Tahap berikutnya yaitu pembuatan mastermix untuk amplifikasi, total komponen yang dibutuhkan untuk satu kali reaksi pada pengujian EHP dapat dilihat pada Tabel 3. Pembuatan mastermix PCR di dalam workstation bertujuan agar terhindar dari kontaminan luar yang dapat menyebabkan pembacaan dan analisis data hasil elektroforesis menjadi tidak valid. 


Tabel 3. Total komponen satu kali reaksi
Table 3. Total components for one reaction
	Komponen
	EHP

	
	First
	Nested

	Primer Forword
	1 µl
	1 µl

	Primer Reverse
	1 µl
	1 µl

	DNA Mastermix 2x
	12,5 µl
	12,5 µl

	NFW
	7,5 µl
	7,5 µl

	Template DNA 
	3  µl
	3 µl

	Total reaksi 
	25 µl
	25  µl


Mastermix first PCR dan nested PCR reaksi (tanpa template) disiapkan sesuai dengan jumlah sampel. Mastermix first PCR dimasukkan ke dalam microtube 0.2 ml sebanyak 22 µl dan ditambahkan template  DNA sebanyak 3 µl serta dispindown. Microtube 0.2 ml yang telah berisi campuran master mix dan tamplate  DNA dimasukkan ke dalam thermal cycler amplifikasi selama  1 jam 23 menit, amplikon yang dihasilkan pada tahap single step PCR yaitu sebesar 779 bp. Mastermix nested disiapkan untuk tahap selanjutnya, kemudian mastermix nested dimasukkan ke dalam microtube 0.2 ml yang baru sebanyak 22 µl. Reagen template hasil first step PCR ditambahkan kedalam mastermix nested sebanyak 3 µl dan di spindown. Microtube 0.2 ml yang telah berisi campuran mastermix dan reagen hasil first step PCR dimasukkan ke dalam thermal cycler untuk amplifikasi selama 1 jam 9 menit, amplikon yang dihasilkan pada tahap nested PCR yaitu sebesar 176bp. Kondisi reaksi amplifikasi dapat dilihat seperti pada Tabel 4.
Tabel 4. Kondisi reaksi amplifikasi
Table 4. Amplification reaction condition
	Penyakit Infeksi
	Amplifikasi
	Denaturasi
	Annealing
	Ekstensi
	Final
Ekstensi
	Siklus

	EHP
	First step PCR
	94OC,
 20 detik
	58OC, 
20 detik
	72OC, 
45 detik
	72OC, 
5 menit
	35 pengulangan

	
	Nested PCR
	94OC, 
20 detik
	64OC, 
20 detik
	72OC, 
20 detik
	72OC, 
5 menit
	35 pengulangan


Elektroforesis
Kegiatan elektroforesis dilakukan setelah amplifikasi sampel yang diawali dengan pembuatan gel agaraose. Tahapan pembuatan gel agarose yaitu larutan buffer Tris Acid EDTA (TAE) dengan konsentrasi 1X disiapkan sebanyak 40 ml. Agarose ditimbang sebanyak 1.5-2% (w/v), kemudian dilarutkan dalam buffer TAE 1X dengan cara dipanaskan dengan menggunakan microwive sampai larut dan mendidih. Larutan agarose didinginkan pada suhu ruang sampai suhunya mencapai 50°C. Larutan pewarna nucleid acid stain ditambahkan sebanyak 2 µl/40 ml larutan agarose dan diaduk rata. Gel agarose yang sudah dingin dituang ke dalam cetakan elektroforesis yang telah dilengkapi dengan sisir berjumlah 13 bilah. Gel agarose didiamkan sampai mengeras.
Tahap selanjutnya yaitu kegiatan elektroforesis yang diawali dengan meletakkan gel agarose yang sudah mengeras pada alat elektroforesis dan ditambahkan larutan TAE buffer (1x) sampai menutupi gel. Adapun langkah selanjutnya yakni sampel uji sebanyak 8 µl di masukkan ke dalam sumur agarose secara perlahan dan hati-hati. DNA marker sebanyak 5 µl dimasukkan ke dalam sumuran agarose secara perlahan dan hati-hati. Elektroforesis dilakukan dengan kekuatan listrik 135 Volt selama 25 menit. Elektroforesis dihentikan ketika terlihat warna biru gelap mendekati ½ hingga 2/3 dari panjang gel agarose (± 25 menit). Gel agarose diangkat dan diletakkan pada alat UV Trans-illuminator untuk membaca hasil akhir dan didokumentasikan dengan kamera digital. 
Analisis Hasil
Analisis hasil yang dilakukan yaitu dengan visualisasi hasil amplifikasi dengan elektroforesis dan pembacaan hasil melalui UV transminator, sehingga hasil yang diperoleh dapat dijadikan prevalensi. Prevalensi adalah persentase ikan yang terinfeksi dari jumlah total ikan populasi ikan pada satu waktu tertentu (OIE, 2014). Data yang diperoleh dideskripsikan dalam bentuk grafik dan gambar.
HASIL DAN BAHASAN
Pengamatan gejela klinis bertujuan untuk mengetahui perubahan yang terjadi pada sampel surveilance dan untuk menentukan diagnosa awal infeksi penyakit. Hasil pengamatan sampel surveilance menunjukkan bahwa sampel surveillance setiap daerah memilki beberapa gejala klinis yang sama seperti pada Tabel  5.
Tabel 5. Gejala klinis sampel Surveillance
Table 5. The clinical symptoms surveillance samples
	No
	Perubahan morfologi
	Wilayah survailance (Kabupaten)

	
	
	Jembrana
	Karangasem
	Buleleng

	1
	Karapas 
	Pucat 
	Pucat 
	Normal 

	2
	Mata 
	Normal 
	Normal 
	Normal

	3
	Hepatopankreas 
	Kemerahan, pucat dan lunak 
	Kemerahan, pucat dan lunak 
	Pucat, kehitaman

	4
	Otot 
	Normal dan padat
	Normal 
	Normal 

	5
	Saluran pencernaan 
	Putih, pucat 
	Putih 
	Putih 


Berdasarkan Tabel 5 menunjukkan bahwa gejala klinis yang diperoleh dari hasil pengamatan sampel surveillance menandakan adanya indikasi kasus infeksi penyakit di ketiga kabupaten. Gejela klinis yang sama pada sampel surveillance seperti yang ditunjukkan pada Gambar 1 yakni adanya perubahan pada hepatopankreas yang berwarna pucat dan lunak serta saluran pencernaan yang berwarna putih.
Gejela klinis yang diperoleh seperti saluran pencernaan yang berwarna putih menunjukkan dugaan adanya infeksi EHP. Menurut Faisal dan Pancoro (2018), yang menyatakan bahwa perubahan saluran pencernaan yang berwarna putih dapat penghambatan pertumbuhan hingga menyebabkan kematian pada udang atau dikenal dengan istilah wabah white feces disease (WFD) yang disebabkan oleh mikrosporidian enterocytozoon hepatopenaei. Hepatopankreas yang berwarna pucat dan lunak juga menunjukkan dugaan adanya infeksi EHP. Hal tersebut didukung oleh Amelia et al., (2020) yang menyatakan bahwa target organ EHP yaitu hanya menginfeksi tubulus hepatopankreas pada udang.
[image: ]
Gambar 1. Gejala klinis pada sampel EHP berupa kerusakan hepatopancreas udang yang pucat dan lunak.
Figure 1.  The clinic symptoms in EHP samples were pale and soft texture shrimps hepatopancreas damage
Berdasarkan hasil pengamatan gejala klinis yang diperoleh pada sampel surveillance menunjukkan adanya abnormalitas yang mengarah terhadap infeksi penyakit, akan tetapi hasil tersebut tidak dapat digunakan langsung untuk mengindentifikasi secara spesifik terkait dengan serangan penyakit yang menginfeksi udang vaname. Identifikasi infeksi penyakit lebih lanjut dapat dilakukan menggunakan pengujian biomolekuler dengan teknik polymerase chain reaction (PCR) untuk mendapatkan hasil analisa yang lebih akurat terkait dengan serangan infeksi yang menyerang udang pada sampel surveillance. Sesuai dengan pernyataan Faisal dan Pancoro (2018), bahwa PCR merupakan metode deteksi yang dilakukan secara enzimatik untuk mengamplifikasi nukleotida secara in vitro. Mekanisme PCR yaitu melipat gandakan atau memperbanyak target DNA dalam waktu yang singkat dengan alat thermo cycler.
Abnormalitas yang ditemukan pada sampel surveillance didukung dengan visualisasi hasil amplifikasi dengan elektroforesis sampel sebanyak sepuluh sampel surveillance yang terdiri dari tiga sampel Karangasem (KRS), empat sampel Buleleng (BLL) dan tiga sampel Jembrana (JBR) yang menunjukkan hasil seperti Gambar 2 dan dapat dilaporkan bahwa seluruh wilayah pemantauan terinfeksi EHP dengan ditandai munculannya band pada sampel surveillance  pada amplikon 176 bp yang sejajar dengan kontrol positif.
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Gambar 2. Hasil amplifikasi Enterocytozoon hepatopenaei; KRS (Karangasem); BLL (Buleleng); JBR (Jembrana).
Figure 2.   Enterocytozoon hepatopenaei amplification result; KRS (Karangasem); BLL (Buleleng); JBR (Jembrana).
Berdasarkan hasil visualisasi sampel surveillance dengan elektroforesis yang menunjukkan bahwa terdapat sampel surveillance yang positif terinfeksi EHP. Data jumlah sampel surveillance BKIPM Denpasar yang positif terinfeksi penyakit EHP dapat dilihat seperti pada Tabel 6.
Tabel 6. Total sampel pemantauan infeksi EHP dan , Denpasar.
Table 6. Total sample of EHP infection monitoring, Denpasar.
	No
	Asal Sampel
	Jumlah Sampel
	Jumlah Positif
	Jumlah Negatif

	1
	Jembrana 
	30
	21
	9

	
	Jembrana 1
	
	
	

	2
	Buleleng
	30
	20
	10

	3
	Karangasem
	15
	13
	2

	
	Total
	75
	54
	21


Berdasarkan pada Tabel 6, total kasus infeksi EHP dinyatakan sebanyak 54 sampel dengan wilayah infeksi sebanyak 21 sampel dari Kabupaten Jembrana, 20 sampel dari Kabupaten Buleleng dan 13 sampel dari Kabupaten Karangasem. Hasil penjumlahan sampel yang positif dapat dianalisis dan dihitung untuk mengetahui prevalensi infeksi penyakit pada ketiga kabupaten.
Prevalensi adalah banyaknya jumlah ikan sampel yang terinfeksi dari total seluruh sampel ikan yang dijumpai pada survei (Ghassani et al., 2016). Berdasarkan jumlah sampel pemantauan yang positif seperti pada Tabel 6 yang menujukkan bahwa jumlah prevalensi infeksi penyakit pada udang vaname di setiap kabupaten memiliki hasil yang berbeda yaitu seperti pada Gambar 5.

Gambar 5. Prevalensi infeksi penyakit EHP pada sampel surveillance di Bali
Figure 5.   Prevalence of EHP infection in surveillance samples in Bali 
Berdasarkan Gambar 5 yang menunjukkan bahwa prevalensi infeksi EHP yang berkisar antara 66.67-86.67% menjadi infeksi penyakit tertinggi di Bali dengan wilayah infeksi tertinggi terjadi di Kabupaten Karangasem yaitu sebesar 86.67%, infeksi EHP di Kabupaten Jembrana sebesar 70% dan infeksi EHP di Kabupaten Buleleng sebesar 66.67%, sehingga infeksi EHP di Kabupaten Jembrana dan Karangasem dapat dikategorikan sebagai jenis infeksi yang sering menyerang kegiatan budidaya. Hal tersebut didukung oleh Syukran et al. (2017) yang menyatakan bahwa nilai prevalensi yang berkisar antara 70-89% dapat dikategorikan sebagai infeksi tingkat sedang dan apabila nilai prevalensi infeksi virus berada direntan 50-69% dapat dikategorikan infeksi tingkat sering terjadi serangan penyakit. Tingginya prevalensi infeksi EHP di ketiga kabupaten sesuai dengan pernyataan Tang et al. (2016), bahwa daerah Bali merupakan salah satu daerah sebaran EHP di Indonesia.
KESIMPULAN: 
Kasus infeksi EHP ditemukan di ketiga kabupaten dengan prevalensi infeksi EHP tertinggi ditemukan di Kabupaten Karangasem, yakni sebesar 86,67% yang diikuti oleh Kabupaten Jembrana sebesar 70,00% dan Kabupaten Buleleng dengan prevalensi 66.67 %. Dengan nilai prevalensi tersebut, mengindikasikan bahwa EHP merupakan jenis infeksi yang sering menyerang budidaya udang vaname. Gejala klinis yang ditemukan pada semua sampel berupa hepatopankreas berwarna pucat dan lunak serta saluran pencernaan berwarna putih yang mengindikasikan adanya serangan EHP.
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