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RINGKASAN

REKAYASA KIT DIAGNOSTIK DINI LEUKEMIA SAPI DENGAN MENGGUNAKAN
ANIFIGEN GALUR LOKAL (Sarmanu, Yoes Prijatna Dachlan dan Hasdinah
Hakan Rohan, 2000 : 26 halaman).

Penyakit leukemia sapi menjadi masalah bagi masyarakat,
karena penyakit ini menyebabkan kerugian ékonomi yang sangat
belsar. Selain angka kematiannya tinggi, produktivitas dan
repbroduktivitas sapi menjadi rendah. Obat dan vaksin untuk
lelukemia sapi sampai sekarang belum ditemukan. Pencegahan
dilakukan dengan diagnosis dini dengan menggunakan EBL Gp 60 yang
malsih harus diimpor dengan harga yang mahal. Untuk wmenghemat
bilaya dan waktu, maka dilakukan penelitian rekayasa kit
dilagnostik dini dengan menggunakan antigen EBL Gpé0 galur lokal.
Penelitian yang dilaksanakan bertujuan mempelajari
tentang rekayasa kit untuk diagnostik dini leukemia sapi dengan
menggunakan antigen EBL Gp60 galur lokal dengan pembanding kit
dilagnostik yang menggunakan antigen EBL Gp60 galur impor.
Penelitian yang dilaksanakan menggunakan rancangan
eksploratif dan rancangan acak lengkap. Rancangan eksploratif
mgliputi proses pengembangan sel, pengembangan virus, pembuatan
sarum referen dan serum kontrol. Rancangan acak lengkap digunakan
udtuk proses titrasi.

Analisis data dilakukan secara deskriptif dan untuk
pgngujian perbedaan titer antigen antibodi antaraZEBL Gp60 galur
1dkal dan impor digunakan uji X¢. Hasil uji X bermakna bila
diperoleh harga p < 0,08.

Perangkat antigen EBL galur lokal dan produk IAF Kanada
beérdasarkan uji presipitasi yang menggunakan serum sapi potong
hasilnya tidak berbeda nyata. Hasil uji sensitivitas yang
mgnggunakan serum sapi potong antara perangkat antigen EBL galur
l1¢kal tidak berbeda nyata dengan produk IAF Kanada. Hasil uji
shesifisitas yang menggunakan serum sapi potong antara perangkat
antigen EBL galur 1okal tidak berbeda nyata dengan produk IAF
K
P
E

nada (p > 0,05). ‘
Saran yang perlu disampaikan bahwa untuk diagnosis dini

bnyakit EBL di Indonesia hendaknya digunakan perangkat antigen
8L, galur lokal.

,embaga Penelitian Universitas Airlangga, Kontrak Nomor : 014/
PZIPTD/DPPM/V/ZOOO, 15 Mei 2000)
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SUMMARY

EARLY KIT DIAGNOSTIC ENGINEERING FOR BOVINE LEUKEMIA (Sarmanu,
Yops Prijatna Dachlan, and Hasdianah Hasan Rohan, 2000; 26 Pages)

Bovine leucaemia (BL) has been long become a problem to
fakmers, since the disease causes high economic losses. Beside of
high mortality rate it is though to lowering productivity and
reproductivity. So far medication and vaccines has not been found
fo| the disease. Preventive measures for early diagnose have been
dohe by using imported EBL (Enzootic Bovine Leucosis) Gp60 and
cohsidered to be expensive and time consuming. Kit Engineering
rekearch was done for early diagnose of BL using EBL Gp60 antigen
ofl local strain, though to be more economic.
The objective of the research was to study Kit
Engineering for establishing early diagnose of BL using EBL Gpé0
antigene of local strain and comparing with the diagnostic kit
usling EBL Gp60 antigene of imported strain.
Research was done using explorative and completely
rahdomized design. Explorative design was conducted through out
celll, and virus propagation process, producing reference serum,
control serum. More over, completely randomized design was
ducted for titration process.

Data was analysed descriptively and antigen - antibody
titer differences betwesn imported and local strain of EBL Gpé0

s measured using X“ test. Result was considered to be
nificant if p < 0.05.

The use of EBL antigen of local and imported strains
duced by IAF, Canada for precipitation test using serum of
ef cattle was not significantly difference. Comparing the
sult of sensitivity test using beef cattle serum between
strumentation of EBL antigen of local strain and IAF, Canada
s also not significant. While the result of specificitas test

beef cattle serum using EBL antigen of local strain and in
cqmparison with IAF product from Canada was not sigficantly

dilfference (p > 0.05).
Recommendation needed, for. early diagnose of EBL,

deease in Indonesia, using EBL antigene of local strain.

0 £ 1K O

(Research Institute, Airlangga University. Agreement Number
0]4/PZIPTD/DPPM/V/2000, May, 15, 2000)
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang Permasalahan

Leukemia sapi adalah penyakit ganas yang disebabkan

9Qleh retrovirus. Virus leukemia menyerang Reticulo Endothelial

n

ystem (RES). Gejala yang menyolok penderita leukemia adalah
gembesaran kelenjar limfe dan 1limpa. Gejala lain adalah
pembesaran hati, ginjal dan jantung. Jumlah leukosit meningkat,

eosinofil juga meningkat, produktivitas dan reproduktivitas turun

—

Burny dan Mamerick, 1987).

Leukemia sapi bersifat endemik dan persisten, artinya
sekali terkena leukemia seumur hidup sapi tersebut menderita
lpukemia yang diakhiri dengan kematian. Penularan virus leukemia
bisa dari induk yang bunting ke fetus dan dari sapi satu ke sapi
lainnya. Penularan bisa juga terjadi antar jenis ternak misalnya
sapi, domba, kambing, babi, rusa, kerbau dan kuda (Ishino dkk.,
1988; Onuma dan Olson, 1981).

Kejadian leukemia sapi di Eropa berkisar antara 4-24,3%
déngan angka kematian berkisar antara 80-95%. Kerugian ekonomi
yang diakibatkan oleh penyakit leukemia sangat besar. Selain
angka kematian yang tinggi, produktivitas dan reproduktivitas
sapi sangat rendah (Miller dkk., 1976).

Kejadian penyakit leukemia sapi di Indonesia pertama kali

dilaporkan oleh Ressang dkk. (1986). Menurut laporan Dit. Keswan




1998) kejadian leukemia sapi di Indonesia kurang lebih 10%.

Pengobatan untuk sapi yang menderita leukemia sampai

ekarang belum ditemukan. Demikian pula vaksin untuk pencegahan
eukemia sampai saat ini juga belum ditemukan. Pencegahan
eukemia sapi yang dilakukan selama ini adalah dengan jalan
Karantina melalui diagnosis dini (Djafar, 1985).

Diagnosis leukemia sapi selama ini digunakan uji serologis

ilmunodifusi dengan kit (perangkat) antigen Enzootic Bovine

[

eucosis (EBL) Gp60 (Miller dan Maaten, 1979; Nakajima dkk.,
§985) . Antigen EBL Gp60 tersebut masih harus diimpor dengan harga
yjang mahal dan waktu tunggu yang lama. Pada hal untuk diagnosis
lfukemia dibutuhkan waktu dini agar penyebaran leukemia secara
mFluas dapat dicegah.

Berpangkal pada pemikiran tersebut di atas perlu
diilakukan penelitian tentang rekayasa kit diagnostik dini
lbukemia sapi dengan menggunakan antigen EBL Gp60 galur lokal.
Dengan digunakannya antigen EBL Gpé0 galur lokal ini diharapkan
1

bbih ekonomis, mudah diperoleh, promosi produk sendiri dan

mpncegah mutasi.

1L 2. Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian pada latar belakang permasalahan
tbrsebut disusun rumusan masalah sebagai berikut.
1| Apakah kit diagnostik leukemia dengan menggunakan antigen EBL

Gp60 galur lokal mutunya tidak berbeda dengan EBL Gp60 impor?




Kesamaan mutu kit antigen galur lokal dengan impor tersebut
ditentukan oleh titer antigen dan antibodi, sensitivitas dan

spesifisitas yang tidak berbeda.
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BAB II )

TINJAUAN KEPUSTAKAAN

.1. Leukemia Sapi

Leukemia sapi disebut pula Enzootic Bovine Leucosis atau
bvine Lymphotomatosis adalah penyakit ganas yang menyerang
eticulo endothelial system yang ditandai membengkaknya kelenjar

imfe, limpa, hati dan ginjal. Pada stadium preklinis biasanya

r

1

keadaan umum tidak terganggu, tetapi pada stadium akhir sekitar
8

D-95% penderita akan mati. Penyakit leukemia berjalan

p%rsisten, artinya sekali saja sapi terserang seumur hidup

mé¢nderita leukemia (Burny dan Mamerick, 1987).

Penyakit leukemia sapi pertama kali ditemukan di Jerman

pida tahun 1771 oleh Leiserin dengan gejala pembesaran limpa,

h3ti, ginjal dan kelenjar limfe. Dari Jerman penyakit menyebar ke

Swedia, Denmark, Rusia dan negara Eropa Timur. Karena

panyebarannya yang cepat sekarang banyak ditemukan di Amerika

(Miller dkk., 1976).

t
M
I
b

p
1

Di Indonesia leukemia pertama kali ditemukan Ressang pada
7hun 1957 di Bogor menyerang kerbau (Ressang dkk., 1986).
dnurut laporan Dit. Keswan (1998) kejadian 1leukemia sapi di
ddonesia kurang lebih 10%. Selanjutnya kejadian leukemia
drturut-turut dilaporkan Dharma pada tahun 1983 menyerang sapi
jranakan ongole di Banyuwangi. Prabowo pada tahun 1985 menemukan

ukemia di Bengkulu Utara juga menyerang sapi peranakan ongole.
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aharjo tahun 1988 menemukan isolat EBL di Lembang. Terakhir pada

ahun 1998 Balai Penyidikan Penyakit Hewan menemukan leukemia

sapi dengan metode diagnosis imunodifusi (Ditkeswan, 1998).

.2. Penyebab Leukemia Sapi

Penyakit leukemia sapi disebabkan oleh retrovirus yang
erupa partikel C dan secara morfologis menyerupai virus tipe C.
etrovirus leukemia mempunyai densitas 1,18 g/ml merupakan

l ikoprotein mempunyai epitop sama di seluruh regional.

Rétrovirus terdiri atas RNA 60s-70s berantai tunggal dan memiliki

enzim reverse transcriptase (Ferrer dkk., 1976).

3. Gejala Dan Penularan Leukemia Sapi

Gejala leukemia sapi yaitu adanya tumor kelenjar limfe,

limpa, hati dan ginjal. Selain itu produksi susu dan daging

turun, nafsu makan turun dan infertilitas (Trainin dkk.,

1990) .

Penyakit leukemia menular dengan cepat melalui

trnansportasi yang kurang baik antar pulau atau dari luar negeri.

Penularan terjadi dari sapi satu ke sapi lain dan dari induk ke

fdtus yang menyebabkan kematian saat dilahirkan. Penularan dapat

pula melalui serangga, kontak antar ternak sapi, domba, babi,

ruysa, kuda dan kerbau (Ishino dkk., 1988; Onuma dan Olson, 1981).

Banyaknya vektor sebagai penular, maka penyebaran leukemia sapi

sangat cepat.
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.4 . Diagnosis Dan Pengobatan Leukemia Sapi

Diagnosis leukemia sapi dapat dilakukan dengan melihat
jala klinis dan pemeriksaan laboratorium. Pemeriksaan
boratorium meliputi gambaran darah, complemen fixation test dan
ngan agar gel imunodifusi. Diagnosis dengan Iagar gel
unodifusi yang paling sering dilakukan, karena mudah
laksanaannya baik di lapangan maupun di laboratorium. Selain
) tidak memerlukan keahlian khusus. Adanya virus EBL di dalam

mposit ditunjukkan adanya garis presipitasi dalam agar gel

imhnodifusi (Miller dan Maaten, 1979; Nakajima dkk., 1985) .

hdala diagnosis dengan agar gel imunodifusi, antigen EBL Gpé60
5ih harus diimpor dengan harga yang mahal dan waktu tunggu yangd
ma. Untuk menghemat biaya dan waktu, maka dilakukan penelitian
ntang rekayasa kit diagnostik dini leukemia sapi dengan
nggunakan antigen EBL Gp60 galur lokal. Kit uji serologis
bnodifusi dengan menggunakan antigen EBL Gp60 galur lokal
rdiri dari antigen EBL murni, serum referen, serum kontrol
bitif, serum kontrol negatif, serum kontrol positif lemah,
han pengencer dan agar gel imunodifusi (Djafar, 1985).

Pengobatan untuk sapi yang menderita leukemia sampal
karang belum ditemukan. Demikian pula vaksin untuk pencegahan
wkemia sampai saat ini Juga belum ditemukan. Pencegahan
wkemia sapi yang dilakukan selama ini adalah dengan jalan

antina melalui diagnosis dini. Penyakit leukemia sapi bukan




zognosis, tetapi semua jenis sapi perah dan potong dapat

teyserang (Djafar, 1985).
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BAB III

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

L. Tujuan Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan dengan tujuan mempelajari

temtang rekayasa kit untuk diagnostik dini leukemia sapi dengan

megnggunakan antigen EBL Gp60 galur lokal dengan pembanding

kile diagnostik yang menggunakan antigen EBL Gp60 galur impor.

dj
1¢
d;

me

jol

2. Manfaat Penelitian

Manfaat hasil penelitian ini dengan ditemukannya kit
agnostik dini leukemia sapi dengan menggunakan EBL Gpé0 galur
Lkal diharapkan akan lebih ekonomis dan lebih cepat untuk
 agnosis leukemia sapi. Manfaat lain diharapkan dapat

ompromosikan produk sendiri dan sekaligus akan meningkatkan

bndapatan petani ternak.




BAB 1IV

METODE PENELITIAN

4.1. Tempat Dan Waktu Penelitian

Penelitian dikerjakan di Laboratorium Penelitian dan

Pgngembangan Pusat Veterinaria Farma, Surabaya. Penelitian

dillaksanakan mulai tanggal 10 Juli 2000 sampai dengan 10 Desember

2400.

4 ]2. Bahan Penelitian

Bahan penelitian yang digunakan terdiri atas cel line

fdtal lamb kidney, ovine lung dan spleen. Virus antigen EBL

idolat Lembang. Media RPMI, Eagle, DEAE dextran dan yeast

extract. Fetal calf serum, cellulose tubing, antibiotika,

tRiomersal, amonium sulfat, pospat bufer salin dan versen

£y

o]

m

e

'ypsin.

3., Alat Penelitian

Alat penelitian yang digunakan terdiri atas ultra

sTntrifuge, inverted microscope, stirer, freeze dried, puncher,

btol roux dan inkubator co2.

| 4. Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian untuk pembuatan kit dengan

enggunakan antigen EBL Gp60 galur lokal adalah rancangan

ksploratif.
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Untuk pengukuran titer antigen dan antibodi,

sePsitivitas dan spesifisitas digunakan rancangan acak lengkap.

Sebagai pembanding kit dengan antigen EBL Gp60 galur lokal

digunakan kit dengan antigen EBL Gp60 yang diimpor dari Kanada.

Kedua macam kit tersebut diuji cobakan kepada serum

sti dari Balai Inseminasi Buatan Lembang sebagai serum kasus dan

selrum kontrol diambil dari serum sapi sehat dari rumah potong

Pegirian Surabaya. Besar sampel untuk serum kasus dan kontrol

masing-masing 40 ekor, jadi total sampel serum sebanyak 80 ekor.

4

5. Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian yang dilaksanakan terdiri atas lima

tjhap yaitu.

1.| Pengembangan sel

2.| Pengembangan virus

3.| Pemurnian antigen

4 | Pembuatan serum referen dan serum kontrol
5| Uji titrasi

1] Pengembangan Sel

Pengembangan sel dilakukan menurut metode Johan (1975) .

Fetus sapi umur 3 bulan dan fetus kambing umur 1 bulan diambil

a

ari rumah potong Pegirian Surabaya. Paru-paru fetus sapi dan
injal serta limpa fetus kambing diambil. Ketiga jenis organ ini
imasukkan ke dalam kontainer yang berisi media eagle,

ﬁtibiotika dan dalam keadaan dingin dan steril dibawa ke
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laoratorium. Organ tersebut dicuci dengan pospat bufer salin,

dipotong menjadi ukuran kecil-kecil kemudian dilakukan

tripsinasi, diberi media tanpa serum dan disentrifuge dengan

ke¢epatan 1500 rpm selama 15 menit. Selanjutnya disaring dengan

saringan sel, disentrifuge lagi 1500 rpm selama 15 menit hingga

beksih. Endapannya diambil diberi media eagle 90%, ditambah calf

sefrum 10% dan dihomogenisasikan. Dikembangkan dalam botol roux,

dilinkubasikan sampai cell confluen 2 x 24 jam temperatur 37° cC

dan diperbanyak dengan spliting. Tiap botol roux diisi 5 x 10°

sdl/ml. Diinkubasi pada suhu 37° C selama 2 x 24 jam. Bila sel

tdlah penuh dipanen displiting melebihi pasase 50. Untuk melihat

m

ajakah sel sudah memenuhi syarat sebagai sel 1line dilakukan

tode karyo typing cell.

2| Pengembangan Virus

Untuk pengembangan virus digunankan sel line yang telah

dibuat pada nomor satu dengan menggunakan metode Burke dan Rovozo

(hos3). Sel yang konfluen dicuci dengan pospat bufer salin dan

diinokulasi virus 3-5 ml setiap botol roux. Diinkubasi pada

tlemperatur 379 ¢ selama 7 hari. Selanjutnya dilakukan uji

dterilitas dengan menggunakan nutrien agar dan serum agar. Bila

gteril tidak ada pertumbuhan kuman. Setelah steril diadakan

?ostulat Koch pada kambing muda, dilakukan titrasi, inaktivasi

dan inocuity test.

3. Pemurnian Antigen

Payment {1990) .

Untuk pemurnian antigen digunakan metode Trudel dan

Medium virus dipindahkan ke tabung sentrifuge dan
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didentrifuge kecepatan 4000 rpm selama 30 menit dengan suhu 4% c.

Sugernatan sel dipindahkan ke botol disedimentasi dengan amonium

sulfat dengan konsentarsi akhir 30% suhu 4° C selama 12 jam.

Di

m

entrifuge kecepatan 7000 rpm selama 30 menit dengan suhu 49 ¢,

Medium sel bagian atas dibuang dan endapannya dilarutkan dengan

aguia destilata 2-3% dari volume asal. Dimasukkan ke dalam

cellulose tubing dan didialise dengan larutan NaCl 0,85%.

Antigen

diambil dimasukkan ke dalam tabung plastik steril dan disimpan

pada suhu -70° C. Antigen yang diperoleh adalah antigen EBL Gpé0

gallur lokal.

4.| pembuatan Serum Referen dan Serum Kontrol

Pembuatan serum referen dipergunakan metode Harlow dan

Lahe (1988). Kelinci disuntik virus EBL 2 ml (1 ml virus EBL dan

1 Iml freund adjuvant) secara subkutan pada 10 tempat di daerah

punggung. Pada saat 58 hari kemudian diboster dengan dosis sama

dain dipanen 17 hari kemudian.

Pembuatan serum kontrol positif dilakukan dengan

mgnyuntikkan 2 ml virus EBL pada kambing muda secara subkutan

pada 10 tempat di daerah punggungd. Pada saat 28 hari kemudian

diboster dengan dosis sama dan dipanen 17 hari kemudian.

pembuatan serum kontrol positif dilakukan dengan

menyuntikkan 2 ml virus EBL pada kambing muda secara subkutan

pada 10 tempat di daerah punggung. Pada saat 28 hari kemudian

hasilnya dipanen.
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Serum kontrol negatif diambil dari kambing muda tanpa

untuk virus EBL.

Uji Titrasi

Untuk uji titrasi langkah pertama adalah pembuatan agar

iminodifusi. Buat lapisan tipis pada plate berdiameter 15 cm dan

dij

1,
Se
Se
te
ya
pr

mi

me

sgesifi

.k
be

nkubasi pada suhu 379 ¢. Pada agar dibuat sumuran. Sumuran 2,
Han 6 diisi dengan serum acuan masing-masing 0,05 ml. Sumuran
3 dan 5 diisi dengan serum uji masing-amsing 0,05 ml.
Llanjutnya diinkubasi pada temperatur kamar selama 24-48 jam.
riap kali pemeriksaan dibuat kontrol. Bila reaksi positif, akan
F'bentuk garis presipitasi terletak antara antigen dengan serum
hg diuji. Bila rekasi negatif tidak memperlihatkan adanya garis

bsipitasi (Millerx dkk., 1982).

6. Analisis Data

pata yang telah diperoleh disajikan secara deskriptif
salnya dalam pentuk tabel, gambar dan nilai persentase. Untuk
nguji kesamaan titer antigen dan antibodi, sensitivitas dan
sitas antara kit yang menggunakan antigen EBL Gpé60 lokal
in  impor digunakan uji X2 . Hasil uji tidak berbeda secara

.ymakna bila diperoleh harga p > 0,05 (Steel dan Torrie, 1984).




BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Setelah dilakukan' pengamatan,. pengukuran dan
pepghitungan secara seksama diperoleh hasil penelitian sebagai

belrikut.

5]1. Isolasi virus EBL Galur Lokal

Virus EBL yang didapat dari BPMSOH pasasi 15, diisolasi
dan diadakan uji postulat koch untuk mengetahui keberadaan EBL
tersebut. Dengan jalan menginokulasikan virus EBL pasasi 15 pada
blakan jaringan OL sampai dengan pasasi 29, diinkubasikan selama
s| - 7 hari. Hasil yang didapat pada hari kelima sudah mulai
thmpak adanya pertumbuhan CPE disertai dengan adanya kerusakan
sel yang mengelompok. Semakin tinggi pasasi virus ternyata masa
ilnkubasi yand diperlukan semakin pendek untuk menghasilkan CPE.
Hada pasasi 16 tampak CPE sekitar 50 % dengan masa inkubasi

lelama 6 hari. Setelah mencapai pasasi di atas 20, wmaka CPE

L.

terlihat lebih banyak sampal dengan 80 %, seterusnya pada pasasi

Hi atas 22 rata-rata CPE melebihi 90 % dengan masa inkubasi

belama 5 hari (Tabel 1).

Uji Postulat koch dilakukan dengan menyuntikkan virus
EBL pada domba muda dengan dosis 10 ml / sub kutan per ekor, yangd

disuntikkan pada bagian punggung. Dieramkan selama 7 - 14 hari

14
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Tabel 1. Hasil Inokulasi Virus EBL Pada Biakan Jaringan OL

e e e - as e S e S G P e e S N M W M T R S M N W W T e @I e
- En ar s R D AP P W G e e M M MR G A U R We SH ME R G G B WS W e = e =

Keterangan : + (angka persentase CPE

dah terlihat adanya gejala-gejala klinis dari penyakit EBL pada

dolmba tersebut (Tabel 2).

Tabel 2. Hasil Uji Postulat koch Virus EBL Pada Pembuatan Serum
Referen, Serum Kontrol Positif, Serum Kontrol Positif
Lemah, dan Serum Kontrol Negatif

Serum Referen pada . Serum Kontrol
Kelinci pada Domba Muda
Gejala Yang Perlakuan Kontrol Positif Positif Negatif
Timbul Lemah
Pembengkaan
Kelenjar Getah + + + - + + -
Bening
PEmbengkaan
Hahti Penebalan + + + - + + -
Sub Mucosa
Lhmbung (Ulce- + + + - + + -
rasi)
Jumlah sel
Limgosit/m * kK * 11.762 9.836 4.010
M

keterangan : * tidak dihitung
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J2. Titrasi Virus EBL

Virus EBL dari hasil inokulasi pada biakan jaringan OL
ikumpulkan menjadi 1000 ml, dari 10 botol roux besar. Setelah

ipisahkan dari debris sel dengan jalan dicentrifuge pada 1.500

rpm selama 15 menit, maka virus EBL dititrasi. Dari hasil titrasi

d

T

idapat titer yang tinggi dimulai dari pasasi 22 yaitu 1074

JiDggq - Sedangkan pada pasasi 16 titer masih rendah yaitu 1044

TQIDgg . Sedangkan titer yang paling tinggi di sini adalah pada

p

m

sasi ke 29 vyaitu 1082 TCIDg. Titrasi dilakukan pada

ilkroplate 96 sumuran, dengan pengenceran ten fold dilution

{(Tabel 3).

Tabel 3. Titrasi Virus EBL Pada Biakan Jaringan OL

[

iakan 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 26 28 29

OL

Masa

nkubasi 6 6 5 5 S 4 4 3 3 2 2 2 2 2
(hari)

Jumlah

stispensi 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Virus

.........................................
..............................................
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3. Titer Antibodi

Uji serum netralisasi digunakan untuk mengetahui harga

sefsitivitas dari antigen EBL galur lokal dan antigen produk IAF

Kanada.

Hasil sensitivitas dan spesifisitas yang didapat dari

antigen EBL galur lokal dan antigen EBL IAF Kanada adalah sama,

yajtu 97, 50 % (Tabel 4).

Tabel 4. Hasil Presipitasi Perangkat Antigen EBL Galur Lokal Dan

S.

EBL IAF Kanada

.-——_--___--.._—-——--——--—--_——----—----—___..____-——_-.

Galur EBL
Presipitasi  -------=--------=----------eooomsSooomoTS
Lokal IAF Kanada
Negatif 1 (2,50 %) 1 (2,50%)
Positif 39 (97,50 %) 39 (97,50%)
Jumlah 40 (100 %) 40 (100 %)

r. Innocuicity Test

Digunakan untuk mengetahui apakah virus tersebut sudah

inpktif.

Dilakukan pada sel monolayer, virus yang sudah inaktif ditanam
pada sel kemudian diobservasi adanya CPE, bila inaktif harus

tidak terbentuk CPE, dilakukan sampai dengan transfer ke 2




18

hasilnya harus baik (negatif CPE).

Dilakukan pada anak tikus umur 5-7 hari, virus inaktif
disuntikkan pada anak tikus sebanyak 0,02 - 0,03 ml/ekor
diobservasi selama 5 hari, harus tidak ada kematian dari anak-

anak tikus tersebut (hasil innocuity baik).

5.5. Uji Ouchterlony Antigen EBL Galur Lokal

Antigen EBL galur lokal yang telah dimurnikan diuji

sdberapa kepekatan yang terkandung di dalamnya. Pengujian ini

urjtuk mengetahui berapa banyak antigen EBL yang akan digunakan

dqdlam perangkat tersebut. Sehingga tidak terjadi kelebihan

antiéen di dalam pemakaian bahan perangkat. Antigen EBL yang akan

diluji diencerkan 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; dan 1:32 dimasukkan ke

dﬁlam sumuran agar ouchterlony masing-masing 0,05 ml tiap

sumuran. Dibuat 7 sumuran yang terdiri dari 1 sumuran di bagian

tedngah diisi dengan 0,05 ml serum positif EBL dan 6 sumuran di

b#gian tepi diisi masing-masing dengan 0,05 ml antigen yang telah

dilencerkan. Didapatkan hasil positif sampai dengan pengenceran

1l

432; yang berarti 1 bagian antigen murni ditambah dengan 32

b#gian PBS + sebagai bahan pengencexr yang dapat digunakan dalam

5

pﬁrangkat (Tabel 5).

J6. Uji stabilitas

Perangkat antigen EBL galur lokal dan produk import

ditempatkan pada temperatur kamar (25°c - 30°C) pada 1,2,3 dan 4
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Tﬁbel 5. Uji Ouchterlony Pada Antigen EBL Galur Lokal

No. Antigen pengenceran Kontrol
Perlakuan 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

1 + + + + + + -

2 + + + + + + -

3 + + + + + + -
Keterangan :

H-

terbentuk presipitasi

tidak terbentuk presipitasi

mihggu. Kemudian dilakukan uji ulang presipitasi pada agar
oukbhterlony dengan prosedur dan serum yang sama; didapatkan hasil
wafrna yang baik, tidak ada perubahan pada materi perangkat
antigen EBL galur lokal dan produk impor. Dengan uji ouchterlony,
digapatkan hasil yang sama dengan hasil uji ouchterlony
sepelumnya.

Pada uji Postulat Koch virus EBL galur 1lokal dengan
jallan menyuntikkan virus EBL vyang ditambahkan Freund Ajuvant
sepanyak 4 ml dengan perbandingan sama pada bagian punggung
setara sub kutan; setelah melalui masa inkuﬁasi 28 hari seperti
Hepato megali, pembesaran lambung dan terlihat adanya nanah yang

mehgeras dan padat, berwarna putih kekuningan (Miller et al.

1976) .




20

Virus EBL terlihat memang lebih sensitif terhadap

bilpkan jaringan OL, terbukti dimana semakin tinggi pasasi virus,

maka semakin tinggi pula titer virus dan semakin tinggi pasasi

vijrus maka semakin pendek pula masa inkubasinya, karena disini

vifrus sudah adapted. Virus pada pasasi 15 dengan masa inkubasi

seflama 6 hari CPE yang ditimbulkan adalah 50 %, virus dengan

pa
50
vi
inl
dit
set
se

Tet

sasi 16 masa inkubasi selama 6 hari CPE yang ditimbulkan juga
% dan titer virus pada pasasi 16 adalah 104:4 TCIDg,. Tetapi
rus pada pasasi 21 sampai dengan pasasi 29 terlihat masa
rubasi yang makin lama makin pendek tetapi jumlah CPE yang
fimbulkan semakin meningkat, demikian pula dengan titer virus,
hakin tinggi pasasinya maka semakin tinggi pula titer virusnya;
erti pada pasasi 29 titer virus dapat mencapai 108/2 TCIDgg -
api titer virus yang dianggap mulai adapted disini adalah pada

asi 24 sampai dengan pasasi 28 yaitu 107+8, virus pada pasasi

tetrsebut nantinya yang dic-nakan dalam pembuatan perangkat

anigen EBL galur lokal. Pada pertumbuhan virus EBL dalam biakan

jagingan OL terlihat adanya perubahan pH media dengan disertai

perubahan warna media. Di dalam biakan jaringan OL yang cofluent

(penuh), warna media kekuningan dan pH media rendah (asam)

bedkisar 6,4 - 6,6. Dengan adanya pertumbuhan virus EBL di dalam

bigkan jaringan OL, warna Media berubah menjadi merah dan terjadi

kerjaikan pH media (basis) menjadi 7,0 - 7,4, yang berarti adanya

. perntumbuhan CPE pada
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Pada uji keamanan (innocuity test) terlihat tidak
'dapat pertumbuhan CPE pada biakan jaringan OL, walaupun telah
ransfer sebanyak dua kali hasilnya tetap negatip. Demikian
a uji keamanan pada anak tikus umur 5 sampai 7 hari, tidak
dapat kematian dari anak-anak tikus tersebut; yang menandakan

igen EBL ini aman untuk digunakan. Pada pembuatan serum

refleren digunakan hewan kelinci, sesuai dengan pernyataan Harlow

and Lane, 1988 vyang menyatakan bahwa untuk mendapatkan serum

refleren yang baik digunakan hewan kelinci; karena faktor

sudeptibility. Selain itu dosis yang digunakan harus tepat yaitu

4 Tl' Campuran 2 ml virus EBL galur lokal ditambah 2 ml Freund

adj

sec

yvant, disuntikkan pada 6 tempat di daerah punggung kelinci

bra Sub kutan. Pemberian dosis yang tepat untuk menghindari

tergadinya imunotoleran (bila dosis terlalu kecil) atau imuno

supfpesif (bila dosis terlalu besar). Penambahan adjuvant di dalam

virtis EBL pada penyuntikan kelinci, akan mempertinggi produksi

ant

(19

i bodi.
Untuk mendiagnosis penyakit EBL menurut Miller et al.

76), dapat dilakukan immunodiagnosis dengan uji ouchterlony

dan| inipun sama seperti yang dikerjakan peneliti yang terdahulu.

Dim¥na hasil dari uji ouchterlony pada kedua Perangkat antigen

EBL|galur lokal dan perangkat antigen EBL produk IAF Canada ini

tidhk berbeda yaitu 1 ekor positip EBL (1,25%) dengan

terbentuknya garis preipitasi berarti terjadi keseimbangan

antigen dan antibodi spesifik ; 79 ekor negatip (98,75%). Hal ini

sesyai dengan perjanjian yang telah disepakati pada konferensi
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hyakit EBL di Copenhagen tahun 1979, bahwa untuk diagnosis
1wyakit EBL adalah dengan menggunakan immunodiagnosis melalui
ouchterlony dengan melihat adanya garis presipitasi (Miller
al., 1976; Trainin et al., 1990).

Pada uji ouchterlony yang diencerkan 1:2; 1:4; 1:8;

:16; dan 1:32; didapat hasil positip sampai dengan pengenceran 1

32, yang berarti untuk penggunaan antigen dapat diencerkan 1

bagian antigen ditambah dengan 32 bagian PBS*. Pengenceran hanya

sampai 1/32 karena pada pengenceran tersebut sudah memenuhi

peysyaratan, sesuai pernyataan Martin 1978 dan Suguira 1982,

dalam menggunakan antigen sebaiknya diencerkan pada kisaran

perppandingan 1 : 8 sampai 1 : 32; untuk mencegah terjadinya

ketlidakseimbangan antigen dan antibodi pada uji ouchterlony.

Haslil uji stabilisasi antigen EBL galur lokal yahg ditempatkan

Pa

temperatur kamar (26°c - 30°C) pada 1, 2, 3, dan 4 minggu,

mashih stabil karena sesuai pernyataan Miller et al., (1976) bahwa

virlhis EBL masih tahan hidup pada temperatur 30°cC.

Hasil sensitivitas dan spesifisitas adalah 97,50 %,

berprti penelitian ini mempunyai nilai sensitiv dan spesifik yang

baik. Perangkat antigen EBL galur lokal yang tidak berbeda deﬁgan

perhngkat antigen EBL produk IAF Kanada sependapat dengan Onuma

dan| Olson (1981).




BAB VI

SIMPULAN DAN SARAN

6.1, Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan simpulan

yang diambil adalah sebagai berikut.

berangkat antigen EBL galur lokal dan produk IAF Kanada
berdasarkan uji presipitasi yang menggunakan serum sapi potong
hasilnya tidak berbeda nyata.

Hasil uji sensitivitas yang menggunakan serum sapl potong
antara perangkat antigen EBL galur lokal tidak berbeda nyata
dengan produk IAF Kanada.

Hasil uji spesifisitas yang menggunakan serum sapi potong
dntara perangkat antigen EBL galur lokal tidak berbeda nyata

dengan produk IAF Kanada.

.24 Saran

Berdasarkan simpulan tersebut saran Yyang perlu

disdmpaikan adalah sebagai berikut.

Untuk diagnosis dini penyakit EBL di Indonesia hendaknya

digunakan perangkat antigen EBL galur lokal.

MilL IR
PERPUSTIARAAN
I BNIVERSH(AS AIRLANG
| . 1% W A
~ HADBDAIL
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Lampiran 1. Uji %2 presipitasi Perangkat Antigen EBL Galur Lokal
Dan EBL IAF Kanada

------------ CROSSTAB / CHI-SQUARE TESTS ---=------""-"""""

LOKAL KANADA TOTAL
. et i Fim pmm—mm——=-
i L 2
T1E 1.25 1.25 2,50
50.00 50.00
2.50 2 .50
e ittty o= gom=mmm—=-
39 39 78
TIF 48.75 48.75 97.50
50.00 50.00
97.50 97.50
S el ey pommmmm—— gmmmmm——=-
)TAL 40 40 80
50.00 50.00 100.00
SJQUARE WITH CONTINUITY CORRECTION FACTOR = .513, PROB.= .4739
SQUARE WITHOUT CONTINUITY CORRECTION FACTOR = .000, PROB.=1.0000

= 1

:D VALUES (Cell format: count/ percent:total/ percent : row/ percent:col)
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