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RINGKASAN

Penelitian ini diadakan untuk mengkaji perbandingan dari pembuatan dan
penggunaan Perangkat antigen J<Bl. galur lokal dengan Perangkat antigen IBL.
produksi [AF Canada . melalui uji onchterlony dengan melihat adanya gans
presipitasi; uji sensitivitas; dan uji spesifisitas. Dalam hal ini bertujuan untuk
memudahkan cara mendapatkan Perangkat antigen LBl . Selama ini Perangkat
antigen /<B/. didapat dengan jalan meng imporl dari luar negeri, dengan harga yang
cukup mahal dan memakan waktu yang lama untuk sampai ke tempat tujuan.
Terkadang sapi sudah banyak yang mati. Perangkat antigen B/, belum juga datang.
Penyakit /<BL. yang persisten, ganas, dan menular cepat, serta menyebabkan kerugian
ekonomi yang cukup tinggi. Sampai saat ini belum ditemukan vaksin maupun
pengobatannya. Satu-satunya cara untuk mencegah penularan penyakit dan letupan
wabah adalah dengan Karantina ketat dan Scrining melalu diagnosis  dini
menggunakan Perangkat antigen /81,

Perangkat antigen J<Bl, terdiri dari 1 vial antigen 181 scbanyak 3 ml, 1 vial
serum referen sebanyak 10 ml. 1 vial scrum kontrol positip, | vial scrum kontrol
positip lemah, dan | vial serum kontrol negatip; masing-masing sebanyak I ml.
Dalam satu kotak Perangkat antigen /8. ini dilengkapi pula dengan pelarut yaitu

PBS " gebanyak 20 ml serta agar untuk uji ouchterlony sebanyak 100 ml.

viil
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Jenis penelitian yang digunakan untuk membandingkan Perangkat antigen
J:Bl. galur lokal dan produk 1AF Canada adalah percobaan sungguhan (true
experiment). Penelitian ini bersifat obsevasional komparatif. Pola ini terdiri dan tiga
faktor vaitu : faktor presipitasi dengan uji ouchterlony, faktor sensitivitas dengan uji
GN fest . serta faktor spesifisitas antara ikatan antigen dan antibodi spesifik.

Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa Perangkat antigen /B[ galur lokal
tidak berbeda dengan Perangkat antigen [:BL. produk IAF Canada; dalam hasil
pengujian pada 80 serum sapi lapangan yang diperoleh dari BIB Lembang, BIB
Cipelang, serta serum sapi dari Gianyar Bali. Didapat hasil tidak berbeda pada uji
ouchterlony, presipitasi positip satu ckor (1,25 %) dan negatip 79 ekor (98,75 %).
Hasil sensitivitas adalah 98,75 % serta spesifisitas 98,75 %.

Dalam hal ini disimpulkan bahwa Perangkat antigen /<B/. galur lokal tidak
berbeda dengan Perangkat antigen I:Bl. produk IAF Canada. Sehingga Perangkat
antigen /B[, galur lokal dapat digunakan untuk diagnosis dini penyakit /B di
Indonesia khususnya. Dalam hal ini sangat membantu petani  peternak untuk
meningkatkan produksi peternak sapi, terutama membantu program pemerintah
dalam hal pencegahan pencegahan perluasan penyakit /31, dan letupan wabah,
schingga dapat mencegah kerugian ckonomi yang cukup tinggi.

Untuk penelitian selanjutnya, sebaiknya diadakan penclitian pembuatan

vaksin /<81, dari sub unit protein /281, yaitu glykoprotein 60 (Gp o) galur lokal.
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ABSTRACT

Enzootic Bovine Leucosis (/ZBL) or cattle leucemia, or Bovine
Lymphocytomatosis is a progressive and fatal discas in cattle. It is caused by
Retrovirus C particel and not to be zoonotic. The diase is very contagious in cattle
and buffalo through insect bite and individual contact. Infection may be sub clinic.
Ussally incubation period of on ang half years, about 70-95% of diseased animals
will die : causing high economic losses.

The therapy for the disease has not been found yet. But for preventive action
may conduct strict quarantine procedure, do not import cattle from infected area and
doing prompt diagnosis.

The discases may be recognized from clinical signs, serological test using
agar gel immunoddiffusion (AGID), Complement fixation test (CFT) and the blood
pathology picture. Immuno Diagnostic test of AGID gel Immunodiffusion is the most
frequent method to be done.

Because of the difficulties in getting L2BL, kit antigen, an effort will be done
to get the antigen kit. It is hopped that th disease can be prevented as early as
possible.

The formulation for antigen kit £B/,, was made by inoculating /B[, virus in
ovine lung cells, vero cells or foetal kidney lamb cells to produce control positive
serum and weak control positive serum FBL virus was inoculated in to rabbit to
produce reference serum, and the negative serum was taken from a healthy sheep.
(Antigen kit £BL kit is kept in one box containing antigen, positive control serum.
weak positive control serum, negative control serum, reference scrum and diluent)

Key words : Virus LB1.
Sel OL
Uji Ouchterlony (AGID)
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1.1. Latar Belakang Permasalahan

Menurut Dirjen Peternakan setiap tahunnya Indonesia mendatangkan
stok sapi import sebanyak 70.000 ekor. Sedangkan stok sapi import yang masth
ada 36.000 ekor. Indonesia berusaha mengimport sapi bunting dan membentuk
kawasan sapi tertentu di Madura dan di Bali. Angka kelahiran sapi pertahun
| 6 sampai 1,8 juta ekor, populasi sapi terdiri dari 70 % sapi jantan dan 30 %
sapi betina. Dari 30 9% sapi betina tersebut, 60 % masih produktif. Sampai saat
ini Indonesia sudah mempunyal populasi ternak sapi sebanyak 12 juta ekor.
Empat setengah sampai dengan lima juta adalah sapi betina yang produktif.
Pada tahun 2000 nanti diharapkan Indonesia sudah bisa swasembada daging
khususnya. Upaya untuk swasembada ini diantaranya meningkatkan populasi
sapi potong melalui penyediaan bibit unggul dan menyediakan sapi betina yang
produktif yang bebas penyakit (Dirjen. Nak pada Seminar Nasional 20 Oktober
1999 di FKI1 Unair).

Qalah satu masalah yang menghambat terwujudnya swasembada
penyediaan sapi potong yang bebas penyakit di Indonesia ialah penyakit

Enzootic Bovine Leucosisi (EBL). Penyakit ini telah diberitakan pertama kali di
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Indonesia pada tahun 1957 oleh Resang pada kerbau di Bogor (Resang, 1976).

Penyakit Enzootic Bovine Leucosis (EBL) pada sapi disebut pula Carile
Leucemia. Bovine Lymphosarcoma, Bovine Lymphocymatosis atau Leukemia
sapi (Ferrer eral.. 1976).

EBL pertama kali ditemukan tahun 1771 pada sapr potong di Jerman
Utara oleh Leiserin (Miller er al., 1976). Pada tahun 1885 di daerah Timur
Laut Jerman banyak sapi yang mati secara tiba-tiba. dimana sapi yang tadinya
terlihat sehat. kemudian mati tanpa gejala klinis. Pada awal abad itu
Siedamstratsky dari Jerman Utara mengadakan penelitian pada sapi-sapi yang
mati karena penyakit EBL tersebut. Ditemukan adanya perubahan patologis-
anatomis. seperti adanya pembengkakan menyolok pada semua kelenjar getah
bening, pembesaran hati, ginjal, limpa, jantung. dan uterus, penebalan tidak
merata di sub mucosa lambung, terutama bagian pilorus. ke usus disertai
uleerasi. Dimana bila diseksi pada bagian yang bengkak tersebut ditemukan
adanya pus (nanah) kental. padat berwarna putih kekuningan. yang merupakan
masa tumor karena Lymphocytosis persistant (Resang dkk., 1986).

EBL pada mulanya banyak ditemukan di Jerman Utara. Swedia Selatan
dan Denmark. Karena tindakan pemberantasan yang radikal maka penyakit
1:BI. di negara-negara tersebut dapat berkurang. Pada tahun 1956 penyakit LBL

dinvatakan dapat menular cepat dan ganas.
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Penyebab penyakit ini adalah virus EBL berenvelop yang merupakan
'}l'erm-\.'irus yang dapat menimbulkan lekosis atau leuhemogenik. Struktur
protein yang terpenting adalah glikoprotein yang mempunyal berat molekul
60.000 (Gp60). Di bawah elektron mikroskop berupa partikel tipe-C,
mempunyai epitop yang sama di daerah manapun juga, dan tidak menular pada
manusia (Trainin et al., 1990).

Sampai sckarang penyakit 1Bl m;asih ditemukan di negara-negara
Belgia, Canada, USA, Rusia, Negara-negara Eropa Timur dan Australia
(Burney, 1987).

Di Indonesia £BL diduga masuk bersama sapi yang datang dari
Australia. Pada tahun 1983 Dharma menemukan penyakit EBL pada sapi
peranakan Onggole di Banyuwangi. Pada tahun 1985 Prabowo melaporkan
pula adanya penyakit EBL yang ditemukan pada sapi peranakan Onggole di
Bengkulu Utara. Pada saat itu dalam daerah yang berstatus Endemik, frekuensi
penyakit dapat mencapai 30-100 kasus per 100.000 ekor sapi. Dan bila ada
sapi yang terserang penyakit EBL Kronis dalam scbuah peternakan, maka
diperkirakan 1% - 5% dari jumlah sapi yang ada akan tertular EBL (Dirjen
Nak. 1977: Djatar dkk, 1985). Karena penyakit £BL dapat menular secara
vertikal dari induk ke fetus yang masih di dalam kandungan, maupun sccara

horisontal melalui kontak langsung, air kemih. alat suntik ataupun melalui
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serangga penghisap darah seperti lalat Tabanus dan Hippobosca Miliensis.
EBL dapat pula menular dari sapi ke hewan lain seperti kuda, domba, kambing,
babi, rusa dan kerbau (Resang, 1986; Cockerel et al., 1986). Penyakit EBL
adalah penyakit yang latal dan ganas, penyerang susunan reticula-endotel
(RES) mempunyai masa inkubasi yang cukup panjang lebih kurang 1% tahun
sampai 2 tahun. Pada sapi yang terinfeksi berat tampak jumlah limfosit yang
meningkat sccara sedang atau menyolok. Dimana pada sapr yang normal
terlthat jumlah limfosit berkisar 4-6 ribu sel per mm? (Nakajima e al . 1982)
Infeksi biasanya berlangsung secara sub-klinis, dan pada stadium preklinis
keadaannya umum  tduk  terganggu. Setelah masa  inkubasi diperkirakan
80-95% dari sapr tertular £BL akhirnya akan mati. Sehingga menimbulkan
kerugian ekonomi yang cukup tinggi (Nac Donald et al., 1976 Miller et al.,
1979).

Pengobatan maupun vaksin sampai saat ini belum ditemukan (Miller
el al.. 1976 Boisseau er al., 1981; Sugiura er al., 1982). cara pencegahan
penyakit £BL i adalah udak mendatangkan sapi-sapi dari daerah bagian
negara yang tertular, karantina yang ketat dengan pemeriksaan laboratorium
yang teliti. Menggunakan diagnosis dini melalui skrining terhadap sapi-sapi
yang baru datang dari luar dengan uji serologi agar difusi (Resang. 1986:

Ishino er al, 1988). Selama ini untuk pengujian terhadap penyakit £BL
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dikerjakan oleh Balai Penyidik Penyakit Hewan (BPPI) yang ada di seluruh
Indonesia. Ada tujuh BPPH di Indonesia terdiri dari BPPH Wilayah | berpusat
di Medan. BPPH wilayah 11 di Bukittinggi, BPPH Wilayah 11 di Tanjung
Karang. BPPH Wilayah 1V di Yogyakarta, BPPH Wilayah V di Banjar Baru
Kalimantan. BPPH Wilayah VI di Bali dan BPPH Wilayah VII di Maros
Ujung Pandang. Cara pengujian yang dilakuklzan dengan uji serologi agar difusi
menggunakan K/7" fest EBL produksi import (Dirjen Nak, 1977: BPMSOH.
1990).

Dewasa ini penyakit 8L cukup meresahkan petani peternak maupun
pengusaha peternakan sapi ataupun instansi yang terkait, karena dapat
menimbulkan kematian sapi secara mendadak tanpa menunjukkan gejala-
gejala klinis yang jelas, dan bersifat persisten. Dimana sekali saja sapi terkena
infeksi £BL, maka infeksi berlangsung seumur hidup sampai menimbulkan
kematian pada sapi tersebut (Dirjen Nak, 1977 Resang, 1986).

Kejadian penyakit EBL selalu dimonitoring oleh BPPH seluruh
Indonesia. kemudian dilaporkan ke Pusat. Menurut laporan BPPH Ujung
Pandang pada tahun 1985 ditemukan 7 sapi yang positit EBI. dari 78 ckor sapi
jenis Sahiwall Cross yang diperiksa. Sapi jenis Sahiwall Cross ini didatangkan
dari Selandia Baru. Dart hasil pemeriksaan tersebut menggunakan antigen Kf/ '

Bovine Leucemia  glycoprofein 60 asal ovine lung Cell line, produks:
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PITTMAN-MOORE, USA (Djafar dkk.. 1985). Pada tahun 1988 dari BPPH
Yogyakarta dilaporkan pula adanya sapi yang positit' £BL sebanyak 3 ekor dart
30 serum lapangan yang diperiksa (+ 10%). Pada tahun yang sama Raharjo
dari Balai Pengujian Mutu Sertifikasi Obat Hewan (BPMSOH) menemukan
isolar positil £BL dari sapt fapangan di Lembang Jawa Barat (BPMSOILL
1990). Pada tahun 1998 dilaporkan kembali dari BPPH Yogyakarta ditemukan
sapi yang positif LBL sebanyak 12 ekor dari 27 serum lapangan yang
diperiksa. Pemeriksaan menggunakan antigen rest KIT EBL Glycoprotein 60)
produksi IFFA  MEUREUX Perancis (BPPH  Yogyakarta, 1998 dan
lampiran 13). |

Diagnosis penyakit dapat dilakukan melalui gambaran darah, uji
komplemen fiksasi (CFT). dan uji serologi menggunakan agar difusi (Boisseou
eof al.. 1981). Tetapi diagnosis yang umum dan lebih sering digunakan baik
oleh peneliti yang terdahulu maupun pada saat sckarang adalah dengan uy
serologl  presipitasi (agar difusi). menggunakan perangkal antigen 12631,
Penggunaan u)i serologi agar difusi ini. sesuai dengan perjanjian para ahli 787,
yang disepakali pada seminar EBL di Copenhagen Jerman tahun 1985 (Miller
ef al.. 1972: Baliga et al.. 1970; Driscol. 1977). Perangkat (KIT) antigen EBL
yang digunakan untuk pengujian penyakit EBL pada umumnya berisi antigen
ERL mumi. serum referen untuk pengujian, serum kontrol POSItip, serum

kontrol positip lemah, serum kontrol negatip, pengencer buffer dan ada pula
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yang dilengkapi dengan agar difusi. Tergantung dari kebutuhan masing-masing
produsen (Yasutomi ef al.. 1987). Bila uji serologi untuk mendeteksi antibodi
dengan agar difusi ini membentuk garis presipitasi yang jelas, berarti sapi
tersebut diduga positif EBL. Karena adanya keseimbangan antara antigen dan
antibodi yang saling berikatan, maka akan terbentuklah garis presipitasi di
dalam agar ditusi. Yang berarti sebagian besar virus antigen £BL. berada di
dalam limfosit dan infeksi baru saja terjadi. Sehingga diagnosis dini melalu
skrining sangatlah diperlukan (Sugiura ef al., 1982).

Selama  ini Indonesia masih harus mengimport (mendatangkan)
perangkat antigen EBL. Disamping harganya yang cukup mahal, juga harus
menunggu lama sampal berbulan-bulan perangkat tersebut baru sampai di
tempat. Dikhawatirkan sapi sudah banyak yang mati karena penyakit EBL,
apalagi bila sampai terjadi letupan wabah, namun perangkat antigen EBL
belum datang, terutama untuk daerah-daerah yang jauh dari jangkauan kota.
Kendala yang lain yang mungkin pula terjadi adanya kerusakan-kerusakan
pada punikcl-panikel di dalam kandungan bahan perangkat tersebut, yang
dapat menyebabkan false diagnosis karena terlalu lama di dalam perjalanan.

Berdasarkan  permasalahan terscbut di atas. peneliti bermaksud
melakukan penelitian tentang pembuatan dan penggunaan perangkat antigen
EBL galur lokal yang akan dibandingkan dengan perangkat antigen EBL

produk import yang ada di pasaran. Penggunaan galur lokal mengingal laktor
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geografis tidak lepas dari faktor mutasi, lebih efekuivitas, lebih ekonomis
karena produksi dalam negeri dan bisa didapatkan dalam waktu yang relatif
singkat dengan harapan penularan penyakit £8/. dapat dicegah sedini mungkin
dan terhindar dari letupan wabah penyakit. Virus E£BL yang dipergunakan
adalah virus EBL galwr lokal pasasi 15 yang sudah adapted. didapat dan

BPMSOH Gunung Sindur Bogor.

1.2. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang permasalahan di atas maka dapat disusun
rumusan masalah seperti yang di bawah i

(g9

1. Apakah ada perbedaan hasil uji ouchterlony agar dari perangkat antigen
EBL galur lokal dengan perangkat antigen EBL Produk IAF Canada
yang (elah dipasarkan 7

1.2.2. Apakah ada perbedaan sensitivitas dengan uji Serum Netralisasi di

antara kedua perangkat antigen £BL tersebut ?

ol

Apakah ada perbedaan spesifisitas dengan uji ikatan antigen — antibodi

spesifik di antara kedua perangkat antigen EBL tersebut ?

1.3. Tujuan Penelitian

.31 Tuyuan Umum

Untuk mengetahui apakah perangkal anugen £BL galur lokal yang
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dibuat dengan menggunakan virus EBL galur lokal dapat memberikan
hasil yang minimal mendekati atau sama dengan perangkat antigen EBL

yang telah dipasarkan.

1.3.2. Tujuan khusus

| Isolasi dan identifikasi virus EBL galur lokal..

2. Karakterisasi dan purifikasi virus EBL.

3. Mengembangkan virus EBL dalam biakan jaringan OL untuk pembuatan
antigen EBL, serum referen, serum kontrol positip, serum kontrol positip
lemah, dan serum kontrol negatip.

4 Membandingkan hasil uji ouchterlony, hasil uji sensitivitas, hasil uji
spesifisitas dari Perangkat antigen EBL galur lokal dan produk [AF
Canada.

1.4. Manfaat Penelitian
1 Untuk scrining, pengawasan terhadap sapi-sapi import khususnya,

mencegah masuknya penyakit dari luar.

2

Membantu petani peternak meningkatkan pendapatannya.

3. Untuk penghematan biaya, memakai produk dalam negeri, sekaligus
mempromosikan produksi sendiri, mudah mendapatkannya sewaktu-waktu
diperlukan. i

4 Untuk membantu memberikan informasi pada Dirjen Peternakan mengenal

'i
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gambaran dan peta penyakit EBL, mulai dari jenis sapi, kelompok jenis
kelamin, kelompok umum, sehingga lebih memudahkan dalam pengawasan
penyakit £BL, terutama di daerah sumber ternak dengan harapan dapat
meningkatkan produksi dan produktivitas ternak sapi per=h dan ternak sapi
pedaging.

5 Memberikan sumbangan informasi  dalam  perkembangan ilmu

pengetahuan.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Sejarah perkembangan imunologi

Pada saat ini imunologi mengalami perkembangan yang sangat pesat,
terutama dalam penyempurnaan pencegahan, diagnostik dan pengobatan dari
suatu penyakit. Perkembangan variolasi dimulai sejak abad ke-18. Teknik
tersebut merupakan usaha pencegahan terhadap penyakit cacar, teknik ini
dilakukan dengan cara menggores kulit orang yang sehat, kemudian dibubuhi
bubuk yang berasal dari penderita cacar yang tidak parah. Kemudian cara ini
dilarang karena membahayakan, dan kadang-kadang menimbulkan kematian.

Edward Jenner pada tahun 1749-1823, mencoba menggunakan bibit cacar
dari sapi (vacca), yang ditularkan kepada manusia, ternyata cara ini dapat
memberikan hasil yang lebih aman dan efektif dalam penanggulangan penyakit
cacar. Karena itu maka istilah variolasi diganti dengan vaksinasi (Subowo,
1993 ; Dwyer, 1994). Di bidang kedokteran, perkembangan imunologi, telah
melahirkan berbagai cabang ilmu seperti imunopatologt, imunogenetik,
imunologi tumor, imunologi transplantasi, dan imunokimia. Sedangkan cabang

imunologi yang relatif baru adalah psikoneuroimunologl, yang dipelopori oleh

11
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Robert Ader pada tahun 1980.

Pengembangan diagnostik mengalami kemajuan yang sama, di mana
ditemukannya suatu teknik pembuatan antibodi monoklonal oleh Georges
Kohler dan Cesar Milstein pada tahun 1975. Ditemukannya ujl serum
netralisasi.  RIA, ELISA, agar difusi serta uji-uji diagnostik lainnya.

mengimbangi perkembangan (cknologi yang ada (Miller e al.. 1976 . Castel

etal. 1993). /

P -

- $
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/ up\‘.ﬁ’% P,'."{. .
2.2. Dasar — dasar Imunokimia \ il 1.3
e

221, Interaksi antigen—antibodi in vitro
Interaksi antigen-antibodi in vitro yang merupakan dasar imunokimia
dapat dibagi dalam dua kategori yaitu kategori primer dan kategori sekunder.

4 Interaksi antigen-antibodi primer adalah permulaan reakst dan merupakan
pengikatan antigen-antibodi tingkat molekular. Biasanya reaksi ini tidak
terhihat dengan mata biasa tetap memerlukan suatu indikator, misalnya
dengan melabel antigen atau antibodi dengan  berbagai zal sepert
radioisotop, enzim atau zal warna Nuoresein dan lain-lain. Sesuar dengan
label yang dipakai, maka teknik penctapan interaksi antigen-antibodi
dengan label radioisotop disebut teknik RIA, dan teknik yang

menggunakan - label enzim  disebut  ELISA, sedangkan teknik  yang
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menggunakan indikator fluoresein disebut imunofluoresensi. Teknik-teknik
itu bermanfaat untuk penetapan antigen atau antibodi yang kadarnya
rendah.

b Interaksi antigen-antibodi sekunder dapat mengakibatkan presipitasi atau
aglutinast. Reaksi antigen-antibodi dapat terjadi langsung. tetapi kadang-
kadang reaksi baru terjadi apabila ada komplemen. Apabila antigen yang
ada dalam larutan direaksikan dengan antibodi spesifik, akan terbentuk
kompleks antigen-antibodi yang besar sehingga kompleks mengendap dan
terjadi presipitasi. Bila antigen itu terikat pada suatu partikel, misalnya
partikel lateks, kuman, eritrosit maupun partikel lain, maka interaksi
antigen-antibodi tersebut  menyebabkan terjadinya gumpalan  atau
aglutinasi. Interaksi antigen-antibodi sekunder merupakan dasar berbagai
jenis teknik uji in vitro, misalnya teknik imunodifusi, aglutinasi lateks,
hemaglutinasi, uji fiksasi kompelen, turbidimetri, nefelometri dan lain-lain

(Porter, 1979 | Kresno, 1996).

Ada dua jenis Kekuatan yang mengikat antigen pada antibodi. Pertama-
tama daya coulombic. yaitu daya tarik menarik antar gugusan molekul antigen
dan antibodi yang mempunyai muatan listrik yang berlawanan. Makin dekat

jarak antigen dan antibodi, makin cepat keduanya berikatan. Daya lain yang
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mengikat antigen pada antibodi adalah kekuatan van der waals. Dasar daya ikat

ini adalah kesesuaian antara antigen dengan antibodi.
Ikatan antibodi dengan antigen merupakan ikatan yang reversibel dan
gantung pada kekuatan ikatan itu yang

mudah terlepas (disosiast). Disosiasi ber

dinyatakan dengan suatu Konstante K, yang diperoleh dengan rumus .

Ab+ Ag = AgAb

| AgAb]
K =
[Agl[Ab]
[Ab] = Banyaknya antigen combining site pada antibodi
[Ag] = K onsentrasi antigen

Makin sesuai antibodi dengan antigen, reaksi makin bergeser ke kanan

dan kompleks antigen-antibod makin sulit berdisosiasi. Ini berarti bahwa
antibodi mempunyai afinitas yang tinggi terhadap antigen bersangkutan (Roitt,

1985 - Charles et al.. 1993).
222 Lpitop. Spesitisitas dan Sensitivitas

Istilah ¢pitop adalah bagian dari antigen yang bereaksi dengan antibodi

atau reseptor spesifik pada limfosit I Epitop dahulu discbut antigenic

determinant (Heddle et al.. 1979).
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Pada individu yang normal. imunogen dalam (ubuh akan menimbulkan
respons imun baik humoral (humoral immune response) maupun seluler (cell
mediated immune respons). Respons imun ini diatur oleh immune response
gene (irgenes) yang berada dalam histo compability complex (MHC).

Gen ini akan mengatur respons seluler, yang kemudian melalui subset
limfosit T (T helper dan T Suppresor) akan mengatur respons humoral. Gen di
MHC yang mengkode antigen dan terlibat pada penampilan imunogen asing
adalah Gen kelas 1L (NisnofT, 1985 . Abbas el al.. 1991 . Putra, 1993).
[imfosit. merupakan derivat dari stem sel yang elah mengalami proses
diferensiast dan maturasi (Rose, 1990). Proliferast dan maturasi sel-sel darah
yang normal akan dimulai dari sel-sel bakal (precursar) darah adalah suatu sel
induk  (stem sel) yang bersifat  pluri-potent (PSC) . PSC kemudian
berdifferensiasi menjadi tiga macam sel induk, yaitu megakarvocytic Stem Sel
(MeSc). Erythropoelici Stem Sel (ErSe) dan Granuf()c,\-'n'c-.&-facmphage Stem
Sel (G & MSe). Sedangkan LSC akan berdifferensiasi menjadi B-Lymphocyte
Stem Sel. melalui suatu rangsangan menjadi sel plasma, dan T-Lymphocyte
Stem Sel akan menjadi T-Helper (T-penolong). T-Suppressori (T-penghambat)
serta T-Killer (T-pembunuh). Akibat gangguan gen dari salah satu
khromosome, yang discbabkan oleh pengaruh virus, maka akan terjadilah

gangguan dari proses difTerensiasi  dan proliferasi sel-sel darah. Karena
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differensiasi terganggu maka terjadilah penghentian maturasi (maturation-
arrest) pada suatu stadium tertentu dari proses maturasi sel-sel darah. Bila
proses proliferasi berjalan terus, baik secara biasa maupun dipercepat, maka
akan terjadilah penumpukan (accumulation) dari sel-sel yang terhenti
maturasinya. disebut dengan leukemia. Leukemia Akuta (LA). adalah
proliferasi abnormal dari sel-sel muda darah jenis blast dengan segala akibatnya
(Roitt. 1986 . Gosselin ¢/ al., 1988).

Antibodi sangat bervariasi dalam hal spesifitas maupun sensitivitas. Suatu
antibodi disebut spesifik apabila ia hanya beraksi dengan antigen yang
merangsang produksinya. Semakin sensitif suatu teknik atau metoda, maka

makin tidak spesifik pula metoda itu (Garvey et al., 1917 ; Kresno, 1996).

2.3. Imunogen dan Antibodi

Imunogenitas suatu substansi menunjukkan sifat substansi bersangkutan
yvang mampu merangsang respons imun. baik respons selular maupun respons
humoral atau keduanyi, apabila substansi itu dimasukkan ke dalam tubuh
(Roitt et al. 1985 . Subowo. 1993). Substansi yang demikian disebut
imunogen. istilah fama, yaitu antigen, Sekarang digunakan untuk menyebutkan
substansi yang mampu bereaksi dengan a.ntibodi yang diproduksi atas

rangsangan imunogen. Berarti semua imunogen adalah antigen (Kresno, 1996).
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Faktor yang mempengaruhi imunogenitas atau antigenitas suatu bahan
(substansi) di samping dipengaruhi oleh cara masuknya antigen ke dalam
tubuh, juga dipengaruhi oleh ukuran molekul, kerumitan struktur kimiawi,
konstitusi genetik, serta dosis yang diberikan (Goodman, 1991 ; Subowo,
1993).

Ciri pokok antigenisitas agar dapat bersifat antigenik adalah, molekul
harus besar, kaku dan kimiawi kompleks. Walaupun molekul kecil dapat
berlaku sebagai antigen, tetapi molekul besar jauh lebih baik, karena ukuran
dan kerumitan strukturnya. Persyaratan lainnya bagi antigenisitas adalah
keasingan dan sel peka antigen tidak akan bereaksi dengan bahan yang tidak
begitu dikenalnya (Rosse, 1990). Pada permukaan makro molekul terdapat
tempat untuk diarahkannya reaksi kebal dimana antibodi mengadakan tkatan
yaitu pada determinant antigen atau epitop. Protein EBL terdiri glikoprotein
yang mempunyal berat molekul 60,000 Dalton atau Gp 60 dan bersifat
antigenik, mempunyai epitop yang sama di daerah manapun juga (Miller, 1979,
Kamini et al., 1991).

Antibodi diendapkan dari serum oleh amunium sulfat dan karena itu
digolongkan sebagai globulin. Karena molekul antibodi adalah globulin, maka
umumnya dikenal sebagai imunoglobulin  (Ig). Istilah lg dipakai untuk

menggambarkan semua protein yang mempunyai aktivitas antibodi, maupun
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beberapa protein yang mempunyai struktur imunoglobulin yang khas tetapi tak
memiliki aktivitas antibodi (Ishino et al, 1988). Pada sapi 1gG adalah
campuran dari dua subklas yang mempunyai antigenisitas berbeda, yang
disebut 1gG,, dan 1gG, . Perbedaan 1gG, dan 1gG, terletak pada sifat
antigeniknya. 1gG, mempunyai mobilitas elektroforetik yang lebih cepat dari
1gG,. 1gG, pada sapi dapat secara baik menggumpalkan partikulat antigen |
sedangkan 1gG, tidak. Sifat ini berguna dalam diagnosis imunologis dari
penyakit menular seperti halnya EBL. (Ferrel et al., 1977 ; Abbas et al.. 1991).
Pada sapi jumlah 1gG, lebih besar 50 % dari jumlah 1gG yang ada, terdapat
dalam serum dan susu. Sehingga pada sapi lgG merupakan Ig yang lebih utama
dibandingkan IgA. 1gG dapat melakukan opsonisasi, aglutinasi, dan presipitasi
antigen. Jumlah relatif dari presipitat yang dibentuk pada spesies sapi adalah
positip 4. Sedangkan tingkat 1gG serum pada spesies sapi adalah 1700-2700
(Benacerraf et al., 1980 ; Nisnoft, 1985 ; Yasutomi et al., 1687).

Antigen murni dibuat dengan jalan menginokulasikan virus antigen EBL
galur lokal ke dalam biakan jaringan OL dan FKL kemudian hasil inokulasi
dikonsentrasikan dengan menambahkan amonium sulfat jenuh * 30 %, di
centrifuge dan diambil endapan virusnya. Dilanjutkan kemurnian dengan SDS-
PAGE electrophoresis dan sephadex chromatography (Trudel e/ al., 1990 |

Artama. 1996).
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Inaktivasi virus dilakukan dengan jalan menambahkan aminomethylated
compounds of F-Leucine (6.6 x 107 E-Leucine 6.6 X 10" Formaldehyde)

dieramkan pada suhu 37°C selama 18 jam (Parfanovich et al., 1983).

Untuk mendapatkan serum negatip. diambilkan dart domba muda yang
baru lahir dan sehat. Virus EBL galur lokal diinokulasikan pada domba muda
dieramkan selama 7 hari, kemudian serum positip lemah. di boosrer dan
dieramkan 28 hari untuk membuat serum positip kuat. Pembuatan serum
referen dengan jalan menginokulasikan virus EBL galur lokal pada keline
(Harlow e al., 1988). Sedangkan sebagai pengencer buffer dapat dibuat dan
campuran posphat buffer saline di dalam bahan-bahan kimia lainnya (Miller et
al.. 1972. Yasutomi ¢f al., 1987).

Pengujian yang dilakukan terhadap tiap-tiap materi perangkat antara lain
uji sterilitas, uji potensi, uji keamanan dan uji stabilitas. Bila semua hasil
pengujian baik. maka tiap materi perangkat dibert label dan leallet. petunjuk
cara penggunaan dan cara penyimpanan  supaya tidak cepat rusak yang
disertakan dalam satu Kotak perangkat (Nakajpma e/ al . 1982, Benjamin,

1991).

2.4. Imunopresipitasi

‘Teknik imunopresipitasi merupakan salah satu cara yang banyak dipakai
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' untuk mengukur kadar antigen atau antibodi. Antigen direaksikan dengan
antibodi spesifik membentuk kompleks yang tidak larut (presipitat) yang dapat
diukur dengan berbagai cara. Reaksi presipitat dapat dilangsungkan dalam
media cair maupun media semi solid (gel) atau agar. Hal yang paling
menentukan adalah spesifisitas antiserum yang digunakan, dan larutan standard
dengan kadar yang pasti dan stabil, pH dari agar adalah 7.1-7.2 (Philips et al..
1978).

Reaksi imunopresipitasi dipengaruhi pula oleh aviditas antibodi. Aviditas
antibodi menentukan derajat stabilitas kompleks antigen-antibodi pada tempat
pengikatan (antigen binding site). Kompleks yang terbentuk cenderung
berdisosiasi bila antibods mempunyai aviditas yang lemah. sebaliknya semakin
tinggi aviditas antibodi makin stabil kompleks antigen-antibodi yang terbentuk.
Selain itu pH. suhu, molaritas larutan yang dipakal. perbandingan konsentrasi
antigen dengan konsentrasi antibodi harus diperhatikan pula (Cockerell, 1986 :
Roitt ef al., 1996).

Beberapa jenis reaktan menghasilkan imunopresipitasi yang optimal baik
pada suhu 0°C maupun 37°C. sedangkan pll yang dianggap paling baik adalah
pH yang netral antara 6 — 7.5. pH sebaiknya tidak kurang dari 6 dan tidak lebih
dari 8.6. Pada pH Kurang dari 6 dan lebih dari 8,6 kompleks antigen-antibodi

mudah berdisosiasi sehingga tidak terjadi presipitasi. Larutan yang dipakal
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Sebaiknya larutan dengan molaritas < 0.15 M. Karena larutan dengan molaritas
> 0.15 M mencegah terjadinya presipitasi (Kresno, 1996).

Perbandingan antigen dengan antibodi merupakan faktor terpenting
dalam reaksi presipitasi Pembentukan presipitat  terjadi apabila - antara
konsentrasi antigen  dengan antibodt tercapa kesetmbangannya. Kondisi
antigen berlebihan akan mengakibatkan melarutnya kembali kompleks yang
lerbentuk. Bila antibodi berlebihan menyebabkan kompleks antigen-antibodi
tetap ada dalam larutan. Hal yang pertama disebut postzone effect dan yang
kedua discbut prozone effect. Zone ckuivalen merupakan daerah dimana
antigen dan antibodi ada dalam keadaan seimbang (gambar 1). Zone ckuivalen
ini sempit apabila antigen mempunyai sifat mudah larut; sebaliknya zone
ckuivalen ini lebih besar apabila antigen tidak mudah larut dan bermolekul
besar. atau  bila dalam larutan terdapat  beberapa jenis antigen  (mult
komponen). Pada umumnya teknik imunopresipitast (agar ditust). diusahakan
supaya reaksi presipitasi berlangsung dalam zone ekuivawen jadi antigen dan
antibodi berimbang (Miller er al.. 1979: Tramnin ef al . 1990).

Pada uji agar difusi. antigen dan antibodi dibiarkan berdifust ke arah
masing-masmg dalam perbenihan agar. Tiap-tiap garis presipitat menyatakan

satu sistem antigen-antibodi. Plate  gelas ditutup dengan agarose 1%,
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1]

dieramkan pada ruang yang lembab selama 24 - 28 jam. Timbulnya presipitat

menunjukkan positp antigen (Jawes, 1982 Ishino ef al . 1988 Kresno. 1996)

2.5. Virus Enzootic Bovine Leucosis (VEBL)

EBL termasuk anggota famili refroviridae, genus oncovirinae dan
spesies onkorna virus atau refroviris (EBL) yang dapat menimbulkan lekosis
(leukemogenic). D bawah mikroskop clektiron VEBL berupa partikel tipe-C.
VERBL tidak bersitat zoonosis, mempunyal buoyant density 1,18 gram/ml dan
terdint dari RNA 60 S-70 S yang beruntai tunggal (Single-stranded) dan
memilikt enzm  ranscriptase (Resang dkk, 1979 . lawes ef al.. 1982).
mempunyai diameter 100 = 200 nm. VBL. tersusun dari envelop, capsid  dan
genom (Donald eral.. | 976).

Envelop merupakan lapisan luar dari virion terdire atas  protemn.
karbohidrat dan lemak. Pada envelop terdapat penjuluran keluar panjang Kira-
kira 55 nm (Miller er al., 1979). Susunan kimia virion adalah protein 60— 70%
lemak 30 — 40% dan dalam protein yang mengalir keluar berist karbohidrat 2%
terutama glikoprotem (Gp 60). Glikoprotein mempunyai berat molekul 60.000
dalton pada envelop. Gp 60 bersifat immunogenic makro molekul, yang dapat
menghasilkan antibodi dalam jumlah banyak. Mempunyal  imunorespon

yang tinggi. merupakan antigen yang spesilik yang hanya dapat  bercaks
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dengan antibodi yang dikenalnya (Philips et al., 1978).
2.6. Pengembangan Sel (Jaringan)

Jaringan yang digunakan untuk pengembangan virus LBL galur lokal
adalah biakan jaringan paru sapi (OL), biakan jaringan ginjal domba muda
(FKL), biakan jaringan limpa sapi muda (Sp) dan biakan jaringan paru
kelelawar (bat-sel). Media untuk pengembangan jaringan adalah cagle atau
MEM media, dicampur dengan serum sapi 10 % atau Fetal Calf Serum
sebanyak 3 — 5 % (Tabel 5). Untuk pencegahan terhadap kontaminasi dapat
ditambahkan pula 0,02 % penstrep dan 0,01 % mycostatin. Pengembangan scl
dilakukan di dalam botol / roux di inkubasikan dalam inkubator suhu 37°C
selama 2-5 hari sampai jaringan (sel) terlihat penuh : kemudian dipanen (Johan
et al.. 1975 ; Ferrar et al., 1976).

2.7. Pengembangan Virus EBL galur Lokal

Bijakan jaringan OL, FKL, Sp atau bat yang telah penuh dapat di
inokulasi dengan suspensi virus 1B, galur lokal sebanyak 10 % di
inkubasikan dalam inkubator suhu 37°C sclama satu jam. Selanjutnya
ditambahkan media pengembangan virus yang terdiri dari RI’MI Medium, MI:M
Medium atau lagle Medium ditambah dengan serum sapi in aktif 2 % serta
DEAE-dextran | % (Tabel 1 dan Tabel 2). Di inkubasikan kembali dalam

inkubator suhu 37°C selama 1 -7 hari sampai timbul CPE di bawah inverted
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microscope (Onuma ef al.. 1975 - Baliga et al.. 1976).

Tabel 1. Media Eagle Overlay untuk pengembangan biakan jaringan

Nama Bahan Jumlah Gram / Liter

NaCl 6.4

Kel 0.4

MgS04 7H,0 0,2

Glukose 4.5 a
Feri Nitrat . 9H,0 (0,1%) 0,1 ml

Na H, PO, . 21,0 0,14

Glutamin ' 0,292

Ca C1. 2H,;0 0,2

Na HCO; 2,79

PR (Phenol Red 0,1%) 13 ml

Amino Acid 50 ml g
Vitamin Concentrate 4 ml

Penicillin 0,1

Kanamycin 0,1

Streptomycin 0,15

TPB (Tryptose Phosphat Broth) 6,6% 20 ml

Sumber - Johan ¢/ al., (1987)
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2.8. Inaktivasi

Virus LEBL galur lokal dapat di inaktivasi dengan aminometylated
compounds (Formaldehyde E - Leucine atau Lysine). Dengan dosis 6,6 x 10° E
- Leucine dicampur dengan 6,6 X 10" formaldehyde, di inkubasikan pada suhu
37°C selama 18 jam. Perbandingan antara Aminometylated Compounds dan

virus EBL adalah 32 '/ 36 (Parfanovich et al., 1983).

2.9, Pemurnian Virus

Untuk pemurnian biasanya bahan permulaan merupakan sejumlah besar
perbenihan biakan jaringan, cairan tubuh, atau sel-sel yang terkena infeksi
(Jawez, 1982). Langkah pertama adalah mengkonsentrasikan partikel virus
dengan amonium sulfat, polietilen glikol (PEG) dan pengendapan dengan ultra
sentrifug. Elusi dapat digunakan untuk mengentalkan virus, bila sudah pekat
virus dapat dipisahkan dari bahan tuan rumahnya mclalui pemusingan
differensial, pemusingan berdasarkan berat jenis, Khromatografi kolom, dan
elektroforesis (Weiland et al., 1977 ; Trudel et al., 1990).

Virus [BL dapat dimurnikan dengan jalan mengkonsentrasikan virus

dengan amonium sulfat dilanjutkan dengan sucrose gradient  density
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centryfugation 15-35 %. Kemudian dengan SDS - Polycrylamide gel
clektroforesis untuk identifikasi, serta ultracentryfugation (Baliga el al., 1976

Miller et al.. 1979).

2.10. Pembuatan Antiserum, Serum Referen, Serum Kontrol Positip

Lemah, Serum Kontrol Negatip dan Pengencer Buffer

Antiserum (serum positip) dibuat dengan jalan menginokulasikan virus
antigen EBL galur lokal 2ml yang dicampur dgn 2m! freund adjuvan
disuntikan secara sub cutan pada bagian punggung domba muda, pembuatan
serum referen pada kelinci dan serum kontrol pada domba muda (Tabel 4).

Jika dibutuhkan antibodi yang mempunyai spesifisitas yang tinggl maka
pemurnian antigen harus memenuhi standard tekniknya (Halaman 54).

Dalam penelitian ini pemurnian antigen yang sesuai dengan standard.
yaitu menggunakan SDS-PAGE dan kolom kromatografi. Pada umumnya ada 5
kelompok hewan coba yang sering digunakan dalam laboratorium yaitu,
kelinci. tikus, hamster dan marmot (Tabel 3).

Pemilihan hewan coba untuk diinokulasi harus mempertimbangkan 4

faktor yaitu : berapa jumlah serum yang dibutuhkan. dari spesies apa antigen p

tersebut diisolasi, apakah dibutuhkan antibodi monoklonal, dan berapa banyak
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daripada uji pengikatan primer. Contohnya adalah uji anafilaksis kulit pasif.

Dalam penelitian ini menggunakan uji pengikat sekunder yaitu presipitasi.
Teknik presipitasi dimaksudkan untuk mendeteksi reaksi antigen-antibodi
dengan reaksi presipitasi. Di sini antibodi dan antigen bertemu dengan cara
ditusi. Penentu paling penting dalam reaksi ini adalah kadar relatif antigen dan
antibodi.

Keunggulan teknik adalah bahwa kadar gradien antigen dan antibodi
secara otomatis terbentuk dari proses difusi. Imunopresipitasi akan terjadi di
suatu tempat antara sumuran asalkan diperoleh kadar yang setara pada suatu
tempat di gradien antigen dan antibodi yang tumpang tindih.

Adanya satu garis presipitasi menunjukkan bahwa antiserum mengandung
antibodi khas untuk antigen. Bila terdapat lebih dari satu garis, hal ini
menunjukkan heterogenitas pada antigen dan antiserum.

Tidak adanya garis presipitasi menunjukkan tidak adanya antibodi dengan
kekhususan untuk antigen, atau adanya antibodi tetapi tidak mampu membuat
presipitasi antigen, atau adanya antibodi tetapi kadar antigen dan atau antibodi
tidak sesuai. yaitu tidak diperoleh kesetaraan (Miller er al.. 1972 . Nakajima

etal. 1982 : Tizard el al.. 1987).
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jumlah antigen yang tersedia.
Menurut Cohen dan Tissot (1991) kelinci merupakan hewan coba pilthan
| untuk sebagian besar penelitian di bidang imunologi, dan merupakan pilihan
terbaik untuk memproduksi antiserum. Kelinei mudah dipelihara dan antibodi

yang dihasilkan mempunyai karakteristik khusus (Harlow and Lane, 1988).

2.11. Uji Imuno Diagnostik
Imuno Diagnostik merupakan cabang imunologi yang mempelajari reaksi
antigen-antibodi secara in vitro, ada 3 katagori uji serologi antara lain:

1. Uji pengikat primer, yang mengukur langsung interaksi antara antigen
dengan antibodi, dan kemudian mengukur jumlah kompleks imun yang
terbentuk. Contoh wji pengikat primer adalah Radioimuno assay (RIA),
Enzyme  linked immunosorbent assay (ELISA), uj yang melibatkan
imunofluoresensi.

Uji pengikat sekunder, mengukur akibat pembentukan imunokompleks in

o

vitro. karena itu secara teoritis uji ini kurang peka daripada uji pengikatan
primer, tetapi sangat lebih mudah untuk dilakukan. Contoh uji ini antara
lain presipitasi. aglutinasi, uji pengikatan komplemen.

3. Uji pengikatan tersier. mengukur akibat respon in vivo atau

menggambarkan akibat praktis respon imun. Uji ini biasanya kurang peka
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daripada uji pengikatan primer. Contohnya adalah uji anafilaksis kulit pasif’

Dalam penelitian ini menggunakan uji pengikat sekunder yaitu presipitasi.
Teknik presipitasi dimaksudkan untuk mendeteksi reaksi antigen-antibodi
dengan reaksi presipitasi. Di sini antibodi dan antigen bertemu dengan cara
ditusi. Penentu paling penting dalam reaksi ini adalah kadar relatif antigen dan
antibodi.

Keunggulan teknik adalah bahwa kadal; gradien antigen dan antibodi
secara otomatis terbentuk dari proses difusi. Imunopresipitasi akan terjadi di
suatu tempat antara sumuran asalkan diperoleh kadar yang setara pada suatu
tempat di gradien antigen dan antibodi yang tumpang tindih.

Adanya satu garis presipitasi menunjukkan bahwa antiserum mengandung
antibodi khas untuk antigen. Bila terdapat lebih dari satu garis, hal ini
menunjukkan heterogenitas pada antigen dan antiserum.

Tidak adanya garis presipitasi menunjukkan tidak adanya antibodi dengan
kekhususan untuk antigen, atau adanya antibodi tetapi tidak mampu membuat
presipitasi antigen, atau adanya antibodi tetapi kadar antigen dan atau antibodi
tidak sesuai, yaitu tidak diperoleh kesetaraan (Miller et al., 1972 : Nakajima

etal., 1982 ; Tizard et al., 1987).
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Tabel 3. Pemilihan hewan coba (Harlow and Lane, 1988)

| Hewan Coba Maksimum Serum (ml) Keterangan
E_I(f:linci 500 Kebutuhan antigen sedikit pilithan !‘-
' terbaik  untuk  produksi poliklinal
Ii antibodi |
| Mencit 2 Mempunyai respons imun  yang  baik |
i dan pilihan, terbaik untuk produksi |
i Monoklonal antibodi |
| Tikus 20 Pilihan  terbaik  untuk  produkst |
| monoklonal antobodi i
| Hamster 20 Kebutuhan antigen sedikit pilihan |
! terbaik untuk  produksi poliklonal !
l antibodi |
| Marmot 30 Susah dalam pengambilan darah ‘

PR, R T s e N

Tabel 4. Imunogen dan dosis yang dianjurkan untuk kelinei (Harlow and
Lane. 1988)

| Bentuk Antigen | Dosis ug Cara Pemberian | Adjuvan Keterangan ;

|"Protein Solubel | 50 — 1000 Sc +/- Injcksi mudah |

Im +/- Penetrasi lambat

Ld +/- Injeksi susah dan :|

penetrasi lambat |

Iv : -/ munisasi primer |

Tidak efektif |

Protein Insolubel | 50 - 1000 Sc b Sda |

Im +/- Sda

| Id +/- Sda ;

| Protein Partikulat| 50 — 1000 Sc +/- Sda |

| Im +/- Sda i

{ Id +/- Sda !

| Karbohidrat 50 - 1000 Sc +/= Sda |
| Im +i- Sda

1 Id /- Sda |

I Iv o Sda i

I |
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Tabel 5. Pengencer Buffer (PBS) +
No. Nama Bahan Jumlah Gram / Liter
I NaCl 8
KCl 0,2
KH-PO, 0,2
Na: HPO42H:O 1,15
Aqua ad 600 ml
1 CaCl, 0,1
Aqua ad 200 ml
| MgCl, 6 H.0 0,1 |
Aqua ad 200 ml
Sumber : Johan ¢r al., (1987)
Keterangan :
- Tiap komposisi dibuat masing-masing kemudian dicampur secara
merata.
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BAB3

KERANGKA KONSEPTUAL & HIPOTESIS PENELITIAN

3.1. Kerangka konseptual

Sejak laporan Miller dan Burney pada tahun 1956 tentang penyakit 81
yang menular dan ganas, bersifat persintant dan fatal schingga dapat
menimbulkan kematian sapi dalam jumlah yang sangat besar. Maka sejak itu
pula banyak penelitian mengenai penyakit EBL dilakukan di beberapa negara
diantaranya negara Jerman dan Amerika (Berney et al., 1987). Bahkan
penyakit EBL ini dapat pula menimbulkan letupan wabah, bila tidak segera
ditangani secara seksama. Sehingga didapat kesepakatan bersama dari para ahli
EBL pada pertemuan seminar penyakit EBL seluruh dunia di kota Copenhagen
pada tahun 1979 yang mengatakan bahwa untuk mendiagnosis penyakit LBL
sebaiknya digunakan uji serologi agar difusi (Miller, 1979 : Resang, 1986).
Karena sampai saat ini pengobatan untuk penyakit £BL belum ditemukan,
maka untuk mencegah terjadinya letupan wabah penyakit EBL adalah dengan
mengadakan scrining terhadap sapi-sapi import Khususnya, agar penyebaran
penyakit dapat dicegah sedini mungkin (Dirjen Nak,. 1977 . Trainin et al.

1990).
32
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KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1. kerangka konseptual penelitian

111,

[

|

Menimbulkan masalah
Epidemilogi

Masalah nasional dalam

Inleksi LBLL
persisten (seumur hidup)

L

Horisontal dari sapi
ke sapi (sering) atau
dari sapi ke domba.
babi. kuda. rusa dan
kerhan

populasi keschatan sapi

.

Penularan cepat antar pulau,
karena transportasi kurang baik.
atau dani luar

:

Vertikal dari
Induk ke
Foelus

ada

ini belum ditemukan.

- Angka kematian 80 = 95 Y.

Cara penaggulangan virus belum

Pengobatan atau lerapi sampai saal

Bila positil uji
Serologi maka

v

Produksi menurun cepat

Kerugian ekonomi cukup tinggl
L

Y

Perlu penanggulangan

positil EBL, karena
sebagian virus
herada di limnosit

secepatnva dengan karantina

ketat melalui skrining dengan

uji Serologi Imunoditusi Ag
[ZB1. galur lokal

v

Perlu kit (perangkat) uji
Serologi Imunodifusi EBL
palur lokal secepatnya

v

Pemeriksaan sedini
mungkin perluasan
penvakit dapat
dicegah

Galur lokal digunakan karena :
- Faktor geografis tidak lepas dari
faklor mutasi
- Lebih ekonomis, karena produksi
dalam negeri harga lebih murah
- Mempromosikan produksi sendiri
- Mudah didapat sewakiu — waktu

v

- diseluruh regional manapun
virus /581, mempunyai epitop
vang sama

Kerangka konseptual penelitian
(Gambar 3.1)
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Menurut Dirjen Nak (1997) hewan yang; positip /2B[. dengan uji imuno
Diagnostik, dagingnya sudah menunjukkan perubahan-perubahan klinis seperti
adanya penonjolan-penonjolan tumor yang nekrosis, terdapat hampir pada seluruh
bagian tubuh. Bila disayat bagian tumor yang menonjol tersebut akan mengeluarkan
nanah kental, padat keras, berwarna putih kekuningan dan menimbulkan bau yang
tidak sedap.

Jika dilihat dari struktur daging yang sudah tercemar tersebut, maka sebaiknya
dihimbau kepada masyarakat untuk tidak mengkonsumsi daging hewan ternak yang

dinyatakan positip /<31, (Miller, 1979, Resang 1986)
3.2 Hipotesis Penelitian

Pada penelitian ini dapat disusun beberapa hipotesis sebagai berikut :

| Pada kedua Perangkat antigen Bl galur lokal dan Produk IAF Canada
yang dipasarkan, memberikan hasil difusi agar yang tidak berbeda dengan
timbulnya garis presipitasi

2. Pada kedua Perangkat antigen J:Bl, galur lokal dan Produk IAF Canada
yang dipasarkan memberikan harga sensitivitas yang tidak berbeda.

3 pada kedua Perangkat antigen 1Bl galur lokal dan Produk IAF Canada

yang dipasarkan, memeberikan harga spesifisitas yang tidak berbeda.

TESIS
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan untuk membandingkan pembuatan dan
penggunaan perangkat antigen EBL GPgo galur lokal dengan perangkat dan
penggunaan perangkat yang ada di pasaran adalah percobaan sungguhan (true
experiment). Penelitian ini bersifat observasional komparatif. Pola ini terdiri dari
tiga faktor pengaruh yaitu : faktor presipitasi dalam agar difusi, faktor sensivitas,
dan faktor spesifisitas. Pada uji presipitasi menggunakan plate besar berdiameter
10 cm, yang dapat digunakan untuk pengujian 9 sampel serum lapangan dan satu
kontrol. Sampel minimal 78 (Shlesseiman, 1982). Sedangkan untuk uji sensivitas
dan uji spesifisitas dengan SN-test, menggunakan mikroplate 96 sumuran. Pada
satu mikroplate digunakan untuk pengujian 80 sampel, dan 2 deret sumuran
terakhir, sebanyak 2 x 8 sumuran = 16 sumuran, digunakan sebagai kontrol virus
dan kontrol sel setiap perlakuan disertakan kontrol, dan perlakuan minimal akan

dikerjakan sebanyak tiga kali.

Keterangan :

@ = Serum yang diuji
@ - Serum referen
@ = Anti gen

35
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4.1. BAGAN KERANGKA OPERASIONAL PENELITIAN

Virus I'B1.
galur lokal

:

Inokulasi pada biakan jaringan
OL

Inkubasi 5-7 hari
pada suhu 37'C

r
Panen dan Buang debris-sel
dengan certrifuge

v

Isolasi /pemurnian
dari Virus EBL I
de“}.lad"_ ca‘;‘(;of“zmse Uji - uji Domba muda
1 £ 5 s .
B e Sterilitas, potensi, keamanan, schat, tanpa
dilanjutkan dengan e
T UCF stabilitas (Steril) perlakuan
4
+ Freund adjuvan t Freund adjuvan + Freund adjuvan
Inokulasi pada Inokulasi pada domba Inokulasi pada kelinei,
domba muda, muda, dieramkan 14 dieramkan 14 har,
dicramkan 7-14 hari, hooster, panen hooster, panen setelah
hari, penen sctelah 28 hari 28 hari
| . |
Serum kontrol Serum kontrol Serum Serum kontrol
positip lemah positip kuat referen negatip
g Pengencer - Buffer (setelah proses kering beku)
Uji ouchierlony :
- Galur lokal
- Produk IAF Canada
Kerangka Operasional Penelitian
(Gambar 4.1)
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Bagan Rancangan Penelitian sebagal berikut :
l -I;cl ant.,Lat cmngeu ] H! (;;) }’U———---- %
| Galur Lokal 1 Produksi import |
| ] o '_LQL:FQHQKH;HHHHE T Seﬂun | Konnnl! Serum konnull
o R Lapangan | Lapangan B
| Ui Pre:.npttum pada agar difusi | 9 L 9 |
e senstii i SNTon | %0 | e [0 [l
| 9 tase spesilisitas pada katan antigen | 80 [ [ 80 A I
| dan antibodi (Ouchterlony) | } | | !

4.2. Populasi, Sampel, dan Besar Sampel
4.2.1. Populasi
Populasi datam penelitian ini adalah sapi yang berada di dacrah
|.embang Jawa Barat dan sapi di daerah Cipelang Jawa Barat.
Menurut laporan dari BPPH Yogyakarta (1979) dan laporan
Balai Penyidik Penyakit Hewan (BPPH) Ujung Pandang (1985) serta
laporan dari BPP1I Yogyakarta (1998) masih adanya sapi-sapi yang
werinfeksi #33/1. di Indonesia. Infeksi /87, pada sapi di Indonesia sudah
mulai ada pada tahun 1957 yang menyerang kerbau di Bogor (Ressang,
1957). |
422, Sampel
4.2.2.1. Unit Sampel
Unit sampel adalah personal sapi, yaitu sapi-sapi di

dacrah Lembang dan Cipelang; yang diambil serumnya.
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Besar Sampel
Perhitungan dengan menggunakan rumus

78

dari Schlesseiman, besar sampel minimal

(Schlesseiman, 1982).

Harga n adalah :

(2a42pq +244plgl+ p2q2V/(pl - p2y

Keterangan :

a = 0,05 =196

g = 0,220 =0,84

pl = 0,90 - dianggap kepekaan mendekati 90%

ql = 0,10

p2 = 0,75 - dianggap kepekaan mendekati 75 %
Q2 = 0,25

p = Y2(pl+p2)

q = 1-p

ql = 1-pl

Q2 = 1-p2

Berarti p = 2 (0,90 + 0,75) = 0,825
q=0,175

P1=0,90
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|

|

i

l

P2 =0,75 }
I

ql= 0,10 l
f

q2= 0,25

(1,96 /2x0,825x0,175 + 0,84 J09x0,1+ 0,75x0,25 }* i!
{
0,15° |

n =10532+07031 =78 |
0,7523 |

4.2.2.3. Prosedur Pengambilan Sampel

Sebagai sampel dalam penelitian ini adalah

N
|
cerum dari sapi yang berada di B.I.B. (Balai %
Inseminasi Buatan) di daerah Lembang dan di daerah i
Cipelang Jawa Barat. 1

Sebagai kelompok kontrol adalah serum 1
domba muda yang berada di daerah Surabaya (RPH i
Pegirian), karena domba yang akan dipotong di RPH ?

(rumah potong hewan) tersebut adalah domba yang f

sehat.

4.3. Identifikasi Variabel dan Definisi Operasional
4.3.1. Identifikasi

Dalam penelitian ini digunakan variabel sebagai berikut :

TESIS
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I. Variabel bebas : Virus EBL galur lokal, spesifisitas, dan sensitivitas.

2 Variabel terikat : Reaksi antibodi spesifik dari serum yang diuji
dengan antigen EBL galur lokal, dimana di dalam lubang agar ditusi
berupa garis presipitasi lurus, terang dan jelas,

3. Variabel kendali : Variabel yang berpengaruh terhadap presipitasi,
sensitivitas dan spesifisitas yaitu : uji ouchterlony, uji serum

netralisasi dan uji ikatan antigen dan antibodi spesifik.

4.3.2. Definisi Operasional

Virus £BL dapat menyebabkan penyakit leukemia pada sapi potong
khususnya. Penyakit ini bersifat fatal, ganas dan menyebabkan angka
kematian tinggi 80 — 90% serta bersifat persisten. Sebagian besar virus
berada di limposit, schingga pada uji imuno Diagnostik dengan
menggunakan agar ouchterlony terlihat garis presipitasi yang jelas bila
positif EBL (Yasutomi, 1987; Trudel et al., 1990).

Reaksi antigen-antibodi spesitik yang berikatan, membuat suatu garis
yang lurus, jelas dan terang di dalam agar difust.

Penggunaan uji imuno Diagnostik dengan agar ouchterlony (agar
gel immunodiffusion) untuk skrining penyakit £81 sesuai dengan

kesepakatan bersama ahli £BL di seluruh dunia, pada pertemuan
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seminar B di Copenhagen Oktober 1979; yang resmi digunakan
sebagai uji penyakit £BL (Miller, 1979),

Harga sensitivitas dihitung dengan rumus karber, yang dihitung harga
negatip CPE. Negatip CPE berarti positip antibodi. kriteria perhitungan
CPL: sebagar berikut

d r
Log 10 end point dilution = | Xo— —+d X

2 n
Where

Xo = log 10 of the recipical of the lowest dilution at wich all animal
are posiive.

d = log 10 of dilution jactor

ny = number of animals used ar each individual dilution (after
discounting accidental deaths)

ry = number of positive animal (out of n;)
summation is started at dilution Xo

pengenceran yang digunakan adalah = two fold dilution (Bogel er al.,

1983).

4.4. Lokasi dan Waktu Penelitian
4.4.1. Lokasi Penelitian
Penehitian ini dilakukan di daerah Lembang dan Cipelang Jawa

Barat,  pengerjaannya  di - Laboratorium - Rescarch — dan
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Pengembangan Pusat Veterinaria Farma JI. A. Yani 68 - 70
Surabaya.
4.4.2. Waktu Penelitian

Bulan Pebruari 2000 sampai dengan April 2000

4.5. Bahan
4.5.1. Virus
Pada penelitian ini digunakan virus £BL galur lokal yang diperoleh
dari BPMSOH Gunung Sindur Bogor pada tahun 1995. Virus
mempunyai buoyant density 1,18 gram / ml. Virus yang diterima
pada pasasi 15 dan dikembangkan sampai dengan pasasi 24;

disimpan di dalam Revco ( - 80°C)

4.5.2. Sel (Biakan jaringan)

Biakan jaringan yang digunakan adalah OL.

4.5.3. Media
1. Media eagle 90 % ditambah serum sapi 10 %, digunakan
untuk pengembangan biakan jaringan (Tabel 1.)
7. Media RPMI 98 % ditambah FCS 2 %, digunakan untuk

pengembangan virus £BL galur Jokal. (Tabel 2.)
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4.5.4. Hewan Percobaan

Domba muda sampai dengan umur 1 bulan yang dibeli dari RPH

Pegirian Surabaya.

Kelinci jantan dengan berat badan minimal 4 kilogram (sesuai
dengan Harlow, 1988).

4.5.5. Agar difusi

Agar difusi yang digunakan untuk uji presipitasi, adalah agarose

ditambah dengan beberapa macam bahan kimia.

Alat

Agar diperoleh data yang sesuai dengan tujuan penelitian ini, maka

digunakan alat penelitian dalam pengambilan data yang meliputi antara

lain :

1. Laminar flow : adalah tempat untuk mengerjakan pengembangan sel
(biakan jaringan dan pengembangan Vvirus.

2. Microscope Inverted cahaya : untuk melihat perkembangan sel dan
perkembangan virus.

3. Tabung kokusan, botol roux, Erlen Meyer, Beker Gelas, Pipet :
adalah alat-alat yang digunakan untuk pengerjaan sel dan virus.

4. ‘Stirer : alat untuk memutar seed sel dan seed virus, serta
pengerjaan dialisa.

5. Centrifuge ; alat untuk mencentrifuge hasil sel dan hasil virus.

TES
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i

I

6. Water batch : alat penghangat media virus dan sel ‘
7. Ultra centrifuge ; alat yang digunakan untuk memutar virus. [
8. Puncher ; alat pelubang agar difusi ‘
9. Elektroforesis : alat untuk mengidentifikasi berat molekul virus yang ::
digabung dengan SDS-PAGE. 1.

10. Chromatography : alat untuk memurnikan virus.

Kandang Hewan Percobaan

4.7.1. Empat ekor kelinci dipelihara pada empat kurungan kandang

|
besi, masing-masing berukuran 70 X 120 cm, masing-masing ’*
kurungan diisi 1 ekor kelinci; yang terdiri dari 3 ekor kelinci I]
dengan perlakuan, dan 1 ekor kelinCi sebagai kontrol. !
4.7.2. Domba muda dipelihara dalam 3 kandang tembok yang ||
berukuran 4 x 3 m: masing-masing kandang diisi 1 ekor domba !
muda, yang terdiri dari 2 ekor domba muda dengan perlakuan ;
dan 1 ekor domba muda sebagai kontrol.
Cara Kerja
4.8.1. Pengembangan sel |
Seed sel diambil dari revco dicairkan, dicentrifuge, kemudian

endapannya diberi media penumbuh sel. Dimasukkan ke dalam

botol roux, diinkubasikan dalam suhu 37° C selama 2 hari sampai
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Tabel 2. Media RPMI untuk pengembangan virus

Nama Bahan Jumlah Gram / Liter

Calcium Nitrat 4 H,O 0,1
Magnesium Sulfate (Anhydrous) 0,04884
Potasium Chloride 0,4
Sodium Chloride 5,9
Sodium Phosphate dibasic (Anhydrous) 0,8
L-Arginine 0,2
L-Asparagine (Anhydrous) 0,05
L-Aspartic Acid 0,02
L-Cystine 2 HCI 0,0652
L-Glutamine Acid ,02
L-Glutamine 0.3
Glycine 0,01
L.-Histidine 0,015
L-Hydroxy proline 0,02
L-Isoleucine 0,05
L-Leocine 0,05
L-Lycine HCI 0,04
L-Methionine 0,015
L-Phenylalanine 0,015
L-Proline 0,02
L-Serin 0,03
L-Thrionine 0,02
L-Tryptophan 0,005
L-Tyrosine 2 Na 2H,O 0,02883
L.-Valine 0,02
D-Bioting 0,0002
Choline Chloride 0,003
Folic Acid 0,001
Myo Inositol 0,035
Niacinamide v,001
P-Amino Benzoic Acid 0,001
D-Pantothenic Acid (Hemicalcium) 0,00025
Pyridoxine HCI 0,01
Riboflavine 0,0002
Thiamine HCI 0,001
Vit By» 0,000005
D-Glucose 4,5
Glutathione (reduced) 0,001
HEPES 53,5745
Phenol Red 0,0053

Sumber : Bogel et al., (1989)

TESIS STUDI PERBANDINGAN PEMBUATAN ...

46

HASDIANAH HASAN ROHAN




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

45

sel telah penuh di permukaan botol (Confluent) kemudian
dipanen. Setelah itu dibuat pengembangan sel dengan jalan
spliting. (Gambar 4.1)

4.8.2. Pengembangan Virus
Sel yang confluent diinokulasi dengan virus EBL galur lokal
sebanyak 5 ml untuk setiap botol roux, diinkubasikan dalam suhu
37° C selama 1 jam; kemudian ditambahkan media
pengembangan virus sebanyak 125 ml. Setelah itu diinkubasikan
lagi selama 5 — 7 hari sampai dengan terlihat adanya CPE. Bila
CPE telah mencapai > 90% maka virus dipanen. Diinaktivasi
dengan bahan inaktivan yang ada. Kemudian diadakan
pemurnian melalui proses pemurnian yang ada. (Gambar, 2.)

4.8.3. Pembuatan serum referen

Virus EBL galur lokal disuntikkan pada hewan kelinci sebanyak 4
ml, yang terdiri dari 2 ml virus ditambah 2 mi freund adjuvan.
Kemudian disuntikkan ke sembilan lokasi di daerah punggung
(Harlow, 1988), dierankan selama 7 hari kemudian disuntikkan
kembali virus EBL galur lokal dengan dosis yang sama {(booster)

dieramkan selama 28 hari kemudian diambil darahnya, di

centrifuge untuk mendapatkan serum referen.
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Tabel 2. Media RPMI untuk pengembangan virus

Nama Bahan Jumlah Gram / Liter
Calcium Nitrat 4 H,O 0,1
Magnesium Sulfate (Anhydrous) 0,04884
Potasium Chloride 0.4
Sodium Chloride 59
Sodium Phosphate dibasic (Anhydrous) 0.8
L-Argining 0.2
L-Asparagine (Anhydrous) 0,05
[.-Aspartic Acid 0,02
L-Cystine 2 HCI 0,0652
L-Glutamine Acid 0,02
L-Glutamine 0.3
Glycine 0,01
L-Histidine 0,015
L.-Hydroxy proline 0,02
L-Isoleucine 0,05
L-Leocine 0,05
L.-Lycine HCI 0,04
L-Methionine 0,015
L-Phenylalanine 0,015
L-Proline 0,02
L-Serin 0,03
L-Thrionine 0,02
L-Tryvptophan 0,005
L-Tvrosine 2 Na 2H-0 0,02883
L-Valine 0,02
D-Biotine 0,0002
Choline Chloride 0,003
Folic Acid 0,001
Myo Inositol 0,035
Niacinamide ) 0,001
P-Amino Benzoic Acid 0,001
D-Pantothenic Acid (Hemicaleium) (,00025
Pyvridoxine HCI 0,01
Riboflavine 0,0002
Thiamine HCI 0,001
Vit Bya 0,000003
D-Glucose 4.5
Glutathione (reduced) 0.001
HEPES 3,5745 ]
Phenol Red 0.0053

Sumber : Bogel et al., (1989)
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4.8.4. Pembuatan serum kontrol positip kuat, serurii kontrol positip
lemah dan serum negatip
Virus EBL galur lokal disuntikkan pada domba muda dieramkan

selama 7 hari, setelah itu di booster dieramkan selama 28 hari

dipanen darahnya, di centrifuge untuk mendapatkan serum

kontrol positip kuat. Untuk serum kontrol positip lemah darah
diambil pada hari ketujuh setelah penyuntikan virus. Sedangkan

untuk serum kontrol negatip diambil dari domba muda yang

sehat tanpa perlakuan.
4.8.5. Pembuatan pengencer buffer

Pengencer buffer dibuat dari posphat buffer saline ditambah

calsium dan magnesium.

4.8.6. Pembuatan agar ouchterlony

Agar ouchterlony dibuat dari agarose dicampur dengan beberapa

bahan kimia.

4.8.7. Uji presipitasi dengan agar ouchterlony

Dibuat agar difusi kemudian dituang ke dalam piringan gelas
berdiameter 10 cm, dilubangi dengan alat puncher sebanyak 6
sumuran di tepi dan 1 sumuran di tengah. Satu sumuran di

tengah diisi dengan antigen dan 6 sumuran di tepi diisi dengan
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serum kontrol positip kuat, serum kontrol positip lemah, serum
negatip; dan 3 sumuran diisi dengan serum referen. Bila hasil uji
Imuno Diagnostik fusi positip £BL maka akan terbentuk garis
presipitasi yang lurus, terang dan jelas.

4.8.8. Pembotolan
Dalam satu Perangkat EBL galur lokal berisi sebagai berikut
1 botol antigen murni sebanyak 3 ml.
1 botol serum referen sebanyak 10 ml
1 botol serum kontrol positip kuat 1ml

1 botol serum kontrol positip lemah 1ml

1 botol serum kontrol negatip 1ml
1 botol pengencer buffer 20 mi
1 botol agar ouchterlony 100 ml

4.8.9. Proses kering beku
1. Vial yang berisi suspensi-sus;:ensi perangkat £BL galur lokal
dimasukkan ke dalam freeze dryer untuk dikering bekukan
selama 24 jam.
2. Dilakukan penutupan vial dalam freeze dryer.
4 8.10. Penutupan vial.
1. Vial yang telah tertutup karet diberi tutup aluminium dengan

alat bottling machine

TESIS
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2. Vialdiberi label

4.9. Pengujian

4.9.1. Uji sterilitas
Uji sterilitas menggunakan agar nutrien dan agar broth yang

ditetesi dengan suspensi sel dan suspensi virus diinkubasikan

selama 7 — 14 hari. Tidak terdapat pertumbuhan kuman pada

agar-agar tersebut (steril).

4.9.2. Uji Keamanan

Digunakan untuk mengetahui apakah virus tersebut sudah

inaktif :
a. Dilakukan pada sel monolayer, virus yang sudah inaktif

ditanam pada sel kemudian diobservasi adanya CPE. Bila
inaktif harus tidak terbentuk CPE. Transfer sampai dua
kali, hasilnya harus baik (negatip CPE).

b. Dilakukan pada anak tikus umur 5-7 hari. Virus inaktif
disuntikkan pada anak tikus sebanyak C,02 sampai 0,03 ml
perekor diobservasi selama 5 hari, harus tidak ada

kematian dari anak-anak tikus tersebut, artinya hasil

inocuity baik (Tabel 9).
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4.9.3. Uji Stabilitas

Materi perangkat ditempatkan pada tempera_ur kamar (25° C -
30° C ) pada 1,2,3 dan 4 minggu kemudian dilakukan uji
presipitasi agar éouchter!ony ulangan, dengan prosedur yang
sama pada petunjuk uji presipitasi agar aouchteriony.
4.9.4, Prosedur pengumpulan data
1. Mencari harga sensitivitas yang tepat
2. Mencari harga spesipisitas yang tepat
3. Membandingkan hasil uji serologi agar agouchterlony serum
lapangan dari sapi Balai Inseminasi Buatan (BIB) Lembang
dan Cipelang Jawa Barat dengan menggunakan perangkat
antigen EBL galur lokal dengan yang telah dipasarkan
4.9.5. Metode analisis data
Untuk menguji hipotesis dalam penelitian ini maka dalam
analisis data digunakan uji statistika yaitu : Uji CHI-SEQUARE.

Hasil uji bermakna bila diperoleh harga P < 0,05 (Steel dan

Torrie, 1980).
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BABS

HASIHL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1. Hasil Penelitian

5.1.1. Isolasi dan Uji Postulat Koch virus EBI. galur lokal

TESIS

Virus E£BL yang didapat dari BPMSOII (lapangan) pasasi
15, diisolasi dan diadakan uji postulal koch untuk mengetahui
keberadaan virus EBL tersebut. Dengan jalan menginokulasikan
virus EBL pasasi 15 pada biakan jaringan OL sampal dengan
pasasi 29, diinkubasikan sclama 5 — 7 hari. Jasil yang didapal
pada hari kelima sudah mulai tampak adanya pertumbuhan CPE
disertai dengan adanya kerusakan sel yang mengelompok.
Semakin linggi pasasi virus lernyala masa inkubasi yang
diperlukan semakin pendek untuk menghasiltkan CPE. Pada pasasi
16 tampak CPE sekitar 50 % dengan masa inkubasi selama 6 hari.
Setelah mencapal pasasi diatas 20, maka CPE terlihat lebih
banyak sampai dengan 80 %, scterusnya pada pasasi diatas 22 rata-
rata CPE melebihi 90 % dengan masa inkubasi selama 5 hari (tabel

7).
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‘Tabel 7. Hasil Inokulasi virus EBL pada biakan jaringan Ol

No. Masa Proscntase CPE
Pasasi | Inkubasiha | 50% | 60% | 70% | 80% | 90% | 100%
16 2 +
17 6 2
18 6 O T
19 6 +
20 | 6 U+ -
21 S s
22 5 +
S e 5 [ SIS 7 :
24 4 +
25 4 +
26 4 g
27 4 - . +
28 4 R ) +
29 4 +
_J
Keterangan: + = angka prosentase CPE
Uji Postulat koch dilakukan dengan menyuntikkan virus

EBL pada domba muda dengan dosis 10 ml /sub cutan per ckor,

yang disuntikkan pada bagian punggung. Dieramkan selama 7 - 14

hari dan terlihat adanya gejala-gejala klinis dari penyakit £BL pada

domba terscbut (gambar 8.1, 8.2, 9 dan 10).
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Tabel 8. Hasil uji postulat koch virus EBL pada pembuatan
serum referen, serum kontrol positip, serum kontrol positip lemah,
dan serum kontrol negatip
) * SERUM REFEREN PADA SERUM KONTROL
KELINCI (PADA DOMBA MUDA)
Gejala Yang Perlakuan Kontrol | Positip | Positip | Negatip
Timbul _ lemah
Pembengka
an Kclenjar + ; + - + + .
Getah
Pembengka i 1 - ! -
an Hati
Penebalan
Sub Mucosa |+ s + . + + .
Lambung
(UHlcerasi)
Jumlah Sel * * " * 11.762 . 9.836 4.010
Limfosit/m |
m’ } i I

Keterangan: * tidak dihitung

5.1.2. Hasil Titrasi Virus £BL Yang Dihitu‘ng Dengan Metode Karber
(TCIDsy/ml) Terhadap Biakan Jaringan OL
Virus £BI dari hasil inokulasi pada biakan jaringan OI.
dikumpulkan menjadi 1000 ml, dari 10 botol roux besar. Setelah
dipisahkan dari debris sel dengan jalan dicentrifuge pada 1.500 rpm
sclama 135 menit, maka virus EBL dititrasi. Dart hasil titrasi didapat titer
yang tinggi dimulai dari pasasi 22 yaitu 10" TCIDs,. Sedangkan pada

asasi 16 titer masth rendah vaitu yaitu 10** TCID<, Sedangkan titer
p j i ¢
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yang paling tinggi di sini adalah pada pasasi ke 29 yaitu 10%
TCIDs Titrasi  dilakukan pada mikroplate 96 sumuran dengan
pengenceran fen fold dilution ( Tabel 9)
Tabel 9. Hasil Titrasi virus [ZBL pada biakan jaringan OL
Perla Pasasi
kuan
Biakan
Jaringan 16 {17 |18 (19 (20 (21 |22 |23 |24 |25 (26 [27 |28 |29
oL
TR R s S B e e . I PO U NS O
kulasi / 5 5 5 5 5 S 5 S 5 5 3 5 5 5
ml
Masa
inkubasi | 6 | 6 5 5 5 4 4 3 3 2 2 2 2 2
(hari)
“Jumlah
suspensi | 100 [ 100 [ 10O [1OO [100 (10O {100 [100 100 (10O {100 {100 | 100 | 100
virus
(ml)
Titer
viws  (10%110% 1 107 [10°%10%°] 107 [107* |10™* | 10™* 0™ 107* [107* [107* |10*2
(TCID«y)
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U
N

Hasil Titer Antibodi Pada Biakan Jaringan OL Dengan Uji
Scrum Netralisasi

Uji serum netralisasi digunakan untuk mengetahui harga
sensitivitas dari antigen £BL galur lokal dan antigen produk
IAF Canada.

Hasil sensitivitas yang didapat dari antigen EB/. galur
lokal dan antigen £BL AT Canada adalah sama | yaitu 98,75%

(lampiran 15).

Kelerangan : Sumuran yang berwarna kuning adalah -CPE <)
Sumuran yang berwarna merah adalah + CPLE (M)
dada deretan sumuran nomer 12 adalah kontrol
virus. dan deretan sumuran nomer 10 adalah
kontrol sel.

Innocuicity Test

Digunakan untuk mengetahui apakah virus tersebut sudah

inaktif,

a. Dilakukan pada sel monolayer, virus yang sudah inaktif

ditanam pada scl kemudian diobscrvasi adanya CPE, bila

inaktit harus tidak terbentuk CPE, dilakukan sampai dengan

transfer ke 2 hasilnya harus baik (negatip CPL).
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b. Dilakukan pada anak tikus umur S — 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 terscbut (hasil innocuity baik).

5.1.5. Hasil uji ouchterlony antigen EBI. galur lokal

TESIS

Antigen [BL. galur lokal yang telah dimurnikan diuji seberapa
kepekatan yang terkandung di dalamnya. Pengujian ini untuk
mengetahui berapa banyak antigen EB/ yang akan digunakan
dalam perangkat tersebut. Sehingga tidak terjadi kelebihan antigen
di dalam pemakaian bahan perangkal. Antigen EBL yang akan
diuji diencerkan 1:1; 1:2: 1:4: 1:8; 1:16: dan 1:32 dimasukkan ke
dalam sumuran agar ouchterlony masing — masing 0,05 ml tiap
sumuran. Dibual 7 sumuran yang terdiri dari | sumuran di bagian
tengah diisi dengan 0,05 ml serum positif £BL dan 6 sumuran di
bagian tepi diisi masing -~ masing dengan 0,05 ml antigen yang
telah  diencerkan.  Didapatkan  hasil - positip  sampai dengan
pengenceran 1:32 | yang berarti 1 bagian antigen murni ditambah
dengan 32 bagian PBS + sebagai bahan pengencer vang dapat

digunakan dalam perangkat (tabel 10)
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(Gambar 4. Presipitasi pada pengenceran :1; 1120 1:4 5 128 1:16; 1:32.

Pada pengenceran pekat 1:1 garis presipitasi terlihat lebih tebal dan
lebih terang; tetapi semakin tinggi pengenceran semakin tipis garis presipitasi

yang terbentuk; karena antigen semakin kurang kepekatannya (gambar 4).

5.1.6. Hasil Uji Stabilitas

Perangkat antigen EBL galur lokal dan produk import ditempatkan pada
temperatur kamar (25°C — 30°C) pada 123 dan 4 minggu. Kemudian
dilakukan uji ulang presipitasi pada agar ouchterlony dengan prosedur dan
serum vang sama; didapatkan hasil warna yang baik, tidak ada perubahan pada
materi perangkat antigen EBL galur lokal dan produk import Dengan uji
ouchterlony, didapatkan hasil yang sama dengan hasil uji ouchterlony

sebelumnya (Lampiran 8 dan 9).
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Tabel 10 . Hasil uji ouchierlony pada antigen EBL galur lokal
No. Antigen pengenceran Kontrol
Perlakuan
I:1 122 | 1:4 ] 1:8 | 1:16 1:32

| + + 0 + I + -

2 + + |+ + - * -

3 + + + + + + -
Keterangan :

+ = terbentuk presipitasi

- = tidak terbentuk presipitasi

5.2, Analisis Data
Hasil analisis data tertera pada tabel 11
Tabel 11. Ilasil presipitasi perangkat antigen £BL galur lokal dan perangkat

antigen £BL IAF Canada dengan uji ouchterlony

Galur
Presipitasi Jumlah
Lokal IAF Canada
Positif’ I (1.25%) 1 (1,25%) 80
Negatif 79 (98.75%) 79 (98.75%0 80
Jumlah 80 (100%) 80 (100%) ; 160
Hasil uji - X* = 051 p > 0,05, tdak signifikan (lampiran 15)
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BAB 6

PEMBAHASAN

IXBl. adalah penyakit ganas yang menyebabkan angka kematian 80 - 90%,
dan menimbulkan kerugian ekonomi yang cukup tinggi; sampai saat ini pengobatan
maupun vaksinnya belum ditemukan (Resang ef «/., 1986, Burney ef a/., 1987).

Pada uji Posrular Koch virus 1281, galur lokal dengan jalan menyuntikkan
virus /B[ yang ditambahkan [“reund Ajuvant sebanyak 4 ml dengan perbandingan
sama pada bagian punggung secara sub cutan; setelah melalui masa inkubasi 28 hari
seperti  Hepato megali, pembesaran lambung dan terlihat adanya nanah yang
mengeras dan padat, berwarna putih kekuningan pada gambar 7.1.; 7.2., 8 dan 9
(Miller et al. 1979; Lannier ¢/ ul., 1991; Kresno, 1996).

Virus /281 terlihat memang lebih sensitif terhadap biakan jaringan OL,
terbukti dimana semakin tinggi pasasi virus, maka semakin tinggi pula titer virus dan
semakin tinggi pasasi virus maka semakin pendek pula masa inkubasinya, karena
disini virus sudah adapted. Virus pada pasasi 15 dengan masa inkubasi selama 6 hari
C'PL yang ditimbulkan adalah 50%, virus dengan pasasi 16 masa inkubasi selama 6
hari ('/’I; yang ditimbulkan juga 50% dan titer virus pada pasasi 16 adalah 1
TCIDs.. Tetapi virus pada pasasi 21 sampai dengan pasasi 29 terlihat masa inkubasi
yang makin lama makin pendek tetapi jumlah (7’f yang ditimbulkan semakin

meningkat, demikian pula dengan titer virus, semakin tinggi pasasinya maka semakin

59
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tinggi pula titer virusnya; seperti pada pasasi 29 titer virus dapat mencapai 10"
TCIDsy. Tetapi titer virus yang dianggap mulai adapted disini adalah pada pasasi 24
sampai dengan pasasi 28 yaitu 10"* Virus pada pasasi terscbut nantinya yang
digunakan dalam pembuatan perangkat antigen 128/, galur lokal. Pada pertumbuhan
virus /2B, dalam biakan jaringan OL terlihat adanya perubahan pH media dengan
disertai perubahan warna media. Di dalam biakan jaringan OL yang confluent
(penuh), warna media kekuningan dan pH media rendah (asam) berkisar 6,4 — 6.6.
Dengan adanya pertumbuhan virus /ZBL di dalam biakan jaringan OL. Warna media
berubah menjadi merah dan terjadi kenaikan pH media (basis) menjadi 7,0 - 7.4,
yang berarti adanya pertumbuhan CPE pada gambar 5.1. dan 52. halaman 62.
(Sugiura er al., 1982; Bogel er al_, 1983; Trudel er al., 1990).

Pada uji keamanan (innocuity test) terlihat tidak terdapat pertumbuhan CPE
pada biakan jaringan OL, walaupun telah ditransfer sebanyak dua kali hasilnya tetap
negatip. Demikian pula uji keamanan pada anak tikus umur 5 sampai 7 hari, tidak
terdapat kematian dari anak-anak tikus tersebut; yang menandakan antigen /537, ini
aman untuk digunakan, Pada pembuatan serum referen digunakan hewan kelingi,
sesuai dengan pernyataan Harlow and Lane, 1988 yang menyatakan bahwa untuk
mendapatkan serum referen yang baik digunakan hewan kelinci: karena faktor
suceptibility. Selain itu dosis yang digunakan harus tepat yaitu 4 ml. Campuran 2 ml
virus /<A1, galur lokal ditambah 2 ml /“reund adjuvant, disuntikkan pada 6 tempat di
daerah punggung kelinct secara Sub Cutan. Pemberian dosis yang tepat untuk

menghindari terjadinya imunotoleran (bila dosis terlalu kecil) atau imuno supresif
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(bila dosis terlalu besar). Penambahan adjuvant didalam virus B/, pada penyuntikan
kelinci, akan mempertinggi produksi antibodi. (Paffanovich ef «/.,1983; Tizard, 1987,
Sarjono, 1993).

Untuk mendiagnosis penyakit /81, menurut Miller, dan Van Der Meaten,
1979, dapat dilakukan immunodiagnosis dengan uji ouchierlony dan inipun sama
seperti yang dikerjakan peneliti yang terdahulu. Dimana hasil dari uji ouchterlony
pada kedua Perangkat antigen /3., galur lokal dan perangkat antigen //B/. produk
IAF Canada ini tidak berbeda yaitu 1 ekor positip 28/, (1,.25%) dengan terbentuknya
garis presipitasi berarti terjadi keseimbangan antigen dan antibodi spesifik; 79 ekor
negatip (98,75%). Hal ini sesuai dengan perjanjian yang telah disepakati pada
konfrensi penyakit 28/, di Conpenhagen tahun 1979, bahwa untuk diagnosis penyakit
J:Bl. adalah dengan menggunakan immunodiagnosis melalui uji ouchrerlony dengan
melihat adanya garis presipitasi (Miller e/ al., 1979 ; Yasutomi ¢/ al., 1987, Trainin
et al., 1990).

Pada uji ouchrerlony yang diencerkan 1:2; 1 1401 : 80 1 16; dan 1 : 32;
didapat hasil positip sampai dengan pengenceran 1 @ 32, yang berarti untuk
penggunaan antigen dapat diencerkan | bagian antigen ditambah dengan 32 bagian
PBS". Pengenceran hanya sampai 1/32 karena pada pengenceran tersebut sudah
memenuhi persyaratan, sesuai pernyataan Martin 1978 dan Suguira 1982, dalam
menggunakan antigen sebaiknya diencerkan pada kisaran perbandingan | 8 sampai
1 : 32; untuk mencegah terjadinya ketidakseimbangan antigen dan antibodi pada uji

ouchterlony. Nasil uji stabilisasi antigen BL galur lokal yang ditempatkan pada
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temperatur kamar (25°C — 30°C) pada 1,2,3 dan 4 minggu, masih stabil karena sesuai
pernyataan Miller ¢f ol 1979 bahwa virus 287 masih tahan hidup pada temperatur
50°C.

Hasil sensitivitas dan spesifisitas adalah 98,75%; berarti penelitian ini
mempunyai nilai sensitiv dan spesifik yang baik ; untuk Perangkat antigen B/, galur
lokal yang tidak berbeda dengan Perangkat antigen BL produk IAF Canada sesuai

dengan yang dikerjakan Onuma et al., 1975 dan Philip er al., 1976.
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Gambar 5. 1. Biakan Jaringan OL Normal yang ( ‘onflucnt

I-B81.(CPL)

Gambar 5.2. Biakan Janngan OL. yang Terinfeksi Virus
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Gambar 6.2 Negatif Virus /281, dengan Agar Quchierlony
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BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1, Kesimpulan
1. Tidak ada perbedaan dari slcrum sapi potong pada uji ouchterlony dengan
timbulnya garis presipitasi pada kedua Perangkat antigen 281 galur lokal
dan produk IAF Canada.
2. Tidak ada perbedaan dari serum sapi potong dengan uji sensitivitas pada
kedua Perangkat antigen /<81, galur lokal dan produk IAF Canada.

3. Tidak ada perbedaan dari serum sapi potong dengan uji spesifisitas pada

kedua Perangkat antigen /737, galur lokal dan produk IAF Canada.

7.2. Saran

1. Dengan diperolehnya Peranghat antigen 8L galur lokal yang tidak berbeda
dengan Perangkat antigen /:B/. produk 1AF Canada; maka Perangkat antigen
181, galur lokal dapat dipakai untuk diagnosis dini penyakit 2Bl di
Indonesta.

2. Hasil penelitian ini merupakan sumbangan informasi mengenai cara terbaik

untuk mencegah terjadinya wabah penyakit 223/, di Indonesia dengan jalan

mendiagnosis penyakit /231, sedini mungkin, dengan menggunakan Perangkat

antigen /B[ galur lokal; dan guna penelitian lebih lanjut.
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PEMURNIAN VIRUS EBL :

Suspensi virus
Tanpa debris sel

Tambahkan amonium sulfat
30%

Diputar di atas stirer 4°C, 12 jam

l

Centrifuge 1000 g, 2 jam

Media atas dikumpulkan ‘ Endapan /“reeze and thowing
disimpan pada suhu 4" C 2 -3 kali

'

Centrifuge 10 rpm 30°

Dikumpulkan
Supernatant 4 >

Supernatant Lndapan

v
Supernatant, sucrose 60 % (sucrose gradient)

v
Centrifuge 70.000 g, (3 x 60 menit)

Supernatant Endapan disimpan pada — 80" C

Sumber : (Miller ¢f al., 1979; Trudel ¢f al., 1990
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Lipida dua

lapls Selubung
Qlikoprotein ( virus
(rambut-rambut)

Protein (kapsid)

Intl asam nukleat

Tegumen

-Gambar ; 2,onkorna virus

Virus menjadi matang dalam biakan jaringan
virus secara terus — menerus dilepaskan dari sel
oleh penonjolan dari selaput sel.

Sumber * ( Jawatz, ef al., 1982: Bellanti, 1993)
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pada selaput sel, pada tempat
dari mana virus akan wmenonjol
keluar. Molekul-molekul penda-
hulu "gag" yang tidak'diﬁelah.
yang mengandung polipeptida
virus internal, bergerak ke
tempat penonjolan;- satu ujung
molekul  berhubungan  dengan
komplex pembungkus dan ujung
lainnya dengan ARN virus, En-
zim proteolitik membelah mole-
kul-molekul pendahulu untuk
menghasilkan poliﬁeptida virus
masing-masing, omponen-kom-
ponen wmenyusun dirl sendiri
untuk membentuk, substruktur

yang sesuai, dan virion yang:
satang wmenonjol. keluar daris

sel,
b2

Gambar 3 : Virus Onkorna Tipe C

Sumber : ( Jawatz, et al., 1982)
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Lampiran : Rencana Liflet

Rencana Brosur / Liflet : Perangkat

Ann‘g_e; Enzootic Bovine Leucosis Gp60 galur lokal

INDIKASI

Perangkat EBL adalah perangkat untuk diagnosa serologis dari virus Bovine
Leucemia. Tiap perangkat cukup untuk menguji 90 sampel serum dan 30 kontrol
dengan menggunakan agar difusi (AGPT).

Perangkat EBL hanya untuk diagnosa hewan.

KOMPOSISI
Perangkat diformulasikan dalam bentuk kering beku, setiap dosisnya 0,05 - 0,08 ml

diteteskan kedalam sumuran agar difusi.

DOSIS DAN CARA PENGGUNAAN
Satu Perangkat EBL berisi 6 komponen dalam bentuk kering beku termasuk bahan
pelarut untuk mencairkan komponen tersebut. Tiap lubang dalam AGPT dapat diisi

masing-masing 0,05 sampai 0,08 ml.

Penggunaan sebagai berikut :
Membuat lapisan agar tipis pada plate gelas yang berdiameter 10 ecm (AGPT)

sebanyak 15 ml dibiarkan dingin sampai lebih kurang | jam, sampal dengan
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terbentuk gel. Untuk menuangkan dibuat ketebalan yang rata dari gel tersebut,
Pembuatan sumuran pada gel atau pada agar, dengan alat pelobang/puncher dari
logam anti karat dibuat sedemikian rupa sehingga jarak antara sumuran satu dengan
lainnya 3 mm. Dimana terdiri dari 1 sumuran di tengah dan 6 sumuran di
sekelilingnya. Penampang sumuran setelah dicetak berdiameter 7 mm, dan untuk
membersihkan sisa-sisa agar pada sumuran tersebut disedot dengan pompa vakum.
Pengisian sumuran seaseptis mungkin, sumuran bagian tengah (7) diisi dengan
antigen 0,08 ml. Sumuran 2, 4, 6 diisi dengan serum referen masing-masing 0,08 ml.
Sumuran 1, 3, 5 diisi dengan serum yang akan diuji masing-masing 0,08 ml (rata
pada permukaan agar). Diinkubasikan pada suhu kamar (kurang lebih 27 — 280 C),
selama 48 jam dalam ruangan yang tertutup dan lembab atau i.nkubator CO2 dengan

dialasi dengan kertas sari basah dalam kotak yang tertutup.

Kontrol serum :

Untuk setiap kali pengujian dibuat satu kontrol dengan perlakukan sebagai berikut :
Sumuran bagian tengah (7) diisi dengan antigen 0,08 ml dan sumuran nomor (1) diisi
dengan serum negatip (-) 0,08 ml, sumurran nomor (3) dengan serum positip lemah
(-) 0,08 ml, dan sumuran nomor (5) dengan serum positip (+) 0,08 ml, sumuran

nomor 2, 4, 6, masing-masing 0,08 ml referen serum,

Pembacaan hasil :
Pertama dilakukan pada bagian kontrol, selanjutnya pembacaan pada bagian serum

yang diuji.
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Reaksi positip membentuk garis-garis presipitat yang terletak antara antigen dengan

serum yang diuji, sedang serum negatip tidak akan memperlihatkan garis presipitat.

KEMASAN

Setiap perangkat terdiri dari :

Antigen Bovine Leucosis I x 3ml vial no. |
Serum referen 1 x 10ml vial no. 2
Serum kontrol positip I x 1ml vial no. 3
Serum kontrol negatip I x 1ml vial no. 4
Serum kontrol positip lemah I x 1ml vial no. 5
Pelarut buffer 1 x 20ml vial no. 6
PENYIMPANAN

Simpan dalam leman es pada suhu 2 - 8° C

Selama peredaran sebaiknya berada pada suhu2 - 8° C

Kecuali pelarut buffer (diluen), seluruh perangkat EBL sctelah pamakaian pertama
Scbaiknya disimpan pada suhu -20°C.

PERANGKAT HANYA UNTUK DIAGNOSA HEWAN

HARUS DENGAN RESEP DOKTER HEWAN

TESIS STUDI PERBANDINGAN PEMBUATAN ... HASDIANAH HASAN ROHAN




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
79

Lampiran2. : Bahan agar difusi

A GPT (Agar Gell Presipitasi)

R/ NaCl 9 gram
KCl 0,037 gram
Na2HPO4 0,01 gram
GLUKOSA 0,1 gram
TRIS 0,3 gram
HCI 0,18 ml
NaN3 0,2 gram
AQUADEST 100 mil
AGAR NOBLE 1 %
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Lampiran.3 : Persiapan Elektroforesis

SDS PAGE UNTUK ESTIMASI PROTEIN

ll

Mencetak Running Gel

Bahan-bahan untuk membuat running gel dicampur jadi satu sampai homogen,
dengan cepat masukkan kedalam gelas plate yang telah diberi spacer. fiksasi
sedemikian rupa agar hasil running gel rata. Untuk meratakan bagian atas running
gel diberi Butanol secukupnya, inkubasi selama 25 menit agar running pel
memadat. Setelah running gel memadat, cuci butanol yang ada diatas running gel
tadi dengan elektroporosis bufer yang sudah diencerkan 10 kali. Bersih dan

keringkan dengan kertas filter (Whatman).

Mencetak Stacking Gel

Seperti cara running gel, setelah bahan stacking gel tercampur menjadi satu dan
Homogen, tuangkan pada cetakan running gel, lalu masukkan comb. Inkubasi
selama 25 menit sampai stacking gel padat. Lepaskan comb cuci stacking gel

dengan elektroforesis buffer dan bersihkan dari sisa-sisa gel.

Menyiapkan Sampel
Thowing sel lysat kemudian ambil 20 (I dan campurkan dengan buffer sebanyak
20 (1 (buffer sebagai indikator warna). Panaskan pada suu 100 C selama 5 menit.

Sebelumnya tutup eppendarft tube diberi lubang,
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4. Elektroforesis

Pasang gelas plate pada elektrophoresis (sebelum lepas spacenya). Fiksasi plate

dengan baik, tuangkan sampel dan merker pada stacking gel. Pasang

elektrophoresis.

Apabila sampel masih berada pada stacking gel, voltase dipasang 40V, 10mV dan

apabila sampel telah melewati satcking gel voltyase dipasang 120V, 25 mA.

Tunggu sampai sampel turun melewati gel. Yang perlu diperhatikan jangan

sampai ada gelembung udara.

Hasil elektrophoresis diproses dalam beberapa tahap : tahap pertama pencucian

dengan menthanol 50% dan asam asetat 7.5 (I dalam 200 ml aquadest selama 30

menit. Tahap kedua pencucian dengan methanol 5% dan asam asetat 7.5 % dalam

200 ml aquadest selama 30 menit. Tahap ketiga pencucian dengan glutaraldehyd

10% dalam 200 ml aquadest selama 30 menit. Tahap keempat pencucian dengan

aquadest 200 ml selama 30 menit sebanyak 3 kali. Tahap kelima pewarna gel

dimasukkan dan ditunggu 15 menit. Tahap keenam pencucian dengan aquadest

200 ml.
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Bovine leukemia Glycoprotein

JovBkgediffusiaactatigen, ovine CELL LINE ORIGIN =

Reagent Serum angd
BOVINE ORIGIN

leukassay" B

DESCRIPTION: The immunodillusion tgst using a glycaprotain anligen ol the
virus for the diagnosis of boving leukemia virus infeclion was described by Miller
Der Maaten.' The Bovine Leukemia Glycoprolein Immunodillusion
(BL-GID) kit contains the lollowing: glycoprolain anligen, anligen diluent, reagent
$eium, negalive, weak posilive, and positive relarance serums,

GENERAL INFORMATION; The BL-GID tesi is a serological les! lor dalecli;'tc
animals inleclad vine leu irys, Tha lest indicales Ihe presency of
specilic anlibody lo a glyeaprciein anligen ol bovine lsukemia vitus (BLV), This
anlibody appears 8 10 12 weeks aller an animal is oxporimentally infacled A
nogalive lest, therelore, indicales lroedom liom inleclion 12 woyks prior 1o
sampling. All nogative animals 0xposed |0 possibla sources of inleclion should
be isolaled and retosied al regular intarvals uniil two conseculive negalive lesis
al 12 woek inlarvals have been oblained. Only in (hig manner can one oblain a
truly negalive Qroup ol animals, These animals are then considered and ex-
pecled lo remain Iree of bovine leukemia virus unless exposad. i
Positive serology is nol evidence thal lumor formation wil occur because il is
widely recognized that lumor lormalion is the inlraquent rather than the usual
resull ol infection with oncogenic virures, .

Bovine leukemia virus is an insidious agent which may inlecl up 1o 90% of the
Callle in a herd, Clinical 5igns may nol be appatent in such hords since Iha
symploms genarally do not occur in young slock (animals up 10 5 years ol age)

Reference Serums,

Symploms ol the disoasa may include enlargod lyinph nodos, lyniphoid lumorg, .

loss of condilion, lymphocyiosis, drep in milk produciion, paralysiy, Inlantility
and gasirointeslinal signs, These 8igns generally occur in older animals (over &
¥ears ol age). Eonomic losses fesull lrom the above 8igns. Anolher economic
olluet of the disease Is caused by imporlalion fegulations Imposed by some
counlries requiring thal callle be frem herds known 1o ba froe ol boving
leukemia for & spacilied lime period,
The basis lor ihe BL-GID lest is concurrent migralion of the anligen and anii-
body loward each othor Ihrough an agar containing a high sall concentration.
High salt concentralion is nocessary lo enhance the lormalion of ihe immung-
precipilate, As the anligen and anlibody specilically combine, they lorm a prg-
cipilate which ig ltapped in lhe Qel malrix, Thig produces a visible
nopracipilin ling. The precipilin line lorms where Ihe concentration of anij-
0en and anlibody are oplimal. An exlreme varialion in he conconlration ol
either anlibody or anligon will aller the localion and appearance ol tha im.
munopracipitin line. Othar laclors which may alluci the Immunoprecipitin rgac-
lion are variations in the elecirolyle concenlralion, pH, and lemperaluio. High
levels ol lipid in samples also may allect the larmation of immunoprecipilin
lings, i '

Thae antigen for the BL-GID tesi Is a glycoprotain anligen oblained Irom a persis.
tenlly Inlecled ovine cell line, The feageni sarum conlains anlibody lo the glyco.
prolain anligen of bovine loukomia virus, It has tho ability to lorm s spocilic
immunoprecipilin line with the olycoprolein antigon. Thigg telorence sorums ary
Provided wilh the kil which sorve as guidance lor Interpratalion ol ho virus
faaclions ol unknown sarums, These are 1) a negalive telarenco sorum which

t:onlaing no antibody lo the Olyzoprotain artigen of toving loukemia vir3, It doos

INDICATIONS: The BL-GID leslis used lo determine if animals are infecled wilh
bovine leukemia virus by delecling the presence of serum antibody against a
leukemia virus glycoprolaln anligen,

PRECAUTIONS: Slare all feagents lrozen alter rehydration or firs use. Anligen
and accompanying reaganl serum have been standardized and should be used
logelhor. Use a fegalive, posilive and wagk poslive releronce sorum In onu
pallorn on each plalo wharg these would roplace the lost $orum 10 Bssuro propar

“Traduniuie

| i Pitman —
I:iﬂet Kit Bovine Leukemia Glycoprotein produksi
More Inc USA
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@ (g ). - ewo 2 mi vials of diluent for antigen reconstitution. g
i : Begative sen:. - !ﬁqﬂutiﬁiimglgslgﬁrniiiuﬂseq&i. <
° ° TOB&D  : Pesitive sera. . three S ml vials of diluent for positive reference serum reconstitution, o
C : Slightly positive serus. - five 100 lﬁ-—.ﬂn agar for »BBE&.E This media has precise values for pH and ionic qomq.
. sllowing optimal immunodiffusion and/or precipitatica. =
Diagramn® 3 2
" RS - Pasitive ceference serum vith ooe precipitation Lioe 3. TECHNIQUE (2]
(g SL). 3 -
£ - bosbtful ser. 3.1 atenials (not ished
F o : Hesitive serw with tvo precipitation lioes {p 2 - Plate support : Standard Petri plates (90 mm diameter) in glass or plastic;
- Agar-cutter, made of 7 tting cylind Jum!nmﬂ—o..ﬁ.&snlraﬁnnﬂ"

@\\mv wl g 5l).
o - Positise servs with halo.

: Fegative serus vith ove nou-specific precipitation
lise (oot related to the reference senus).

. one 4 mm Jdiameter central well,

. six 6 mm diameter peripheral wells,
S ﬁ!ﬂumﬁbﬁgﬁn&nﬂem%igiwr
- Adjustable micropipette 20-100 ul (with disposable tips).

©
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Diagramn® 4
° e @ AS - Positive reference sena vith ooe orecipitation line 3.2 Agar preparation »
P w
® .ﬁ_,m___. i ! : - The vial of agar is placed in a boiling water bath for 1.5 brs. -
I : Pesitie serm vith tw sondisassaciated Once melted. the agar should be placed in a +56°C water bath for at lesst 172 bour.
@ ° precipitation lines (p 2 ad gp S1). ) - The glass or plastic support plate is placed on a smooth horizontal surface.
J : Positive senam. - With the aid of a pre-heated pipette, distrit the agar in sufficient quantities in order to bave a
L - Pasitive sena vith ae o specific line. thickness of at least 2.6 mm. (19 ml of agar is needed for a dard 90 mm di Petri plate). Let
the agar cool and solidify before cutting the wells. The solidification can be sped up by placing the plate

Diagram n® 5 L + Negative senz vith halo. at +5°C + 3°C for one hour aficr di son of the meltod ager.
= - Using the agarcutier, cut the 7 wells in the agar as sh in diagram o°1. R the cut agar
eviinders by suction.



$0VI LEUKO TEST*

DBESCRIPTION

¥ BOVI LEUKO TEST" 1s 2 tes1 kit for the serological diagnosis of
Fovine leukemia virus infection. Each kit contains enough reagents
ap periorm 90 lests and 30 controls 1o be used with agar-gel
Fnmunoditiusion (AGID) as described by Miller and Van Der

me.»!w: (1.
BOVI LEUKO TEST" is intended lor in vitro veterinary diagnostic
R«- only: store the kit belween 2 and 8°C.
> BOVI LEUKO TEST" is manufactured by LA F. Production Inc.
W_u_zn_vrm OF THE TEST
In the immunoditiusion process the antigen and the correspond-
antibody migrale towards each other in the gel 1o form an im-
unoprecipitate which appears as 2 visidle and well-defined line
henever the concentralion ol anigen and antidody s optimal.
Fnis reaction is afiecied by:
(- antibody and anligen conceniranons
W.I elecirolyte concentration in the gel
or— pH
L
a— am:ant lemperaiute
D_ul ieve! ol hpid N samies
T — humidity
GENERAL iNFURMATION
S0V: LEUKO TEST® 1s a serologizal ies” wit for gereching swma's
intzctec with bovine levkema virus (BLV). This lest naicates ne
oresence of specilic antibody 10 2 BLY alycoprotein ant:gen. These
Lntibucr2s appear in thz serum 8 10 12 weeks following intection
Therclore. a negaiive les! indicales Ireecom from iniection 1 2weers
pior 10 sampling. It 1s vary important 1o slate all negatwe ammals
irom al possitie sources of mlection nd 10 ret2st at reguiar me:-
vals 5! 12 weehs until two conseculive nagatve iesis have been
obiained belove conswdenng an ammal aeyalve

It is generally accepied thal animals infected with Lovine leuke-
mia virus are virus carrers for life. However, posilive serolegy is
3-%11%02:302:«::3_930_6318085
in the animal.

CONTENTS

The BOVI LEUKO TEST® kit contains the following lyophilized
reagents: .

— glycoprotein antigen 1 % 3 mL Vial no. 1
— relerence serum 2 x 5 mlL Vials no. 2
— negalive control serum 1 x 1 mL Vial no. 3
— weak posilive control serum ; 1 x 1 ml Vial no. 4
— positive control serum 1x1mlVial no. 5
‘iﬂl‘i-’u

z.u.):o-tlﬁun-.!:mi.ﬁ gwm.aou o__clmos_.mcxo
TEST" kit should be stored at = 5
PROCEDURE
1. Reconstilute the antigen and yophilized sera by asepticallty add-
ing the proper volume of sterile distilled water as indicaled on
the label of each vial of the BOVI LEUXO TEST" kit
N.B. Shake the antigen suspension well before use.
2. Perri dish preparation for immunoditusion: .
a) butfer solution
dissolve in coe fiter of distilied waies
— 2 g NaDOH
— 70 g NaCl
— 9gH,BO,
Note: the final pH of this solui:on should be B.6 = 0.1
b) dissolve 0.7 g ol “Noble Agar” n 100 mL of boed butter
solution and cool down 10 55-60°C.
Pour 15 mL of agar medium into each Petri dish
(use only Petri dishes lree ¢l scratches al the botiom).
Leave the Petri dishes lor one hour witn lids ajar at
room lemperalure (20-25°C) 10 aliow evaporation of surplus
humidity.
Keep 1he Petr dishes urside down on thewr Fcs at 2*C dunng
24 hogrs rloee pie

Lampiran _a. i Liflet Kit Bovileuko Test produk IAF Canada - ,

5. Pertoration of wells in the agar
Using the punch, cul seven (7) wells of 7 mm diameter in Ine
vuu_."nwz each quadrant of the Petri dish. Welis should be no
greater than 3 mm apart and disposed as shown in figure 1: one
{1) central and six (6) peripheral wells.

. .Remove the agar plugs and residual moisturz in the wells by

suction using a Pasteur pipefie connecled 10 a vacuum line.
FIGURE 1

4, Tes! Procedure

Fill the cemer well of each quadrant {A. B, C ang D) with th2

reconstitute antigen {vial no. 1)

Note: Proper -Jeniification of ihe wells and quadrants in eacn
Pein dish is important 10 avoid errors in reporing test
resuls.

Place the comrdl sers (vials no. 3, & and 5) in aktcrnate wells

around the cer 127 well in the coniro! patiern A, using a separaie

mpelte lor each Serm. Fiil the three wells idens ed X Fig N

in g
adil
Fill1
seru
line:
Cau

5 Pt
He
s€

e
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Gambar 7 : 2 kotak perangkat antigen £ZBL : BOVI LEUKOTEST Product JAF
Canada dan perangkat antigen EBI produk lokal.
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Gambar 8.1 : Bagian tubuh domba yang terkena tumor pada positip //BL dilihat
dari luar.

Gambar 8.2 1 Pembesaran lambung domba dan beberapa penonjolan yang berisi
pus (nanah) pada positip £BL.
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Gambar 9 : Pembesaran hati (Hepatomegali) yang berisi pus (nanah) pada positif
FBL.
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Gambar 10 : Bagian tumor pada positip EBL, setelah disayat (di-insisi)
mengeluarkan pus (nanah) yang kental, padat dan keras, berwarna
putih kekuningan.
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Lampiran 7. Populasi Ternak Sapi Potong dan Produksi Daging Tahun 1997

No. Propinsi Populasi Ternak Produksi Daging
Sapi Potong

. DI ACEH 729.375 5.651.125
2. SUMUT 263.190 9.740.347
3. SUMBAR 418.227 9.541416
4. RIAU 131.473 2.380.315
5. JAMBI 145.779 2.948.150
6. BENGKULU 123.301 1.089.910
7. SUMSEL 466.800 12.000.000
8. LAMPUNG 518.434 4.726.213
9. DKIJAKARTA 0 37.557.000
10. JABAR 223.394 62.358.519
11. JATENG 1.266.902 43.687.211
12. DI YOGYA 197.392 4.924.034
13. JATIM 3.374.071 95.613.000
14. KALBAR 168.970 3.271.680
15. KALTENG 50.128 1.531.625
16. KALSEL 191.317 3.479.538
17. KALTIM 87.907 8.286.200
18, SULUT 285.435 5.661.527
19. SULTENG 251.644 4.006.394
20. SULSEL 840.642 10.521.705
21. SULTRA 279.000 4,064,987
22. BALI 543.563 6.835.540
23.NTB 462.524 4.661.520
24.NTT 819.559 4.647.015
25. MALUKU 105.459 1.710.903
26. IRJA 69.800 2.962.566
27. TIMTIM 150.534 1.118.400

INDONESIA 12.164.820 354.976.840

TESIS
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LAMPIRAN 8: DATA

HASIL SENSITIVITAS DENGAN MENGGUNAKAN UJI
SERUM NETRALISASI (SN tes) DARI SERUM SAPI DAERAH

LEMBANG JAWA BARAT
CEPELANG JAWA BARAT
DESA JINGAKERTA KECAMATAN UBUD KABUPATEN GIANYAR BALI
JENIS PERLAKUAN el
Galur Lokal Galur IAF Canada
No. | Nama Sapi / Ras | Hasil log SN 50 | prosentase | No. | Nama Sapi / Ras | Hasil log SN 50 | prosentase
1 | Papandian 1,2 1,13 1 | Papandian 1,2 1,15
2 | Azalae N o 1,2 | 1”,-13“ 2 |avae | 1,2 1,15
3 | Valuri B 1,2 1,13 3 | valuri 1,2 1,15
_4__Pu;a:ag_o—-_ = _-1,2 i 1,13 4 | Putrasago 1,2 1,15
5 | Bromo 1,2 1,13 5 | Bromo 1,2 1,15
6 | Rekt 1,2 1,13 6 | Rekt R 1,3 __1,‘24. .
7 | Stylis 1,2 1,13 7 | Stylis 1,3 i _‘_1.24—
8 | Nakulo T 1,2 1,13 8 | Nakulo : 1,2_._-_ _l,_ls_
9 | Kemang i 1,3 1,23 9 | Kemang :2 E _1,;5 "
10 | Baruna 1,3 1,23 10 | Baruna o :2— m”l-,-l;s _
wfesma | 12 | 13 |0 |esma | 12 | s
12|smn 13 123 | 12|smon 13 | e
Hasil perlakuan 13 | 39 718 . 1,.3- . .-_”1,23 13 | 39 718 ] _12 - _1I5__
% tase 14 | Sebastian E| 6,8___- 6,43 14 | Sebastian . ? i _5,?9 T
Sesitivitas -1; E;UO I T 1,2 1,13 15 | Buo - ﬂ;,‘l 1,15
(daerah Lembang) __1-; Omate —'_“_1:2___ 1,13 16 | Omate o 1;_ ___i,_lft__
17 | Baranang e | 13 [ 17| saranang 2| s
. 1_3 Jo—net____ 1 "_.ll.z. . 1,13 18 | Jonet 1.2“'““ ___I._zs,_
19 Se_tuka B 1,2 1,13 19 | Setuka N 1.5 N 1_15_
2 |porgenango | 12 | 113 |20 |pogenago | 12 | 115
21 | Lion 1,2 1,13 21 Uon 1,2 1,15-
; ;w:__. R 1,2 - -_—1—,-13 22 | Susi - . l,i ” -_-:1._15_ .
nlow | 12 | w3 | #|owm | 12 115
24 | Bahari 1,2 1,1I3 - -2;1 Baf;arl_ 1,2 1,15
25 | Oliver 1,2 1,1-3. ’ 25 C_)Ilv;er 1,2 1,15
ooy | 12 | 113 | 26| ovany | 2| s
2 [sewo | 12 | 113 |27 |sasews | 12 | s
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JENIS PERLAKUAN ikt o
Galur Lokal Galur IAF Canada
No. | Nama Sapi / Ras | Hasil log SN 50 | prosentase | No. | Nama Sapi / Ras | Hasil log SN 50 | prosentase
28 | Brayin 1,3 1,23 28 | Brayin 1,3 1,24
29 | Bimasakti ) :‘ :— _l,j____ 1,23 29 | Bimasakt | 1,2 - 1,1;‘*
30 | Badranaya 1,3 T 1,23 30 Badranaw;;m i -1-,‘2.““-' 1,15
3t | Inorimer 14 132 |3 fmoimer | 12 | ws
32 | 390 205 1,2 1,13 32 .;‘90205 I 12 o _1715_
33 (39105 1,2 1,13 33139105 1,2 1,15
34 | 39206 1,2 1,13 34 | 39206 1,2 1,15
35 (39101 11 1,04 35 | 39101 o .I,l;. | —1:5&*‘
36 | 39107 - _l_,4 1,32 36 | 39107 o -1-,.2“ o l_.15
ylmoe | 12 | a3 [wlmoe | 2 | s
38 | 39150 1,2 1,13 38 | 391 50 1,2 1,15
39 | 39182 1,3 1,23 39 | 39182 1,3 1,24
40 | 392 04 1,2 1,13 40 | 39204 1,3 1,24
l 41 | 39210 1,2 1,13 41 | 39210 1,4 1,34
Hasil perlakuan 42 139212 1,2 1,13 42 | 39212 1,2 1,15
% tase 43 | 39213 14 1,32 43 | 39213 1,4 1,34
Sesitivitas 44 | 392 14 1,2 1,13 44 | 392 14 1,2 1,15
(daerah Cipelang) 45 | 39216 1,2 1,13 45 | 392 16 1,2 1,15
- 46 | 39218 1,2 1,13 46 | 39218 1,3 1,24
_:?_ 39219 1,_2 - 1,13 47 | 39219 h_l-.l3 -1,24
48 | 392 20 - 1,2 1,13 48 | 392 20 1,2 1,15
49 | 392 22 - -_1-.-2 1,13 49 | 392 22 | 1,2 " 1,15
] SB 39223 N 1,2 1,13 50 | 39223 1,3 1,24 :
Sl _3;2_2—4_ ] 1,2 i 1,13 | 51| 39224 - - 1;..3_- : _-_1-,2-;1
52 ‘392 25 1,3 | 1,23 52| 39225 - o 1._2 R _1:1_5 ‘
53. 39_1'_26 R 1,1 i i 1,13 o 53 | 39226 o - 1.2I - . 1.1;
;. 39227 1,3 1,23 54 | 39227 1.3_-_" _H‘IH._Z_‘I i
_5*5“-'3-9‘;2_8“”- e 1,3 1,23 55 | 39228 1 1.;- N _1._1_5_ B
% |mmn | 13 | s |s|man | w2 | s
;‘_ 39533 . e _l;i . _-1,13 57 | 39233 i 1,3 - .__l,;_
sl | 12 | w3 [ss|me | a2 | s
; 39235 ] 1,2 o 1,13 59 | 392 35 1,2 1,15
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JENIS PERLAKUAN PERANGKAT ANTIGEN EBL
Galur Lokal Galur 1AF Canada
No. | Nama Sapi / Ras | Hasil log SN 50 | prosentase | No. Nama Sapi / Ras | Hasil log SN 50 | prosentase
60 | 392 36 1,2 1,13 60 | 392 36 1,2 1,15
61 39237 1,2' :13 lea 39237 . 1,2 ' 1,15--
E 392 39 _1.2 1,13 62 | 392 39 1,2 1,15
63 9243 1,2 ___"1,13 633243 __13 o _":'.'24'__
6439247 _1,2 ' 1,13 _ _s; 1247 _ ‘i.J_ L2
65 392 49 1,3 1,23 65 | 392 49 1,2 7,1_5“_
6250 | 13 | i |es|me 2 | ams
67 | 392 56 1,4 '1,32 | &7 9256 1,3 1,24
6 3202 14 1 |es|mmo2 | 13 | s
5—9 525 [ 1,3 B 1,23 69 | 525 1,3 1,24
70 | BC 0793 1,2 1,13 70 | BC 0793 1,3 1,24
Hasil perlakuan 71 | 33/ Ras Bali 1,4 1,32 71 | 33/ Ras Bali 1,2 1,15
Woasesewovias | 72 [19/Rassal | 14 | 12 |72 |wssmmen | 12 | 115
(daerah Jingakerta) _:; 12/RasBall | 1,5 1,23 73 | 12/ Ras Ball 1,3 _—124
74 | 31 / Ras Bali 1,4 1,32 74 | 31 / Ras Bali _ 1,1; 115—
75 | 18/ Ras Ball 4 | 132 |75 |iw/resea | 13 | 12e
76 11 / Ras Bali 1,4 _ 1.32‘ 76 | 11/ Ras Bali h 1,3 1,_24_
77 BdeasBau 1,3 - _1,'2'3@ 77 | 30/ Ras Bali - _1'.3““““““_1_.2'4_
| irmsa | 12 | o || omms | a2 | s
-79 10/RasBall | 1,4 o __--i,az L:'9 10/RasBall | 1_3 i 1,2; .
0|3/ | 14 | 132 |0 |mmmen | 13| e
Total 105,8 100 Total 104,6 100
Keterangan : Sensitivitas yang dihitung harga negatif CPE = Sensitivitas yang dihitung harga negatif CPE =
s—’: x100% = 98,75 % % x100% = 98,75 %

Rumus yang digunakan adalah Spearman Karber :

l0gy0 endpoint dilution = -[x‘, . % +d E%‘l]

Where :

%  =1ogy afmmbxddmmmmxmavwnmm

d = logy of the dilution faktor

N, = number of animals used at each individual dilution (after discounting accidental deaths)
n' = number of positive animal (out of n ;)

Summation is started at dilution x ,

Penqeceran vang diqunakan adalah : two fold diluction (Bogel et al, 1983)

92

TESIS STUDI PERBANDINGAN PEMBUATAN ... HASDIANAH HASAN ROHAN




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Lampiran 9. HASIL SPESIFISITAS DARI SERUM SAPI DAERAH: LEMBANG
JAWA BARAT,
CIPELANG JAWA BARAT,
DESA JINGAKERTA KECAMATAN UBUD KABUPATEN
GIANYAR BALI DENGAN UJI QUCHTERLONY

. Perangkat antigen EBL
i o Galur Lokal Produksi JAF Canada
No. sapi/ No. sapi/
No. | Nama sapi/ | Hasil NE Nama sapi/ | Hasil
urut urut
Ras Ras
1. | Papandaian | negatip 1. | Papandaian | negatip
2. | Azalae negatip 2. | Azalae negatip
3. | Putrasago negatip 3. | Putrasago negatip
4. | Valuri negatip 4. | Valuri negatip
5. | Bromo negatip 5. | Bromo negatip
6. | Rekti negatip 6. | Rekti negatip
7. | Stylis negatip 7. | Stylis negatip
8. | Nakulo negatip 8. | Nakulo negatip
9. | Kemang negatip 9. | Kemang negatip
10. | Baruna negatip 10. | Barunc negatip
11, | Bisma negatip 11. | Bisma negatip
Hasil 12. | Simon negatip 12, | Simon negatip
Spesifisitas 13. {39718 negatip 13. 39718 negatip
dengan uji 14. | Sebastian positip * | 14. | Sebastian positip *
QOuchterlony 15. | Buo negatip 15. | Buo negatip
(Daerah 16. | Ornate negatip 16. | Ornate negatip
Lembang) 17. | Baranang negatip 17. | Baranang negatip
18. | Jonet negatip 18. | Jonet negatip
19. | Setuka negatip 19. | Setuka negatip
20. | Porgenango | negatip 20. | Porgenango | negatip
21. | Lion negatip 21. | Lion negatip
22. | Susi negatip 22, | Susi negatip
23. | Oktaf negatip 23, | Oktaf negatip
24. | Bahari negatip 24. | Bahari negatip
25. | Oliver negatip 25. | Oliver negatip
26. | Ombany negatip 26. | Ombany negatip
27. | Sadewo negatip 27. | Sadewo negatip
28. | Brayin negatip 28. | Brayin negatip
29. | Bimasakti | negatip 29. | Bimasakti | negatip
30. | Badrayana | negatip 30. | Badrayana | negatip
31. [ Inorimer negatip 31. | Inorimer negatip
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: Perangkat antigen IEBL
Tghin Persakiso Ga okl A Produksi TAF Canada
No. sapi/ No. sapi/
No. | Nama sapi/ | Hasil b, Nama sgpi} Hasil
urut urut
Ras Ras
32. | 390 205 negatip | 32. [ 393 205 negatip
33. | 391 05 negatip | 33. | 394 05 negatip
34. | 392 06 negatip | 34. | 395 06 negatip
35. [ 391 01 negatip | 35. | 392 0l negatip
36. | 391 07 negatip | 36. | 392 07 negatip
37. 1391 09 negatip | 37. | 392 09 negatip
38. | 391 50 negatip | 38. | 393 50 negatip
39. | 391 82 negatip | 39. | 393 82 negatip
40. | 392 04 negatip | 40. | 394 04 negatip
41. (392 10 negatip | 41. | 393 10 negatip
Hasil 42. 392 12 negatip | 42. | 393 12 negatip
Spesifisitas 43, 392 13 negatip | 43. | 394 13 negatip
dengan uji 44. | 392 14 negatip | 44. | 392 14 negatip
Quchterlony 45. 392 16 negatip | 45. | 392 16 negatip
(Daerah 46. | 392 18 negatip | 46. | 392 18 negatip
Cipelang) 47. 1392 19 negatip | 47. | 392 19 negatip
48. 1392 20 negatip | 48. | 392 20 negatip
49, |392 22 negatip | 49. | 392 22 negatip
50. 392 23 negatip | 50. | 392 23 negatip
51. | 392 24 negatip | S1. | 392 24 negatip
52. 1392 25 negatip | S52. | 392 25 negatip
$3. | 392 26 negatip | 53. | 392 26 negatip
54, (392 27 negatip | 54. | 392 27 negatip
§5. | 392 28 negatip | 55. | 392 28 negatip
56. | 392 29 negatip | 56. | 392 29 negatip
57. 392 33 negatip | 57. | 392 33 negatip
58. 392 34 negatip | 58. | 392 34 negatip
59. | 392 35 negatip | 59. | 392 35 negatip
60. | 392 36 negatip | 60. | 392 36 negatip
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61. | 392 37 negatip | 61. | 392 37 negatip
62. | 392 39 negatip | 62. | 392 39 negatip
63. | 392 43 negatip | 63. | 392 43 negatip
64. | 392 47 negatip | 64. | 392 47 negatip
65. | 392 49 negatip | 65. | 392 49 negatip
66. | 392 54 negatip | 66. | 392 54 negatip
67. | 392 56 negatip | 67. [ 392 56 negatip
68. | 392 02 negatip | 68. | 393 02 negatip
69. | 525 negatip | 69. | 525 negatip
70. | BC 0793 negatip | 70. [ BC 0793 negatip
. Perangkat antigen EBL
Jenis Perlakuan Galur Lokal Produksi IAF Canada
No. sapi/ No. sapi/
S Nama sapi/ | Hasil e Nama sgpiz’ Hasil
urut urut
Ras Ras
Hasil 71. | 33/Ras Bah: negatl:p 71. | 33/Ras Ba!i ncgall:p |
Spesifisitas 72. | 19/Ras Bal{ negatip 72. | 19/Ras Bal! negatip
dengan uji 73. | 12/Ras Bal! negatip 73. | 12/Ras Bal! negatip
Osichrariony 74. | 31/Ras Bali | negatip | 74. | 31/Ras Bali | negatip
(s 75. | 18/Ras Bal@ negatip 75. | 18/Ras Bah: negatip
Tingakerta) 76. | 11/Ras Bali | negatip | 76. | 11/Ras Bali negatip
77. | 30/Ras Bali | negatip | 77. | 30/Ras Bali | negatip
78. | 17/Ras Bali | negatip | 78. | 17/Ras Bali | negatip
79. | 10/Ras Bali | negatip | 79. | 10/Ras Bali | negatip
80. | 29/Ras Bali | negatip | 80. | 29/Ras Bali | negatip
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;' Lampiran 11. Rincian Komponen dan Biaya Produksi Perangkat Antigen EBL Galur Lokal

Isi Tiap Tanding : 50 KIT

| Isi Tiap KIT : 80 Sampel
' RINCIAN TAHUN 2000 JUMLAH
NO KOMPONEN JML. BRG SAT] HARGA/KEMASAN HARGA
(Rp) (Rp)
1 2 3 4 5
I BAHAN PRODUKSI
A. ANTIBIOTIK DAN ANTIJAMUR
| 1|Penicilin G (Meiji) 7.50gr 8.983.34| 1gr 67.375,00
2|Kanamycin Sulfat (Meiji) 7.50 gr 7.260,00f 1gr 54.450,00
3|Streptomycin Sulfat (Meiji) 11.25gr 2,508,001 1gr 28.215,00
JUMLAH A 150.040,00
B. ASAM AMINO DAN VITAMIN
1|L-Arginine (E Merck, 1542) 15.00 gr 1.870,001 1gr 28.050,00
2|L-Cysteine (E Merck, 2836) 4.89 gr 5442 80| 1gr 26.615,30
3|L-Histidine (E Merck, 4351) 1.13gr 5772,80| 1gr 6.494,40
4|L-Isoleucine (BDH, 37123) 3.75¢gr 11.330,00 1gr 42.487,50
5|L-Leucine (BDH, 37121) 3.75gr 3,520,001 1gr 13.200,00
6(L-Lysine (BDH, 37129) 3.00 gr 880,001 1gr 2.640,00
7|L-Methionine (E Merck, 5707) 1.13gr 4.070,00] 1gr 4.578,76
8|L-Phenylalanine (BDH, 37138) 1.13 gr 5.500,00f 1gr 6.187,50
9|L-Threonine (BDH, 37150) 1.50 gr 5.362,50] 1gr 8.043,76
10{L-Thryptophan (E Merck, 8374) 0.38 gr 11,132,001 1gr 4.174,50
11|L-Valine (BDH, 37160) 1.50 gr 374,00 1gr 561,00
12{L-Pantothenic acid (BDH,144074) 1.41 gr 3.377,00f 1gr 4.749,08
13|L-Choline Chloride (BDH,42014) 0.23 gr 1.760,00f 1gr 396,00
14|Folic Acid (BDH, 42014) 0.08 gr 27.500,00f 1gr 2.062,50
15]Inositol (BDH, 38044) 263 gr 2.112,001 1gr 5.544 00
16| Thiamine HCI (E Merck, 8181) 0.08 gr 5.500,00f 1gr 412,50
17|Riboflavin (BDH, 44088) 0.02 gr 12.650,00f 1gr 189,76
JUMLAH B 156.386,56
C. DILUENT DAN BAHAN KIMIA LAIN
1|NaCl (BDH, 10241) 600.00 gr 101.750,00] 1.000 gr 61.050,00
2|KCI (BDH, 29594) 30.00 gr 132.000,00{1.000 gr 3.960,00
3|MgS04 (E Merck, 5886) 35.00 gr 187.000,00{1.000 gr 6.545,00
4(Na H2P0O4 2H20 (BDH, 10245) 32.06 gr 231,36 1gr 7.417,40
5|CaCi2 (E Merck, 2386) 16.50 gr 131.450,00/1.000 gr 2.168,92
6|KH2P04 (E Merck, 4873) 30.00 gr 413,36 1gr 12.400,80
7|MgCi2 6 H20 1.50 gr 117.180,00f 250 gr 703,08
8| Trypsine (difco 727469) 2.00 gr 11.000,00 1gr 22.000,00
S|Versine (Sodium Edta (BDH, 28025) 0.40 gr 397.100,00f 100 gr 1.588,40
10]Lactalbumin Hydrolisa (Oxoid-L.48 100.00 gr 396.000,00| 500 gr 79.200,00
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1 2 3 4 5
PERANGKAT ANTIGEN EBL GALUR LOKAL
Bahan Kimia
11[{(NH4)2 804 (E, Merck 1217) 500.00 gr 148.500,00( 1000 gr 74.250,00
12{BaCl2 (E Merck, 1719) 50.00 120.000,00/ 500 gr 12.000,00
13|Dialysa Tube 1.00 ft 1.288.000,00 10ft| 128.800,00
SERUM KONTROL POSITIP
Bahan Baku
14|Kambing 3 ekor 250.000,00| 1ekor 750.000,00
SERUM KONTROL POSITIP LEMAH
Bahan Baku
15{Kambing
SERUM KONTROL NEGATIP
Bahan baku
16{Kelinci 3 ekor 60.000,00{ 1 ekor 180.000,00
JUMLAH C 1.342.083,60
D. DESINFEKTAN DAN BAHAN-BAHAN LAIN
1|Alkohol tehnis 5,000 ml 6.000,00] 1000 ml 30.000,00
2|Kreolin 2.000 ml 4.500,00| 1000 m| 9.000,00
3{Rinso 1.000 gr 6.000,00] 1000 gr 6.000,00
4|Yudo 1.000 gr 400,00( 1000 gr 400,00
5|Sabun Asepso 5.00 bh 1.750,00f 1 bh 8.750,00
6| Teepol 1.000 mi 6.007,00| 1000 ml 6.000,00
Jumlah D 60.150,00
E. EXPENDABLE MATERIAL
1] Aluminium foil 1.00 rol 12.500,00( 1 rol 12.500,00
2|Disposable syringe 5 ml 30.00 bh 1.100,001 1 bh 33.000,00
3|Disposable syringe 2,5 ml 10.00 bh 1.080,001 1 bh 10.800,00
4|Disposable syringe 50 mil 2.00 bh 3.000,00f 1 bh 6.000,00
5|Kapas berlemak 0.50 kg 12.200,00f 1 kg 6.100,00
6|Kapas putih 0.50 kg 23.000,00f 1 kg 11.500,00
7 |Kertas karton 2.00 kg 1.400,00f 1 kg 2.800,00
8|Kertas tissue 1.00 rol 1.500,00| 1 rol 1.500,00
9|KertaspH6,4-8,1-5 5.00 lbr 14.950,00| 100 lbr 747,00
10|Keras Saring 3.00 lbr 1.600,00f 1 lbr 4.800,00
11]|Kain kasa 4.00 mt 40.250,00f 1 mt 161.000,00
12| Tali rami 2.00 rol 1.500,00f 1 rol 3.000,00
13|Masker 2.00 bh 2.200,00] 1bh 4.400,00
14|Autoclave tape 0.50 rol 44.000,00f 1 rol 22.000,00
15|Spidol besar 1.00 bh 2.700,00f 1 bh 2.700,00
JUMLAH E 282.847,00
98
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Jadi harga satuan perangkat

Dibulatkan

4.502.000 : 50 = Rp. 90.040,00 untuk 1 perangkat

= Rp. 90.000,00

| 2 3 4 5
F. HEWAN PERCOBAAN DAN MAKANAN
1|Kelinci Dewasa 2 ekor 10.000,00{ 1 ekor 20.000,00
| 2|Makanan kelinci untuk 2bulan
l - Sayuran 24 kg 370,00] 1kg 8.880,00
: - Wortel 150 kg 1.500,00] 1kg 225,000,00
l - Ubi-ubian 150 kg 550,001 1 kg 82.500,00
JUMLAH F 336.380,00
|
] KEMASAN
| Vial 20 ml, lengkap dengan prop karet, 100 set 750,00 1bh 75.000,00
| aluminium cap, etiket, leaflet dll
| Vial § ml, lengkap dengan prop karet, 250 set 600,00{ 1 bh 150.000,00
aluminium cap, etiket, leaflet dll 225.000,00
il |BIAYA SERTIFIKASI 1.0 150.000,00 1 150.000,00
IV |BIAYA EXPLOITASI SARANA PRODUKSI
Exploitasi disel, ketel uap, 1.0 250.000,00 1 250.000,00
Krematorium, pendingin, sarana
produksi, dll.
V  |BIAYA TENAGA KERJA
Tenaga kasar, extra voeding 1.0 1.000.000,00 1 1.000.000,00
pengamanan kesehatan personil,
pakaian kerja, lembur karyawan dl|
VI IPENGEMBANGAN KERUSAKAN 1.0 300.000,00 1 300.000,00
Vil |BIAYA PERAWATAN 1.0 250.000,00 1 250.000,00
Jumlah biaya tiap tanding (50 kit) 4.502.887,16
Dibulatkan 4.502.000,00
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Lampiran 12. Daftar Harga Perangkat Antigen EBL Produk IAF Canada dan
Laporan Penyakit EBL di Pulau Jawa dan Madura

Satu Perangkat Antigen £BL Produk IAF Canada untuk 400 rests adalah
Rp 5.625.000 (Lima Juta Enam Ratus Dua Puluh Lima Ribu Rupiah)

Sumber : BPPH wilayah IV Yogyakarta (29 Agustus 2000)
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Lampiran 13. Hasil Uji Quchterlony Serum Sapi Kiriman BPPH Yogyakarta dari
Monitoring Sapi Potong di Jawa Tengah 21 Juni 1998 dengan
Menggunakan Perangkat Antigen £BL Galur Lokal Percobaan Awal
yang Dibandingkan dengan Perangkat Import.

No Kode Serum Dengan Perangkat /<B/. Produksi
Galur Lokal Import
! 1800 - -
2 1328 + #
3 2981 - -
4 2082 + +
5 0261 + +
6 6873 + +
7 6103 - +
8 48 SES # +
9 6825 - -
10 6865 + +
11 5376 + +
12 0240 + +
13 S 136 - “
14 S 176 * +
15 S 154 - -
16 S 160 + +
17 S 192 - -
18 S 141 ¥ #
19 S114 - -
20 S 66 + t
Keterangan :

+ = diduga terinfeksi £EBL
- = tidak terinfeksi £BL
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Lampiran 14, Laporan Penyakit EBL di Pulau Jawa dan MaduraTahun 1988,

1989, 1990, 1991, 1992 dan 1999

Tahun Kodya/Kab Jenis Hewan Jumlah Kasus
1988 Sukabumi Sapi | 2
Bandung Sapi 6
Cilacap Sapi 22
Salatiga Sapi I
Malang Sapi 1

Surabaya Sapi 62
1989 Cilapap Sapi 33
Mojokerto Sapi |
Rembang Sapi I
Salatiga Sapi |
Surabaya Sapi 2
1990 Bandung Sapi I
Jakarta Sapi 15
1991 Malang Sapi 9
1992 Bandung Sapi I
1999 Bandung Sapi 1

Sumber : BPPH Wilayah IV Yogyakarta (1999/2000)
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Lampiran 15

Hasil Analisis Data
Cross Tab / Chi-Square Tests
Observed values (Cell format : count/percent : total/percent : row/percent : col)

LOKAL IMPOR TOTAL
I I 2
50,00 50.00
1.25 1.25
79 79 158
o5 49.38 4938 98.75
Negatil
50.00 50.00
98.75 98.75
80 80) 160
Total :
50.00 50.00 100.00
Chi-Square with continuity correction factor = .5006, Prob.= 4767
Chi-Square without continuity correction factor = 000, Prob.=1.0000

DF.=1
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Age———— CROSSTAB /wgﬂaﬁﬁg peuﬂﬁﬁgﬁ%§ﬁﬁﬁmiﬂ7“""""'

D VALUES (Cell format: coun rcent:total/ percent:row/ percent:col

|

|
{ LOKAL IMPOR TOTAL
e e e e
| 1 1 2
IIF .63 .63 1.2%
: 50.00 50.00

| 1.25 1.25

|t ———— e et ————— ———tm———— ——
J 79 79 158
rIF 49,38 49,38 98.75
l 50.00 50.00

| 98.75 98.75

[--+---------+--~ ------ trm—————
"AL 80 80 160
| 50.00 50.00 100.00

pUARE WITH CONTINUITY CORRECTION FACTOR .506, PROB.= .4767

bUARE WITHOUT CONTINUITY CORRECTION FACTOR = .000, PROB.=1.0000

| = 1

|
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