
nAB ' III 

HA.TERI DAN METODA PENELITIAN 

TEI~AT DAN WAKTU PENELITIAN 

Pengambilan contoh sera yang berupa sera darah babi 

dan kambing, dilakukan d.i Rumah Potong He wan (RPH) Pegi­

rian Kotamadya Surabaya. Pemeriksaan contoh sera secara 

serologis dengan metoda uji hemaglutinasi tak langsung 

(IHA), dilakukan di Laboratorium Virologi dan Immunologi 

Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga Surabaya. 

Penelitian ini dilakukan selama bulan Januari 1987, 

meliputi pengumpulan dan pemerL~saan contoh sera darah 

babi dan kambing. 

3 • 1 • NATERI PENELIT IAN 

3.1.1. Bahan Penelitian 

Serum darah (32 sera darah babi dan 31 sera 

darah kambing), kit toxoplasmosis buatan 

Behring (berisi : antigen Tox-IHA, reagen­

sia kontrol, larutan bufer pH 8,1 dan serum 

positif serta negatif) dan aquabidest. 

3.1.2. Peralatan Penelitian 

Tabung pemusing steril dengan tutup karet, 

tabung reaksi 1 0 em x 10 mm steril dengan 

tutup karet, spuit disposibel 5 ml, spuit 

tuberkulin, microplate bentuk 'V', pipet 
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otomatis Eppendorf, pipet Dropper 25 ul, pi­

pet Pasteur, microdiluter 25 ul, alat pe-
I 

musing, penangas air, termometer Celcius·, 

termos es, microshaker,freezer, api .bunsen, 

kaca pembesar, kertas tisu basah dan .kering. 

3 • 2. MNrODA PENELITIAN 

Dalam penelitian ini, contoh sera dikumpulkan se~ 

cara acak sistematis (Budiarto, 1984). Selanjutnya di­

periksa secara serologis menggunru{an metoda uji hemaglu­

tinasi tak langsung (IHA) dengan ~eknik mikrotiter modi­

fikasi Behring Institute (Anonymous, 1985). Ivletoda uji 

ini mempunyai prinsip : Bila serum darah yang diperiksa 

mengandung Ig G antibodi T. gondii di tambahkan sel darah 

merah yang telah dilapisi dan disensitisasi dengan anti­

gen T. gondii akan terjadi hemaglutinasi (Jacobs and Lun­

de. 1957 ; Nation and Allen, 1976). 

Pemeriksaan contoh sera dengan metoda uji ini, me-

liputi cara kualitatif dan kuantitatif. Pada pemeriksaan 

kuali tat if, pengenceran serum dari 1 : 8 sampai dengan 

1 : 64. Bila pada pengenceran 1 : 64 masih terjadi hem~ 

aglutinasi, maka dilanjutkan dengan pemeriksaan secara 

kuantitatif untuk mengetahui pengenceran serum tertinggi 

yang masih menunjukkan hemaglutinasi. Hasil pemeriksaan 

contoh sera terhadap adanya antibodi T. gondii dengan me­

toda uji IDA dikatakan posi tif, bila titer antibodi ~ 1 : 

16 (Krahenbuhl and Remington , 1982). 
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Cross dkk. (1976) menentukan titer positif antibodi T. 

gondii ~ 1 : 16 pada metoda uji hemaglutinasi tak lang­

sung terhadap sera darah babi dan kambing,. 

3.2.1. Pengumpulan Contoh Sera 

C ontoh sera dikumpulkan dari babi dan . 

kambing di RJ?H Pegirian secara acak, d.alam 

empat kali pengumpulan dengan interval satu 

minggQ. Setiap pengumpulan, diambil 15 

16 contoh sera darah babi dan kambing. Pa­

da babi, diambil setiap pemotongan ke empat 

tiap 16 ekor babi yang akan dipotong. Pada 

kambing, diambil setiap pemotongan ke tujuh 

dari delapan blok pemotongan. Pengambilan 

contoh sera, diawali .dengan meJ;~.gambil darah 

melalui vena jugularis dengan spuit dispo.-:­

s i be1 5 ntl ?e banyak 5 - 6 ml • Darah yang 

dida.pat dipindahkan ke tabung pemusing dan 

disimpan di termos es. Selanjutnya di­

pusingkan, serum yang didapat dipindahkan 

ke tabung 10 em· x 10 mm dengan pipet Pasteur 

dan disimpan pada - 20 °C sampai dilakukan 

pemeriksaan. Contoh sera diinaktifasi pada 

56 crc selama 1 jam sebelum diperiksa dengan 

metoda uji hemaglutinasi tak langsung ter­

hadap adanya antibodi !!.__ gondii (Durfee dkk .. 

" 1976 ; Cross dkk., : 976 ; Garcia dkk., 

1979; Budiarto, 1984 ; Anonymous, 1985). 
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3.2.2. Pe~eriksaan Secara Kualitatif {gambar 5) 

Dilakukan dengan cara kerja berikut ·: Pipet 

Eppendorf digunakan untuk mengisi sumur I 

pada microplate bentuk'V'sebanyak 75 ul 

larutan bufer dan masing-masing 25 ul ke 

sumur IV, V dan VI. Pipet Dropper 25 ul 

dipakai untuk mengisi sumur I denga.n 2 5 ul 

contoh serum (untuk uji kontrol, diisi de­

ngan serum positif atau negatif), diaduk 

dan dipindahkan dengan pipet Eppendorf ke 

sumur II, III dan IV masing-masing 25 ul. 

Isi sumur IV diaduk dengan microdiluter 25 

ul dan dipindahkan ke sumur V, dalam sumur 

V diaduk dan dipindahkan ke sumur VI. Isi 

sumur VI diaduk dan dibuang 25 ul. Pipet 

Dropper 25 ul dipakai untuk mengisi sumur 

II dengan reagensia kontrol sebanyak 25 ul. 

Pengisian sumur III, IV, V dan VI masing- . 

masing 25 ul antigen Tox-mA dengan meng­

gunakan pipet Eppendorf. Hicroplate di-

kocok di atas mi~roshaker secara perlahan 

selama beberapa detik. Selanjutnya _ dibiar~ 

kan pada suhu kamar selama 2 - 3 jam. Ha-
' 

sil pemeriksaan dibaca dengan bantuan kaca 

pembesar (Anonymous, 1985). 
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Gambar 5 : Skema metoda uji hemaglutinasi tak langsung 

pada pemeriksaan secara kualitatif (Anonymous 

, 1985}. 

5.1. Pengisian larutan bufer pH 8,1 
. 

ft TS.,a 25'.,1 

~ 
5.2. Pengisian contoh serum dan pengenceran 

· u,., . dibuang 

~ 
5.3. Pengisian reagensia kontrol 

?~4. Pengisian antigen Tox-IHA 

5.5. Pengocokan microplate di atas microshaker 

5.6. Diinkubasi pada suhu kamar selama 2· - 3 jam 

5.7. Pembacaan hasil. 
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3.2.3. Pemeriksaan Secara Kuantitatif (gambar 6) 

DilakW{an dengan cara kerja berikut : Pipet 

Eppendorf dipakai untuk mengisi sumur I pa­

da microplate bentuk 'V' dengan 75 ul larutan 

bufer dan masing-masing 2 5 ul ke sumur IV 

sampai dengan sumur XII. Pipet Dropper 25 

ul digunakan untuk mengisi sumur I dengan 

25 ul contoh serum {serum yang masih me­

nunjukkan hemaglutinasi pada pengenceran 

1 : 64 dalam pemeriksaan kualitatif), di­

aduk dan dipindahkan dengan pipet Eppendorf 

ke sumur II, III dan IV masing-masing 25 ul. 

Isi sumur IV diaduk dengan microdiluter 25 

ul dan dipindahkan ke sumur V dan seterus­

nya dengan cara yang sama sampai sumur XII. 

Isi sumur XII diaduk dan dibuang 25 ul. 

Pipet Dropper 25 ul dipakai untuk mengisi 

sumur II dengan 25 ul reagensia kontrol. 

Pipet Eppendorf digunakan untuk mengisi su­

mur III sampai dengan sumur XII masing-­

masing 25 ul antigen Tox-IHA. Microplate 

dikocok di atas microshaker secara perlahan 

selama beberapa detik, selanjutnya dibiar­

kan pada suhu kamar selama 2 - 3 jam. Ha­

sil pemeriksaan dibaca dengan bantuan ka.ca ­

pembesar (Anonymous, 1985). 
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Gambar 6 : Skema metoda uji hemaglutinasi tak langsung 

pada pemeriksaan secara kuantitatif (Anony­

mous , 1 985) • 

6.1. Pengisian larutan bufer pH 8,1 

tf 7~pl 2SJ1I . • 

~ 4 

6.2. Pengisian con~oh serum dan pengenceran 

1Sp~l. dibuapg 

~ 
6. 3. Pengisian reagensia kontrol 

6. 4. Pengisian antigen Tox-IHA 

25,1 · . 

~ 
1:8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 4096 

6.5. Pengocokan microplate di atas microshaker 

6.6. Diinkubasi pada suhu kamar selama 2 - 3 jam 

6 • 7. Pembacaa.n hasil • 
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3.2.4. Kriteria Pembacaan Hasil Pemeriksaan 

Reaksi positif ditandai adanya hemaglutina-
-

si yang membentuk endapan sel dan rnenutupi 

seluruh dasar sumur dengan tepian berlipat, 

hemaglutinasi membentuk endapan sel yang 

menutupi sebagian dasar sumur dan hemaglu­

tinasi membentuk endapan sel pada dasar su-

mur yang dikelilingi cincin rnerah. 

Reaksi negatif ditandai tidak adanya hema­

glutinasi. Titer antibodi T. gondii di­

nyatakan dengan pengenceran serum tertinggi 

yang masih menunjukkan hemaglutinasi (gam­

bar 7) (Anonymous, 1985). 

, . 16 32 64 128 256 5 12 1024 

Gambar 7 : Pembacaan hasil pemeriksaan (A­

nonymous, 1985). 

3 .• 3. Al'lALISIS DATA HASIL PENELITIAN 

Pengujian hipotesis nol (H0) yang berbunyi tidak a­

da perbedaan prevalensi antibodi T. gondii anta_ra babi 

jantan dengan babi be~ina, antara kambing jantan dengan 

kambing bet ina dan antara babi dengan kambing, digunakan 

uji statistik metoda Chi-Kuadrat (Steel and Torrie, 1980 

Budiarto, 1984). 
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Rumus Chi-Kuadrat (;{2) : 

1 ( n11 n22 - n12 n21 )
2 

0 •• 

X:=----------

Bila derajat bebas = 1 dan frekuensi ekspektasi salah sa­

tu sel kurang dari lima, maka digunakan rumus : 

2 ( ln11 n22 - n12 n21 I - ~ 0 •• )
2 

n •• 
x~----------~----------

Keterangan : 

n11 = Frekuensi baris ke 1 dan kolom ke 

n1. = Jumlah frekuensi baris ke 1 • 

n .1 = Jumlah frekuensi kolom ke 1 • 

n = Jumlah frekuensi total. 
• • 

Kriteria penilaian uji hipotesis : 

1 . 

Hipotesis nol (H0) 

Hipotesis alternatif (HA) 

. . 

. . 
Tidak ada perbedaan • 

Ada perbedaan • 

Derajat bebas (db) - (baris- 1) (kolom- 1). 
• v-1 ~ 

B1.laJ\..hitung ( X. o(_ = 5 % ( 1) , maka H0 dit.erima. 

Bilarhitung / X:J.o( = 5 %. ( 1) , maka HA diterima. 

Harga rata-rata titer positif antibodi ~. gondii 

diperoleh dengan cara merubah titer ke bentuk log dasar 2 

, kemudian dikalikan frekuensi contoh sera positif. Ha­

sil bagi antara jumlah perkalian tersebut dengan jumlah 

frekuensi contoh sera positif dimasukkan ke dalam daftar 

Brugh pada lampiran ke enam (Brugh • 1978). 
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Pengujian hipotesis yang berbunyi tida.k ada perbedaan har­

ga rata-rata titer posi tif antibodi 1.:_ gondii an tara babi 

dengan kambing, digunaka.n analisis statistik metoda stu­

dent's t (Steel and Torrie, 1980 ; Sudjana, 1982 ; Budi­

arto, 1984). 

Rumus Student's t : 

( i1 - x2 ) 
t f = 7""';================= 

~ (s~ I n 1) + (s~ I n 2) 

:tx; - (n:1) 2 ln1 

Kriteria penilaian uji hipotesis : 

Hipotesis nol (ff0) : Tidak ada perbedaan, diterima 

bila :: 

Hipotesis- alternatif (H . ) : Ada perbedaan, di­__ A 

terima bila : 

t' ')to(= 5% 

t' < - t ~ = 5 % 

w.1 t1 + w2 t2 

to(= 5 % = 
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Keterangan . . 
X = Contoh 

-X = Rata-rata contoh 

s = S impangan baku contoh 

n = Jumlah contoh 

w1 
2 I n 1 = s1 

\'[2 
2 I n2 = s2 

t1 = t dalam tabel dengan oC. = 5 % dan db = n1 - 1 

t2 = t dalam tabel dengan o< = 5 % dan db = n2 - 1 

db = Derajat bebas. 
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