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ABSTRAK

Virus Hog cholera telah berhasil diisolasi dari wabah penyakit yang mecnyerang babi
daerah Kapuk (DKI JAKARTA), Pontianak (Kalimantan Barat), Palopo dan Toraja (Sulawe
Selatan), Pekanbaru (Riau) dan Jambi. Identifikasi virus dilakukan dengan tekn
immunoperoxidase monolayer assay (IPMA). Hasil isolasi dan identifikasi juga didukung detek
antigen dengan enzyme linked-immunosorbent assay (ELISA), gejala klinis, perubahan patolog;
serta morbiditas dan mortalitas yang cukup tinggi.

Kata kunci : Hog cholera, immunoperoxidase monolayer assay (IPMA), enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA), babi

PENDAHULUAN

Penyakit Hog Cholera (HC) atau Classical Swine Fever merupakan salal satu penyakit vir.
yang sangat penting pada ternak babi, karena sangat berbahaya (HARKNESS. 1985). Penyebabny
adalah virus dari genus Pestivirus, Famili Flaviviridae (VAN OIRSCHOT, 19806). Infeksi oleh vin
ini pada ternak babi dapat menimbulkan penyakit yang bersifat akut, sub-akut maupun khronil
Kasus penyakit yang akut disebabkan oleh virus yang virulen, dan pada umumnya morbiditas da
mortalitasnya sangat tinggi (VAN OIRSCHOT, 1986). Masa inkubasi pada kasus penyakit yang ak
berkisar antara 2-6 hari dengan tanda-tanda klinik berupa demam tinggi sampai 42°C, nafy
makan hilang, radang selaput lendir mata yang disertai dengan leleran air mata, diare kunin,
timbul bercak-bercak merah keunguan pada kulit di daerah abdomen dan telinga, paresis, angh
kematian sangat tinggi biasanya terjadi antara 10-20 hari setelah infeksi. Bila hewan dap
bertahan hidup lebih dari 30 hari, penyakit berjalan menjadi kronik (TERPSTRA, 1991).

Secara alamiah infeksi virus HC pada umumnya menular melalui oral atau intra nasal. Infek
oleh virus yang virulen mengakibatkan viremia dan virus dengan titer tinggi dapat ditemuka
dalam darah dan jaringan. Virus dapat dieksresikan baik melalui saliva, urin maupun lelera
hidung secara kontinyu sampai hewan tersebut mati (TERPSTRA, 1991). Virus HC yar
virulensinya rendah dapat menimbulkan gangguan reproduksi, karena virus tersebut dap
mencapai fetus sehingga mengakibatkan abortus, mumifikasi, stif//birth atau lahir dalam keadaa
lemah (VAN OIRSCHOT, 1986; TERPSTRA, 1991). Infeksi oleh virus HC juga bersif
immunosupresif, karena mengakibatkan defisiensi limfosit B (SUSA et al., 1992).

Penyakit ini telah tersebar luas di berbagai negara namun di beberapa necgara tertent
misalnya Australia, Selandia Baru, Amerika Serikat, Inggris, Irtandia, Kanada dan negara-negai
Skandinavia dinyatakan bebas dari penyakit tersebut (VAN OIRSCHOT, 1986). Kasus terakhir waba
penyakit HC di Inggris terjadi pada tahun 1986 akibat impor produk daging babi (WILLIAMS da
MATTHEWS, 1988). Biaya yang diperlukan untuk pemberantasan penyakit HC sangat besar, sebag;
gambaran untuk pemberantasan penyakit HC di negeri Belanda dalam periode 1983-1985 tela
menghabiskan 93 juta dolar Amerika (VAN OIRSCHOT, 1986).
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Di beberapa negara, pemberantasan dilakukan dengan sistem stamping out disertai dengan
penerapan undang-undang veteriner dan sanitasi. Negara yang telah berhasil memberantas
penyakit HC dengan cara ini adalah Australia, Kanada, Amerika Serikat, Inggris, negara-negara
Skandinavia dan Republik Afrika Selatan (TERPSTRA, 1991).

Diagnosis penyakit dapat dilakukan berdasarkan gejala klinis, isolasi dan identifikasi virus.
Ditemukannya perdarahan pada ginjal dan kelenjar limfe, ulserasi pada usus dan infark pada limpa
dalam pemeriksaan bedah bangkai sangat membantu sekali dalam diagnosis (VAN OIRSCHOT,
1986). Uji serologik pada akhir-akhir ini telah dikembangkan teknik ELISA dengan menggunakan
antibodi monoklonal yang dapat dikerjakan dengan cepat dengan hasil baik (WENSVOORT et al,
1988). Selain untuk uji serologik, teknik ELISA dapat juga dipakai untuk mendeteksi virus HC
dalam darah hewan yang terinfeksi (SHANNON et al., 1993).

Tulisan ini dimaksudkan untuk memberi informasi tentang keberhasilan Balai Penelitian
Veteriner dalam mendiagnosis penyakit Hog Cholera atau Classical Swinc Fever di Indonesia
dengan melakukan isolasi pada biakan sel lestari PK-15 dan identifikasi dengan uji enzvine linked-
immunosorbent assay (ELISA) dan immunoperoxidase monolayer assay (IPMA).

MATERI DAN METODE
Spesimen

Pada bulan Maret/April 1995, Balai Penelitian Veteriner (Balitvet) Bogor mencrima spesimen
dari Balai Penyidikan Penyakit Hewan (BPPH) Wilayah 1 Medan berupa organ-organ dalam babi.
Pada surat pengantar dijelaskan bahwa babi-babi tersebut mati karena terserang penyakit menular
dengan gejala klinis, demam tinggi 41°C, anoreksia, tremor, diare, terdapat bercak merah di
daerah telinga dan abdomen. Pemeriksaan yang diminta adalah diagnosis tcrhadap kemungkinan
penyakit virus.

Pada bulan Mei 1995 penyakit serupa dilaporkan telah menycrang ternak babi di peternakan
babi Kapuk, Jakarta Barat, akibat masuknya babi-babi dari Sumatera Utara. Penyakit tersebut
menimbulkan banyak kematian. Tim Balitvet telah melakukan diagnosis wabah penyakit tersebut
dan melakukan bedah bangkai terhadap 4 ekor babi yang baru saja mati. Dari hewan-hewan
tersebut diambil organnya yang terdiri tonsil, paru-paru, ginjal. limpa, kelenjar limfc mesenterika
dan usus (ileum) dimasukkan ke dalam medium transpor untuk virus berupa Dulbeccco MEM yang
mengandung penisilin 200 i.u., streptomisin 200 g dan 1% bovine scrum albumin (BSA). Bulan
Juni 1995 dari tugas lapangan di Kapuk, diperoleh spesimen 3 ekor babi mati, hasil bedah bangkai
menunjukkan bahwa 2 ekor di antaranya mengalami perubahan patologi yang mengarah pada
penyakit hog cholera (HC) yaitu dengan ditemukannya infark pada limpa, perdarahan berupa
bercak-bercak pada ginjal yang dikenal dengan sebutan turkey egg kidney dan ulkus pada usus atau
button ulcer. Organ tersebut dimasukkan ke dalam medium transpor untuk tujuan isolasi virus.

Pada bulan Agustus 1995, Balitvet menerima spesimen organ babi dari BPPH Wilayah II
Bukittinggi. Pada surat pengantar disebutkan bahwa di Kotamadya Padang yaitu di Muara Kasang,
Kecamatan Koto Tengah terjadi wabah penyakit dengan gejala-gejala demam tinggi, diare,
anoreksia, timbul bercak-bercak perdaradian pada daun telinga dan kulit di bawah perut. Sampai
dengan saat pengiriman spesimen tersebut dari populasi sebanyak 3.300 ekor telah mati sebanyak
619 ekor. Pemeriksaan yang diminta adalah terhadap kemungkinan penyakit HC.

Pengiriman spesimen yang sama terjadi pada bulan Januari dan Februari 1996, masing-
masing dari BPPH wilayah V Banjarbaru dan Dinas Peternakan Propinsi Kalimantan Barat.
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Menurut keterangan dari BPPH Banjarbaru, pada kasus penyakit tersebut ditemukan perubahar
patologik berupa perdarahan yang berat pada alat pencernaan, Dinas Pclernakan Propins
Kalimantan Barat melaporkan bahwa wabah penyakit yang terjadi ditandai dengan gejala-gejals
berupa demam tinggi 41°C, bercak-bercak merah pada kulit terutama pada daun terlinga, eksudas
purulen pada hidung, diare, morbiditas dan mortalitas tinggi. Menurut keterangan pada sura
pengantar, peternak I dengan populasi 413 ekor telah mati 251 ekor dan sakit 152 ckor. Pad:
peternak II populasi 47 ekor, sakit 20 ekor, mati 8 ekor, sedangkan pada petcrnak III dengai
populasi 600 ekor, mati sebanyak 560 ekor. Pemeriksaan yang diminta terhadap kemungkinai
penyakit HC.

Pada bulan Agustus dan September 1996 BPPH wilayah II Bukittinggi dan BPPH wilayah VI
Ujung Pandang mengirimkan spesimen ke Balitvet. Dari BPPH Bukittinggi dikirimkan orgai
berupa kelenjar limfe, paru-paru, hati, ginjal dan limpa dari babi berumur 1 bulan 10 hari
Menurut keterangan dalam waktu 2 minggu dari populasi sebanyak 700 ckor sudah mati sebanyal
150 ekor. Spesimen dari BPPH Ujung Pandang berupa paru-paru, hati, ginjal limpa yang berasa
dari daerah Palopo dan Toraja. Permintaan kedua instansi tersebut diagnosis ke arah penyakt HC.

Spesimen yang terakhir diterima pada bulan April 1998 dari BPPH Bukittinggi berupa limp
dan usus babi yang berasal dari Jambi diduga mati karena terserang penyakit HC.

Isolasi virus pada biakan sel

Dari spesimen organ-organ terutama dari limpa, ginjal, usus. paru-paru. kelenjar limfe has;
kiriman atau yang diambil tim Balitvet diisolasi dan identifikasi dengan menggunakan biakan s
lestari PK-15. Metode isolasi virus dilakukan seperti isolasi virus bovine viral diarrhe (BVD) no
cytopathogenic menurut MEYLING (1984). Semua organ dibuat suspensi 10% dalam mediug
transpor, dibeku-cairkan sebanyak 2 kali, diputar dengan kecepatan 3.000 rpm pada suhu 4%
selama 10 menit, kemudian supernatannya disaring dengan alat penyaring berpori 0,45 un
Filtratnya diencerkan 1:10 dan 1:100 dengan medium transpor dan diinokulasikan pada biakan s(
lestari PK-15 yang ditumbuhkan pada mikroplat dengan 96 lubang yang beralas datar (NUNC
Setiap enceran spesimen diinokulasikan pada 4 lubang masing-masing 0,05 ml. untuk kontr
positif diinokulasi dengan virus HC galur ALD, sedang kontrol negatif tidak diinokulasi. Mikropli
kemudian diinkubasikan pada suhu 37°C dalam inkubator dengan kadar CO-> 3% sclama 3 har
Setelah 3 hari pengeraman, medium diambil, biakan sel selapis dicuci dengan farutan 0,15 1
NaCl, kemudian difiksasi dengan larutan formalin 10% selama 20 menit. Larutan fiksatif dibuany
lalu dicuci dengan larutan 0,15 M NaCl, kemudian mikroplat dikeringkan sclama 3 jam, kemudia
dicuci lagi dengan larutan 0,15 M NaCl. Setelah pencucian, semua lubang diisi dengan antiserw
HC (Central Veterinary Laboratories, Weybridge, UK) sebanyak 0,05 ml yang tclah diencerka
1:100 dengan larutan PBS-T 0,05% yang mengandung casein 0,2% dan diinkubasikan pada suh
kamar selama | jam. Setelah 1 jam, antiserum dibuang, dicuci 4 kali dengan larutan PBS-T 0.05
kemudian diisi 0,05 ml konjugat berupa rabbit anti pig IgG HRPO (Jackson Lab) yang diencerka
1:2.000 dengan larutan PBS-T 0.05% yang mengandung cascin 0.2% dan dibiarkan pada sub
kamar selama 1 jam. Selanjutnya dilakukan pencucian lagi dengan larutan PBST 0.05% dan semt
lubang diisi dengan 0,1 ml larutan substrat per lubang yang terdiri dari 2 mg 3-amino
ethylcarbazole (Sigma Lab) dalam 0,5 ml dimethylformamide (Merck) dalam 10 ml 0.05 M aceta
buffer pH 5,0 mengandung 5 ul 30% H202 dibiarkan pada 15-20 menit pada suhu kama
kemudian substrat dibuang, dicuci dengan larutan PBS, kemudian tiap lubang tersebut diisi dengs
0,05 ml larutan PBS dan diperiksa di bawah mikroskop.
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Terhadap sampel dari Jambi dilakukan pemeriksaan tambahan yang lebih spesifik dengan
imunoperoxidase monolayer assay (IPMA) memakai antibodi monoklonal yang spesifik terhadap
virus HC yang diperoleh dari Dr. A.D. SHANNON (Elizabeth Mc. Arthur Institute, Camden, N.S.W
Australia). Pada pemeriksaan ini antibodi monoklonal diencerkan 1:2 dengan larutan PBST 0,05%
yang menganding 1% skim milk, sedang konjugat rabbit anti mouse HRPO diencerkan 1:1.000
dengan larutan PBS gelatin 1%.

Deteksi antigen virus dengan enzyme linked immunosorbant assay (ELISA)

Untuk deteksi antigen pestivirus pada jaringan digunakan kit Serelisa HCV Antigen (Rhone-
Merieux). Dalam teknik ini, lubang pada mikroplat telah dilapis dengan anti HCV (P120) antibodi
monoklonal, reagensia kontrol positif dan kontrol negatif, masing-masing sebanyak 0,1 ml
diteteskan pada lubang yang telah ditentukan untuk pembanding. Spesimen berupa organ atau
jaringan dibuat ekstrak dengan diluen yang telah disediakan dan dimasukkan ke dalam lubang
mikroplat sebanyak 0,1 ml. Tiap sampel menggunakan 2 lubang (duplo) dan diinkubasikan selama
2 jam pada suhu 37°C, kemudian dicuci 4 kali dengan PBST.

Selanjutnya anti HCV (P120) rabbit antiserum diencerkan 1:10 dan dimasukkan ke dalam
tiap lubang dengan volume 0,1 ml tiap lubang, diinkubasikan pada suhu 37°C sclama 1 jam,
kemudian dicuci 4 kali seperti sebelumnya, Ialu konjugat berupa goat antirabbit IgG antiserum
peroksidase dengan enceran 1:10 dan volume 0,1 ml dimasukkan ke dalam scmua lubang dan
diinkubasikan selama 1 jam dengan suhu 37°C lalu dicuci lagi 4 kali. Sctiap mclakukan inkubasi,
mikroplat selalu ditutup dengan kertas film.

Setelah penambahan konjugat selesai, pada semua lubang diisi dengan 0.1 ml buffer substrate
dan diinkubasikan pada suhu kamar selama 30 menit tanpa ditutup kertas {ilm, disimpan di tempat
yang terlindung dari cahaya. Setelah 30 menit, reaksi warna yang timbul dihentikan dengan
penambahan larutan penyetop sebanyak 0,5 ml tiap lubang dan hasilnya dibaca dengan alat
pembaca ELISA untuk mengukur opfical density (OD) dengan panjang gelombang 430 nm dan
630 nm. Sebagai interpretasi dalam menyatakan positif dan negatif dihitung indeks sampel dengan
memakai formula yang telah diberikan oleh Rhone Merieux yaitu : Indeks sampel = 0,5 x (OD
sampel-OD PC) di mana OD sampel adalah rata-rata dari OD sampel sedangkan OD PC adalah
rata-rata dari OD kontrol positif. Sampel dinyatakan positif apabila indeksnya > 0.1 x OD PC.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Biakan sel untuk isolasi virus yang diwarnai dengan teknik immunoperoxidase
(immunoperoxidase monolayer assay/ IPMA) pada sel kontrol negatif yang tidak diinokulasi
spesimen tetap terlihat jernih transparan atau tak berwarna, karena tidak ada ikatan antara antigen
virus pada sel dengan serum positif, konjugat dan substrat (Gambar 1). Hal ini berbeda sekali
dengan sel kontrol positif yang diinfeksi dengan virus HC referens galur ALD dan yang diinfeksi
dengan spesimen dari lapangan (Gambar 2 dan Gambar 3), semuanya mecnunjukkan adanya
pembentukan foki yang berwarna cokelat, menunjukkan terjadinva pembentukan ikatan antara
antigen virus, serum positif, konjugat dan substrat. Dengan terjadinya pembentukan foki pada
biakan sel yang diinokulasi dengan spesimen dari lapangan terscbut memberikan petunjuk bahwa
spesimen tersebut mengandung virus dari genus pestivirus.
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Gambar2.  Kontrol positif (sel PK15) yang diinfeksi virus hog cholera referens (rujukan) galur ALD
dan diwamai dengan IPMA
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Gambar3.  Sel PKI5 yang diinfeksi spesimen limpa dari Kapuk (DKI, Jakarta) dan diwarnai dengan
[PMA

Pada deteksi antigen virus dengan memakai teknik ELISA, spesimen dari Medan (Sumatera
Utara), Padang (Sumatera Barat), Kapuk (DKI, Jakarta), Pontianak (Kalimantan Barat), Palopo
dan Toraja (Sulawesi Selatan), Pekanbaru (Riau) yang umumnya berupa limpa semuanya
memberikan hasil positif terhadap pestivirus (Tabel 1). Berdasarkan hasil isolasi dan identifikasi
virus, deteksi antigen virus dengan ELISA, gejala-gejala klinis penyakit, morbiditas dan mortalitas
penyakit yang tinggi serta perubahan patologik yang karakteristik, wabah penyakit babi yang
menyerang daerah Sumatera Utara, Sumatera Barat, DKI Jakarta, Riau. Kalimantan Barat,
Sulawesi Selatan dan Jambi tersebut adalah Hog Cholera atau Classical Swine Fever. Hasil isolasi
dan identifikasi virus dari Kapuk, DKI Jakarta pada bulan Juli 1995 yang diperkuat dengan deteksi
antigen virus dan perubahan patologik segera dilaporkan oleh Balai Penelitian Veteriner kepada
Direktorat Bina Kesehatan Hewan pada bulan Juli 1995, Mengingat SK Menteri Pertanian 31
Januari 1994 tentang jenis penyakit menular di Indonesia, Indonesia dinyatakan bebas dari 11
penyakit hewan menular termasuk Hog Cholera (SOEHADN, 1995). maka dengan ditemukannya
penyakit tersebut di Indonesia, memberi arti bahwa penyakit tersebut merupakan penyakit baru
yang untuk pertama kalinya masuk ke Indonesia. Penularan penyakit Hog Cholera di Padang,
Sumatera Barat dan Kapuk, DKI jakarta karena daerah tersebut mendatangkan babi dari daerah
wabah Sumatera Utara karena Sumatera Utara tempat awal kejadian wabah penyakit tersebut.
Letak Indonesia secara geografis terdiri dari pulau-pulau maka secara alamiah sudah merupakan
penghalang terhadap penyebaran penyakit dari satu pulau ke pulau lain. namun dalam kasus
penyakit Hog Cholera ini tidaklah demikian. Kemungkinan telah terjadi pemasukan babi-babi
antar dacrah/antar pulau. Kemungkinan lainnya telah terjadi pencemaran pakan ternak oleh virus,
karena hal ini pernah terjadi di Jerman, pakan ternak yang tercemar virus berperan dalam
penycbaran penyakit (KRAMER ef al., 1995). Menurut informasi, kasus penyakit di Sumatera Utara
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diawali dengan masuknya babi dari Malaysia (GUNAWAN, komunikasi pribadi), sedangka:
penyakit di Kalimantan Barat berawal dari adanya kasus penyakit pada ternak babi rakyat ¢
daerah perbatasan dengan Malaysia, yaitu Kecamatan Sokan, Kabupaten Sanggau yang denga
cepat menjalar ke daerah sekitarnya (Laporan PDHI, Kalimantan Barat, 1996). Mengenai dugaa
bahwa penyakit ini berasal dari Malaysia, ada benarnya mengingat penyakit ini memang suda
ditemukan di Malaysia (HASHIM, 1990). Karena penyakit ini sudah meluas ke beberapa daera
(propinsi) untuk mengatasinya perlu dilakukan vaksinasi masal di daerah-daerah yang terseran
baik pada babi rakyat maupun babi komersial. Mengingat virusnya tahan terhadap kondit
lingkungan sedangkan hewan yang divaksinasi dan mempunyai kekebalan yang protektif masi
dapat terinfeksi dan menyebarkan virus apabila titer antibodi netralisasi sekitar 32 (TERPSTRA da
WENSVOORT, 1988), maka upaya pemberantasan penyakit ini diduga berlangsung lama. Hal ir
terbukti dengan masih adanya kasus penyakit di Jambi tahun 1998. Sehubungan dengan masala
tersebut, pihak yang berwenang dalam hal ini Direktorat Jenderal Peternakan perlu menetapka
daerah tertular, terancam dan bebas. Di daerah tertular dan terancam perfu dilakukan vaksina:
masal. Selain itu harus diterapkan larangan pengeluaran ternak babi dari daerah tertular ke daera
yang terancam dan bebas. Apabila diperlukan impor ternak babi untuk meningkatkan mutu geneti
ternak babi di Indonesia, sebaiknya pemerintah tidak mendatangkan babi dari negara-negara yan
tidak bebas penyakit HC.

Tabel 1. Hasil isolasi virus Hog Cholera dan deteksi antigen virus dengan uji ELISA terhadap spesimen dari beberapa
daerah di Indonesia

Daerah Jenis spesimen Deteksi antigen Isolasi virus (diwarnai dengaxi
(Elisa) IPMA)
Sumatera Utara Limpa + TD
Usus + TD
Paru-paru + TD
Sumatera Barat Limpa + TD
Usus + TD
Ginjal + TD
Kapuk, DKI Jakarta Limpa + +
Kel. mesenterika + +
Ginjal + TD
Kalimantan Barat (BPPH Banjarbaru) Paru-paru + ™
Hati + ™
Ginjal + TD
Usus + ™
Kalimantan Barat (Dinas Peternakan Paru-paru + TD
Propinsi) Hati + ™D
Limpa + +
Ginjal + +
Usus + +
Riau (Pekanbaru) Limpa + +
Kel. limfe + +
Paru-paru + TD
Ginjal + TD
Sulawesi Selatan (Toraja dan Palopo) Limpa + +
Ginjal + +
Paru-paru + TD
Jambi Limpa TD +
Usus TD +

Keterangan : TD = tidak dilakukan
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KESIMPULAN

Dari hasil isolasi dan identifikasi virus, telah diperoleh 6 isolat virus Hog Cholera, yaitu dari
Pekanbaru (Riau), Kapuk (Jakarta), Pontianak (Kalimantan Barat), Toraja dan Palopo (Sulawesi
Selatan), serta Jambi.
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