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ABSTRACT

Sendow 1., E. Soleha, Sukarsih, and P.W. Daniels, 1993. Isolation methods of bluetongue virus. Penyakit Hewan 25(46): 87-93.

Several methods of bluetongue virus isolation have been used. Field samples such as heparinized blood and insects prepared as suspensions
were inoculated into BHK-21 cell, Aedes albopictus (C6/36) cells, or embryonated chicken eggs. However, a combination of the three isolation
methods has been attempted. The results indicated that isolates were obtained from all methods, but more isolates were obtained from sample

inoculated first into embryonated eggs.
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ABSTRAK

Sendow I, E. Soleha, Sukarsih, dan P.W. Daniels. 1993. Metoda isolasi virus bluetongue. Penyakit Hewan 25(46): 87-93.

Beberapa metode isolasi virus bluetongue (BT) telah  dilaksanakan. Sampel lapangan yang berupé darah berheparin dan serangga setelah
diproses diinokulasikan pada biakan sel BHK-21, Aedes albopictus (C6/36) atau telur bertunas. Lain daripada itu kombinasi ke-tiga metode
tersebut juga dilakukan. Dengan kesemua metode tadi isolat virus dapat diperoleh, tetapi jumlahnya akan lebih banyak bila sampel ini terlebih

dahuly diinokulasikan kodalam tolur bertunas,

Kata kunci: Bluetongue (BT), sapi, isolasi, Jawa Barat, Irian Jaya, Timor Barat, Bali, Kalimantan Selatan

PENDAHULUAN

Arbovirus adalah virus yang penularannya dilakukan
oleh arthropoda (serangga), dimana virus tersebut ber-
kembang-biak (replikasi) dalam tubuh serangga, se-
belum ditularkan pada ternak vertebrata. Infeksi
arbovirus mempunyai penyebaran yang luas (Ozawa,
1985; Young, 1983). Penyakit oleh arbovirus yang
menimbulkan gejala klinik dan dapat menimbulkan
kerugian ekonomi di antaranya adalah penyakit blue-
tongue (BT), bovine ephemeral fever (BEF) dan
Akabane (Aka) (Young, 1983).

Di Indonesia, penyakit arbovirus pada ternak lokal
belum dilaporkan, kecuali BEF (Soeharsono et al., 1982;
Ronohardjo dan Rastiko, 1982). Namun, hasil serologi
menunjukkan bahwa ternak lokal banyak yang
mengandung antibodi terhadap beberapa arbovirus,
seperti BEF (Soleha, 1991; Suharsono et al, 1982,
Miura et al., 1982), Akabane (Marfianingsih, 1983),
kelompok virus Palyam (Miura ef al., 1982; Olson et al.,
1985), Epizootic Haemorrhagic Disease of Deer (EHD)
(Miura et al., 1982; Sendow et al., 1991a) dan virus BT
(Sendow et al., 1986a; Sendow, 1989; Sendow et al,
1991a).

Walaupun secara serologik, infeksi arbovirus telah
banyak ditemukan, tetapi isolat arbovirus tidak banyak
diperoleh. Kecuali isolasi 6 tipe virus BT yang telah
dikonfirmasi (Sendow et al, 1992, 1993a, b), dimana
beberapa diantaranya mempunyai penyebaran yang
cukup luas (Sendow et al, 1993b). Kelangkaan
memperoleh isolat arbovirus ini mungkin disebabkan
oleh metoda isolasinya yang masih kurang tepat atau
perlu diperbaiki. Tulisan ini membahas hasil penelitian
beberapa cara isolasi virus arbo (khususnya BT) dalam
biakan sel dan telur bertunas atau kombinasinya.

BAHAN DAN CARA .

Sampel lapangan
Darah berheparin

Darah sapi dalam tabung berheparin yang digunakan
untuk isolasi virus diambil setiap minggu, dalam
beberapa waktu, dari sentinel sapi di Jawa Barat,
Kalimantan Selatan, Timor Barat dan Irian Jaya
(Sendow et al., 1988; 1991b). Darah diambil dari tahun
1988 sampai 1991 seperti tertera pada Tabel 1.
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Tabel 1. Hasil isolasi virus berasal dari darah berheparin dari sentinel
sapi yang diinokulasikan pada biakan sel BHK-21

Tahun  Daerah sentinel Jumlah sampel darah Isolasi”
yang diproses

1988 Depok 279 9
Cisarua 122 -
Kupang 486 5
Bali 48 -
Banjar Baru 208 -

1989 Depok 86 1
Kupang 171 -
Bali 8 -

1990 Depok 104 8
Total 1512 23

* Sampel yang memperlihatkan CPE pada biakan sel BHK-21

Serangga

Serangga di daerah sentinel (Depok dan Cisarua)
ditangkap satu kali seminggu dengan memakai pe-
rangkap serangga berlampu. Serangga yang ditangkap
ini langsung dimasukkan ke botol penampung yang
telah berisi larutan penyangga fosfat - garam faali (PBS)
berantibiotik kanamicin 1000 ugr/ml dan sedikit deter-
gen (sabun cair) 0.01%. Penangkapan dimulai jam 4.30
sore hingga jam 8.00 malam. Hasil koleksi tadi langsung
disimpan pada 4°C. Keesokan harinya serangga yang di-
peroleh diidentifikasi, berdasarkan subgenus dan spe-
sies pada disiplin parasitologi. Tiap genus dijadikan be-
berapa kelompok dan setiap kelompok berisi paling
banyak 250 serangga yang digunakan untuk isolasi virus
dengan cara menggerusnya pada penggerus jaringan
yang diberi PBS steril sebanyak 2 ml, lalu dijernihkan
dengan cara memutar pada kecepatan 1500 rpm selama
10 menit, sebelum diinokulasikan pada telur bertunas
(TB), suspensi diperlakukan seperti pada perlakuan
suspensi jantung pada 2b.

Isolasi virus
Inokulasi pada biakan sel BHK-21

Sampel darah berheparin yang digunakan disini di-
dapat dari sentinel sapi berasal dari Cisarua, Depok
(Jawa Barat), Kupang (Timor Barat), Denpasar (Bali)
dan Banjarbaru (Kalimantan Selatan) pada tahun 1988,
dari Depok, Kupang dan Bali pada tahun 1989 dan
Depok tahun 1990.

Sebanyak 0,1 ml darah berheparin tadi diino-
kulasikan ke dalam tabung biakan sel BHK-21 yang
telah berisi sel selapis secara duplo (St. George et al.,
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1978). Media yang digunakan adalah minimum essential
media (MEM, Flow laboratory) dan 2% serum janin sapi
(SJS), 100 pgr/ml Kanamisin, 100 IU/ml Penisilin dan
100 ug/ml Streptomisin. Biakan jaringan tersebut diin-
kubasikan pada suhu 37°C secara rotasi. Pada hari ke-
dua, media diganti, dan biakan sel diamati selama 5 hari
untuk mengetahui ada tidaknya cytopathic effect (CPE).
Apabila CPE tidak tampak, dilakukan pasase sampai 3
kali. Apabila ada CPE, sampel tersebut dinyatakan
mengandung virus isolat. Isolat disimpan dalam -70°C
atau N2 cair untuk proses identifikasi selanjutnya.

Inokulasi pada telur bertunas (TB) dan pasase pada sel
BHK-21

Sampel darah berheparin asal Jayapura dan Depok
tahun 1989 dan 1990 diinokulasikan pada TB sebelum
pasase pada biakan sel BHK- 21. Sebanyak 0.1 ml darah
berheparin yang telah diencerkan menjadi 10% dalam
PBS diinokulasikan secara intravenus ke dalam 4 butir
TB umur 10-11 hari, lalu diinkubasikan pada 33,5°C
selama 5 hari sambil diamati kematian embrio (embrio
yang mati pada hari pertama setelah inokulasi dibuang).
Jantung embrio diambil dari TB yang mati setelah hari
pertama inokulasi dan kemudian digerus dalam 2 ml me-
dia berantibiotik, kemudian di-sonikasi selama 20 detik
pada kekuatan 30 amplitudo, lalu suspensi dijernihkan
dengan sentrifugasi selama 10 menit 1500 rpm.
Supernatan difilter melalui millipore 450 nm sebelum
diinokulasikan pada BHK-21 untuk diamati ada
tidaknya CPE seperti tersebut diatas.

Inokulasi pada TB, biakan sel Aedes albopictus dan
BHK-21

Sampel yang telah diproses pada pasase TB, di-
pasase terlebih dahulu pada biakan sel Aedes albopictus
(C6/36) sebelum diinokulasikan pada BHK-21.

Supernatan steril dari jantung TB diinokulasikan
secara duplo pada biakan C6/36 dalam tabung dan
diinkubasikan pada suhu kamar selama 7 hari. Apabila
CPE tidak ditemukan pada pasase C6/36, tabung biakan
C6/36 dikocok untuk melepaskan biakan C6/36 dan
disonikasi pada 30 amplitudo selama 20 detik. Sebanyak
0,1 ml suspensi jaringan tersebut diinokulasikan kembali
secara duplo pada tabung berisi sel BHK-21 yang telah
berisi sel selapis, dirotasi. Inkubasi dilakukan pada 37°C
selama 5 hari. Biakan jaringan tersebut diamati selama 5
hari untuk melihat ada tidaknya CPE. Bila CPE tidak
terlihat pasase lanjutan dilakukan sebanyak 3x sebelum
inokulum tersebut dibuang.
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HASIL

Dengan menggunakan metode isolasi pertama, di-
mana darah berheparin diinokulasikan langsung pada
biakan sel BHK-21, sebanyak 23 isolat virus (1.5%) ber-
hasil diisolasi dari 1512 sampel yang diproses (Tabel 1).

Tabel 2 menunjukkan bahwa dari 2572 sampel darah
yang diproses, 1150 (45%) menyebabkan kematian pada
TB mulai hari ke-2 sampai ke-5 setelah inokulasi secara
intravenus. Jumlah sampel tersebut tidak dihitung de-
ngan sampel yang toksik, dimana pada hari pertama ino-
kulasi, semua embrio telur bertunas yang diinfeksi mati.

Sampel asal serangga Culicoides sp. diatas, dikelom-
pokkan kedalam sub-genus dan spesies, sedangkan
untuk nyamuk dikelompokkan kedalam genus. Pada
Tabel 3 terlihat bahwa 229 sampel kelompok serangga
yang terdiri dari Culicoides sp. dan nyamuk yang
diinokulasikan pada TB secara intravenus, 54 sampel
(24%) menimbulkan kematian embrio pada hari ke-2
sampai ke-5 setelah inokulasi. Hanya 4 isolat (7%) ber-
hasil menimbulkan CPE pada pasase biakan sel BHK-21
dari 54 sampel yang diproses.

Kelompok Culicoides, terdiri dari: sub-genus
Avaritia, sub-genus Trithecoides, sub-genus Hoffmania,
dan spesies C. actoni, dan C. oxystoma. Kelompok
nyamuk terdiri dari genus Aedes sp dan genus Anapheles
sp. Kelompok sub-genus Avaritia terdiri dari C. fulvus,
C. maculatus, C. orientalis, C. wadai, C. brevitarsis dan

C. jacobsoni. Kelompok sub-genus Trithecoides terdiri
dari C. anophelis, C. palpifer, C. parahumeralis, C.
gewertzi, C. barnetti dan C. albibasis. Kelompok
sub-genus Hoffmania terdiri dari C. sumatrae, C.
insignipennis dan C. peregrinus. Namun tidak selalu
satu kelompok Avaritia mengandung keempat spesies
tersebut, tergantung dari keberadaan spesies Culicoides
pada saat penangkapan.

Jantung embrio TB yang mati setelah hari pertama
inokulasi dipanen dan digabung, bila berasal dari satu
sampel. Sebanyak 244 suspensi jantung embrio ayam
(Tabel 2) diproses dengan menginokulasikan pada
biakan sel BHK-21, menghasilkan 26 (10,6%) isolat
virus. Sedangkan dengan metode ketiga, dimana jantung
embrio TB yang dipanen diinokulasikan terlebih dahulu
pada biakan sel C6/36 sebelum dipasase pada biakan sel
BHK-21, menunjukkan bahwa 107 isolat virus (13,4%)
berhasil diperoleh dari 799 suspensi gabungan embrio.
Adapun kelainan embrio yang mati dapat berupa
kekerdilan, perdarahan baik berupa bintik-bintik
maupun menyeluruh (Gambar 1).

Beberapa isolat telah diproses untuk identifikasi pen-
dahuluan dengan menggunakan uji agar gel immu-
nodifusi (AGID) (Della-Porta et al., 1983), immuno-dot
blotting (IDB) (Afshar et al., 1987) atau teknik fluore-
sens antibodi (FAT) (Cybinski et al., 1983).

Tabel 4 menunjukkan bahwa 6 isolat bereaksi
dengan antibodi kelompok virus BT pada uji AGID dari

Tabel 2. Hasil isolasi virus yang berasal dari darah sentinel sapi yang diinokulasikan secara iv dan TB yang dilanjutkan pada pasase biakan sel
Jumlah sampel Jumiah sampel
Sentinel yang diinoku- yang menimbulkan
Tahun herd lasikan kematian E-BHK isolat E-A-B isolat
pada TB pada TB

1989 Depok 43 20 16 1 10 1
Jayapura 203 119 50 10 119 19
Bali 100 62 33 6
Merauke 115 42 28
Kupang 43 17 10 -

1990 Depok 247 175 150 13 80 22
Kupang 374 120 150 13 80 22
Kupang 374 120 103 5
Jayapura 286 103 28 2 103 15
Merauke 52 14 5 1

1991 Depok 187 92 75 6
Kupang 293 121 90 14
Jayapura 259 137 75 S
Bali 121 53 14 8
Merauke 249 75 55 5

Total 2572 1150 244 26 799 107

TB = Telurbertunas

E-BHK = Jumlah sampel yang dipasase dari TB pada biakan BHK-21

E-A-B = Jumlah sampel yang dipasase dari TB ke biakan C6/36 lalu ke BHK-21.
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Gambar 1. Kelainan embrio ayam berupa perdarahan akibat inokulasi
sampel darah dari lapang secara intravenus

23 isolat yang diperoleh melalui inokulasi langsung ke
biakan BHK-21. Dua puluh enam isolat yang diperoleh
melalui TB menunjukkan reaksi dengan antibodi
kelompok virus BT pada uji pendahuluan terhadap
kelompok virus BT dari isolat yang diproses. Namun,
identifikasi lanjut terhadap serotipe dan konfirmasi virus
tersebut masih perlu dilanjutkan di laboratorium referen.

Pada uji kelompok tidak semua isolat yang diperoleh
memberikan reaksi dengan antibodi terhadap BT. Isolat
ini mungkin termasuk pada kelompok virus arbo lain-
nya, seperti Flavivirus, Alphavirus, Reovirus, Togavirus,
Bunyavirus atau Rhabdovirus yang tidak dilaporkan
ataupun belum diproses.

PEMBAHASAN

Beberapa metoda isolasi virus arbo dapat digunakan,
baik dengan hewan percobaan, seperti domba, bayi tikus
putih (Lee et al, 1974; Goldsmith dan Barzilai, 1985;
Goldsmith et al, 1975), maupun telur bertunas dan
biakan sel (St George et al., 1978; Gard et al., 1988;
Sendow et al., 1992). Beberapa peneliti mengemukakan
bahwa bayi tikus putih peka terhadap kebanyakan virus
arbo. Namun, bayi tikus tersebut kelihatannya kurang
sensitif untuk isolasi BT secara langsung dibandingkan
melalui TB, biakan sel ataupun domba (St. George et al.,
1978; Gard er al., 1988). Gard et al. (1988) menemukan
bahwa sistem dengan TB adalah yang terbaik untuk
isolasi virus BT dan juga virus rhabdo, walaupun embrio
tersebut tidak selalu mati akibat penyuntikan dengan
inokulum. Sampel, seperti darah berheparin, serangga,
semen dan organ dari hewan terinfeksi dapat digunakan
untuk isolasi virus (Goldsmith dan Barzilai, 1985; Gard
et al., 1988; Muller dan Standfast, 1986; Parsonson ef
al., 1981; Mahrt dan Osburn, 1986).

Walaupun lebih banyak isolat yang diperoleh dari
metode ke-3, yaitu inokulasi sampel pada TB sebelum
dipasase pada biakan sel C6/36 dan BHK-21, namun
disini hal tersebut tidak dapat disimpulkan bahwa
metode tersebut merupakan metode isolasi yang paling
sensitif, karena sampel yang digunakan tidak sama
untuk 3 metode isolasi. Disamping itu, aktivitas virus
setiap tahun berbeda, sehingga perbedaan di antara
sistem isolasi virus yang berbeda dapat disebabkan oleh
perbedaan derajat infeksi dari sampel yang diuji.

Untuk isolasi virus BT dan orbivirus lainnya telah
digunakan beberapa macam biakan sel. Namun demi-
kian masing-masing jenis biakan sel tadi mempunyai
perbedaan suseptibilitas dalam perkembang-biakan virus
(Fernandes, 1959). Biakan sel vero dan BHK-21, meru-
pakan biakan sel yang paling banyak digunakan untuk
inokulasi virus BT dan menghasilkan CPE (Jennings dan
Boorman, 1979). Pearson et al. (1985) menggambarkan
beberapa cara dimana virus diinokulasikan pada biakan
sel dan diamati adanya CPE. Apabila CPE tidak terlihat,
biakan sel tersebut di sub-pasase (pasase kembali). Gard
et al. (1988) melaporkan apabila CPE tidak terlihat pada
biakan BHK-21, sebaiknya disonikasi dan dipasase
kembali.

Selain darah berheparin, sekumpulan serangga, da-
lam hal ini Culicoides sp. sebagai vektor BT dapat pula
digunakan sebagai inokulum untuk mendapatkan isolat
virus BT. Namun satu hal yang perlu diperhatikan dalam
isolasi virus yang menggunakan suspensi serangga se-
bagai inokulum, adalah bahwa serangga yang diperoleh
dan setelah diidentifikasi menurut spesies ataupun sub-
kelompok, serangga tersebut harus diproses secepat
mungkin untuk menghindari kontaminasi, atau kematian
virus pada tubuh serangga. Apabila proses inokulasi se-
rangga pada TB ditunda terlalu lama akan terjadi toksik
pada TB, sehingga peluang untuk mendapat isolat virus
sangat kecil. Dianjurkan penundaan inokulasi serangga
tadi tidak lebih dari 1 hari setelah penangkapan.

Serangga untuk isolasi virus tadi haruslah betina
yang sudah pernah menghisap darah dan sudah dicerna
(parous) serta tidak mengandung darah segar. Karena
jika dipakai serangga yang mengandung darah segar
hewan maka virus yang ada pada serangga tersebut
mungkin berasal dari darah hewan yang dihisap tanpa
melalui proses biologi dalam tubuh serangga tadi.
Dengan kata lain perkembang-biakan virus dalam tubuh
serangga sebelum ditularkan ke hewan lain, tidak di-
ketahui.

Untuk Culicoides, tidak semuanya dikelompokkan
kedalam spesies, karena setiap pengambilan ada
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beberapa spesies yang diperoleh hanya dalam jumilah
yang kecil (>5 ekor), sehingga ‘spesies tersebut
dikelompokkan kedalam sub-genus bersama dengan
spesies lainnya. Bagi spesies yang selalu ditemukan
dalam jumlah banyak seperti, C. actoni dan C. oxystoma
dikelompokkan tersendiri.

darah yang telah dicuci dapat meningkatkan perolehan
isolat BT, karena dengan pencucian tadi antibodi dalam
plasma hilang (Osburn et al, 1981; Goldsmith dan
Barzilai, 1985). Gracoock dan Campbell (1982) menun-
jukkan bahwa sel-sel darah putih memberikan isolat
yang lebih banyak daripada plasma dan darah.

Tabel 3. Hasil isolasi virus yang berasal dari kelompok insek yang diinokulasikan secara iv pada TB yang dilanjutkan pada pasase biakan

jaringan
Tahun Asal serangga Jumlah sampel Jumlah sampel E-A-B isolat
yang di- yang menimbul-
inokulasikan kan kematian
pada TB pada TB
1991 Depok 130 | .40 40 4
Cisarua 99 14 14 -
Total ' 229 54 54 4
E- A-B : Jumlah sampel yang dipasase dari TB ke biakan jaringan C6/36 lalu ke BHK-21
TB : Telur bertunas
Tabel 4. Hasil identifikasi isolat virus berdasarkan kelompok virus Lain daripada itu, Gard et al. (1989) menemukan
BT bahwa biakan sel C6/36 sama sensitifnya dengan sistem
Daerah Isolat sumber Jumlah isolat TB untuk mendapatkan isolat virus EHD, sedangkan
yangdiduga BT  ;hokulasi biakan sel BHK-21 sangat efisien untuk
Depok 18 BHK-21 menghasilkan virus kelompok Palyam.
Kupang 5 BHK-21 2 Standfast et al. (1989) melaporkan bahwa isolasi
yang dibuat secara paralel pada tikus putih dan biakan
Depok 43 B 14 sel menunjukkan bahwa terdapat keuntungan, apabila
Jayapura 51 TB 11 lebih dari satu metoda isolasi dipergunakan dalam
Serangga Depok 4 TB 1 melakukan survei arbovirus. Isolasi pada tikus putih
Total 121 12 ditemukan lebih efisien untuk isolasi Togaviridae, Bu-

Hasil pada Tabel 3 menunjukkan bahwa 4 isolat
dapat diisolasi dari serangga yang berasal dari Depok,
sedangkan pada serangga yang berasal dari Cisarua
tidak diperoleh isolatnya. Hal ini disebabkan karena
jumlah serangga yang diperoleh dari Depok lebih
banyak daripada Cisarua. Jumlah serangga yang diper-
oleh dari Depok berkisar antara 276 sampai 2949 ekor/
penangkapan, sedang jumlah serangga yang berasal dari
Cisarua berkisar antara 3 sampai 684 ekor/penangkapan,
sehingga adakalanya jumlah serangga pada satu kelom-
pok dari Cisarua untuk isolasi virus kadang-kadang
hanya 3 ekor, karenanya kemungkinan untuk mendapat-
kan isolat virus yang berasal dari Cisarua lebih kecil
dibandingkan dengan yang berasal dari Depok.

Perlakuan darah yang akan digunakan untuk ino-
kulasi virus dapat menguntungkan. Peneliti pendahulu
melaporkan bahwa leukosit, eritrosit yang telah dicuci
dapat digunakan untuk isolasi virus. Sebagai contoh,

nyaviridae dan Rhabdoviridae, sedangkan isolasi pada

- biakan sel lebih efisien untuk isolasi Reoviridae (Stand-

fast et al., 1989). Lain daripada itu, Jochim (1985) juga
melaporkan kesulitan-kesulitan isolasi virus. Pada
beberapa kasus, virus BT dapat diisolasi dari domba,
tetapi tidak pada TB, sedangkan pada kasus yang lain,
agen virus dapat tumbuh di TB tanpa menunjukkan
demam pada domba.

Prosedur yang rutin untuk arbovirus yang berasal
dari panenan TB atau otak bayi tikus sebaiknya lebih
dahulu dipasase ke biakan sel mamalia, untuk mengu-
rangi masalah toxisitas dari biakan sel mamalia (Gard et
al., 1988). _

Pada penelitian ini, umur TB yang digunakan adalah
11 hari. Goldsmith dan Barzilai (1985) juga menemukan
TB umur 11-12 hari adalah yang baling cocok untuk
inokulasi secara intravenus karena mortalitas yang tidak

~ spesifik lebih rendah dibandingkan dengan mengguna-

kan TB umur 10 hari. Disamping itu, embrio lebih mu-
dah ditangani dibandingkan dengan TB umur 13 hari,
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dimana hasil akhirnya hampir sama. Suhu optimum
inkubasi TB untuk perkembangbiakan BT dengan
mengamati kematian TB adalah 33,5°C, dan suhu ter-
sebut memperlambat perkembangan embrio (Goldsmith
dan Barzilai, 1985).

Dalam penelitian ini, jantung embrio ayam diguna-
kan untuk isolasi virus BT. Karena seperti telah di-
laporkan oleh penelitian terdahulu, penyakit BT dapat
menyebabkan kerusakan pada sel endothelial, peri-endo-
thelial dan reticulo-endothelial (Stair, 1968), sehingga
virus BT dapat ditemukan pada sistem peredaran darah,
seperti aorta, jantung, hati, limpa dan beberapa kelenjar
pertahanan (Pini, 1976; Liendo dan Castro, 1981).

Hasil penelitian ini mengkonfirmasikan bahwa be-
berapa sistem isolasi dapat digunakan untuk mengisolasi
virus BT. Walaupun hasil tersebut menufjukkan bahwa
inokulasi TB secara intravenus, lebih banyak meng-
hasilkan isolat dibandingkan dengan inokulasi langsung
pada biakan sel BHK-21, terutama dalam mengisolasi
virus BT, namun studi lanjutan masih diperlukan untuk
menentukan pemilihan sistem isolasi untuk arbovirus
lainnya.
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