
PROSIDING

SEMINAR NASIONAL TEKNOLOGI
VETERINER UNTUK MENINGKATKAN
KESEHATAN HEWAN DAN PENGAMANAN
BAHAN PANGAN ASAL TERNAK

CISARUA, BOGOR 22 -24 MARET 1994

00) BALMPENELMAN VETERINER
BADAN PENEUTIAN DAN PENGEMBANGAN PERTANIAN
DEPARTEMEN PERTANIAN

BOGOR, 1995



DAFTAR ISI

Kata Pengantar 	
Materi Arahan Kepala Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian 	

 *U.

I. MAICALAH UNDANGAN

Pembinaan Kesehatan Hewan dan Pengamanan Bahan Pangan Asal Ternak
(Soehadji) 	  1

Peranan Pusat Antar Universitas (PAU) - Bioteknologi dalam Menunjang Penelitian
Teknologi Veteriner untuk Meningkatkan Kesehatan Hewan dan Pengamanan Bahan Pangan
Asal Ternak

(Widya Asmara dan Wayan T. Artama) 	  16
Peranan Perguruan Tinggi Dalam Pembinaan Kesehatan Hewan dan Pengamanan Bahan
Pangan Asal Ternak

(Emir A. Siregar) 	  20
Keterpaduan Penelitian Veteriner Dalam Kegiatan IPTEKVET untuk Menunjang
Pembangunan Subsektor Peternakan pada Pelita VI

(Sjamsul Bahri) 	  29"
Peluang Kerjasama Antar Swasta Nasional dan Lembaga Penelitian Pemerintah dalam
Meningkatkan Upaya Pembinaan Kesehatan Hewan dan Pengamanan Bahan Pangan Asal
Ternak

(7jiptardjo Pronohartono) 	  40
Peranan Lembaga Swadaya Masyarakat dalam Meningkatkan Upaya Pengamanan Bahan
Pangan Asal Ternak

(M. Yam) 	  47
Pelnang Kerjasama Penelitian Bidang Veteriner pada Tingkat Internasional

(Jan Nan) 	  51
The Application of Serological, Biochemical and Moleculer Techniques for The
Differentiation of Stocks of Ttypanosoma evansi

(Tudor W. Jones) 	  56
Validation of Enzyme Linked Immunosorbent Immunoassays in The Diagnosis and Control
of Ttypanosoma evansi in South East Asia

(A. G.Ludans) 	  62
The Development of Vaccines for The Control of Fasciola hepatica Infection in Ruminants
/	 (Terry W. Spithili) 	  69
Residu dan Cemaran dalam Bahan Pangan Asal Hewan

(T.B.Mtirdiati dan Sjamsul Bahn) 	  74
Application of PCR to The Identification of Sheep Associated MCF Virus (SA-MCF) in
Both Natural and Dead End Hosts

(H.W.Reid and S.F.Baxter) 	  82

vi i



Potosi pemakaian vaksin gomboro inaktif strain lokal pada ayam broiler yang ditantang
dengan virus IBD lapang

(Arini N., Sumpena N.J. don Pue#iastono) 	  149

B. Bakteriologi

Diagnosis Enterotoksemia pada Sapi dan Kerbau di Indonesia
ii(L.Natalia) 	  150'

Seroepidemiologi Erysipelas pada Babi di Beberapa Daerah di Indonesia
v(S. Chotiah dan Agus Sudibyo) 	  154v

Studi Retrospektif Laboratorik Antraks di Indonesia 1973-1992
v(M. Dhaka Punvadikarta, S. Hardjoutomb dan E. Martindah) 	  159 ✓

Kloning Molekul DNA Genomik Escherichia coil Enterotoksigenik Tipe 987p: Sebuah
Kajian Mengenai Pengembangan Vaksin Secara Rekayasa Genetik

(Kusmiyati, Supar dan G.R. Moekti) 	  165✓

Distribusi Infeksi Escherichia coli Enterotoksigenik pada Anak Babi di Sumatera Utara dan
Prospek Pengendaliannya dengan Vaksin

V (Sugar) 	  173
Evaluasi Mengenai Spesifisitas Antibodi Monoklonal K99 Terhadap Antigen Perekatan
Escheri coli Enterotoksigenik

(Gozali Moekti, Supar dark Kusmiati) 	  1801
Patogenitas kuman Mycoplasma gallisepticum pada ayam potong

V (Soeripto, M.B. Poerwadikarta dan Z Layla) 	  1891
Vaksin Mati Mycoplasma gallisepticwn untuk Penanggulangan Penyakit Pernafasan
Menahun Kompleks pada Ayam

V (SociPto) 	  197'.
Pereaksi IPB-1 untuk Deteksi Mastitis Sub-klinis

(Mirnawati S., C.S.Leksmono, D.W. Lukman dan M. Fahrudin) 	  204
Membandingkan Mutu antara Tuberkulin PPD Bovine Buatan Balitvet Bogor dan
Tuberkulin PPD Bovine Buatan CSL Melbourne

V (Supro4o H. dan Agus Nut Nadi) 	  210
Sensitivitas Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) dalam Diagnosis Leptospirosis
pada Manusia

V (M-Daro4at) 	  218

C. Parasitologi

Gambaran Zat Anti Tawplasma Gondii pada Kelompok Dokter Hewan di Jakarta
(Clrushalyono, W. Cecilia dan T. lndrianto) 	  219

Potensi Berbagai Penyakit dalam Menursmkan Tingkat Produksi pada Sapi Perak di
Kabupaten Sumedang

(N. Supriatna) 	  223
Penyakit pada Hewan Percobaan di Indonesia yang Dipelihara Secara Konvensional

(Rabea P.J. , M. Edhie Sulabono, Siti Stasdari dan Subahagio) 	  229

ix



EVALUASI MENGENAI SPESIFISTTAS ANTIBODI
MONOKLONAL K99 TERHADAP ANTIGEN PERLEKATAN

ESCHERICHIA COLI ENTEROTOKSIGENIK
GozAu R. Mown, SUPAR dan ICUSMIYAll

taloa Poselesion wtainer, Bogor

ABSTRAK
Upaya dalam mengembangkan Imam picas& dispostibitn ma& penyakit neonatal kolibasilosis pada pedet; antibodi

monoklonel-K99 (AbMk-K99) terhadap antigen perlekatan (adhesin) Escheridaia coil enterotoksigenik tipe IC99 telah
diproduksi. Spesifsitas AbMk-K99 yang cfipeanleh wish dievaluasi balk secara koaglutinasi, enzyme-linked immnosorbent
assay (ELBA), maupun inununoblotting. Dalam penelitian ini antigen perlekatan-K99 yang digunakan sebagai imunogen
disiapkan dari E. cob galur acuan Campton (K12; K99); sedangkan antigen yang dipakai dalam uji speaifisitas AbMk-K99
adalah messing-masing sedisan E. colt IC99 purr acuan, balk yang homolog (Compton, KU; K99) ataupun yang heterolog
(B41), isolat Ivan (BI413, G1231, G1150 dan 2631), sects sediaan dari E. coil yang negatif 1(99 yakni tipe IC88, F41 dan
987P. Dune dari 20 panel hibridoma yang &wash, 1K99-BS dan 1K99-C9 yang messing-mating terdiri dari 14 dan 10 klon
penghasil AbMk-K99, telah terbukti stabil sancta dengan tahap timing ke-dua. Pada uji koaglutinasi tiga dari 24 AbMk-K99
teiah diketahui sump boreaksi dengan antigen 1(99, bait yang disiapkan dari galur acuan ataupun dari isolat lapang, tetapi
ketip antibodi tersebut tidak bereaksi dengan kuman yang bersifat neptif K99. Secara ELISA, semua AbMk-K99 yang
dihasilkan (24) tampak Iowa real of terhadap antigen K99. Pada immanoldotring, dari ke-24 AbMk-K99 tersebut di atas
bereaksi dengan antigen K99 yang memiliki beret molekul antara 16000 sampai 17000 dawn (D).

ABSTRACT
In attempt to develop an improved diagnostic tool for neonatal colibacillosis in calves, monoclonal antibodies (McAb)

directed against K99-adhesin derived from a reference strain of enterotoxigenic Escheridda con (Compton, K12; K99) were
produced. Specificity of McAb produced was evaluated using a slide conglutination teat, indirect enzyme-linked
immunosothent assay (ELISA), and immunoblotting. Antigens used for the specificity testing were prepared from known E.
coif K99 of bath homologous (Compton, KU; K99) and heterologous (841), field-isolates (BL413, G1231, G1150 and
2631), and those of known as 1(99-negative E. coil (i.e. types 1(88, F41 and 987P). The present study resulted in a panel of
20 hybridomas secreting antibodies specific to K99-adhesin. Two of the total hybridomas obtained, 11(99-B5 and 1K99-C9,
were cloned consecutively producing 14 and 10 clones, which were then found to be stabile up to the second cloning. Of 24
McAbs produced from the total clones, three antibodies were tested using a slide agglutination test and proved to be reactive
to K99 antigens prepared either from reference strains or field-isolates, but showed not to be reactive to 1(99-negative E. ca.
Based on the indirect-ELISA, all McAbs produced so far were indicated to be only recognise 1(99 antigens. Moreover
immunolgotting utukttaken in this study demonstrated that the 24 McAbs identify 1(99 antigen located at a molecular weight
marker ranging from 16000 to 17,000 &ikons (D).

PENDAHULUAN

Kolibasilosis pada hewan neonatal merupa-
kan manifestasi dari infeksi Escherichia coli
enterotoksigenik. Hal tersebut terjadi karena E.
coli serupa itu memiliki salah satu atau
kombinasi dari antigen perlekatan (adhesin)
yakni K88, K99, F41 dan 987P, yang berperan
sebagai fasilitator patogenesis, sehingga kuman
tersebut mampu melakukan perlekatan dengan
vilus epitel uses halus hewan pendent' dan

kemudian mengeluarkan enterotoksin (Sehvood
et al., 1975). Dengan demikian keberadaan
adhesin dapat dijadikan dasar dalam membeda-
kan E. coli patogen dari yang tidak patogen;
kemudian diagnosis kolibasilosis neonatal pun
pada hakekatnya adalah diferensiasi dari
patogenisitas kuman yang didasarkan pada
keberadaan adhesin tadi.

Adhesin K99 dapat ditemukan pada bakteri
E. coli yang enterotoksigenik terhadap pedet,
anak domba dan anak babi (Morris et al., 1982).
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Diagnosis kolibasilosis neonatal hares senantiasa
dilengkapi dengan pemeriksaan laboratorik,
karena gejala klinik yang teramati seperti diare,
mudah dikelirukan dengan keadaan patologik
akibat penyebab lain. Secara teknik laboratorik
konvensional tindakan isolasi dan deteksi
keberadaan adhesin merupakan upaya penegakan
diagnosis yang hams dilakukan. Metode serum
koaglutinasi yang dipakai untuk menentnican
keberadaan adhesin yang sexing dllaloskan di
beberapa laboratorium, masih mamma=
antibodi poliklonal anti adhesin (Supar et al.,
1991). Walaupun masih dianggap ctirup efisktif,
cars tersebut memerlukan waktu den 'twang
sensitif, karena titer antibodi di dalam antiserum
yang digunakan sebagai reagensia, mumps
menurun akibat dari perlakuan absorpsi sebagai
upaya dalam meningkatan spesifisitas antibodi
terhadap satu jenis adhesin (Morris et al., 1985).

Antibodi monoldonal (AbMk), yang sangaja
diproduksi untuk dapat menghasillcan titer yang
optimal dan hanya mengenal satu jenis
diterminan antigenik atau epitop, memberilcan
spesifisitas yang tinggi dalam reaksi imunologi.
Beberapa peneliti terdahulu melaporkan bahwa
AbMk terhadap adhesin K99 telah dibuat
(Sherman et al., 1983) dan dicoba dalam
memperbaiki metode pewarnaan histologik
sediaan usus hewan tertular kolibasilosis
neonatal (Morris et al., 1985). Kemudian secara
komersial, kit diagnostikum yang menggunakan
AbMk untuk deteksi K99 di dalam sediaan feses
tersedia di pasaran (Thorns et al., 1986) dan
diimpor dari luar negeri. Piranti tersebut sangat
praktis, karena dapat digunakan secara langsung
di lapangan. Dengan piranti semacam itu
diagnosis kolibasilosis neonatal dapat dilakukan
dalam tempo yang relatif lebih cepat dan dapat
menunjukkan basil diagnosis yang lebih akurat.
Akan tetapi jika kits hanya mendatangkan dan
menggunakan produk luar negeri tersebut,
tentu akan menciptakan jenis ketergantungan
barn terhadap barang impor. Hal demikian

mungkin dapat dicegah melalui upaya dalam me-
ningkatkan dan mengembangkan produk dalam
negeri sendiri. Pada kesempatan ini diutarakan
basil kajian mengenai produksi dan evaluasi
AbMk anti K99 dengan harapan dapat menun-
jang upaya dalam memperbaiki metodologi
diagnosis kolibasilosis.

BAHAN DAN CARA

Escherichia colt

Escheridda coil yang digunakan di dalam
penelitian ini terdiri dari galur acuan positif
adhesin K99 yakni Compton (K12;K99) dan
B41 (0101;1C99;F41) yang diperoleh dari
Institute of Medical and Veterinary Science,
Adelaide, Australia; isolat lapang BL413
(064;K99), G1150 (0101;IC99;F41), G1231
(K88;K99) dan 2631 (K99), serta beberapa isolat
E. colt yang negatif adhesin K99 yakni tipe K88
(galur acuan G7 dan isolat lapang B881), tipe
987P (galur acuan Moon 987F dan isolat lapang
1078), serta tipe F41. Bakteri tersebut di atas
seat ini dapat diperoleh dari koleksi Balitvet
Culture Collection (BCC) yang telah berupa
awetan beku-kering produk BCC sendiri.

Penbuatan suspensi adhesin K99, K88 dan
F41

Antigen yang berupa suspensi adhesin E.
coil, balk yang digunakan dalam uji enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) tak
langsung, inunutioblotting ataupun imunisasi
mencit galur Balb/C, disiapkan menurut
prosedur sesuai dengan yang diterangkan Supar
(1990). Galur acuan E. coil ditumbuhkan pada
medium agar slope Minca+Is (Guinea et al.,
1977) dan dieramkan pads suhu 37 °C, semalam.
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Hasil pupukan'tersebut selanjutnya dipdatiuntuk
menginokulasi medium agar di. dalam cawan
petri Minca +Is yang katydids dieramkan
seperti diterangkan di atm, Acids& itu, pupukan
Inman dipanen mennutukanphosphate buffered
saline (PBS) pH 7,2 stela Suspensi kuman yang
didapat kemudian disentrifugasi pada kecepatan
3000 rotasi per menit (rpm) selama 20 menit.
Pelet kuman yang diperoleh dicuci tiga kali
menggunakan PBS dan disentrifugasi Wang
seperti telah diterangkan di etas. Pelet kuman
yang telah dicuci tersebut disuspensikan di dalam
PBS sampai memiliki konsentrasi yang
sebanding dengan tabung standar MacFarland
No. 10. Suspensi kuman tersebut selanjutnya
dipanaskan pada temperatur 60°C selama 20
menit, disentrifugasi dengan kecepatan 3500 rpm
selama 30 mend, dan supernatan yang terjadi
dipisahkan. Keberadaan adhesin K99 di dalam
supernatan yang diperoleh selanjutnya diperiksa
secara koaglutinasi.

Sebanyak 20 ml amonium sulfat jenuh
ditambahkan ke dalam 20 ml supernatan yang
didapat dan perlakuan di atas, sambil diaduk
menggunakan pemutar magnetik selama 15
menit dan disimpan pada temperatur 4°C
semalam. Presipitat yang terjadi dipisahkan
dengan cant sentrifugasi pada kecepatan 3500
rpm selama 20 mend. Setelah itu supernatan
dibuang dan pelet yang diperoleh disuspensikan
di dalam 10 ml PBS. Perlakuan tersebut
dikerjakan dua kali, sebelum suspensi yang
didapat didialisis terhadap masing-masing PBS
semalam pada. 4°C, terhadap larutan salin
normal selama 3 jam, dan terhadap air ailing
selama 3 jam. Setelah itu suspensi adhesin basil
dialisis disentrifugasi pada kecepatan 3000 rpm
selama 10 menit. Keberadaan adhesin di dalam
supernatan yang diperoleh diperiksa kembali
secara koaglutinasi, sebelum disimpan pada
temperatur 4°C sampai digunakan baik sebagai
antigen ELISA ataupun imunogen pada
penyuntikan mencit galur Balb/C.

Pembuatan hibridoma

Prosedur pembuatan hibridoma pada
penelitian ini mengikuti metode yang telah
dilapodcan oleh Moekti (1992) dengan sedikit
modifikasi dalam protokol imunisasi hewan.
Setiap mencit Balb/C jantan dewasa disuntik
secara intraperitoneal (ip) dengan imunogen
berupa suspensi kuman E. coli galur acuan
Compton (K12;K99) hidup mengandung
0.25x106 sel bakteri per ml. Pada hari ke 14,
penyuntikan kedua secara ip dilakukan dengan
menggunakan imunogen berupa suspensi adhesin
K99. Pada hari ke-30, penyuntikan berikutnya
secara intravenus (iv) dilakukan dengan
menggunakan suspensi adhesin yang sama
seperti di atas. Empat hari sesudah injeksi ter-
akhir, limps mencit tersebut diambil secara
aseptik dan diproses menjadi suspensi
lymphoblast B (suspensi splenosit). Suspensi
splenosit yang diperoleh selanjutnya difusikan
dengan sel lestari mieloma SP2/0 dengan
bantuan "poly-ethylene glycol 1500" (PEG 1500)
(BDH Ltd., Poole, England) sesuai dengan
metode Kohler dan Milstein (1975). Sel hibrida
(hibridoma) yang stabil akan diperoleh setelah
ditumbuh-kembangkan secara in vitro di dalam
medium Dubelco's modified Eagle (DME)
(Sigma Chemicals Co., USA) dengan suplemtasi
10% (v/v) foetal calf serum (FCS) (CSL,
Australia) serta dieramkan pada temperatur 37 °C
di dalam inkubator beratmosfir CO2 5 %.
Hibridoma yang mampu memproduksi antibodi
anti-K99 diuji secara serologik dengan metode
ELISA (Supar dan Hirst 1991a;1991b).
Pengujian tersebut dilakukan terhadap super-
natan dari biakan sel hibridoma yang tampak
tumbuh sampai• pada hari ke 14 pasca fusi.
Sel-sel hibridoma yang menghasilkan antibodi
spesifik terhadap antigen K99, ditumbuh-
kembangkan lebih lanjut di dalam medium sel
kultur seperti yang dijelaskan di atas. Kloning
hibridoma dengan metode pelarutan terbatas
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(Lovborg, 1982) dilakukan sehingga dihasilkan
kion hibridoma terpilih yang akan dijadikan bibit
penghasil antibodi monokional.

Uji koaglutinasi

Pada uji koaglutinasi ini suspe-nsi
Staphylococcus aureus strain Cowan I dipakai
sebagai reagensia koaglutinasi. Reagensia ter-
sebut dibuat menurut prosedur yang dilaporkan
Supar (1990). Uji koaglutiansi dilaksanakan
sebagai berikut. Sebanyak satu loop pupukan E.
coli disuspensikan di dalam dua tetes larutan
NaC1 0.85 % secara terpisah pada satu getias
objek. Setetes campuran, yang disiapkan dari 0,1
ml antibodi monoklonal yang akan diuji dan 0,9
reagensia koaglutinasi yang telah dieramkan
pada suhu kamar selama 3 jam, kemudian
ditambahkan kepada salah satu dari suspensi E.
coli tadi; sementara itu satu tetes suspensi
lainnya tidak ditambah apapun dan dibiarkan
sebagai kontrol negatif. Setelah diaduk dart
digoyang secara perlahan selama 15 sampai 30
detik, reaksi aglutinasi diperiksa.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Pengujian spesifikasi antibodi dengan metode
ELISA dilakukan berdasarkan prosedur sesuai
yang telah dilaporkan Supar dan Hirst (1991a;
1991b). Antigen ELISA yang mengandung
adhesin K99 disiapkan balk dari E. coli galur
acuan homolog Compton (K12;K99), galur
acuan heterolog B41 dan B117, maupun isolat
lapang BL413 dan G1231. Sedangkan antigen
ELISA yang tidak mengandung adhesin K99
disiapkan dari E. coli negatif K99 yakni tipe
K88, F41 dan 987P. Konsentrasi flap antigen
ELISA yang digunakan berkisar antara 3 - 5 g
per ml per lubang cawan mikrotiter ELISA yang
memiliki dasar lubang berbentuk-U (Nunc,
Denmark). Bufer lcarbonat-bikarbonat pH 9.6

dipakai sebagai coating buffer, sedangkan bufer
tris-EDTA-NaC1 yang mengadung 0,05% Tween
20 dan 0,2% casein (TEN-TC) digunakan
sebagai pelarut, balk antibodi maupun konjugat
anti IgG mencit (Bio-Rad Laboratories, USA).
Kemudian substrat yang digunakan adalati 1,04
mM 2,2'-azino-di-3 ethylbe,nzinthiazoline-6-
sulfuric acid (ABTS) (Boehringer Mannheim
GmbH, Germany) di dalam bufer sitrat pH 4,2.
Pembacaan densitas optikal (OD) dilakukan
menggunakan ELISA plate reader Titertek
Multiskan MK II (Flow Laboratories, Finland)
pada panjang gelombang 414 nm. Kontrol
konjugat, kontrol negatif dan positif selalu
disertakan pada setiap cawan mikrotiter ELISA.

Immunoblotting

Suspensi adhesin dipisahkan secara elektro-
foresis gel poliakrilamida sodium deodesil sulfat
(SDS-PAGE) menggunakan aparatus elektro-
foresis gel vertikal mini-Protean II (Bio-Rad
Laboratories, Inc., USA), yang dioperasikan
pada tegangan 100 volt selama lebih kurang 45
menit. Setelah itu adhesin yang terdapat di dalam
gel poliakrilamida ditransfer (tram-blotting)
pada membrana nitrocellulose berpori-pori 0.2m
(Sigma Chemical Co., USA) di dalam bejana
mini Trans-Blot (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
USA). Membrana nitrocellulose hasil
transblotting di atas selanjutnya direndam selama
30 menit di dalam bufer TEN-Tween
mengandung casein 0.2%, dan perendaman
membrana tersebut dilanjutkan di dalam antibodi
yang akan diuji selama satu jam pada suhu
ruangan. Membrana selanjutnya dicuci tiga kali
dengan PBS-Tween, dan setelah itu direndam
selama satu jam dk dalam larutan konjugat anti
IgG mencit yang dirunut dengan enzim
horseradish peroxidase (HRP) (Bio-Rad
Laboratories, USA). Pencucian seperti yang
telah diterangkan di atas kembali dilakukan,
sebelum membrana direndam selama 5 sampai
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Kode Klon
hibridoma
penghasil
antibodi

E. colt galur acuan
Compton	 B41

(K12;K99)
37°C	 18°C

E. colt isolat lapang
Asal babi	 Asal sapi

BL413 (K99) 	 2631 (K99)
37°C	 18°C	 37°C	 18°C

(K99;F41)
37°C	 18°C
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15 menit di dalam larutan substrat 3,3' -diarnirto-
benzidine (DAB) (Sigma Chemical Co., USA)
dalam bufer sitrat pH 4,2. Membrana tersebut
akhirnya dicuci dengan air dan dikeringkan di
atas kertas saring.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sebanyak 20 panel hibridoma telah diperoleh
pada percoban ini. Dua di antaranya, 1K99-B5
dan 1K99-C9, telah dikloning dan menghasilkan
masing-masing 14 dan 10 klon yang nampak
stabil serta memproduksi antibodi. Dan 24
AbMk yang diperoleh tiga diantaranya,
2K99-C9A7, 2K99-C9C4 dan 2K99-C9C5, telah
diuji secara koaglutinasi terhadap galur acuan E.
colt positif K99 galur acuan yakni Compton

(K12;K99) dan B41 (0101;K99;F41), isolat
lapang yakni asal babi BL413 (064;K99),
G1150 (0101;K99;F41) dan asal sapi 2631
(K99), serta E. coli negatif K99 yakni tipe K88
(B881 dan G7), tipe 987P (1078 dan Moon
987P) dan tipe F41. Hasil pengujian koaglutinasi
tersebut disajikan di dalam Tabel 1 dan 2.

Pada pengujian tesebut tidak terdapat reaksi
silang dengan antigen yang berasal dart E. colt
negatif K99. Bukti lain yang lebih menegaskan
spesifisitas antibodi yang diuji terhadap adhesin
K99 yakni ketidak terjadian koaglutinasi antara
AbMk dengan semua isolat E. colt yang
ditumbuhkan pada suhu 18°C. Pada suhu
demikian (18°C) telah diketahui bahwa adhesin
K88, K99, F41, dan 987P tidak akan terbentuk
karena tidak terekspresikan (Sherman et aL ,
1983).

Tabel I. Hasil pengujian koaglutinasi tiga antibodi monoklonal anti adhesin K99 terhadap Eschericia colt

enterotoksigenik baik galur acuan maupun isolat lapang yang ditumbuhkan pada suhu 37 °C dan 18°C')

2K99-C9A7
2K99-C9C4
2K99-C9C5

°Pada suhu 18°C adhesin K88, K99, F41, dan 987P tidak akan terekspresikan oleh E. coli yang bersangkutan
+ 	 terjadi koaglutinasi
- 	 tidak terjadi koaglutinasi

Tabel 2. Hasil pengujian koaglutinasi tiga antibodi monoklonal anti adhesin K99 terhadap Eschericia colt

enterotoksigenik baik galur acuan maupun isolat lapang yang ditumbuhkan pada suhu 37 °C dan 18°Ca)
Kode Klon
	

E. coli galur acuan 
	

E. colt isolat lapang 
hibridoma
	 G7 (K88) 	 M987P (987P)

	
B881 (K88) 	 1078 (987P) 	 R57 (F41) 

penghasil
	

37°C 18°C 37°C 18°C
	

37°C 18°C 37°C 18°C 37°C 18°C

antibodi

2K99-C9A7
2K99-C9C4
2K99-C9C5

+	 terjadi koaglutinasi
- 	 tidak terjadi kosgiutinasi
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Dengan metode ELISA semua AbMk (24)
yang didapat pada penelitian ini terbukti mampu
bereaksi dengan beberapa sediaan antigen yang
disiaplcan dari E. coli positif adhesin K99 (galur
Compton, G1150, BL413, dan G1231), tetapi
tidak mampu mengenal sediaan antigen yang
disiapkan dari kuman negatif adhesin K99 (tipe
K88 dan 987P). Hal tersebut dapat dilihat dari
jarak yang cukup jauh antara angka densitas
optikal (OD) ketika AbMk direaksikan dengan
antigen K99 dan nilai OD ketika AbMk yang
sama direaksikan dengan masing-masing antigen
K88 dan 987P. Bahkan seluruh nilai OD yang
dilcategorikan non-reaktif tersebut selalu lebih
rendah dari pada nilai rataan angka OD serum
kontrol negatif yang telah ditambabkan dengan 3
kali nilai standar deviasi (0,033 + 3 (0,004))

(Cousins dan Robertson, 1986). Hasil pengujian
reaktivitas AbMk secara ELISA tersebut
disajikan di dalam Tabel 3 dan 4.

Berdasar pada angka OD uji ELISA yang
dilakukan, titer antibodi yang terdapat di dalam
medium penumbuh klon hibridoma (supenatan)
cukup bervariasi, dan pada umumnya menun-
jukan angka OD yang sebanding dengan atau
bahkan lebih rendah dari pada angka OD serum
hiperimun yang diencerkan 1:100. Hal ini wajar
karena produksi AbMk di dalam sel kultur
umumnya hanya menghasilkan antibodi berkisar
antara 1 - 5 g imunoglobulin per ml (Zola,
1988). Untuk keperluan penggunaan AbMk
dalam uji serologik seperti ELISA, uji aglutinasi
dan pewarnaan histologik, konsentrasi antibodi
basil produksi secara in vitro seperti diterangkan

Tabel 3. Reaktivitas 24 antibodi monoklonal terhadap antigen (adhesin) yang disiapkan dari Escherichia coli
positif K99

Panel hibridoma Klon hibridoma Densitas optikal (OD) terhadap antigen ELISA
Compton

(K12;K99)
G1150

(K99;F41)
BL413

(064;K99)
G1231

(K88;K99)
1K99-B5 2K99-B5A2 2,188 1,822 2,041 1,243

2K99-85A4 2,051 1,761 1,142 1,406
2K99-B5B5 2,238 1,549 0,872 0,448
2K99-B5B11 1,925 1,256 1,139 1,512
2K99-B5C1 1,920 1,141 1,104 1,358
2K99-B5C7 2,246 1,893 1,591 1,392
2K99-B5D6 1,741 1,822 0,647 0,700
2K99-B5D12 1.951 2,054 1,311 1.272
2K99-B5E3 2,406 2,137 1,476 0,985
2K99-B5E5 1,209 0,998 0,700 0,960
2K99-B5F6 2,096 1,972 1,548 1,159
2K99-B5F8 2,103 2,045 1,492 1,428
2K99-B5G9 2,041 2,112 1,272 1,075
2K99-B5H 10 2,062 2,117 1,079 1,472

1K99-C9 2K99-C9A2 1,484 1,216 1,130 0,899
2K99-C9A3 1,844 1,671 1,162 1,178
2K99-C9A7 0,399 0,821 0,760 0,889
2K99-C9A9 2,191 2,224 1,263 1,101
2K99-C9B11 2,103 2,069 1,728 1.249
2K99-C9C4 0,896 1,126 1,034 1,199
2K99-C9C5 2,057 1,937 1,129 1,075
2K99-C9D7 1,042 1,002 0,927 0,551
2K99-C9E2 2,141 2,069 1,536 1,104
2K99-C9E1 1,700 1,811 1,382 1,427
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di atas sudah cukup memadai; akan tetapi untuk
kepentingan terapeutik seperti yang pernah
dilakukan Sherman et al., (1983), konsentrasi
imunoglobulin yang lebih tinggi akan
diperlukan; dan cara mendapatkan AbMk yang
berkonsentrasi imunoglobulin yang cukup tinggi,
metode produksi secara in vivo menggunakan
mencit Balb/C yang telah diimunosupresikan
dapat ditempuh.

Analisis mengenai spesifitas AbMk secara
irnmunoblotting menunjukkan bahwa semua
antibodi yang didapat hanya mampu bereaksi
dengan adhesin yang disiapkan dari E. coli
positif K99. Bahkan seluruh AbMk tersebut
hanya mampu mengenal antigen K99 yang

memiliki berat molekul lebih kurang 16436
dalton (Gambar 1). Angka yang didapat pada
percobaan ini mungkin menunjukkan berat
molekul adhesin K99, akan tetapi menurut
laporan terdahulu (Gaastra dan de Graaf, 1982;
Dougan dan Morrissey, 1984/85) berat molekul
adhesin K99 berkisar antara 18400 sampai 18500
D. Dengan demikian terdapat perbedaan sekitar
1000 D, yang mungkin disebabkan karena acuan
atau standar berat molekul yang digunakan
sebagai pembanding pada penelitian ini relatif
sangat kasar. Pengkajian mengenai reaktivitas
AbMk terhadap berat molekul K99 perlu
dilakukan lebih lanjut.

Tabel 4. Reaktivitas 24 antibodi monoklonal terhadap adhesin 	 K99 maupun terhadap adhesin yang disiapkan
dari Escherichia coil negatif K99

Panel hibridoma Klon hibridoma Densitas optikal (OD) terhadap antigen ELISA
K99') K88 987P F41

1K99-B5 2K99-B5A2 1,823 0,030 0,031 bd
2K99-B5A4 1,590 0,027 0,022 bd
2K99-B5B5 1,277 0,032 0,026 bd
2K99-B5B11 1,458 0,010 0,007 bd
2K99-B5C1 1,381 0,033 0,031 bd •
2K99-B5C7 1,780 0,018 0,013 bd
2K99-B5D6 1,227 0,025 0,018 bd
2K99-B5D12 1,647 0,030 0,033 bd
2K99-B5E3 1,751 0,032 0,025 bd
2K99-B5E5 0,966 0,031 0,020 bd
2K99-B5F6 1,693 0,022 0,017 bd
2K99-135F8 1,767 0,033 0,010 bd
2K99-B5G9 1,625 0,019 0,024 bd
2K99-B5H 10 1,682 0,011 0,006 bd

1K99-C9 2K99-C9A2 1,182 0,008 0,015 bd
2K99-C9A3 1,464 0,002 0,010 bd
2K99-C9A7 0,717 0,001 0,003 bd
2K99-C9A9 1,694 0,012 0,006 bd
2K99-C9B11 1,787 0,031 0,027 bd
2K99-C9C4 1,063 0,006 0,011 bd
2K99-C9C5 1,549 0,008 0,015 bd
2K99-C9D7 0,880 0,019 0,014 bd
2K99-C9E2 1,712 0,027 0,010 bd

	  2K99-C9E1 1,580 0,014 0,021 bd

•
)Antigen K99 campuran dari adhesin yang disiapkan balk dari E. coli galur acuan (Compton) maupun Moist lapang (BL413,
G11.50 dan G1231)

bd	 betum dilakukan
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Calabar 1. Gambar imunoblot antigen 1(99 yang dilacak
balk dengan tnonoklonal antibody (kolom B) dan
poliklonal antibodi (kolom C) anti adbesin 1(99,
sedangkan kolom A adalah acuan beret molekul
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