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ISOLASI AGEN PENYEBAB MCF(MALIGNANT CATARRHAL FEVER)
DARI CAIRAN SEKRESI DAN BULU DOMBA

SUDARismAN, R. INDRIANI, ZULKIFLI, dan M. SAEPULLOH

BalaiPenelitian Veteriner
Jalan R.E . Martadinata 30, P.O. Box 151, Bogor 16114

ABSTRAK

Telah digunakan primary cells asal tiga ekor fetus sapi Bali untuk kebutullan isolasi ager
MCF. Ternyata yang berhasil digunakan adalah enam jenis sel, sedangkan yang lainny<
mengalami degenerasi . Organ yang digunakan tersebut adalah ginjal, testis, tl?vroid, turbinate
cornea, dan limpa untuk primary cells. Sampel yang diambil dan digunakan untuk inokulun
adalah swab asal vagina/vulva, mata, hidung serta pangkal rambut dari domba-domba yang didugi
sebagai karier MCF dengan uji PCR . Hasil yang didapat adalah telah dilakukan inokulasi pada
enam jenis primary cells. Bahan-bahan inokulum yang didapat dari lapangan adalah sejumlah 231
buah inokulum asal swab hidung, inata, vagina/vulva serta bulu dan diinokulasikan pads biakal
sel . Keseluruhan biakan sel yang diamati di tiap lubang plat biakan sel tidak menunjukkan adanyi
perubahan yang spesifik dan sebagian sampel yang telah mengalami tiga kali pasasi buta diuj
dengan PCR dan ternyata dari keseluruhan sampel ada 5 sampel yang bereaksi positif dalam uj
PCR. Isolat yang positif OHV-2 ini berasal dari swab mata dua bush; swab hidung satu buall dal
swab vagina dua buah . Keseluruhan swab ditumbuhkan pada sel Bovine Testis.

Kata kunci : Agen malignant catarrhal fever, isolasi cairan sekresi bulu domba

PENDAHULUAN

Penyakit MCF merupakan penyakit viral yang fatal pada ternak sapi dan kerbau dan telal
tersebar hampir di seluruh kepulauan di Indonesia (PARTADIREDJA et al ., 1988), dan nuenuru
Direktorat Jenderal Peternakan, menipakan salah satu dari 13 penyakit penting yang mcmpunya
nilai strategis dar ekonomis di Indonesia . Penyakit ini belum dapat dikendalikan sccara efektil
karena vaksinnya hingga saat ini di dunia belum ada yang memproduksinya . Hal ini disebabkai
belum ditemukannya isolat utuh virus SA-MCF, yaitu OHV-2.

Penyakit MCF hingga saat ini masih menjadi teka teki dunia . Virus dapat didctcksi dcngai
bantuan PCR pada hewan klinis MCF maupun pada hewan karier (domba) (B.AX'ri ;R ei al ., 1993,
akan tetapi dunia hingga saat ini belum berhasil mengisolasi agennya secara utuh . Indonesia serta,
tahun melaporkan kejadiannya, dan ternak sapi Bali serta kerbau merupakan ternak yang palin,
peka (SUDARISMAN, 1991) memberi peluang bagi kita untuk keberhasilan isolasi agen tersebui
Hingga saat ini isolasi agen penyakit telah berkali-kali dilakukan, akan tetapi tujuan isolai
dilakukan pada hewan yang peka . Ternyata hal ini rnenemukan jalan buntu karena vinls yan
didapat dari hewan peka merupakan virus yang tidak utuh (incomplete virus) dalanl bentu
lymphoblastoid cell line (LCL) (REID et al ., 1989, WIYONO et al ., 1992) .

Alternatif usaha yang dilakukan untuk tujuan isolasi agen adalah hewan karier, yaitu doniN
Langkah awal telah dilakukan dengan nuendeteksi agen nuelalui uji PC8 terhadap hewan tersebui
Ternyata hampir 70% domba di Indonesia mengandung agen OHV-2 pada daraluwa (WIYONO e
al., 1994) . Pemikiran domba sebagai karier MCF untuk sapi dan kerbau mengamllkan kita pad
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pertanyaan bagaimana cara hewan karier inenularkan virus kepada sapi dan kerbau . Penelitian
sebelumnya menunjukkan bahwa pada pheripheral blood leucocyte (PBL) dan sckresi domba
bunting serta anzknya ternyata mengandung virus OFRI-2 dengan uji PCR (BAX"ITii et al ., 1993) .
Pemikiran ini mengarahkan kita bahwa infeksi pada sapi dan kerbau terjadi dari domba seluarusnya
melalui virus yang utuh sehingga agen tersebut bisa menyeberang dan inengirnfcksi tcrnak yang
peka .

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengisolasi virus SA-MCF dari cairan sekresi dan folikel
bulu domba yang dengan uji PCR merupakan reaktor MCF.

MATERI DAN METODE

1 .

	

Pengambilan sampel cairan sekresi serta bulu dontba di daerah endenik pen.vokil MCF : :
Pengambilan dilakukan dengan kunjungan tiga kali survei ke daerah endemis penyakit MCF
yaitu di Kabupaten Banyuwangi Propinsi Jawa Timur . Cairan sekresi diambil dengan
menggunakan kapas steril bertangkai dengan cara menyemprotkan cairan antibiotika PBS ke
daerah lokasi pengambilan sebelmn dilakukan pengambilan . Pengambilan dilakukan dengan
cara menggosokkan kapas steril tersebut selanla satu sampel dua menlt . Cairan sckresi yang
diambil yaitu di daerah kelopak mata, rongga hidung dan liang vagina . Kapas dimasukkan
dalam tabung eppendorf yang berisi medium transpor . Kemudian dibawa ke laboratorium
dengan memasukkannya ke dalam kontainer nitrogen cair untuk digunakan sebagai bahan
inokulum . Sampel bulu domba diambil dengan cara biopsi bulu dan kulitnva . Sebelunlnya
daerah kulit dan bulu yang akan diambil dibalur dengan alkohol 70% dan lanutan betadine
(Iodium) . Bulu dan bagian akarnya ditarik dengan menggunakan pinset steril dan kemudian
dimasukkan dalam medium transpor seperti pada pengerjaan sampel cairan sekresi . Darah
domba dari sampel yang diambil disedot dengan tabung venojet berlieparin untuk tujuan
pengujian status domba yang terinfeksi oleh virus OHV-2 melalui uji PCR .

2 .

	

Penyinpan beberapa biakan set sekunder asal fetus sapi Bali : Fetus dikeluarkan dari
kantongnya dan diambil beberapa organ seperti thyroid, thymus, turbinole, kichu,v spleen,
aorta, lymphoglandulae, trachea, testis, cornea, dan lung secara aseptik dan steril serta dari
darah fetus diambil macrophage-nva. Untuk menghindari kontaminasi medium pertumbuhan
set diberi antibiotika dan anti jainur . Biakan set primer dikembangkan dari masing-masing
organ dengan cara tripsinasi untuk inendapatkan sel-sel tunggal . Biakan set primer
dikembangbiakan dalain medium DMEM (dulbecco's minimum essential medium) dengan
tambahan 10% FCS (Foetal calf serum) . Biakan set primer yang telah diperoleh dilakukan
pasasi sehingga diperoleh biakan set sekunder . Biakan set sekunder ini sebagian dipasasi terns
untuk digunzkan dalam rangka isolasi virus agen MCF dan sebagian lagi disimpan pada
kontainer nitrogen cair . Untuk tujuan inokulasi sampel pada biakan set, biakan set sekunder
ditumbuhkan pada medium iscove's dengan tambahan 10% FCS serta antibiotika dan anti
jamur . Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C yang mengandung 5% CO= . Pertumbuhan set
dilakukan pada plat biakan set steril (24 lubang) . Set uunur sehari yang digunakan dan telah
membentuk monolayer penuh pada dasar plat .

Infeksi sampel cairan sekresi dan bulu domba pada biakan set sekunder : Sampel yang didapat
dari lapangan diambil dari kontainer nitrogen cair dan dilakukan thawing at-ul f-eezing hingga
tiga kali agar keseluruhan set pecah dan virus dapat keluar dari dalain set . Setelah itu cairan
difilter dengan pori sebesar 0,30-0,45 pm . Sebanyak 0,5 ml cairan sekresi/suspensi bulu
domba pada media transpor diinfeksikan pada biakan set sekunder umur seliari pada plat
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biakan sel . Plat diinkubasi pada sulm 37°C yang mengandung 5% COz dan dianiati setiap hari
terhadap adanya CPE. Pasasi buta (blind passage) dilakukan sebanyak tiga kali . Apabila hasil
pasasi buta tidak menunjukkan adanya CPE, sel disimpan untuk, diuji terhadap adanya virus
OHV-2 dengan uji PCR .

3 .

	

Uji PCR : Uji ini dilakukan terhadap sampel domba yang berupa sel darah putill perifer (PBL)
clan dari biakan sel yang telah diinkubasi oleh cairan sekresi dan bulu domba setelah
mengalami tiga kali pasasi buta . Kedua jenis sampel tersebut dilanitkan dalam lisis buffer
yang kemudian dipakai sebagai sampel pada ekstraksi asam deoksiribonukleat (DNA) . DNA
asal sampel diekstraksi dengan menggunakan fenol-kloroform dan diendapkan dengan
menggunakan etanol absolut sesuai dengan prosedur standar serta konsentrasi DNA
dikuantifikasi dengan menggunakan alat spektrofotometer (SAMBROOK et al ., 1989) .
Selanjutnya dilakukan perbanytlcan DNA secara in vitro dengan menggunakan teknik PC8
(SAIKi et al ., 1985) . Uji PCR tersebut untuk mendeteksi fragmen OHV-2 sebagai agen
penyebab SA-MCF pada sampel PBL dan biakan sel yang diinfeksi olell sekresi domba yang
menggunakan sepasang nested primer 556/755 dan 556/555 (BAXTER et al ., 1993) . Fragmen
DNA yang spesifik untuk OHV-2 menggunakan primer tersebut menghasilkan 238 bp
(pasangan basa) (BAXTER et al., 1993 ; WIYONo et al ., 1994), sehingga setiap sampel yang
mengandung fragnien tersebut berarti di dalam sampel PBL atau biakan sel mengandung
OHV-2. Reaksi perbanytkan ini menggunakan katalisator yang taluan panas yaitu Taq DNA
polimerase (SAIKi et al ., 1988) . Hasil perbanyakan secara in vitro tersebut diekstraksi
menggunakan kloroform dall 1soamll alkohol . Akhirnya sebesar 5% dari hasil ekstraksi
dianalisis langsung dengan gel agarose 1,8% yang mengandung ethidium bromide (SAMBROOK
et al ., 1989) dan DNA dalam gel tersebut dilihat dengan menggunakan alat transiltuninator
ultra violet .

HASIL DAN PEMBAHASAN
Domba yang diambil sebagai sampel adalah domba yang berasal dari kelonipok domba yang

diduga sebagai hewan penyebab kasus MCF pada bulan terakhir atau pun pada saat kunjungan tim
ke lokasi . Domba tersebut dalam kelompoknya terdapat anak domba yang berunuir duabulan atau
lebih sedikit . Domba tersebut berjarak sekitar 2-100 meter dari kasus MCF pada sapi atau pun
kerbau . Hal ini dimaksudkan untuk mendapatkan kemungkinan yang lebill besar lagi terhadap
adanya virus OHV-2 pada domba sebagai penyebab MCF pada sapi dan kerbau . Alasan ini pernah
diutarakan oleh SUDARISMAN (1991) dalam mengamai kejadian MCF di Indonesia . Hal ini juga
pernah diutarakan kejadiannya olelu WIYONo et al . (1994) di Indonesia dan BAX'I']at et a/ . (1993) di
United Kingdom yang inenyatakan domba-domba yang dekat dengan kasus SA-MCF banyak
mengandung virus OHV-2 pada darah perifernya . Demikian pula kejadian WA-MCF, yang niana
agen penyebabnya yaitu AHV-1 terdapat pada anak wildebeest dan induknya yang menlpakan
sumber infeksi WA-MCF pada sapi di Afrika (MUSHI et al., 1980 ; 1981) .

Pada kesempatan penelitian kali ini didapat sebanyak 231 buah sampel terdiri atas sampel
swab hidung, mata, vagina/vulva dan folikel rambut (Tabel 1) yang didapat dari hasil tiga kali
kunjungan ke daerah endemik MCF. Sampel ini didapat dari lokasi diniana ada kasus MCF pada
sapi dan kerbau sampel diambil dari 59 ekor domba betina dewasa dan auaknya . Dari ke-59 ekor
domba tersebut dilakukan uji PCR terhadap adanya virus OHV-2 pada PBL-nya . Tctapi lianya 58
ekor yang diuji, sedangkan untuk PBL anak domba tidak dilakukan . Ternyata hanya 10 ekor saja
yang positif OHV-2 pada PBL-nya (Tabel 2) . Hal ini sangat disayangkan . karena dapat
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memperkecil kemungkinan keberhasilan isolasi agen penyakit OHV-2. Hasil ini tidak seperti yang
diutarakan oleh WIYONO et al . (1994.) yang menyatakan bahwa hampir 70% domba yang diuji
olehnya positif mengandung OHV-2 pada PBL-nya .

Tabel 1 .

	

Jumlah sampel yang digunakan untuk tujuan isolasi agen MCF

Kunjungan
Pertama
Kedua
Ketiga
Jumlah

Tabel 2 .

	

Hasil uji PCR terhadap PBL domba dari tiap kunjungan

Kunjungan
Pertama
Kedua
Ketiga
Jumlah

Untuk mempermudah pengerjaan di laboratorium, maka yang diinokulasikan pada biakan sel
adalah sampel dari domba-domba yang positif OHV-2 pada PBL-nya . Pada kesempatan ini baru
delapan ekor domba yang diuji sampelnya dan diinokulasikan pada biakan sel .

Hasil pembuatan biakan sel dari organ yang berhasil dikembangkan adalah organ thyroid,
thymus, aorta, turbinate, kidney, spleen, testis, lung, cornea, macrophage dan trachea . Akan tetapi
dalam penggunaannya hanya sel kidney, thyroid, spleen, testis, turbinate, aorta dan cornea saja
yang dapat disiapkan untuk tujuan isolasi virus OHV-2 . Hal ini disebabkan dalam perkembangan-
nya sel dari organ-organ lain tidak dapat berkembang dengan baik (degenerasi) .

Pada tahap pertama sebanyak 16 buah sampel yang diinokulasikan pada 6 jenis biakan sel,
yaitu sel Bovine Testis (BTes), Bovine kidney (BK), Bovine spleen (BSp), Bovine thyroid (BThy),
Bovine turbinate (BT), dan Bovine aorta (BAo) . Keseluruhan sel tidak menunjukkan adanya
perubahan berupa CPE (cytophatic effect) . Pasasi dilakukan tiga kali dan masili ' belum terlihat
CPE. Akhirnya sel yang tanpa CPE diuji terhadap adanya virus OHV-2 dengan uji PCR dan
ternyata tidak memperlihatkan adanya virus OHV-2 pada biakan sel yang diinokulasi olehi sampel
lapangan tersebut. Sedangkan 84 buah sampel lagi diinokulasikan pada sel yang tersedia, yaitu sel
cornea (BCor) dan sel testis (BTes) . Hal ini juga dilakukan oleh karena sel Iainnya tidak
berkembang dengan baik . Ternyata hingga pasasi ketiga juga belum memperlihatkan adanya CPE
pada biakan sel . Sel tersebut lalu diuji terhadap adanya virus OHV-2 dengan uji PCR dan
memberikan hasil bahwa biakan sel yang telah diinfeksi oleh sampel lapangan terdapat lima
biakan sel asal BTes yang positif terhadap OHV-2 (Tabel 3) . Sedangkan yang Iainnya tidak
bereaksi positif Kelima biakan sel tersebut diinokulasi o1eh bahwn dari tiga swnber inokulum,
yaitu (1) swab mata dari tiga ekor domba betina induk yang berasal dari satu desa, (2) sivab mata
dan vagina dari dua ekor domba betina induk dalam satu desa, dan (3) swab hidung dan vagina
dari tiga ekor domba betina induk dalam satu desa . Domba dari ad . 1 diduga sebagai penular dari
sapi yang mati dengan gejala MCF pada waktu 2-3 hari sebelum diambil sampelnya . Sedangkan ad
2 diduga sebagai penular dari kerbau yang dipotong karena klinis MCF pada saat diambil
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E domba Hidtmg Mata Vagina Bulu
22 22 22 22 20
23 23 23 22 21
14 14 14 14 14
59 59 59 58 55

E domba E yang diuji PCR Positif '% Positif
22 22 3 13,63
23 22 5 22,73
14 5 2 40,00
59 49 10 20,40



sampelnya. Demikian pula ad 3 diduga sebagai penular dari kerbau yang luati olch penyaki
dengan gejala MCF pada waktu satu minggu sebelum diambil sampelnya . Kesclunihan domba
domba yang menghasilkan isolat tersebut pada PBL-nya terkandung virus OHV-2 dengan uji PCP
Keberhasilan isolasi virus OHV-2 pada biakan set asal fetus sapi Bali, sebenarnya baru pertam
kali ini terjadi . Walaupun baru pertama kali, biakan set tidak menimbulkan CPE dan diuji denga:
uji PCR memberikan reaksi positif.

Tabel 3.

Isolat

	

Asal sampel

	

Biakan set

	

CPE
A

	

swab mata

	

B. Tes
B

	

swab inata

	

B. Tes
C

	

swab vagina

	

B. Tes
D

	

swab hidung

	

B. Tes
E

	

swab vagina

	

B. Tes
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Hasil inokulasi sampel pada biakan set untuk isolasi agen MCF yang positif mengandung
OHV-2 pada uji PCR

KESIMPULAN

Telah didapat 5 isolat OHV-2 dalam biakan set Bovine Testis (BTes) asal fetus sapi Bali yan
berasal dari domba yang diduga sebagai karier penyakit MCF. Adanya isolat tersebut dikukuhka
dengan uji PCR. Isolat tersebut tidak/belum menimbulkan CPE pada biakan set walaupun tela
tiga kali mengalami pasasi . Isolat tersebut berasal dari swab mata sebanyak dua buali, sivab hidun
satu buah dan swab vagina/vulva dua buah . Sementara itu swab asal folikel tidak satu pun yan
memberikan reaksi positif dalam uji PCR.
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