Efektivitas Metode PCR dan AGID dalam Mendeteksi Penyakit Enzootic
Bovine Leucosis di Indonesia

Saepulloh M, Sendow |

Balai Besar Penelitian Veteriner, JI. RE. Martadinata No. 30, Bogor 16114
E-mail: muharam@bbalitvet.org

(Diterima 13 Januari 2015; direvisi 3 Maret 2015; disetujui 24 Maret 2015)
ABSTRACT

Saepulloh M, Sendow I. 2015. Effectivity of PCR and AGID methods to detect of enzootic bovine leukosis in Indonesia. JITV
20(1): 71-78. DOI: http://dx.doi.org/10.14334/jitv.v20i1.1120

Enzootic Bovine Leucosis (EBL) is one of viral diseases in cattle caused by bovine leukemia virus (BLV), from
Retroviridae. The virus can be detected using severals methods such as Polymerase Chain Reaction (PCR), while antibody can
be detected using Agar Gel Immunodifussion (AGID). The aim of this experiment was to study the effectivity of PCR and AGID
methods to detect enzootic bovine leukosis virus in Indonesia. Samples of peripheral blood leukocyte (PBL) were collected from
cattles those with and without showing clinical signs. A total of 307 blood and serum samples were tested against BLV using
PCR and AGID tests, while 21 semen samples which were from similar animals for blood collection were collected only for
PCR test. The results indicated that twelve cattles have positive results with PCR test in PBL, but from those cattles only seven
were positive with AGID. On the other hand, the PCR did not detect EBL in 21 bovine semen samples tested, although one
sample gave positive result with PCR in PBL. This results indicated that PCR method from blood samples was more sensitive
than that AGID method. The PCR detection was also more sensitive for PBL than that for semen samples.
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ABSTRAK

Muharam S, Indrawati S. 2015. Efektivitas metode PCR dan AGID dalam mendeteksi penyakit Enzootic Bovine Leucosis di
Indonesia. JITV 20(1): 71-78. DOI: http://dx.doi.org/10.14334/jitv.v20i1.1120

Enzootic Bovine Leucosis (EBL) adalah suatu penyakit virus pada sapi yang disebabkan oleh Bovine Leukemia Virus (BLV)
dari Famili Retroviridae. Virus ini dapat dideteksi dengan menggunakan beberapa metode diantaranya teknik Polymerase chain
reaction (PCR), sedangkan antibodi ternak terinfeksi dapat dideteksi menggunakan agar gel immunodiffusion (AGID). Tujuan
penelitian ini adalah mempelajari efektivitas metode PCR dan AGID untuk mendeteksi keberadaan virus BLV atau infeksi
penyakit Enzootic Bovine Leucosis (EBL) di Indonesia. Sampel berupa peripheral blood leukocyt (PBL) dari 307 ekor sapi yang
menunjukkan dan tidak menunjukkan gejala klinis digunakan untuk uji PCR dan AGID, sedangkan sampel semen dari 21 ekor
sapi yang juga dikoleksi darahnya hanya dianalisis dengan metode PCR. Hasil analisis menunjukkan bahwa 12 ekor sapi positif
EBL dengan metode PCR, sedangkan dengan uji AGID hanya tujuh ekor yang terdeteksi positif. Sementara itu, terhadap 21
sampel semen sapi yang diuji, tidak satupun terdeteksi positif EBL dengan uji PCR, walaupun satu sampel berasal dari ternak
yang menunjukkan hasil positif pada sampel darah. Hasil tersebut menunjukkan bahwa pada sampel darah PCR lebih sensitif
dibandingkan dengan AGID dan uji PCR pada sampel semen.

Kata Kunci: Enzootic Bovine Leucosis, Indonesia

PENDAHULUAN

Enzootic Bovine Leucosis (EBL) adalah suatu
penyakit virus pada sapi dan kerbau yang disebabkan
oleh Bovine Leukemia Virus (BLV), sejenis retrovirus
dari Famili Retroviridae.Penyakit EBL ditandai dengan
meningkatnya sel leukosit dalam darah dengan sel B
limfosit sebagai target sel. Hal ini terjadi karena adanya
rangsangan virus EBL pada jaringan limfatik sehingga
sel-sel jaringan tersebut mengalami hiperplasia. Karena
sel limfosit hiperplasia, maka manifestasi yang tampak
berupa pembengkakan jaringan limfatik terutama
limfoglandula perifer (Amills et al. 2004; Uera et al.

2012; Yoon et al. 2005; Konnai et al. 2013). Sekitar
30% sapi yang terinfeksi mengakibatkan limfositosis
persisten dan kurang dari 5% dapat menimbulkan
limfoma (Amills et al. 2004; Konnai et al. 2013; Inoue
et al. 2013). Di negara dimana kasus EBL cukup tinggi,
infeksi virus BLV mengakibatkan masalah yang serius
di dunia kesehatan hewan. Penyakit ini dapat
mengakibatkan gangguan sistem reproduksi dan
penurunan produksi susu, sehingga menyebabkan
kerugian ekonomi bagi peternak (Yavru et al. 2007;
Kobayashi et al. 2010; Rodriguez et al.2009). Lebih
lanjut OIE (2012) mengemukakan bahwa penyakit EBL
termasuk dalam daftar penyakit penting.
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Infeksi yang disebabkan oleh BLV merupakan
infeksi persisten dan kronik dengan tahapan sebagai
berikut: (i) pada tahap awal hewan yang terinfeksi tidak
memperlihatkan gejala  klinis ataupun  kelainan
hematologis dan hewan tersebut akan bersifat sebagai
carrier, (ii) pada tahap kedua dijumpai adanya
perubahan gambaran darah dengan terjadinya
peningkatan jumlah limfosit persisten, dan (iii) bentuk
limfosarkoma dimana terjadi perubahan yang tampak
secara klinis yaitu munculnya tumor yang diikuti
dengan bentuk limfosit persisten (Sharifzadeh et al.
2011). Penyakit ini banyak menyerang sapi, kambing,
domba, dan babi. Di samping itu, kerbau juga dapat
terserang walaupun kejadiannya jarang.

Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi
timbulnya penyakit ini antara lain umur, rute masuknya
bibit penyakit, faktor imunitas yang menurun pada
setiap spesies ternak, dan pengaruh musim. Grimshaw
et al. (1979) melaporkan bahwa terdapat 4 bentuk EBL
pada sapi, yaitu: (1) bentuk mudah menyebar (juvenile
form), menyerang sapi berumur di bawah 6 bulan, (2)
bentuk timus (thymic form), menyerang sapi umur 6
bulan - 2 tahun, (3) bentuk dewasa yang menyebar
(adult multicentric form), paling banyak terjadi dan
biasanya menyerang sapi berumur 4-11 tahun dan, (4)
bentuk kulit (skin form) menyerang sapi umur 2-3
tahun, tetapi sangat jarang terjadi. Pada EBL bentuk
kulit ternyata umur tidak spesifik, sebab pada hewan
percobaan dapat terjadi pada sapi yang berumur 10, 15
dan 24 bulan.

BLV pada umumnya menular secara horisontal
melalui cairan tubuh seperti darah, susu, saliva dan
semen yang terkontaminasi oleh limfosit yang terinfeksi
virus. Setelah terjadi infeksi, BLV akan memicu sistem
imun pada sapi dewasa sebagai respon tanggap kebal
yang kuat terhadap amplop protein gp51. Antibodi ini
dapat dideteksi dengan Uji AGID dan juga ELISA
(Forti et al. 2014; Murakami et al. 2011). Lorin et al.
(2007) menyarankan bahwa suatu peternakan akan
terbebas dari BLV apabila hewan yang memiliki
seropositif dipisahkan dari kelompok hewan yang
seronegatif. Akan tetapi, beberapa peneliti melaporkan
bahwa monitoring secara serologis tidaklah cukup
sensitif untuk mendeteksi semua sapi yang terinfeksi
BLV (Ramanavicius et al. 2007). Sementara itu,
masalah lain juga timbul dengan hewan yang
menunjukkan titer antibodi terhadap BLV secara
permanen rendah (Stone et al. 2000). Lebih lanjut Beier
et al. (2004) melaporkan bahwa uji serologis tidak dapat
membedakan antara antibodi maternal dan kekebalan
aktif yang disebabkan oleh infeksi BLV.

Jimba et al. (2012) melaporkan bahwa beberapa
provirus yang berasal dari hewan yang secara alami
tidak terdeteksi adanya antibodi terhadap BLV oleh uji
AGID atau ELISA, dapat terdeteksi dengan
menggunakan uji terkini yaitu menggunakan PCR-BLV
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CoCoMo-q. Pada sel vyang terinfeksi, BLV
diintegrasikan ke dalam DNA inang dalam bentuk
sebuah provirus, dan berada dalam sel perifer darah sapi
dalam jumlah yang banyak sehingga dapat dideteksi
dengan metode biologi molekuler, seperti Quantitative
real time PCR (qRT-PCR) (Aida et al. 2014). Metoda
ini mulai banyak dikembangkan dibandingkan dengan
menggunakan uji PCR konvensional seperti pada hasil
penelitian ini. Uji PCR ini memiliki beberapa
keuntungan vyaitu lebih sensitif dibandingkan uji
serologis. Pengendalian kesehatan kawanan ternak
menjadi tidak tepat akibat sangat rendahnya prevalensi
infeksi BLV. Di samping itu, uji PCR dapat dijadikan
uji konfirmasi bagi hasil uji AGID dan ELISA yang
meragukan (Markiewicz et al. 2003; Mohammadabadi
et al. 2011).

Penyakit EBL akhir-akhir ini sangat mendapat
perhatian di negera-negara anggota Masyarakat
Ekonomi Eropa (MEE), karena termasuk ke dalam
kelompok penyakit menular. Di Indonesia ada beberapa
penyakit hewan menular pada ternak bibit yang
mendapat perhatian khusus, dan penyakit yang harus
bebas pada ternak bibit diantaranya Brucellosis,
Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR), Bovine Viral
Diarrhae (BVD), Bovine Genital Champilobacteriosis
(BGC), Tubercullosis (TBC), Enzootic Bovine Leucosis
(EBL), Trichomoniasis, Leptospirosis, Babesiosis,
Anaplasmosis, dan Theileriasis (Anonim 2005).

Keberadaan penyakit ini telah menyebar dan
terdeteksi di berbagai negara (Rodriquez et al. 2009)
seperti Eropa (Nuotio et al. 2003), Amerika (Scott et al.
2006; Gutierrez et al. 2011), Timur Tengah (Mousavi et
al. 2014), Australia dan Asia (Uera et al. 2012; Yoon et
al. 2005; Murakami et al. 2011). Akhir-akhir ini telah
dilaporkan adanya infeksi EBL pada sapi di Filipina
baik dengan menggunakan uji serologis maupun nested
PCR (Uera et al. 2012). Pemeriksaan serologis terhadap
EBL pada sapi impor di Indonesia mulai dilakukan pada
tahun 1987. Di Indonesia, penyakit ini telah terdeteksi
secara serologis pada sapi yang berasal dari sapi impor
yaitu pada sapi Fresian Holstein (FH), sapi Brahman,
sapi Ongole, sapi Sahiwal, sapi Sahiwal Cross,
sedangkan serum dari sapi Bali dan sapi Madura
semuanya bereaksi negatif (Sarosa & Ronohardjo
1988).

Mengingat ratusan ribu ekor sapi perah telah
didatangkan ke Indonesia dari negara yang pernah
tertular leukosis sapi menular seperti Amerika Serikat,
Australia, dan Brazil dan dapat menimbulkan kerugian
ekonomi, maka peranan EBL di Indonesia menjadi
sangat penting dan perlu mendapat perhatian yang
serius. Kepentingan ini menjadi lebih besar lagi dengan
digalakkannya peternakan sapi perah rakyat di berbagai
daerah di Indonesia, karena sebagian besar peternak di
Indonesia merupakan peternak kecil dengan modal yang
terbatas.
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Tujuan penelitian ini adalah mempelajari efektivitas
metode PCR dan AGID untuk mendeteksi keberadaan
penyakit Enzootic Bovine Leucosis (EBL) pada sapi
sapi di Indonesia.

MATERI DAN METODE
Sampel

Sebanyak 328 sampel yang terdiri dari 166 darah
sapi (Limousin, Simmental, Angus, FH dan PO) asal
peternakan sapi di Bogor; 30 sampel darah sapi dan 21
sampel semen sapi (Limousin, Simental, Angus, FH dan
Ongole) asal peternakan sapi di Lembang; dan 111
sampel darah sapi Brahman asal peternakan sapi di
Palembang. Sampel semen berasal dari ternak yang
sama dengan yang diambil contoh darahnya.

Perlakuan terhadap sampel darah vyaitu darah
dikoleksi dengan tabung venoject yang mengandung
EDTA dan tidak mengandung EDTA untuk uji
serologis. Selanjutnya ke dalam darah dengan EDTA
ditambahkan Ficol (Sigma) untuk memisahkan sel yang
memiliki densitas yang sama akan tetapi memiliki
ukuran yang berbeda, dengan perbandingan sama
banyak. Buffy coat dipisahkan dengan cara sentrifugasi
pada kecepatan 1.500 rpm selama 15 menit dan
digunakan untuk ekstraksi DNA, sedangkan serum
digunakan untuk uji serologik dengan menggunakan
AGID.

Perlakuan terhadap sampel semen untuk analisis
PCR dilakukan berdasarkan Mohammadabadi et al.
(2011) sebagai berikut: (i) untuk menghindari faktor
inhibitor yang terdapat pada semen maka semen
tersebut dicampur dengan DEPC-dH20 dengan
perbandingan sama banyak, (ii) kemudian campuran
semen-DEPC-dH20 tersebut di beku cairkan sebanyak
3 kali dan (iii) akhirnya 300 pl digunakan untuk
ekstraksi RNA.

Uji serologik dengan Agar Gel Imunodifusi (AGID)

Uji serologik dilakukan dengan menggunakan Kit
AGID vyang berasal dari Synbiotics Corporation
(Prancis). AGID digunakan untuk mendeteksi antibodi
terhadap BLV antigen gp51. Pada uji ini dibuat 7
lubang pada agar gel yang telah disiapkan. Lubang yang
ada di tengah diisi dengan antigen sebanyak 32 pl,
sedangkan lubang yang ada di atas dan di bawah lubang
yang berisi antigen diisi dengan serum referensi
sebanyak 73 pl. Keempat lubang lainnya diisi dengan
serum lapangan, masing-masing sebanyak 73 pl. Agar
yang telah diisi dengan antigen, antiserum, dan serum
lapangan ini kemudian dimasukkan ke dalam kotak
plastik yang diberi alas kertas saring yang dibasahi
dengan air, untuk menjaga agar keadaannya selalu

lembab dan disimpan pada suhu kamar, serta diamati
setiap hari sampai 3 hari.

Reaksi serologik dinyatakan positif apabila dalam
waktu 24-72 jam terbentuk garis presipitasi antara
lubang yang berisi antigen dan lubang yang berisi
serum lapangan, dan garis presipitasi ini bersambung
dengan garis presipitasi yang terbentuk antara lubang
yang berisi antigen dan lubang yang berisi antiserum.

Ekstraksi DNA
Total RNA diekstraksi secara langsung dari 200 pl

sampel (buffy coat dan semen) dengan menggunakan
QIAmp viral RNA Mini kit (Qiagen) sesuai dengan

rekomendasi pembuat kit. Ekstrak RNA
diresuspensikan dengan 50 pl RNase-bebas air,
kemudian  konsentrasi RNA  diukur  dengan

menggunakan Spektrofotometer (NanoDrop ND-1000
UV-Vis, Wilmington, DE). Sampel RNA langsung
dapat digunakan untuk PCR dan sisanya disimpan di -
70°C untuk pengujian lebih lanjut.

Primer

Primer yang digunakan berasal dari BLV gen gp51
env yang menghasilkan target spesifik sebesar 521 bp,
yaitu: Forward 5°-GGG CCA TGG TCA CAT ATG
ATT G-3’ (posisi genome 5128-5149) dan Reverse 5’-
CGT TGC CTT GAG AAA CAT TGA AC-3’ (posisi
genome 5627-5649) (Camargos et al. 2003).

Amplifikasi PCR

Total reaksi PCR dibuat dalam 20 pl dengan
komposisi: larutan 10 mM TrisHCI pH 8,3; 50 mM
KCI; 1,5 mM MgCI2; 1% glycerol (viv); 1% (v/v)
dimetilsulfoxide (DMSO); 10 pmol masing-masing
primer; 0,2 mM dNTPs (Invitrogen); 0,5 Taqg DNA
polimerase (Invitrogen) dan 1 pl DNA (150 ng DNA).
Reaksi amplifikasi menggunakan ABI 9700, dengan
siklus inkubasi 95°C selama 3 menit, diikuti dengan 35
siklus terdiri dari denaturasi 95°C selama 60 detik,
annealing 59°C selama 60 detik, perpanjangan 72°C
selama 60 detik. Siklus terakhir pada suhu 72°C selama
10 menit (Camargos et al. 2003).

Analisis produk PCR

Produk PCR dianalisis dengan 1% agarose gel
(invitrogen) yang mengandung EtBr. Elektroforesis
dilakukan pada tegangan konstan yaitu pada 100 volt
dalam TBE buffer selama 1 jam. Hasil PCR dinyatakan
positif apabila terlihat adanya produk yang spesifik dari
primer yang digunakan.
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Estimasi limit deteksi PCR

Antigen yang digunakan untuk uji limit deteksi
berasal dari antigen gp51 BLV yang diperoleh dari
Synbiotics (Prancis). Prosedur perlakuan terhadap
Antigen BLV menurut Abd El-Hafeid et al. (2010)
sebagai berikut: antigen gp51 BLV dalam bentuk kering
beku mula-mula diencerkan dengan 1 ml RNase-bebas
air. RNA diekstraksi secara langsung dari 200 pl
antigen BLV dengan menggunakan QIAmp viral RNA
Mini kit (Qiagen) sesuai dengan rekomendasi pembuat
kit. Ekstraks RNA diresuspensikan dengan 50 pl
RNase-free Water kemudian diencerkan kelipatan 10.
Setiap enceran diukur konsentrasinya menggunakan
spectrofotometer (NanoDrop ND1000). Kemudian
setiap enceran diuji dengan PCR dan ditentukan limit
deteksi PCR tersebut.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Limit deteksi PCR

Hasil deteksi terhadap DNA BLV dengan
konsentrasi awal sebesar 120 ng/pl yang diencerkan
secara seri kelipatan 10 mulai dari 10 (120 ng/ul)
hingga 10° (120 x 10-° ng/ul) menunjukkan bahwa PCR
yang dikembangkan memiliki limit deteksi hingga 120
X 10 ng/ul DNA murni (Gambar 1). Hasil tersebut
menunjukkan bahwa minimal konsentrasi DNA BLV
yang dapat terdeteksi olen PCR adalah 120 x 107 ng/ul
DNA atau sebesar 120 pg/upl. Hasil tersebut sesuai
dengan metode PCR vyang dikembangkan oleh
Camargos et al. (2003).

Spesifisitas PCR

Untuk menentukan bahwa primer yang digunakan
dalam PCR adalah spesifik hanya untuk EBL, maka
dilakukan uji spesifisitas PCR, vyaitu pendeteksian
terhadap virus yang dapat menimbulkan penyakit pada
sapi diantaranya yaitu Infectious Bovine Rhinotracheitis
(IBR), Bovine Viral Diarrhea (BVD), dan Bovine
Respiratory Syncitial Virus (BRSV). Ketiga virus
tersebut seringkali menimbulkan gejala klinis yang
sama dengan klinis yang disebabkan oleh penyakit
EBL. Hasil uji PCR terhadap ketiga virus tersebut
menunjukkan bahwa hanya virus BLV (EBL) yang
dapat terdeteksi positif oleh PCR. Hal tersebut
membuktikan bahwa PCR yang dikembangkan dengan
menggunakan primer BLV-env yang menyandi protein
gp51 sudah spesifik (Gambar 2).

Uji PCR dan uji serologik

Hasil Uji PCR terhadap sampel PBL (Tabel 1)
menunjukkan bahwa dari 328 sampel yang diuji,
terdeteksi positif hanya 12 sampel (3,66%) atau bila
dihitung sampel yang sama maka dari 307 sampel PBL
terdeteksi positif sebanyak 12 sampel (3,91%),
sedangkan dengan uji serologi dari 307 sampel yang
diuji terdeteksi 7 sampel (2,28%) positif antibodi (Tabel
1 dan Gambar 3). Hasil tersebut menunjukkan bahwa
tingkat sensitivitas uji PCR lebih tinggi dibandingkan
dengan uji serologi dengan AGID. Perbandingan antara
uji PCR dan uji serologik dengan menggunakan AGID
disajikan pada Tabel 2.

7 8 9 10 11

1 = Kontrol reagensia; 2 = 120 ng/pl; 3 = 120 x 10-2 ng/pul; 4 = 120 x 10-3 ng/ul;
5 =120x10-4 ng/pl; 6 = Marker (100 bp); 7 = 120 x 10-5 ng/pl; 8 = 120 x 10-6 ng/pl;
9 =120 x 10-7 ng/pl; 10 = 120x10-8 ng/ul; 11 = 120x10-9 ng/pl

Gambar 1. Tingkat sensitifitas berbagai konsentrasi DNA virus EBL
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M = Marker 100bp; 1 = IBR; 2 =BVD; 3 =BRSV; dan 4 = EBL

Gambar 2. Uji spesifisitas sampel positif terhadap virus IBR, BVD dan BRSV

M = Marker 100bp; 1 = Kontrol Negatif; 2 = Kontrol Positif; 3-13 = Sampel asal Palembang; dan 14 = Sampel asal Jawa Barat

Gambar 3. Hasil positif deteksi virus EBL pada sapi asal Jawa Barat dan Palembang

Lebih lanjut, sebanyak 21 sampel semen asal
Peternakan sapi di Lembang yang diuji, tidak satupun
menunjukkan hasil positif dengan PCR, walaupun salah
satu ternak positif BLV dengan uji PCR PBL. Hal ini
menunjukkan bahwa semen tersebut bebas dari virus
EBL. Penelitian lebih lanjut diperlukan terhadap sampel
semen dalam jumlah yang lebih banyak dan positif EBL
untuk mengetahui ekskresi virus EBL melalui semen.
Hasil ini juga menunjukkan uji PCR dari PBL lebih
sensitif dari contoh semen.

Hasil serologis dengan menggunakan uji AGID
menunjukkan bahwa dari tiga lokasi yang disampling,
ternak sapi asal Palembang mempunyai persentase
tertinggi yaitu 6 sampel positif dari 111 sampel yang
divji (5,41%), dibandingkan dengan ternak asal
Lembang dan Bogor, sedangkan dengan uji PCR
terdeteksi positif 11 sampel (9,91%). Mengingat semua
ternak sapi asal Palembang semuanya berjenis sapi
Brahman, sehingga tida ada keragaman breed. Namun

demikian, semua sampel yang terdeteksi positif dengan
AGID, juga terdeteksi positif dengan PCR berasal dari
ternak yang sama. Pemeriksaan serologik pada ternak
sapi asal Peternakan di Palembang tersebut pernah
dianalisis dan dilakukan pada tahun 2012. Pada saat itu
terdeteksi positif sebanyak 4 ekor sapi yaitu sapi dengan
ear tag 1021F, 0819C, 1020F dan 1022F. Namun pada
saat penelitian ini dilakukan hanya terdapat sapi
Brahman dengan ear tag 1020F dan sapi tersebut masih
positif terhadap EBL. Sementara untuk ketiga sapi yang
pernah  terdeteksi  positif ~kemungkinan  sudah
dikeluarkan. Hal ini harus menjadi perhatian bagi
pengambil kebijakan, apabila terdapat ternak yang
terdeteksi positif EBL baik dengan uji serologik
maupun PCR, maka sebaiknya ternak tersebut
dieliminasi. Bila tidak dieliminasi, peningkatan jumlah
sapi terinfeksi terjadi semula yang terdeteksi positif
sebanyak 4 ekor sekarang sudah bertambah menjadi 11
ekor. Demikian pula halnya dengan peternakan sapi
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yang ada di Lembang. Pada tahun 2012 secara serologik
(AGID) telah terdeteksi positif 1 ekor sapi jenis Ongole.
Pada saat penelitian ini dikoleksi sebanyak 30 sampel
dari sapi jenis Simental, Limousin, Ongole, FH dan
Angus. Dari 30 ekor sapi yang diperiksa baik secara
serologis maupun deteksi proviral DNA BLV dengan
PCR, ternyata diperoleh 1 ekor sapi yang positif EBL
baik dengan uji AGID maupun PCR vyaitu sapi ongole
yang pernah positif di tahun 2012. Hasil serologik
positif EBL pada sapi Brahman 2,67% (n=75) asal
Lampung dan Ongole 1,33% (n=525) asal Lampung
pernah pula dilaporkan pada tahun 1988 (Sarosa &
Ronohardjo 1988). Namun penelitian tersebut tidak
dilanjutkan dengan konfirmasi menggunakan PCR.
Hasil kedua penelitian di atas menunjukkan bahwa
penyakit EBL sudah dapat dipastikan ada di Indonesia.

Dalam beberapa situasi, uji serologi mungkin gagal
untuk  mengidentifikasi hewan yang terinfeksi.
Beberapa contoh situasi ini mungkin terjadi pada hewan
yang baru terinfeksi, dalam beberapa kasus deteksi
antibodi terjadi hanya tiga minggu setelah infeksi (Beier
et al. 2004); secara permanen hewan seronegatif (Abd
El-Hafeid et al. 2010); secara transient atau permanen
memiliki tingkat antibodi yang rendah (Camargos et al.
2007); serta hewan dalam waktu yang sama terinfeksi
BVDV sehingga dapat menekan respon imun terhadap
BLV (Zaher & Ahmed 2014). Gonzalez et al. (2008)
melaporkan bahwa hewan yang secara terus-menerus
terinfeksi bovine virus diare (BVD), menunjukkan
terjadi penurunan respon kekebalan terhadap BLV.
Oleh karena itu, dapat dipahami apabila jumlah ternak
yang positif akan lebih banyak terdeteksi dengan
metode PCR dibandingkan dengan menggunakan uji
serologik dalam hal ini dengan uji AGID.

Sapi yang terinfeksi oleh virus BLV akan
membentuk antibodi dalam jangka waktu yang lama
(Balic et al. 2012). Terlebih lagi bila di daerah tersebut,
vaksinasi terhadap penyakit EBL belum pernah
dilakukan, maka terdeteksinya antibodi terhadap virus
BLV vyang menyebabkan penyakit EBL dapat
dikonfirmasi sebagai infeksi alami. Terdeteksinya
antibodi terhadap virus BLV tidak selalu diiringi
dengan munculnya gejala klinis (Jimba et al. 2012).
Tidak munculnya gejala klinis dan tidak terdeteksinya
antibodi terhadap BLV bukan berarti hewan tersebut
tidak terinfeksi virus BLV. Hal ini dapat disebabkan
oleh jumlah virus BLV yang sangat sedikit sehingga
tidak dapat menggertak sistem kekebalan tubuh untuk
menghasilkan antibodi yang dapat terdeteksi dengan uji
serologis baik dengan uji AGID atau ELISA. Di
samping itu, pada awal infeksi, antibodi biasanya belum
muncul, sedangkan virus sudah mulai berkembang
seperti terlihat pada Tabel 1 dan Tabel 2. Oleh sebab itu
uji PCR dapat digunakan untuk mendeteksi adanya
infeksi virus BLV, yang akhir akhir ini telah banyak
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dikembangkan (Jimba et al. 2012; Inoue et al. 2013;
Aida et al. 2014).

Sebagian besar infeksi BLV tidak menunjukkan
gejala Kklinis, dan setelah masa laten hingga 8 tahun sapi
dapat menunjukkan malignant B-cell lymphosarcomas.
Tetapi, 30% sapi yang terinfeksi secara alami, akan
menunjukkan persistant leucocytosis yang
menyebabkan pro-virus BLV banyak bersirkulasi dalam
darah tanpa menunjukkan gejala klinis (Gillet et al.
2007). Provirus ini dapat terdeteksi dengan uji PCR.
PCR dapat mendeteksi sejumlah kecil DNA provirus,
melalui  hibridisasi, reamplifikasi atau prosedur
seminested (Matgorzata et al. 2012).

PCR dapat digunakan untuk deteksi BLV pada
pedet yang masih mengkonsumsi kolostrum dari sapi
induk yang seropositif, dalam kasus tumor, untuk
membedakan limfoma menular yang terjadi secara
sporadis, pada jaringan tumor pada sapi dari dugaan
kasus yang dikumpulkan dari Rumah Potong Hewan
(RPH), infeksi yang baru terjadi, sebelum
pengembangan antibodi, dalam hasil reaksi positif
lemah/meragukan pada uji AGID, untuk pemantauan
tes Kketurunan sapi sebelum digunakan di pusat
inseminasi buatan, dan sapi yang digunakan untuk
produksi vaksin (Camargos et al. 2007; Sharifzadeh et
al. 2011; OIE 2012).

Beberapa keuntungan menggunakan uji PCR antara
lain: uji PCR dapat digunakan sebagai uji pelengkap
saat hasil uji serologis dengan menggunakan uji ELISA
atau AGID negatif. Selain itu, hasil PCR dapat
diselesaikan dalam waktu satu hari, sedangkan untuk
uji AGID biasanya dibutuhkan dalam tiga hari. Infeksi
BLV dapat dideteksi dengan PCR dua minggu lebih
awal dibandingkan dengan uji AGID. Lebih lanjut, PCR
dapat digunakan dalam program pemberantasan BLV,
terutama pada ternak-ternak dengan prevalensi infeksi
yang rendah. Selain itu metode PCR dapat diandalkan
untuk pemeriksaan hewan ekspor atau memilih hewan

yang bebas BLV, khususnya untuk
persiapan/pembuatan vaksin (misalnya, anaplasmosis,
Babesiosis).

Hasil uji PCR dalam mendeteksi virus EBL ini
merupakan temuan pertama yang mengindikasikan
keberadaan penyakit BLV di Indonesia, sehingga
diperlukan kewaspadaan terhadap penyebaran penyakit.
Pertanyaan yang muncul adalah, apakah virus EBL
tersebut memang berasal dari Indonesia atau masuk ke
Indonesia dari luar, seperti melalui sapi impor, semen
atau pakan ternak yang terkontaminasi virus EBL.
Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk mengetahui
sebaran variasi genetik virus EBL dan originalitas isolat
yang ada di Indonesia dan kekerabatannya dengan virus
EBL yang berasal dari negara lain. Hasil tersebut
diharapkan dapat dijadikan bahan masukan bagi
pemangku kebijakan untuk mengantisipasi penyebaran
atau masuknya infeksi EBL di Indonesia.
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Tabel 1. Hasil deteksi virus dan antibodi terhadap EBL pada sapi asal Jawa Barat dan Palembang

Uji PCR UJI AGID
Asal Sampel Jenis Hewan Jumlah sampel
Positif Negatif Positif Negatif
Bogor Limousin, Simental, Angus, 166 darah 0 166 0 166
FH, PO
Lembang Limousin, Simental, Angus, 30 darah 1 29 1 29
FH, Ongole
21 semen* 0 21 - -
Palembang Brahman 111 darah 11 100 6 105
Total 328 12 316 7 300

FH = Fresian Holstein (Bos taurus); *contoh semen berasal dari ternak yang sama dengan yang diambil contoh darahnya

PO = Peranakan Ongole (lokal)

Tabel 2. Evaluasi uji PCR dan serologis (AGID) pada ternak

yang sama
AGID
Total
Positif Negatif

PCR

Positif 7 5 12

Negatif 0 295 295
Total 7 300 307

KESIMPULAN

Teknik PCR telah berhasil mendeteksi BLV dari
sampel Pheripheral Blood Leucocyte (PBL) sapi,
sementara itu, antibodi terhadap BLV dapat dideteksi
dengan menggunakan uji serologis dengan AGID.
Kedua teknik tersebut mempunyai korelasi positif dan
dapat digunakan untuk mendeteksi infeksi BLV
maupun deteksi antibodinya pada sapi yang sama,
namun demikian uji PCR lebih baik bila dibandingkan
dengan uji AGID. Dengan demikian, teknik PCR
sampel darah (PBL) dapat digunakan untuk monitoring
penyakit EBL pada sapi dan terutama dapat digunakan
bila hasil uji dengan AGID memberikan hasil negatif.
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