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Strains of CMV could be digtinguished by EL | SA However, the used of antiserum raised from two kinds of
stored antigens in two different EL1SA procedures did not clearly show differenceson the A, values. CMV-28in
indirect ELISA seemed was confined in between subgroups | and I of CMV, whileit wasgrouped into subgroup I
in DAS-ELISA. Thevirion analysis of CMV did not differentiate strainsinto the same serogroups as those of the
HI SAtets Strainsof CMV-13 and CMV-28 showed two bands with a very dow migration band. This additional
Band might be the degraded virion particlewhich could occur either during vi m preparation or eectrophoress.
There was no correation between symptomsvariations, the A  valuein ELISA, and the eectrophor eticmobility of
virlon of CMV strains, particularlyfor distinguishing them intodiffer ent subgroups.

PENDAHULUAN

Cucumber mosaic virus (CMV) mempunyai sejumlah
gaur dengan kisaran inang yang sangat luas (Francki et
a. 1979). Virus ini menginduksi ggjala yang bervariasi
dan menyebabkan kerugian yang berarti pada komoditas
pertanian penting (Quiot 1980). Virusini mempunya par-
tikel yang isometrik, berukuran 280 nm dan termasuk virus
yang sulit sekali diidentifikasi Secara biologi di lapangan
atau di rumah kaca (Matthews 1991). Galur-galur CMV
dibagi menjadi dua subgr up yang berbeda yaitu subgrup |
dan 11 berdasarkan pada sifat biologi (Marrou et al. 1975),
serologi (Devergne & Cardin 1970, Porta et al. 1989), dan
pada hibridisasi asam nukleatnya (Owen & Palukaitis
1988, Wahyuni et al. 1992). Penggunaan prosedur EL |SA
langsung yang baku ternyata sering kurang dapat menje-
laskan kedekatan kekerabatan anggota yang berada dalam
SAu subgrup gpabila konjugat dibuat dari antibodi mela-
wan satu macam galur virus dari salah satu anggota sub-
grup sehingga hasiInya harus dibandingkan dengan prose-
dur lain (Koenig 1978, 1981, Devergne et al. 1981,
Wahyuni et al. 1992).

Rodriguez-Alvarado et al. (1995) juga menemukan
bahwa mobilitas virion. secara elektroforesis dapat digu-
nakan untuk membedakan isolat-isolat CMV menjadi dua
subgrup yang berbeda seperti yang dideskripsikan Owen &
Palukaitis (1988). Lot & Kaper (1976) menemukan bahwa
galur-galur CMV yang menginduks gejala penyakit ber-
beda-beda pada tanaman indikator ternyata mempunyai
dfa serologi yang khas. Sifat serologi yang berbeda dari
galur-galur ini mempunyai hubungan langsung dengan
mobilitas virionnya. Sebaliknya, Hanada (1984) menemu-
kan bahwa variasi ggjalayang di induks oleh galur CMV
yang berbeda termyata tidak selalu berhubungan dengan
pola mobilitas virion-virionnya.

Percobaan ini dilakukan untuk mengetahui apakah
ada hubungan antara mobilitas virion secara elektroforesis
dengan sifat serologi galur-galur CMV yang dicerminkan
melalui nilai absorbansi (A,,) pada ELISA dengan meng-
gunakan antiserum dari virus fired atau unfixed, terutama
untuk membedakannya menjadi dua subgrup yang berbeda.

BAHAN DAN METODE

Galur Virus dan Perbanyakannya. Galur CMV-3
berasal dari tomat (Segunung), CMV-5 dari mentimun
(Sukabumi), CMV-13 dari Vigna unguiculata (Subang),
CMV-16 dari pisang ambon (Y ogyakarta), CMV-17 dxi
pisang ambon (Jakarta), CMV-21 dari tembakau H-382
(Jember), CMV-23 dari jahe (Yogyakarta), CMV-28 dari
tembakau Kasturi (Jember), CMV-41 dari Ixora sp.
(Rangkasbitung), dan CMV-52 dari Phaseolus lunatus
(Segunung). Semua virus ini diperbanyak pada Nicotiana
glutinosa dan dipanen 12 hari setelah inokulasi (h.s.i).

Purifikasi Virus secar a Parsial dan Penyimpanan-
nya. Purifikasi virus dari daun N glutinosa dilakukan me-
ngikuti metode Lot & Kaper (1976) yang sudah dimodi-
fikasi sebagal berikut: 100 g daun diekstraks dengan 200
ml bufer sitrat (bufer A; 0.5 M Na-sitrat, 0.005 M Na-
EDTA, pH 6.5) yang mengandung 0.5% asam tioglikolat
(TGA) dan 100 ml kloroform. Ekstrak daun disentrifugasi
selama 10 menit pada kecepatan 10,000 rpm kemudian
supernatan ditambahi PEG-6000 sampai 10% (v/b) dan
diaduk selama 30 menit pada 4°C. Campuran ini disentri-
fugasi pada kecepatan 10,000 rpm selama 10 menit dan
pelet dilumatkan dengan bufer borat (bufer B: 0.05 M
Na-tetraborat, 0.005 M Na-EDTA, pH 9.0) dengan volume
40-50 ml/1% g daun dan 2% Triton X-100, selanjutnya
campuran disentrifugasi lagi pada 10,000 rpm selama 30
menit. Pelet dilumatkan dengan bufer B, dan diklarifikasi
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pada 10,000 rpm selama lima menit. Supernatan adalah
suspensi virus. Konsentrasi virus ditera dengan spektro-
fotometer sinar UV pada A,,, = 5.0 (Francki ef al. 1979).
Virus disimpan sebagai virus fixed (4°C) dengan 0.25%
glutaraldehida (EM-grade) atau scbagai virus unfixed
(dalam 50% gliserol pada -20°C) (Rao ef al. 1982).

Imunisasi Kelinci dan Titer Poliklonal Antiserum.
Kelinci lokal diimunisasi dengan 0.5 mg/m! virus semi-
murni (fixed atau unfixed antigen) yang sudah diemulsikan
dengan incomplete freund adjuvant sampai 50%. Injeksi
dilakukan secara subkutan dengan interval dua minggu
sampai antiserum mencapai titer 256-512 pada uji imuno-
difusi gel. Antiserum dititrasi menurut Van Regenmortel
(1982) dan disimpan pada 4°C dengan penambahan 0.02%
NaN,.

ELISA Tidak Langsung dengan Antiserum yang
Tidak Difraksionasi. Metode yang dilakukan adalah mo-
difikasi metode Clark et al. (1986) dan Mowatt & Dowson
(1987). Microtiter plate langsung diisi unfixed CMV-13,
-16, -21, -28, -52 (Gambar 1A), atau fixed CMV-3, -5, -17,
~23, -41 (Gambar 1B) secara serial dua kali dengan pe-
ngenceran bufer sitrat (pH 6.5) (mulai dari konsentrasi 1
mg/ml) yang diinkubasikan selama tiga jam pada 30°C.
Microtiter plate yang sudah mengikat antigen diblok de-
ngan 1% BSA dalam 0.14 M NaCl dan diinkubasikan sela-
ma satu jam pada 30°C. Konjugasi antigen I yaitu dengan
serum anti-unfixed CMV-13 (1/64, Gambar 1A) atau
serum anti-fixed CMV-23 (1/512, Gambar 1B) dalam bufer
konjugat, yang diinkubasikan semalam pada 4°C. Konju-
gasi I1 dengan goat anti-rabbit APase (1/3000, Agdia
Chem. Co.) dalam bufer konjugat dan diinkubasikan sela-
ma tiga jam pada 30°C. Larutan substrat p-nitrofenil fosfat
(Sigma Chem. Co.) dalam bufer dietanolamina, pH 9.8 (1
mg/ml) ditambahkan pada kompleks antigen-antibodi dan
A, dibaca setelah 60 menit pada Dyna-Tech Mini Reader
1. Pada setiap langkah ELISA, microtiter plate dicucti tiga
kali lima menit dengan 1/2x PBS-T.

ELISA Langsung (DAS-ELISA). Cara ini diguna-
kan untuk membandingkan hasil pemisahan galur-galur
CMYV yang telah diperoleh dengan ELISA tidak langsung.
Pembuatan imunoglobulin-G (IgG) dari serum anti-fixed
CMV-23 dan serum anti-unfired CMV-13 dan konju-
gasinya dengan alkalin fosfatase (APase) dilakukan menu-
rut Clark et al. (1986). Microtiter plate diisi 1gG (0.5
mg/ml), kemudian diblok dengan 1% BSA, dan selan-
jutnya diisi dengan fixed CMV-13, -16, -21, -28, -52
(Gambar 1C), atau fixed-CMV-3, -5, -17, -23, -41
(Gambar 1D) secara serial dua kali dengan pengenceran
bufer sitrat (mulai dari konsentrasi 1 mg/ml). Antigen
yang sudah tertangkap oleh IgG dikonjugasi dengan
unfixed CMV-13 IgG-APase (Gambar 1C) atau dengan
Jfixed CMV-23 1gG-APase (Gambar 1D) dalam bufer kon-
jugat. Setelah 60 menit penambahan substrat, A, dibaca
pada Dyna-Tech Mini Reader 11.

Ekstraksi Virion dan Elektroforesisnya. Virion
diekstraksi dari daun N. glutinosa menurut metode
Rodriguez-Alvarado et al. (1995). Satu gram daun segar
(10-12 h.s.i) dilumatkan dalam mortar yang sangat dingin
dengan menambahkan 2 ml 0.2 M Na-sitrat pH 6.5 dingin
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yang mengandung 4% merkaptoetanol. Ekstrak ditambah
0.5 ml kloroform dingin, divorteks selama satu menit dan
disentrifugasi pada 10,000 rpm selama 10 menit. Super-
natan ditambah campuran 14% PEG-8000 dan 0.2 M Na-
sitrat pH 6.5 dingin pada volume yang sama dan diinku-
basikan lima jam sampai semalam (4°C), kemudian disen-
trifugasi pada 5,000 rpm selama 30 menit. Pelet dilumat
dalam 0.5 ml campuran 5 mM EDTA dan 5% sukrosa,
divorteks selama satu menit dan disentrifugasi pada 5,000
rpm selama lima menit. Supernatan adalah suspensi virus.
Virion kemudian dielektroforesis pada 1.2% gel agarosa
dalam bufer TAE selama 90 menit, pada® 75V dan dicat
dengan EtBr.

HASIL

Sifat Serologi Galur CMV. Pada ELISA tidak lang-
sung dengan serum anti-unfived CMV-13 (Gambar 1A)
atau dengan serum anti-fixed CMV-23 (Gambar 1B) yang
belum difraksionasi menunjukkan bahwa galur CMV-13,
CMV-17 dan CMV-23 dapat dipisahkan dari galur
CMV-52, 16, 3, S5, dan 41. DAS-ELISA dengan menggu-
nakan konjugat dari serum anti-unfixed CMV-13 (Gambar
1C) atau serum anti-fired CMV-23 (Gambar 1D) juga
memberikan hasil yang sama dengan ELISA tidak lang-
sung, kecuali CMV-28. Hasil pemisahan ini sesuai dengan
hasil penelitian sebelumnya yaitu dengan uji imunodifusi
gel atan dengan membandingkan kecepatan migrasi
RNA-2 beberapa galur CMV, dan CMV-13, -17, -23
termasuk dalam subgrup II sedang CMV-52, -16, -3, -5,
-41 termasuk dalam subgrup I (Wahyuni & Sulyo, 1995).
Galur CMV-28 pada ELISA tidak langsung tampak berada
pada posisi di antara subgrup I dan II, tetapi pada DAS-
ELISA, CMV-28 lebih condong menjadi milik subgrup II.
Pemisahan galur-galur CMV menjadi dua subgrup ini
lebih jelas ditunjukkan pada DAS-ELISA daripada ELISA
tidak langsung. Dengan menggunakan konsentrasi antigen
yang sama, galur-galur CMV mempunyai nilai A, lebih
tinggi pada DAS-ELISA (Gambar 1 C & D) daripada
ELISA tidak langsung (Gambar 1A & B). Penggunaan
serum anti-fixed atau unfixed CMV pada kedua prosedur
ini kurang memberikan perbedaan yang jelas pada nilai
A s dari galur-galur yang diuji.

Analisis Virion. Pada elektroforesis ini tidak digu-
nakan galur CMV yang sudah diketahui benar sifat bio-
kimiawinya yaitu galur Q atau S (yang mengandung
satelit-RNA) karena hasil ektraksi virion dari kedua
galur ini sangat rendah (0.05 mg/10 g daun), sedangkan
hasil ektraksi virion dari galur lainnya bervariasi dari
0.5-3.5 mg/10 g daun.

Mobilitas virion CMV-41, CMV-16, CMV-21 dan
CMV-52 sedikit lebih lambat daripada CMV-17, CMV-5
dan CMV-3. Tampak bahwa CMV-13 dan CMV-28 ter-
pisah menjadi dua pita RNA dengan mobilitas elektro-
foretik yang berbeda. Pita yang teratas adalah pita minor
(tambahan) dan mobilitasnya lebih lambat dibandingkan
dengan pola mobilitas virion CMV-41, CMV-16 atau
CMV-21 (Gambar 2).
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Gambar 1. Pemisahaan galur-galur CMV menjadi subgrup
dengan ELISA tidak langsung dan dengan
DAS-ELISA. Pada ELISA tidak langsung
digunakan scrum anti-unfived CMV-13: 1/64
(A) atau serum anti-fixed CMV-23: 1/512 (B)
dan pada DAS-ELISA digunakan konjugat
dari serum anti-unfived CMV-13: 1/512 (C)
atéu serum anti-fixed CMV-23: 1/1024 (D).
Pada 1A digunakan unfixed antigen dan pada
1B, C, dan D digunakan fixed antigen.

PEMBAHASAN

‘ Reaksi antigen-antibodi galur-galur CMV pada
DAS-ELISA lebih tinggi daripada ELISA tidak langsung
karena antigen yang terimobilisasi pada fase padat (micro-
titer plate) oleh gaya elektrostatik dideteksi secara lang-
sung oleh antibodi berlabel spesifik (konjugat) sehingga
kepekaannya menjadi lebih tinggi daripada ELISA tidak
langsung (Clark et al. 1986). Pada kedua macam prosedur
ELISA ini, CMV-28 tampak berbeda posisinya meskipun
antiserum yang digunakan berasal dari satu galur virus
(CMV-13) yang disimpan dengan cara berbeda. Hal ini
menyebabkan pemisahan CMV- 28 ke dalam subgrup agak
sulit dibandingkan dengan pemisahan galur lainnya. Ke-
adaan yang sama juga diamati pada galur CMV-LY dari
Australia bahwa galur ini tidak jatuh pada subgrup 1 atau
Il dengan uji imunodifusi gel atau dengan ELISA, tetapi
termasuk subgrup II dengan hibridisasi northern-blot

.:l .0 L Z |
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Gambar 2. Analisis CMV-41, -17, -16, -13, -3, -28, -21
dan -52 virion (0.25 mg/ml/lubangan) pada
1.2% agarosa dalam bufer TAE

(Wahyuni et al. 1992). Keadaan ini diterangkan oleh Bar-
Joseph & Solomon (1980); Lommel ef al. (1982) dan
Dekker ef al. (1989) bahwa subunit protein virus mem-
punyai combining-sites yang karakteristik dan dapat ter-
sembunylbllasubunn-subunnmlterpaketdalamsehxbnng
protein yang padat dan utuh schingga reaksinya dengan
anﬁbodtdangaluryangheterologdapmberbeda _
Analisis virion dari isolat-isolat CMV agak sedikit
rancu karena mobilitas elektroforetiknya tidak tampak ber-
beda nyata. Galur CMV-17 dan 13 yang jatuh pada sub-
gmpIICMVpadaELISAternyataudaktepatterplsah

padaELISA,mcmplmyalmobﬂxtaselektmforeukyangsa-
ma dengan CMV-17. Rodriguez-Alvarado ef al. (1995)
dan Flasinski ef al. (1995) menunjukkan bahwa mobilitas
virion dari isolat yang tergolong dalam satu subgrup rela-
tif sama dan hanya sedikit sekali perbedaan kecepatannya,
sedangkan migrasi galur S (subgrup II) sangat cepat sekali.
Pada galur CMV-13 dan CMV-28, subunit protein virion
bersama sebagian genomnya sedikit terdisosiasi oleh pe-
nyimpanan tanpa penambahan gliserol selama lebih dari
24 jam pada 4°C, tetapi pemisahan subunit ini tidak selalu
terjadi pada percobaan lain (data tidak disajikan). Penam-
pakanduapxtaRNAyangbetbedadankeduagalurxm
juga diamati oleh Flasinski et al. (1995) yaitu pita minor
adalah subunit protein yang teragregasi selama preparasi
atau clektroforesis sehingga bobot molekulnya menjadi le-
partikel yang utuh. Pada analisis ini, virion dicat dengan
ctidium-bromida yang sebenarnya mengekspresikan RNA
virus (Sambrook et al. 1989) dan bukan proteinnya, tetapi
virus (Hanada 1984). Namun demikian, Flasinski ef al.
(1995) dan Rodriguez-Alvarado et al. (1995) menyimpul-
kan bahwa analisis virion galur-galur CMV pada agarosa
bukanlah cara yang baik untuk membedakannya menjadi

‘_Galur-galm' CMV yang digunakan pada penelitian
ini menginduksi gejala eksternal yang bervariasi pada N.
glutinosa (Wahyuni & Sulyo 1995). Pada peneclitian ini
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tidak ditunjukkan adanya hubungan yang spesifik antara
penampakan gejala, ELISA dan mobilitas virionnya, se-
hingga hasilnya kurang dapat digunakan untuk memi-
sahkan galur-galur CMV menjadi subgrup yang berbeda.
Meskipun ELISA adalah cara yang baik dan peka untuk
membedakan galur atau jenis virus yang sekerabat (Koenig
1978, 1981; Porta et al. 1989), tetapi analisis sifat RNA
virus misalnya dengan hibridisasi northern blot (Owen &
Palukaitis 1988; Wahyuni ef al. 1992) atau dengan RT-
PCR (Wylie et al. 1993; Hu et al. 1995) lebih dipercaya
hasilnya sampai saat ini.
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