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Abstract

African Swine Fever (ASF) is a disease that attack swine with high mortality. DNA vaccine
against ASF had been tested in mouse, but the research in swine has not been done. The purpose
of this study is to evaluate swine immune response against ASF DNA vaccine and time effect
of serum collection against antibodies of ASF virus. The method that had been used is
vaccinating the swine with ASF DNA vaccine intramuscularly and measuring humoral immune
response with ELISA on collected swine serum in weeks 0, 2, and 4. The result pointing that
ASF DNA vaccine can induce production of antibodies in treatment group compared with
control group with Optical Density (OD) increasing value in weeks 2 and 4. The serum time
collection also do affect antibodies level in every weeks that had been observed, that is weeks
0, 2, and 4 with significant increase between week 0 and 2, but between week 2 and 4 the
antibodies level is not affected significantly. This study is recommending further research to
observe protection effect of ASF DNA vaccine by extending research duration and observation
of celluler immune response to support vaccine effectiveness in field.

Keywords: African Swine Fever, DNA vaccine, immune response, swine
Abstrak

African Swine Fever (ASF) adalah penyakit yang menyerang babi dengan tingkat mortalitas
tinggi. Vaksin DNA terhadap penyakit ASF telah diuji cobakan pada mencit, tetapi penelitian
pada babi belum dilakukan. Tujuan penelitian ini adalah mengevaluasi respon imun babi
terhadap vaksin DNA ASF dan pengaruh waktu pengambilan serum terhadap antibodi virus
ASF. Metode yang digunakan adalah melakukan vaksinasi dengan vaksin DNA ASF pada babi
secara intramuskular dan mengukur respon imun humoral dengan ELISA pada serum babi yang
diambil pada minggu ke-0, 2, dan 4. Hasil menunjukkan bahwa vaksin DNA ASF dapat
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memicu pembentukan antibodi secara nyata pada kelompok perlakuan dibandingkan kelompok
kontrol dengan peningkatan nilai Optical Density (OD) di minggu ke-2 dan 4. Waktu
pengambilan serum juga berpengaruh terhadap tingkat antibodi di setiap minggu yang diamati,
yaitu minggu ke-0, 2, dan 4 dengan peningkatan signifikan pada minggu ke-0 dan 2, tetapi pada
minggu ke-2 dan 4 tingkat antibodi tidak terpengaruh secara signifikan. Penelitian ini
merekomendasikan kajian lanjutan untuk melihat efek perlindungan vaksin DNA ASF dengan
memperpanjang durasi penelitian dan pengamatan respon imun seluler untuk mendukung
efektivitas vaksin di lapangan.

Kata kunci: African Swine Fever, vaksin DNA, respon imun, babi
PENDAHULUAN

Babi adalah salah satu sumber protein hewani yang mengalami kenaikan permintaan pasar
yang diakibatkan peningkatan pertumbuhan populasi manusia (Yu & Jensen, 2022). Pada
tingkat dunia, China menjadi negara dengan produksi babi terbesar mencapai 48,19%, produksi
babi di China sendiri pada tahun 2020 memiliki nilai total hingga 41.13 juta ton (Zhao, 2022).
Menurut data BPS, di Indonesia populasi babi pada tahun 2022 mencapai 7.280.310 ekor
dengan populasi babi tertinggi terdapat di Provinsi Nusa Tenggara Timur yaitu sejumlah
2.325.020 (BPS, 2023b). Untuk produksi daging babi, Indonesia memiliki jumlah total
267.763,17 ton di tahun 2022 (BPS, 2023c). Jumlah produksi daging babi ini melebihi setengah
jumlah total produksi daging sapi dengan nilai 498.923,14 ton (BPS, 2023a). Hal ini dapat
menjadikan babi sebagai peluang usaha bagi peternak. Namun, wabah African Swine Fever
(ASF) yang menyerang babi menjadi salah satu kendala dalam memenuhi kebutuhan pasar dan
meningkatkan ekonomi negara. Dampak ekonomi ini mempengaruhi peternak dan industri
yang menyertainya. Kerugian berupa terjadinya kematian babi menyebabkan ketidakmampuan
memenuhi kebutuhan pasar (Acosta et al., 2023; Nguyen-Thi et al., 2021; Woonwong et al.,
2020).

Penyakit ASF adalah penyakit viral yang kompleks karena kemampuan mekanismenya dalam
menghindari dan menekan respon imun tubuh (Afe et al., 2023). Virus ASF dapat mengganggu
respon imun alami (Innate immunity) dengan menghentikan pengiriman sinyal untuk dapat
memproduksi interferon I, sitokin proinflamasi, dan kemokin (Afe et al., 2023; Satoh & AKkira,
2016). Hal ini menggagalkan sistem pertahanan tubuh, seperti sistem interferon, apoptosis dan
inflamasi (Afe et al., 2023; Garcia-Belmonte et al., 2022). Kegagalan ini diakibatkan oleh virus
ASF yang dapat menargetkan alur sinyal penting dalam respon imun, seperti beberapa jenis
protein ASFV yang bersifat antagonis terhadap alur cGAS/STING (Afe et al., 2023; Garcia-
Belmonte et al., 2022; Wang et al., 2021). Dengan terjadinya gangguan pada respon imun
alami, maka respon imun buatan (adaptive immunity) juga mengalami hambatan, seperti Major
Histocompability Complex (MHC)-I dan |1 serta sel T sitotoksik (Garcia-Belmonte et al., 2022;
Wang et al., 2021). Hambatan ini mengakibatkan kegagalan rekognisi dan respon terhadap
patogen di dalam sel tubuh (Garcia-Belmonte et al., 2022).

Penelitian vaksin DNA ASF telah dilakukan di Laboratorium Biomedik dan Molekuler
Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Udayana dengan basis komponen gen nukleoprotein
virus SARS-COV-2 menggunakan adjuvan lipofektamin dan kolesterol yang diuji cobakan
pada mencit (Dewi et al., 2023). Bibit vaksin DNA untuk penyakit ASF sendiri telah
dipatenkan dengan nomor paten ID000008591. Kelebihan vaksin DNA adalah sifatnya yang
tidak hidup, tidak bereplikasi, dan tidak menyebar (Kutzler & Weiner, 2008). Selain itu, vaksin
DNA memiliki fleksibilitas tinggi berupa dapat dilakukan penggabungan beberapa gen,
termasuk diantaranya antigen viral atau bakteri. Kelebihan lainnya adalah stabililitas,
penyimpanan yang mudah, dan kemudahan untuk dilakukan produksi dalam skala besar
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(Andersen et al., 2021; Kutzler & Weiner, 2008). Pembuatan vaksin ASF dengan jenis vaksin
DNA dipilih karena pengembangan vaksin ASF sebelumnya di Vietnam yang belum optimal
dengan jenis vaksin LAV (Live Attenuated Virus) yang dikembangkan melalui biakan sel
dengan menurunkan virulensinya. Namun, dalam aplikasinya efektivitas perlindungan yang
dihasilkan tidak memberikan hasil yang optimal ataupun menimbulkan efek samping tanda
klinis kuat, seperti demam, kerusakan kulit, dan pembengkakan sendi (Fan et al., 2024; Tran
et al., 2022).

Pengujian vaksin DNA ASF pada mencit terbukti dapat memicu antibodi (Kamil et al., 2024).
Namun, penelitian pada babi belum dilakukan. Penelitian berikut mempelajari respon imun
babi terhadap vaksin DNA. Pengujian dilakukan dengan mengamati respon imun dengan
metode ELISA pada waktu pengambilan serum yang berbeda yang diukur dari nilai OD
(Optical Density). Nilai OD ELISA digunakan untuk menggambarkan kuantitas respon imun
humoral berupa antibodi melalui pengukuran intensitas perubahan warna yang berasal dari
ikatan antigen-antibodi yang terdapat pada sampel (Alhajj et al., 2023).

METODE PENELITIAN
Kelaikan Etik Hewan Coba

Seluruh prosedur penelitian yang dilakukan pada hewan coba telah melalui persetujuan etik
dengan nomor sertifikat: B/7/UN14.2.9/PT.01.04/2023.

Objek Penelitian

Objek penelitian ini adalah 14 ekor babi landrace berusia 3,5 bulan yang dibagi menjadi dua
kelompok, yaitu kelompok perlakuan (P) sebanyak 9 ekor dan kelompok kontrol (K) sebanyak
5 ekor.

Rancangan Penelitian

Penelitian berikut merupakan penelitian eksperimental. Hewan yang digunakan adalah babi
berusia 3,5 bulan yang terdiri atas satu kelompok perlakuan sejumlah 9 ekor babi dan satu
kelompok kontrol sejumlah 5 ekor babi. Vaksin DNA ASF yang disuntikkan pada babi melalui
intramuskular dilakukan sekali pada kelompok perlakuan dan kelompok kontrol tidak
dilakukan injeksi vaksin DNA ASF. Kelompok kontrol digunakan sebagai indikator validitas
penelitian. Kedua kelompok dilakukan pengambilan serum pada minggu ke-0 serta minggu ke-
2 dan 4 pasca vaksinasi. Serum pada minggu ke-0, 2, dan 4 kemudian dilakukan uji Enyzme
Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA).

Variabel Penelitian

Variabel dalam penelitian ini dibagi menjadi 3, yaitu variabel bebas, variabel terikat, dan
variabel kontrol. Variabel bebas dalam penelitian ini adalah pemberian vaksin DNA ASF dan
waktu pengambilan serum. Variabel terikat dalam penelitian ini adalah antibodi babi terhadap
ASF. Variabel kontrol dalam penelitian ini adalah kesehatan hewan babi, pakan, usia,
vaksinator, manajemen pemeliharaan, suhu, lingkungan.

Prosedur Pengambilan Data
Injeksi Vaksin DNA ASF pada Babi

Babi sejumlah 14 ekor yang terbagi menjadi dua kelompok, yaitu kelompok perlakuan
sejumlah 9 ekor dan kelompok kontrol sejumlah 5 ekor. Babi kelompok perlakuan dilakukan
injeksi dengan vaksin DNA ASF pada umur 3,5 bulan. Vaksin diinjeksikan secara
intramuskular dengan dosis per ekor 200 pg dalam 2 ml.
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Pengambilan Sampel Serum

Pengambilan sampel dilakukan pada minggu ke-0 serta minggu ke-2 dan 4 pasca vaksinasi.
Pengambilan sampel darah berikut dilakukan dengan menggunakan spuit 3 ml pada vena
jugularis. Sebelum dilakukan pengambilan darah, area koleksi dibersihkan dengan alcohol
swab untuk mencegah kontaminasi. Darah diambil sebanyak 1 ml dan sampel darah disimpan
dengan posisi horizontal sehingga serum terpisah dari komponen darah lainnya. Sampel darah
kemudian disimpan pada suhu -4°C. Serum dipisahkan dari bekuan darah dengan ditampung
pada tabung eppendorf. Lalu disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 5 menit,
kemudian serum dipindahkan ke tabung eppendorf yang lain.

Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA)

Serum babi yang telah dikoleksi diuji dengan metode indirect ELISA yang menggunakan dua
antibodi saling mengikat untuk mendeteksi antibodi atau substrat mirip antibodi pada sampel.
Tahap pertama metode ELISA adalah coating protein selama 24 jam dengan peptida A224L
dan A276R, vyaitu dengan sekuens 24LA (PYISLRLFEVKPKYVGYS), 24LD
(LANAFIPPYRKYIHKI), 24LE (FKFAAHLLSFHKYV), 76RC (KELVFNCSVLLEMYV), dan
76RD (IECAQHCFKLQSYVVD) sebanyak masing — masing 500 ng yang tersedia di
Laboratorium Biomedik FKH UNUD. Plate dicuci dengan PBS Tween (dicampurkan larutan
aquabidest 900mL, Phospat Buffer Saline (PBS) 100mL, dan TWEEN 500uL) sebanyak 3 kali
dan dilakukan blocking menggunakan susu skim 5% selama 1 jam. Plate selanjutnya dicuci
dengan PBS-tween sebanyak 3 kali. Serum babi diencerkan 50 kali pada PBS-tween dan
diinkubasi selama 1 jam dilanjutkan dengan pencucian 3 kali menggunakan PBS Tween.
Setelah pencucian seperti di atas, antibodi sekunder Rabbit Anti-Swine-1gG-Alkaline
Phosphatase (Sigma) diencerkan 1:500 dengan PBS-tween dan diinkubasi selama satu jam,
lalu dicuci 3 kali menggunakan PBS Tween. Perubahan warna diamati selama 30 menit setelah
penambahan Substrate Alkaline Phosphatase yellow (pNPP) (Sigma). Nilai kepekatan optik
(Optical Density/OD) diukur dengan ELISA Reader Stat Fax 2100 pada panjang gelombang
405nm.

Analisis Data

Data hasil kemunculan respon imun virus ASF pada babi yang tidak divaksin dan divaksin
dilakukan analisa secara statistik dengan perbandingan antibodi dari nilai rata — rata OD ELISA
kelompok perlakuan dan kelompok kontrol menggunakan Uji T. Untuk pengaruh waktu
pengambilan serum terhadap antibodi pada babi kelompok perlakuan dilakukan uji Analisis
Sidik Ragam (ANOVA) repeated measure dan jika hasilnya berpengaruh nyata dapat
dilanjutkan dengan uji Least Significant Difference (LSD).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil

Serum babi dari kelompok perlakuan dan kontrol dilakukan pengukuran dengan ELISA dan
mendapatkan hasil nilai optical density (OD) yang terbagi menjadi minggu ke-0, 2, dan 4. Nilai
OD tertinggi adalah 0.851 dan nilai terendah adalah 0.000 yang dapat dilihat pada tabel 1.
Untuk nilai rata — rata OD tertinggi ada pada minggu ke-4 kelompok perlakuan (M4P) yaitu
0.4773 dan terendah pada minggu ke-0 kelompok kontrol yaitu 0.013 yang dapat dilihat pada
tabel 1. Disajikan grafik perbandingan rata-rata OD kelompok perlakuan dengan kelompok
kontrol di tiap minggunya, yaitu minggu ke-0, 2, dan 4 yang dapat dilihat pada grafik 1.

Hasil perhitungan statistik independent t test pada tabel 1 menunjukkan p value perbedaan
antara kelompok kontrol dan perlakuan tidak berbeda nyata pada minggu ke-0 (p=0,143), tetapi
berbeda nyata pada minggu ke-2 (p=0,002) dan minggu ke-4 (p=0,001). Perhitungan statistik
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paired t test pada kelompok perlakuan menunjukkan bahwa rata-rata OD pada serum babi yang
diambil pada waktu MO0 (0,035) nyata lebih kecil dibandingkan M2 (0,242) dengan perbedaan
sangat nyata (p=0,005) dan yang tidak berbeda nyata dibandingkan dengan M4 (0,477)
(p=0,058) yang dilampirkan pada tabel 2. Kemudian pada perhitungan statistik reapeted
measure ANOV A pada tabel 3 menunjukkan berbeda sangat nyata waktu pengambilan serum
terhadap antibodi virus ASF kelompok perlakuan (p=0,000) dengan tabel 4 yang menunjukkan
perbandingan antibodi berbeda sangat nyata antara minggu ke-0 dan 2 (p=0,005).

Pembahasan

Penelitian berikut memiliki tujuan untuk menguji kemampuan vaksin DNA ASF dalam
memicu respon imun pada babi dan vaksin berikut menunjukkan potensi besar dalam
meningkatkan respon imun humoral terhadap virus ASF. Pada penelitian ini, vaksin DNA ASF
pada babi menjadi yang pertama dilakukan sementara penelitian lainnya menggunakan vaksin
rekombinan yang tidak memicu respon imun humoral (Argilaguet et al., 2012). Sedangkan
vaksin LAV dilaporkan dapat memicu kekebalan humoral dan seluler, tetapi efek
perlindungannya masih belum optimal (Fan et al., 2024; Tran et al., 2022).

Hasil penelitian ini mengungkapkan bahwa vaksin DNA ASF dapat memicu pembentukan
antibodi pada babi. Respon imun humoral yang muncul dilakukan pengukuran menggunakan
metode ELISA yang menjadi metode akurat dalam mendeteksi respon imun humoral (Alhajj
et al., 2023) dan menunjukkan peningkatan nilai OD yang signifikan pada kelompok perlakuan
dibandingkan kelompok kontrol, terutama pada minggu ke-2 dan ke-4 pasca vaksinasi. Hasil
tersebut konsisten dengan penelitian sebelumnya pada mencit, di mana vaksin DNA berbasis
gen A224L dan A276R terbukti dalam memicu pembentukan antibodi dengan tingkat
keberhasilan tinggi (Kamil et al., 2024; Mahardika et al., 2023).

Peningkatan nilai OD yang signifikan (p=0,005) pada minggu ke-2 dibandingkan minggu ke-
0 yang menunjukkan bahwa waktu adalah faktor penting dalam proses pembentukan antibodi
yang sejalan dengan laporan yang menyatakan bahwa antibodi mulai dapat dideteksi pada
minggu ke-2 setelah vaksinasi (Vilella et al., 2022). Namun, pada minggu ke-4 peningkatan
nilai OD dibandingkan dengan minggu ke-2 tidak memiliki perbedaan signifikan (p=0,058).
Hasil ini sejalan dengan prinsip umum respon imun primer mamalia pasca vaksinasi yang
dimulai pada hari ke-7 hingga 10 dan mencapai puncaknya pada hari ke-10 hingga 14 (Abbas
& Lichtman, 2009; Siegrist & Eberhardt, 2023). Hal lainnya dapat dikarenakan vaksin DNA
membutuhkan waktu lebih lama dibandingkan vaksin konvensional untuk memaksimalkan
respon imun (Kutzler & Weiner, 2008) seperti yang dilaporkan pada Fan et al. (2024), yaitu
vaksin LAV menunjukkan perlindungan penuh pada minggu ke-4 pasca vaksinasi. Hal ini
dikarenakan mekanisme plasmid DNA yang memerlukan proses transkripsi dan translasi di
dalam sel inang sebelum menghasilkan antigen yang akan dikenali oleh sistem imun tubuh
(Barrow et al., 2006; Rock et al., 2016; Rodriguez-Molina & Turtola, 2023). Selain itu, adjuvan
dapat dihubungkan dengan hal berikut melalui efek depot sebagai pembawa plasmid DNA dan
membantu dalam memperpanjang induksi respon imun (Weiss et al., 2022). Jumlah adjuvan
yang digunakan dapat mempengaruhi durasi efek depot, sehingga induksi respon imun yang
menghasilkan produksi antibodi mengalami keterbatasan (Weiss et al., 2022).

Kelebihan vaksin DNA adalah stabilitasnya yang tinggi, kemudahan penyimpanan, dan
keamanan karena tidak menggunakan virus hidup atau hanya menggunakan fragmen DNA
(Dewi et al., 2023; Kutzler & Weiner, 2008). Kelebihan itu memberikan solusi untuk masalah
yang dihadapi oleh vaksin LAV, seperti potensi kembalinya virulensi agen penyakit serta
dibutuhkannya biakan sel (Brake, 2022; Fan et al., 2024; Tran et al., 2022).
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Namun, kekurangan dari vaksin DNA adalah kemampuan imunogenitas yang rendah, sehingga
membutuhkan adjuvan untuk meningkatkan respon imun (Kutzler & Weiner, 2008). Pada
vaksin DNA ASF di penelitian ini, polimer digunakan sebagai adjuvan untuk menstabilkan dan
membawa gen serta menstimulasi sistem imun dengan menjadi Pattern Recognition Receptors
(PRR) agonis (Weiss et al., 2022). Sebagai adjuvan, polimer memiliki efek samping dari
aktivasi PRR yang menyebabkan produksi sitokin berlebih dan menyebabkan gejala demam,
rasa sakit di lokasi injeksi, anafilaksis, atau efek samping lainnya (Fernandez-Bravo et al.,
2022; Weiss et al., 2022).

Dari hasil penelitian dan kelebihan teoritis di atas, maka vaksin DNA dapat dikembangkan
sebagai vaksin ASF pada babi yang lebih besar, baik sebagai penelitian lanjutan maupun
implementasinya secara langsung di lapangan. Lama waktu pengamatan serta fokus penelitian
yang hanya pada respon imun humoral menjadi pertimbangan penelitian selanjutnya.
Pengamatan respon imun yang dilakukan hingga minggu ke-4 membuat pengamatan
efektivitas jangka panjang perlindungan oleh vaksin tidak dapat dievaluasi. Vaksin DNA
memerlukan pengujian dalam jangka panjang untuk dapat memastikan perlindungan yang
konsisten (Khan, 2013). Kemudian, pengamatan yang tidak mencakup respon imun seluler
yang berperan dalam melakukan perlawanan terhadap infeksi. Hal ini penting karena kekebalan
seluler berperan dalam perlindungan jangka panjang terhadap virus ASF (Garcia-Belmonte et
al., 2022).

Penelitian lebih lanjut dapat diarahkan dengan melakukan pengamatan dengan durasi yang
lebih panjang untuk dapat mengetahui perlindungan vaksin dalam jangka waktu yang panjang
dengan mempertimbangkan karakteristik vaksin DNA yang memerlukan waktu lebih lama
untuk dapat mencapai perlindungan optimal (Kutzler & Weiner, 2008). Pengamatan dilakukan
terhadap respon imun seluler untuk dapat mengetahui lebih lanjut mekanisme perlindungan
vaksin DNA terhadap virus ASF (Rock et al., 2016). Percobaan secara langsung di lapangan
dengan kondisi nyata terhadap paparan virus ASF alami untuk mengetahui efektivitas vaksin
dalam mengurangi insidensi penyakit dalam populasi babi.

SIMPULAN DAN SARAN
Simpulan

Vaksin DNA ASF berpengaruh sangat nyata memicu antibodi virus ASF pada babi di minggu
ke-2 dan 4. Pada babi yang diberi vaksin DNA ASF memiliki jumlah antibodi berbeda sangat
nyata terhadap waktu pengambilan serum di minggu ke-0, 2, dan 4 dengan perbedaan sangat
nyata pada minggu ke-0 dan 2.

Saran

Penelitian lebih lanjut diperlukan dengan durasi penelitian yang lebih panjang dan pengamatan
respon imun seluler sebelum diuji coba dalam skala lapangan yang luas.
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Tabel

Tabel 1. Nilai optical density (OD) serum babi kelompok kontrol dan kelompok perlakuan yang
diambil pada minggu ke-0, 2, dan 4

Waktu
Pengambilan Minggu ke-0 Minggu ke-2 Minggu ke-4
Serum
Ulangan Kontrol Perlakuan Kontrol Perlakuan Kontrol Perlakuan
1 0.010 0.05 0.011 0.454 0.08 0.28
2 0.000 0.024 0.000 0.515 0.033 0.311
3 0.054 0.001 0.063 0.223 0.002 0.359
4 0.001 0.002 0.003 0.113 0.000 0.624
5 0.002 0.010 0.007 0.246 0.000 0.666
6 0.051 0.17 0.831
7 0.063 0.156 0.268
8 0.055 0.024 0.106
9 0.060 0.279 0.851
Total 0,067 0,316 0,0840 2,180 0,115 4,296
Rata-rata 0,0134 0,0351 0,0168 0,2422 0,023 0,4773
P Value 0,143 0,002 0,001

Tabel 2. Perbandingan nilai rata-rata babi kelompok perlakuan terhadap kemunculan antibodi
antara minggu ke-0 dan 2 (M0-M2) dan minggu ke-2 dan 4 (M2-M4)

Perbandingan P Value Rata - rata Perbedaan
Kelompok MO - M2 0,005 -0,207
Perlakuan M2 - M4 0,058 -0,235

Tabel 3. Perbandingan pengaruh waktu pengambilan serum babi kelompok perlakuan terhadap
kadar antibodi

P Value
Waktu Pengambilan Serum  Sphericity Assumed 0,000
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Tabel 4. Nilai statistik perbandingan kadar antibodi ASF babi kelompok perlakuan antar waktu

Waktu Pengambilan Rata-rata

Serum Perbedaan P Value
Minggu ke-0 Minggu ke-2 -0,207 0,005
Minggu ke-4 -0,442 0,001
Minggu ke-2 Minggu ke-0 0,207 0,005
Minggu ke-4 -0,235 0,058
Minggu ke-4 Minggu ke-0 0,442 0,001
Minggu ke-2 0,235 0,058
Grafik

Optical Density ELISA

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Grafik 1. Grafik nilai rata-rata OD pada babi kelompok kontrol (K) dan perlakuan (P) yang
divaksinasi dengan vaksin DNA ASF pada minggu ke-0, 2, dan 4 (W0, W2, dan W4)
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