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ABSTRAK

Salah satu penyakit parasiter endemis pada kerbau di Indonesia adalah surra yang disebabkan
oleh infeksi protozoa T.evansi. Kunci keberhasilan penanggulangan infeksi 7. evansi pada
kerbau adalah ketepatan dan kecepatan diagnosis. Kerbau yang terinfeksi 7. evansi tidak selalu
menunjukkan gejala patognomonik dan perubahan patologis, sehingga diagnosa laboratorium yang
cepat, tepat, akurat, murah, dan efisien sangat dibutuhkan. Card agglutination test (CATT/T.evansi)
mempunyai sensitifitas 78% dan speisifitas 100% tetapi mengalami kesulitan untuk pemesanan Kkit.
ELISA antibodi mempunyai sensitifitas 89% dan spesifitas 94%, obyektif, dapat untuk surveilen
skala luas dan metode dapat di standardisasi dengan presisi yang tinggi. Tujuan penelitian ini adalah
menghitung nilai kesesuaian metode Surelisa-Te IgG dan IgM terhadap uji CATT untuk mendeteksi
infeksi 7. evansi pada kerbau. Sebanyak 129 ekor kerbau dilakukan pengambilan serum pada vena
jugularis. Setelah darah beku dipisahkan serum disimpan dalam suhu -20° C. Serum dilakukan
pengujian CATT, Surelisa-Te IgG dan Surelisa-Te IgM. Hasil penelitian menunjukkan nilai Kappa
Surelisa-Te IgG terhadap CATT, Surelisa-Te IgM terhadap CATT dan Surelisa IgM terhadap Surelisa
IgG masing-masing 0,26, -0,63 dan 0,11. Nilai kesesuaian yang rendah disebabkan karena masing-
masing metode uji mempunyai kharakteristik berbeda sesuai fase infeksi dalam mendeteksi 7. evansi.
Diagnosa surra secara serologis untuk surveilen sebaiknya menggunakan beberapa metode diagnosa
baik serologis maupun parasitologis karena status infeksi kerbau tidak diketahui.

Kata kunci : CATT, Kerbau, Kappa, Surelisa-Te IgG, Surelisa-Te IgM, status infeksi Trypanosoma
evansi

PENDAHULUAN

Diagnosa infeksi 7. Evansi pada kerbau sering mengalami kesulitan
karena hewan yang terinfeksi tidak selalu menunjukkan gejala patognomonik
dan perubahan patologis (Dargantes, 2010). Kecepatan dan ketepatan
diagnosa akan sangat mempengaruhi keberhasilan penanggulangan infeksi
T evansi pada kerbau. Metode ulas darah tipis dengan pewarnaan Giemza
dapat digunakan untuk identifikasi morfologi secara rinci, tetapi metode
ini mempunyai sensitivitas yang rendah karena hospes harus mengalami
parasitemia yang tinggi yaitu 12.500 trypanosoma/ml darah (My et al.,
(2000); 500.000 trypanosoma/ml darah (OIE, 2012) dengan sensitivitas
45,6% (Soodan et al., 1998). Metode hematokrit mampu mendeteksi 77 evansi
jika hewan mengalami parasitemia sebanyak 50-200 trypanosoma/ml darah
(OIE, 2012, My et al., 2000; Reid et al., 2001) dengan sensitivitas 71% pada
kerbau (Dargantes, 2010). Card agglutination test for trypanosomosis/T.
evansi (CATT/T.evansi) digunakan untuk mendeteksi antibodi anti 7. evansi.
Davison et al. (1999) melaporkan sensitivitas dan spesifitas CATT pada
kerbau di Indonesia masing-masing 77-79% dan 100%. Reid dan Copeman
(2003) melaporkan sensitivitas dan spesifitas CATT pada sapi di Indonesia
masing-masing 83% dan 96% dengan pengenceran serum 1:4. Reid dan
Copeman (2003) melaporkan sensitivitas ELISA antibodi 81% dan spesifitas
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99% pada sapi yang terinfeksi 7. evansi di Indonesia. Diagnosa untuk survei
infeksi 7. evansi pada kerbau di Indonesia masih menggunakan metode ulas
darah tipis dengan pewarnaan Giemza dan hematokrit. Karena parasitemia
terjadi sewaktu-waktu, peneguhan diagnosa dengan menemukan parasit
sangat sulit (Tampubolon, 1995). Penggantian suatu metode uji dibutuhkan
penelitian nilai sensitivitas dan spesifitas metode uji yang baru (Martin et al.,
1987; Thrusfield, 2005). Apabila uji gold standart tidak tersedia, maka tidak
memungkinkan untuk melakukan uji akurasi (sensitivitas dan spesifitas).
Kesesuaian antara dua uji atau lebih yang berbeda dapat dilakukan penilaian
tanpa menganggap salah satu uji adalah yang terbaik (Thrusfield, 2005). Uji
serolgis diharapkan dapat menjadi alterntif selain uji konvensional untuk
survei dan peneguhan diagnosa penyakit surra sebagai dasar pengobatan.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kesesuaian uji CATT dan
SURELISA Kit-Te (IgG dan IgM) sebagai alat peneguh diagnosa penyakit
surra pada kerbau. Hasil penelitian ini akan memberi alternatif pengujian
yang cepat untuk surveilen penyakit surra pada kerbau.

MATERI DAN METODE
Pengambilan spesimen

Sebanyak 129 ekor kerbau diambil sampel serum antara bulan Bulan
Agustus 2017 di Kabupaten Brebes dan Pemalang, Propinsi Jawa Tengah.
Darah diambil dari vena jugularis menggunakan vacutainer EDTA dan non
EDTA (Becton Dickinson). Peralatan harus steril dan sekali pakai untuk
mencegah penularan secara iatrogenic (OIE, 2012, Dargantes, 2010). Sampel
kemudian dimasukkan ke dalam kotak pendingin. Serum disimpan pada suhu
-20°C setelah dipisahkan klotnya.

Pengujian spesimen

Card Aglutination Test (CATT) T. Evansi. Sampel serum di uji dengan
CATT untuk mengetahui keberadaan antibodi trypanosoma evansi. Kit CATT
dikembangkan oleh Institute of Tropical Medicine, Antwerp, Belgia. 50 uL
antigen RoTat 1.2 dicampur dengan 25 pL serum kerbau dilarutkan dengan
PBS (pH 7.2) dengan perbandingan 1:4 pada kartu yang tersedia. dengan
batang pengaduk campuran antigen dan serum diaduk dengan gerakan
melingkar kemudian diletakkan diatas rotator kemudian diputar selama 5
menit. Sampel dinyatakan positif bila terbentuk butiran biru (OIE, 2012).

Surelisa-Te. ELISA untuk deteksi anti 7. evansi 1gG menggunakan
SURELISA Kit-Te (Balai Besar Penelitian Veteriner, Bogor). Prosedur uji
sesuai instruksi produsen. Serum diencerkan dengan perbandingan 1:800
(1 pL serum dalam larutan dapar pengencer (dilution buffer) 800 uL).
Nilai densitas optik (OD) diukur dengan ELISA Reader dengan panjang
gelombang pada 450 nm. OD > 0,4 merupakan nilai cut off untuk serum
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positif. Hasil pengukuran Optical Density (OD) yang diperoleh dianalisis
dengan perangkat lunak SpectraElisa untuk mendapatkan interpretasi hasil
uji. Quality Control (QC) Standard and Pippeting harus Passed minimal
Acceptable, jika dibawah Acceptable pengujian harus di ulangi dari awal.
Interpretasi hasil ELISA ada 4 yaitu excellent, good, acceptable, repeat dan
failed. Minimal hasil uji adalah acceptable, jika ada hasil repeat atau failed
maka uji harus diulangi (khusus sampel yang hasilnya repeat atau failed).

Nilai kappa dihitung menggunakan perangkat lunak Microsoft Excell.
Data dianalisis dengan menggunakan tabel 2 x 2. Rumus penghitungan kappa

adalah sebagai berikut:

OA = (at+d)/n dimana n = (a+b+c+d).
EP+ =X

EP- =X

EP = (EP+) + (EP-)

OA = OP-EP.

MA  =1-EP

Kappa =0OA/MA
HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Parasitologi Balai Besar
Veteriner Wates, Daerah Istimewa Yogyakarta. Penelitian menggunakan
sebanyak masing-masing 81 sampel darah, preparat ulas darah dan serum
kerbau

Prinsip kerja CATT adalah mendeteksi IgM (agglutinating pentavalent
immunoglobulins yang mempunyai masa hidup singkat). Uji ini sangat cocok
untuk deteksi antibodi yang terbentuk pada awal infeksi atau akhir infeksi.
Akurasi uji CATT sudah mendapatkan validasi dari OIE yaitu spesifitasnya
100% (OIE, 2012).

ELISA antibodi mempunyai kelemahan tidak dapat membedakan
antibodi dari infeksi aktif atau infeksi pada hewan yang sebelumnya terinfeksi
dan sudah sembuh (Dargantes, 2010). Diagnosa penyakit surra dengan
ELISA antibodi cocok untuk otomatisasi dan standarisasi dengan presisi
yang tinggi sehingga ELISA antibodi menjadi tes yang sangat berguna untuk
survei berskala besar untuk menentukan distribusi trypanosomosis (OIE,
2013). SURELISA-Te adalah kit ELISA untuk mendeteksi antibodi spesifik
Trypanosoma evansi merupakan produk diagnostik yang dikembangkan oleh
Balai Besar Penelitian Veteriner Bogor dengan Balai Veteriner Banjarbaru,
Kalimantan Selatan. Kit ELISA ini dikembangkan untuk mendeteksi antibodi
IgG maupun IgM pada hewan yang terinfeksi 7rypanosoma evansi. Penentuan
antibodi IgG dan IgM spesifik terhadap infeksi 7 evansi sama dengan metode
ELISA umumnya. Sumuran mikrotiter yang telah dilapisi protein spesifik dari
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T’ evansi akan berikatan dengan antibodi anti 7. evansi dari serum. Setelah
sumuran dicuci kemudian ditambahkan conjugate maka akan terbentuk
ikatan antigen-antibodi. Komplek imun yang telah terbentuk akan terlihat
berwarna biru apabila ditambahkan substrat Tetrametylenbenzidine (TMB).
Perubahan warna biru dapat dihentikan dengan penambahan asam sulfat
sehingga terbentuk warna kuning. Warna kuning yang terbentuk sebanding
dengan jumlah antibodi IgG/IgM T. evansi di dalam serum. Intensitas warna
kuning dibaca dengan ELISA reader pada panjang gelombang 450 nm.

Hasil pengujian serum masing-masing uji ditampilkan dalam Tabel 1.
prevalensi 7. evansi menggunakan CATT lebih tinggi dibandingkan Surelisa-
Te IgG maupun IgM. CATT adalah uji komersial dimana antigen terdiri dari
trypanosoma RoTat 1.2, jenis antigen permukaan variabel umum untuk
semua 7. evansi. Antigen diaglutinasi oleh antibodi. Uji CATT memiliki
kelebihan dibandingkan pewarnaan Giemza atau hematokrit yaitu cepat,
mudah dilakukan dan dibaca. Oleh karena itu, tes ini dapat digunakan untuk
mempelajari seroprevalensi 7. evansi dengan sangat mudah dan sensitif di
bawah kondisi lapangan (Diall ef al., 1994; OIE, 2012; Dargantes, 2010).

Dalam penelitian ini deteksi 7. evansi dengan Surelisa-Te IgG bisa
menjadi menjadi sarana diagnostik yang praktis dan metode yang lebih
dapat diandalkan (48 % positif) untuk mendeteksi infeksi pada fase akut
dan kronis. Hal ini karena ELISA masih dapat mendeteksi antibodi yang
menurun perlahan setelah terapi obat anti trypanosomal dan tetap tinggi
selama beberapa minggu setelah parasit telah dihilangkan (Luckins et al.,
1979).

Tabel 1. Tabel hasil pengujian 129 sampel dengan CATT dan Surelisa-Te

" Hasil Uji .
No Metode uji Prevalensi
&) ()
CATT 89 40 69%
Surelisa-Te IgG 62 67 48%
3 Surelisa-Te IgM 14 115 11%

Tabel 2. Tabel perhitungan nilai kappa beserta interpretasinya

No Metode Uji Nilai Kappa Kesesuaian
1 CATT vs Surelisa IgG 0,26 Jelek
2 CATT vs Surelisa [gM 0,08 Jelek
3 Surelisa IgG vs IgM 0,11 Jelek

Tabel 2 menunjukkan bahwa semua metode uji tidak ada yang mempunyai
nilai kesesuaian baik maupun sangat baik. Nilai kappa yang rendaha
menunjukkan bahwa antar metode uji merupakan uji yang berbeda. Uji CATT
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mendeteksi IgM yang terbentuk pada saat awal infeksi dan hanya berumur
pendek. Dari Tabel 1 diketahui sebanyak 69% kerbau sedang mengalami
infeksi akut. Sedangkan Surelisa-Te IgG mendeteksi antibodi pada saat
infeksi kronis maupun akut. Sebanyak 48% kerbau yang di ambil sampelnya
mengalami infeksi kronis maupun akut.

Tabel 3. Tabel rincian pengujian 129 sampel dengan CATT dan Surelisa-Te

Metode Uji
No. Jumlah - -
CATT Surelisa IgG Surelisa IgM
1 9 + + +
2 43 + + -
3 4 + - +
4 35 + - -
5 1 - + +
6 8 - + -
7 29 - - -
129

Hasil mengejutkan didapat dari pengujian Surelisa-Te IgM. Dari Tabel
3 nilai kappa CATT terhadap Surelisa IgM 0,08 yang menunjukkan bahwa
kedua uji mempunyai perbedaan yang besar padahal sama—sama mendeteksi
IgM. Sebanyak 78 sampel positif CATT tetapi negatif dengan uji Surelisa
—Te IgM. Hal ini kemungkinan besar karena antigen yang digunakan dalam
Surelisa-Te IgM tidak sensitif mendeteksi IgM dari sampel.

Dalam penelitian ini tidak didapatkan nilai kesesuaian yang tinggi antar
metode uji. Hal ini disebabkan karena deteksi 7. evansi sangat tergantung
pada fase infeksi yaitu akut, kronis, silence dan relapse. Pada fase infeksi
akut jumlah parasit dalam darah sangat tinggi sehingga memicu terbentuknya
antibodi. Pada fase ini metode uji serologis IgG maupun IgM mampu
mendeteksi 7. evansi dengan baik. Pada fase infeksi kronis jumlah parasit
dalam darah sudah turun. Pada fase ini metode parasitologis (pewarnaan
Giemza dan MHCT) kurang sensitif untuk mendeteksi 7. evansi, sebaliknya
metode serologis (CATT dan ELISA) mampu mendeteksi infeksi 7. evansi
dengan baik, bahkan ELISA mampenyai sensitivitas yang tinggi pada fase
ini. Pada fase infeksi silent (misalnya karena ternak mengalami kekurangan
pakan paada musim kemarau) metode hematokrit tidak mampu mendeteksi
adanya T. evansi, CATT sensitivitasnya rendah sedangkan ELISA masih
mampu mendeteksi dengan baik (nilai sensitivitasnya sedang-tinggi). Fase
infeksi relapse yaitu fase pada saat kondisi tubuh kerbau pulih (setelah
mengalami kekurangan pakan pada musim kemarau misalnya) dimana infeksi
T evansi juga akan meningkat kembali. Pada fase ini metode uji serologis
IgM dan IgG mampu mendeteksi infeksi 7. evansi dengan baik (Desquesnes
et al, 2015 dalam Nurcahyo, 2017). Kondisi tersebut menjelaskan mengapa
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tidak ada metode uji untuk mendeteksi infeksi 7. evansi yang benar benar
akurat.

Hasil perhitungan tersebut menunjukkan bahwa dalam meneguhkan
diagnosa 7. evansi membutuhkan lebih dari satu metode uji tetapi beberapa
metode uji untuk saling mendukung hasil diagnosa.. Surelisa-Te IgG bisa
digunakan untuk uji tapis mendeteksi infeksi 7. evansi dan bisa dilanjutkan
dengan PCR maupun inokulasi mencit sebagai tes akhir.
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