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Abstrak
Brucella merupakan bakteri Gramnegatif, berbentuk cocccobacilli, bersifat sebagai patogen intraseluler
fakultatif baik terhadap manusia maupun hewan. Teknik serologis adalah andalan diagnosis dan program
CFT merupakan uji yang direkomendasikan sebagai uji komplementer dan sekaligus sebagai uji
konfirmasi pengujian massal.Uji tunggal dapat divalidasi untuk satu atau lebih tujuan yang dimaksudkan
dengan mengoptimalkan karakteristik kinerjanya untuk setiap tujuan, misalnya menetapkan sensitivitas
diagnostik (DSe) tinggi, dengan kekhususan diagnostik (DSp) yang lebih rendah terkait untuk uji
skrining, atau sebaliknya, menetapkan DSp tinggi dengan DSe yang lebih rendah terkait untuk uji
konfirmasi.
Pendahuluan

Brucella merupakan bakteri Gramnegatif, berbentuk cocccobacilli, bersifat sebagai patogen
intraseluler fakultatif baik terhadap manusia maupun hewan. Bakteri ini dapat melakukan penetrasi
terhadap mukosa nasal, oral atau rongga paringeal dan difagosit oleh makrofag hospes, di dalam
makrofak Brucella akan bertahan dan melakukan replikasi. Brucellosis adalah penyakit zoonosis yang
sulit didiagnosa dan diobati, sehingga menyebabkan kerugian ekonomi yang cukup besar pada sektor
peternakan dan dapat menyerang manusia, ditandai oleh undulan fever yang apabila tidak dilakukan
pengobatan dapat berkembang menjadi infeksi kronis, dengan gejala persisten selama beberapa bulan.
Infeksi kronis dapat menimbulkan infeksi pada jaringan sekunder, termasuk jantung dan otak (Cardoso et
al., 2006). Gejala mungkin juga akan kambuh lagi setelah beberapa tahun setelah terjadinya infeksi awal.
Manifestasi patologis brucellosis sangat beragam, termasuk arthritis, endokarditis dan meningitis pada

manusia, sementara pada hewan brucellosis ditandai dengan abortus dan infertilitas (Lapaque et al., 2005;

Cardoso et al., 2006).
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Terdapat enam spesises teresterial genus Brucella yang sampai saat ini sudah diketahui, yaitu: B.
abortus, B. melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis, dan B. neotomae. Kilasifikasi ini terutama didasarkan
pada perbedaan patogenisitas dan hospes utamanya (Corbel and Morgan. 1984). Spesies dan biovar dapat
dibedakan melalui dengan pengujian diferensiasi berdasarkan karakteristik phenotip antigen
lipopolysaccharida, phage typing, dye sensitivity, kebutuhan CO,, produksi H,S dan properti metabolik
(Alton et al., 1998; OIE, 2009).

Infeksi Brucella pada sapi ditandai dengan respons inflamasi yang mempengaruhi sel-sel sistem
reticuloendothelial dan plasenta selama kehamilan. Hal ini sering mengakibatkan kematian dan
pengusiran janin antara bulan kelima dan kedelapan kehamilan. Selama aborsi, sejumlah besar brucellae
dilepaskan yang mungkin, pada gilirannya, menyebabkan infeksi hewan lain dalam kawanan (Manthei
dan Carter, 1950).

Diagnosis brucellosis pada sapi diperumit oleh waktu inkubasi bervariasi dan tidak adanya tanda-
tanda Klinis selain abortus. Isolasi mikrobiologis dari organisme penyebab menegaskan diagnosis
(Morgan, 1977), dan hasil ini diambil sebagai 'gold standard' terhadap tes lain yang dibandingkan.
Namun, memakan waktu dan membutuhkan fasilitas laboratorium yang mahal karena sifat organisme
yang menular dan zoonosis. Polymerase chain reaction (PCR), berdasarkan primer brucella-spesifik, pada
sampel darah adalah alat yang berpotensi kuat (Fekete et al., 1990), tetapi mungkin ada masalah
sensitivitas karena bakteremia mungkin tidak konstan.

Teknik serologis adalah andalan diagnosis dan program pengujian massal. Yang paling sukses
dari tes diagnostik serologis untuk B. abortus, B. melitensis, dan B. suis didasarkan pada deteksi antibodi
terhadap antigen LPS dari strain Brucella halus. Epitop imunodominan LPS adalah O-chain yang
merupakan homopolimer dari 1,2-linked Nacylated 4-amino-4, 6-dideoxy-a-D-mannopyranosyl residu
(Caroff et al., 1984). Teknik tradisional dan terdokumentasi dengan baik untuk diagnosis serologis
termasuk tes aglutinasi Rose Bengal Test (RBT), tes aglutinasi serum (SAT), tes fiksasi komplemen
(CFT), dan ELISA tidak langsung (iELISA) dan ELISA kompetitif (CELISA). Uji polarisasi fluoresensi

(FPA) (Nielsen et al., 1996) memiliki sejarah penggunaan yang lebih pendek dan belum ditetapkan dalam



prosedur pengujian rutin sebagian besar Laboratorium Referensi Brucellosis Nasional. CFT merupakan
uji yang direkomendasikan sebagai uji komplementer dan sekaligus sebagai uji konfirmasi (OIE, 2009).

Pengujian yang diterapkan pada individu atau populasi memiliki banyak tujuan, seperti
membantu dalam: mendokumentasikan kebebasan dari penyakit di suatu negara atau wilayah, mencegah
penyebaran penyakit melalui perdagangan, berkontribusi terhadap pemberantasan infeksi dari suatu
wilayah atau negara, mengkonfirmasikan diagnosis kasus klinis, memperkirakan prevalensi infeksi untuk
memfasilitasi analisis risiko, mengidentifikasi hewan yang terinfeksi terhadap penerapan langkah-langkah
pengendalian, dan mengklasifikasikan hewan untuk kesehatan kawanan atau status kekebalan pasca
vaksinasi. Uji tunggal dapat divalidasi untuk satu atau lebih tujuan yang dimaksudkan dengan
mengoptimalkan karakteristik kinerjanya untuk setiap tujuan, misalnya menetapkan sensitivitas
diagnostik (DSe) tinggi, dengan kekhususan diagnostik (DSp) yang lebih rendah terkait untuk uji
skrining, atau sebaliknya, menetapkan DSp tinggi dengan DSe yang lebih rendah terkait untuk uji
konfirmasi (OIE, 2018).

Perkiraan DSe (proporsi sampel dari hewan referensi terinfeksi yang diketahui yang diuji positif
dalam tes) dan DSp (proporsi sampel dari hewan referensi yang diketahui tidak terinfeksi yang diuji
negatif dalam tes) adalah indikator kinerja utama yang ditetapkan selama validasi uji. Perkiraan ini adalah
dasar untuk perhitungan parameter lain dari mana kesimpulan dibuat tentang hasil tes (misalnya nilai
prediktif hasil tes positif dan negatif). Oleh karena itu, sangat penting bahwa perkiraan DSe dan DSp
seakurat mungkin. Idealnya, mereka berasal dari pengujian panel sampel dari hewan referensi, riwayat
yang diketahui dan status infeksi relatif terhadap penyakit / infeksi yang bersangkutan dan relevan dengan
negara atau wilayah di mana tes akan digunakan. Perkiraan area di bawah kurva karakteristik operasi
penerima (ROC) adalah tambahan yang berguna untuk perkiraan DSe dan DSp untuk tes diagnostik
kuantitatif karena menilai tingkat persaingan globalnya (OIE, 2018; Greiner et al., 2000; Zweig &

Campbell, 1993).



Materi dan Metode
Serum sampel
Jumlah sampel yang diperlukan untuk melakukan validasi CFT pada penelitian ini dengan asumsi
sensitivitas dan spesifisitas uji CFT secara berurutan mencapai 95% dan 90% dengan tingkat kepercayaan
95% dan galat 5%, maka sampel yang dibutuhkan adalah 90 serum sampel referensi positif dan 140
serum sampel referensi negative (OIE, 2018).
Materi penelitian
Bahan yang dibutuhkan dalam penelitian ini adalah: sodium chloride, veronal buffer, darah domba,
hemolisin, complemen, serum control positif, antigen, serum control negative, komplemen. Peralatan
yang digunakan: mikropipet multichanel 20-200ul, mikro shaker, mikroplate U bottom, gloves, water
bath, incubator dan refrigerator.
Metode Uji CFT
Inaktivasi serum sapi pada suhu 58°C selama 30 menit. Pengujian dilakukan sesuai dengan protocol uji
Balai Besar Veteriner maros (anonimus, 2016).
Kalkulasi diagnose sensitivitas dan spesifisitas
Metode untuk menentukan perkiraan DSe dan DSp adalah dengan menguji sampel referensi dalam
pengujian, dan mentabulasi silang hasil tes kategoris dalam tabel 2 x 2. Selanjutnya nilai DSe dan DSp
dinyatakan dalam persentasi, dimana DSe diperoleh dengan membagi nilai sampel positif sebenarnya
(TP) dengan total sampel referensi positif yang diuji (TP ditambah sampel false negative (FN)) dikalikan
dengan 100%. Demikian pula penghitungan DSp dilakukan dengan dengan membagi nilai sampel negatif
sebenarnya (TN) dengan total sampel referensi negatif yang diuji (TN ditambah sampel false positif(FP))
dikalikan dengan 100% (OIE, 2018).
Hasil dan Pembahasan
Pembacaan hasil uji CFT positif dilakukan dengan membandingkan tingkat hemolisis pada

sampel dengan dengan standar yang sesuai dengan 0, 25, 50, 75 dan 100% lisis, dan tidak adanya



aktivitas anti-komplementer diperiksa untuk setiap serum di baris pertama. Serum yang memberikan titer
equivalent dengan 20 ICFTU/mI atau lebih dianggap sebagai positif.

Diagnostic sensitivitas ditentukan dengan pengujian sampel serum referensi positif. Dari total 90
sampel referensi positif 74 (TN) sampel memberikan hasil uji positif dan sisanya 16 (FN) sampel bereaksi
negative, dengan demikian DSe uji CFT adalah 82,22% (Cl 71,57% - 88,42%). Sedangkan hasil uji
sampel untuk menentukan spesifisitas ditentukan dengan sampel referensi negative, dari 140 sampel
serum negative didapatkan hasil uji positif palsu (FP) 2 sampel dan 138 sampel negative (TN), sehingga
DSp adalah 98,57% (CI 96,58% - 100%).

Tes serologis sangat penting untuk diagnosis laboratorium brucellosis karena sebagian besar
program pengendalian dan pemberantasan bergantung pada metode ini. Bakteri utuh yang tidak aktif atau
fraksi yang dimurnikan (yaitu, lipopolisakarida atau protein membran) digunakan sebagai antigen untuk
mendeteksi antibodi yang dihasilkan oleh inang selama infeksi. Antibodi terhadap spesies smooth
Brucella (misalnya, B. abortus , B. melitensis , dan B. suis ) bereaksi silang dengan antigen dari B.
abortus, sedangkan antibodi terhadap spesies rough Brucella kasar (misalnya, B. ovis dan B. canis )
bereaksi silang dengan persiapan antigen dari B. ovis(Nielsen, 2002).

Meskipun beberapa metode serologis saat ini tersedia, tes ini dapat diklasifikasikan sebagai tes
skrining (misalnya, aglutinasi pelat antigen buffered-BPAT), pemantauan atau tes surveilans
epidemiologis (misalnya, tes cincin susu), dan tes komplementer atau konfirmasi (misalnya, 2-
mercaptoethanol, fiksasi komplemen, ELISA, dan uji polarisasi fluoresensi). Pemilihan tes yang diberikan
harus mempertimbangkan spesies yang terkena dampak serta peraturan setempat (Poester et. al.,
2010;Nielsen, 2002).

Karena akurasinya yang tinggi, fiksasi komplemen digunakan sebagai tes konfirmasi untuk B.
abortus, B. melitensis, dan infeksi B. ovis dan ini adalah tes referensi yang direkomendasikan oleh OIE
untuk persyaratan lalu-lintas hewan internasional(OIE, 2009; Gall et. al. 2001). Namun, metode ini
memiliki beberapa kelemahan seperti biaya tinggi, kompleksitas untuk eksekusi, dan persyaratan untuk

peralatan khusus dan personel laboratorium terlatih. Selain itu, tes ini menghadirkan keterbatasan dengan



sampel serum hemolisis atau serum dengan aktivitas anti-komplemen dari beberapa serum, dan terjadinya
fenomena prozone (OIE, 2009). Berdasarkan data yang diperoleh dari pengujian sampel referensi untuk
menentukan Dse dan Dsp uji ini dengan metode yang digunakan di Balai Besar Veteriner Maros, CFT
memiliki tingkat sensitivitas sekitar 82% dan spesifisitas mencapai 98%. Hasil ini sesuai dengan
penelitian serupa, dengan sensitivitas berkisar antara 77,1 hingga 100% dan spesifisitasnya dari 65 hingga
100% (Gall et. al. 2001; Perrett et. al. 2010).

CFT diakui sebagai tes yang sangat sensitif dan spesifik ketika dilakukan dengan benar, dan
dikerjakan oleh tenaga terampil dan memahami prosedurnya, namun kinerja komparatifnya yang kurang
baik. CFT juga memiliki banyak kelemahan praktis, paling tidak dari semuanya yaitu kompleksitas teknis
relatifnya. Tes ini juga menghadapi masalah reaksi antikomplemen dan tidak akan bekerja pada sampel
yang mengalami hemolisis. Selanjutnya, reaksi prozone yang disebabkan oleh persaingan antara isotipe
C’activatingdan non-C’activating 1gG (OIE,2018; McGuire et al., 1979), dan kemungkinan IgM (Nielsen
dan Duncan, 1988), sehingga memerlukan pengenceran serum yang diuji pada beberapa pengenceran.
Namun, harus diakui bahwa masalah ini tidak mencegah keberhasilan pemberantasan brucellosis di
banyak negara yang menggunakan tes ini (misalnya Inggris dan Belanda).

Sensitivittas uji sangat dipengaruhi oleh adanya reaksi negative palsu. CFT juga dapat
menghasilkan hasil uji negatif palsu, ketika antibodi jenis 1gG2 menghambat fiksasi komplemen (Nielsen
etal., 1988; MacMillan et al., 1990). Terlepas dari masalah yang melekat ini, CFT adalah uji yang banyak
digunakan, dan telah dianggap sebagai tes serologis yang paling spesifik dan diterima untuk diagnosis
brucellosis. Dengan demikian, ini adalah tes yang direkomendasikan untuk perdagangan internasional
(OIE, 2009).

Kesimpulan

Diagnostik sensitivitas dan spesifisitas uji CFT menggunakan metode yang digunakan di Balai

Besar Veteriner Maros secara berurutan adalah 82,22% dan 98,57%. Tingkat sensitivitas dan spesifisitas

tersebut masih reliable dan selaras dengan hasil penelitian yang lain.
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