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ABSTRAK

Sistiserkosis merupakan penyakit parasitik yang disebabkan oleh larva stadium metacestoda dari
cacing pita yang disebut Cysticercus. Cysticercus yang ditemukan pada babi adalah Cysticercus
cellulosae yang merupakan larva dari cacing pita Taenia solium. Penelitian ini dilakukan dengan tujuan
mengevaluasi antigen crude Cysticercus cellulosae untuk mendeteksi sistiserkosis pada babi.
Cysticercus celllulosae yang digunakan adalah isolat lokal yang diperoleh dari babi terinfeksi Taenia
solium asal Karangasem-Bali. Penelitian dilakukan untuk optimalisasi ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) terhadap antigen, serum, dan konjugat dengan cara mencari konsentrasi optimal
dari antigen, pengenceran optimal serum, dan pengenceran optimal konjugat. Hasil penelitian
didapatkan bahwa crude antigen Cysticercus cellulosae isolat Bali bersifat antigenik dan dapat
digunakan untuk mendeteksi sistiserkosis pada babi dengan konsentrasi optimal antigen 0,3125 pg/ml,
pengenceran optimal serum 1:50, dan pengenceran konjugat 1:2000.
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ABSTRACT

Cysticercosis is a parasitic disease caused by tapeworm larvae called cysticercus. Cysticercus
found in pigs is Cysticercus cellulosae which is the larvae of the tapeworm Taenia solium. This research
was to evaluate Taenia solium cystisercus antigen for the detection of swine cysticercosis. Taenia
solium Cysticercus antigen derived from local isolates, obtained from the pig infection of Taenia solium
tapeworms from Bali especially Karangasem. The research was done by ELISA (Enzime Linked
Immunosorbent Assay) optimization by determining the optimal concentration of antigen, optimal
dilutions of serum and optimal dilutions of conjugate. The results showed that Taenia solium
Cysticercus crude antigen (Bali isolate) are antigenic and can be used to detect swine cysticercosis with
optimal concentration of antigen: 0.3125 pg/ml, optimal dilutions of serum: 1:50 and optimal dilution
of conjugate: 1:2000.
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PENDAHULUAN

Taeniasis merupakan infeksi cacing pita dewasa Taenia solium dalam usus manusia
sedangkan infeksi stadium larva atau metacestoda (Cystisercus cellulosae) pada inang
perantara menyebabkan sistiserkosis (Ditjen P3L Depkes RI, 2005). Taeniasis ditemukan di
daerah tertentu dengan kekhasan tipe budaya masyarakatnya, seperti di Pulau Samosir, Bali,
Papua serta daerah transmigran seperti Lampung (Margono et al., 1989). Laporan terakhir
menyebutkan bahwa kejadian sistiserkosis pada manusia masih terdeteksi secara sporadis dan
ditemukan pada seekor babi di Kecamatan Kubu, Karangasem. Prevalensi penyakit cacing pita
di Bali bervariasi antara 1,1 % sampai 27,5 % (Sudewi et al., 2008; Dharmawan et al., 2011;
Swastika et al., 2011).

Larva cacing pita T. solium yang terdapat pada daging babi disebut Cysticercosis
cellulosae. Babi akan terinfeksi sistiserkosis bila menelan telur atau proglotid T. solium yang
dikeluarkan manusia lewat feses. Manusia akan terinfeksi sistiserkosis apabila mengkonsumsi
daging babi yang dimasak kurang matang yang mengandung C. cellulosae. Sistiserkosis
menimbulkan gejala dan efek yang beragam sesuai dengan lokasi berparasitnya dalam tubuh.
Manusia dapat terjangkit satu sampai ratusan sistiserkus di jaringan tubuh yang berbeda-beda.
Sistiserkus pada manusia yang ditemukan pada bagian otak lebih dikenal dengan
neurosistiserkosis, selain itu juga ditemukan pada bagian mata, otot, dan lapisan bawah kulit
(Satrija, 2005; Wandra et al., 2006). Neurosistiserkosis merupakan faktor resiko penyebab
stroke, epilepsi, kelainan pada tengkorak dan dapat menimbulkan kematian pada manusia
(Cruz et al., 1999).

Diagnosis infeksi larva cacing pita, dapat dilakukan dengan pemeriksaan sampel jaringan
seperti lidah, pemeriksaan daging pada ternak, biopsi kulit pada manusia dan dengan uji
serologi (Garcia et al., 2002; Kraft, 2007). Menurut Gonzalez et al. (2006), palpasi merupakan
salah satu cara deteksi ante mortem pada hewan yang diduga terinfeksi sistiserkosis di negara
berkembang, namun memiliki sensitifitas yang rendah. Pengembangan uji imunodiagnostik
untuk mendeteksi adanya agen penyakit tersebut telah dilakukan mulai puluhan tahun lalu.

Pengembangan ELISA untuk mendeteksi keberadaan C. cellulosae melalui pemeriksaan
antibodi anti-C. cellulosae pada serum telah berhasil dilakukan pada tahun 1997-1998 (Sato et
al., 2003). Dorny et al. (2000) melaporkan ada perbedaan sensitifitas dan spesifisitas beberapa
uji untuk deteksi sistiserkosis. Uji ELISA untuk deteksi antibodi memiliki sensitifitas 45,2%
dan spesifisitas 88,2%, dan uji ELISA untuk deteksi antigen memiliki sensitifitas 64,5% dan

spesifisitas 91,2%. Beberapa laporan tersebut, mengindikasikan bahwa ELISA merupakan uji
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dengan tingkat sensitifitas dan spesifisitas yang terbaik dibandingkan teknik metode diagnosis

lainnya.

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk menentukan konsentrasi optimal antigen
yang berasal dari protein crude C. cellulosae isolat lokal Bali, berapa pengenceran optimal
serum dan konjugat yang efektif digunakan untuk mendeteksi antibodi C. cellulosae pada babi

yang terinfeksi.

MATERI DAN METODE PENELITIAN

Sampel yang dipergunakan dalam penelitian ini adalah larva cacing pita yang diperoleh
dari daging babi yang terinfeksi yang berasal dari Kecamatan Kubu, Karangasem — Bali yang
di dapatkan oleh Dharmawan et al. (2011).

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya adalah serum positif, serum
negatif, konjugat (IgG-horse radish peroxidase (Bio-Rad USA)), substrat TMB
(Tetramethylbenzidine), larutan PBS (Phosphate Buffer Saline), Antibiotika, PBS-Tween,
Aguades, Susu skim 5 %, Larutan stopper (sulphate acid), coating buffer (0,1M larutan natrium
bikarbonat pH 9,6), Alkohol 70 %. Peralatan yang digunakan pada penelitian adalah 96
sumuran, mikropipet beserta tips, vortex, refrigarator 4°C, ELISA washer, ELISA-reader,
tabung 1,5 ml, inkubator, mortar, komputer, kamera, ependorf, Erlenmeyer, corong, spuite,
spektrofotometrik, sentrifus, Invitrogen Quibit Fluorometer.

Pembuatan Suspensi 10% Crude Antigen C. cellulosae

Cysticercus cellulosae pada jaringan babi terinfeksi, dipisahkan dari sisa lemak dan
daging babi, kemudian dicuci dengan larutan PBS yang mengandung antibiotika (PBS-A).
Dibuat suspensi 10% dengan cara larva ditimbang sebanyak 1 gram, digerus dengan mortar
kemudian ditambah dengan 10 ml larutan PBS yang mengandung antibiotika (PBS-A),
disentrifuse (250xg selama 5 menit). Supernatan diambil, kemudian diukur kadar proteinnya
dengan Invitrogen Quibit Fluorometer, dialiquot dalam ependrof, kemudian disimpan dalam
suhu -20°C (freezer) sampai digunakan untuk uji ELISA. Optimalisasi ELISA dilakukan
dengan tujuan untuk mengetahui konsentrasi optimal antigen, pengenceran optimal serum dan
pengenceran optimal konjugat. Dalam penelitian ini optimalisasi ELISA meliputi titrasi
protein, titrasi serum kontrol positif dan kontrol negatif serta titrasi konjugat.
Titrasi suspensi Crude Antigen C. cellulosae

Konsentrasi optimal diperoleh dari selisih optimal density (OD) yang tertinggi antara

kontrol positif dan kontrol negatif. Kadar protein Crude antigen yang telah diketahui,
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selanjutnya diencerkan menjadi 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2,5 pg/ml, 1,25 pg/ml, 0,625 pg/ml, 0,3125

pg/ml, 0,156 pg/ml dan 0,078 pg/mi.

Pengenceran yang optimal dari serum yang akan digunakan dalam metode ELISA yang
diperoleh dari selisih yang tertinggi dari OD antara kontrol positif dan kontrol negatif. Serum
diencerkan mulai 1:50, 1:100, 1:200, dan 1:400.

Pengenceran konjugat yang optimal yang akan digunakan dalam metode ELISA yang
diperoleh dari selisih yang tertinggi dari OD antara kontrol positif dan kontrol negatif.
Konjugat dilakukan mulai 1:1000, 1:2000, 1:3000.

Pemeriksaan ELISA pada serum

Micro plate dilapisi dengan crude antigen dengan konsentrasi protein optimal yang telah
dilarutkan dengan coating buffer, kemudian diinkubasi semalam (over night) pada suhu 4°C.
Setelah inkubasi dicuci dengan ELISA washer 3 kali dengan PBS-Tween 20 (PBS-0,5Tween).
Ditambahkan blocking buffer (5% susu skim dalam larutan PBS-T) masing-masing 100
pl/well, diinkubasi pada 37°C selama 30 menit. Setelah dicuci dengan PBS-T sampel serum
diencerkan PBS-0,5 Tween sesuai dengan hasil titrasi serum yang optimal kemudian diinkubasi
selama 1 jam pada suhu 37°C, setelah inkubasi dicuci lagi sebanyak 3 kali dengan PBS-0,5
Tween. Selanjutnya ditambahkan konjugat dengan pengenceran optimal sesuai dengan hasil
titrasi dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C. Setelah dilakukan pencucian 3 kali dengan
PBS-0,5 Tween maka dilakukan penambahan substrat TMB. Setelah inkubasi pada ruang gelap
selama 5-15 menit, optical density kemudian dibaca pada ELISA-reader pada 450 nm dengan
menambahkan larutan stopper. Dari hasil pembacaan tersebut kemudian ditentukan index OD.
Analisis Data

Data yang berupa nilai optical density (OD) dari serum kontrol positif dan serum kontrol

negatif dicari index optical density (OD), lalu disajikan dalam bentuk grafik.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian ini, hasil optimalisasi ELISA dinyatakan dalam bentuk konsentrasi
optimal antigen, pengenceran optimal serum dan pengenceran optimal konjugat. Untuk
menentukan konsentrasi dan pengenceran optimal ketiga parameter tersebut telah dilakukan
penghitungan titrasi menggunakan uji ELISA.

Titrasi antigen bertujuan untuk menentukan konsentrasi antigen yang optimal, dilakukan
dengan pelapisan antigen. Antigen yang digunakan berasal dari crude antigen C. cellulosae

isolat Bali. Konsentrasi terakhir untuk optimalisasi dibuat dalam 8 tingkatan yaitu 10 pg/ml, 5

4
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pg/ml, 2,5 pg/ml, 1,25 pg/ml, 0,625 pug/ml, 0,3125 pg/ml, 0,516 pg/ml, 0,078ug/ml. Serum

kontrol positif diperoleh dari serum babi yang terinfeksi C. cellulosae. Serum kontrol negatif
diperoleh dari babi yang dipotong di RPH Pesanggaran. Hasil optical density (OD) titrasi
antigen dengan uji ELISA pada penelitian ini dapat dilihat pada gambar 2. Dari hasil tersebut
diketahui bahwa antigen optimal ada pada konsentrasi 0,3125 pg/ml.
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Gambar 1. Optical density ELISA serum kontrol positif dan serum kontrol negatif

pada berbagai pengenceran antigen.

Pada hasil penelitian dengan menggunakan pengenceran serum kontrol positif dan serum
kontrol negatif dibuat secara seri yaitu 1:50, 1:100, 1:200, 1:400. Pengenceran yang dilakukan
dengan menambahkan serum kontrol positif dan serum kontrol negatif dengan larutan PBS-
Tween. Pada penelitian ini, dari hasil optical density (OD) uji ELISA titrasi serum kontrol
positif dan serum kontrol negatif diketahui pengenceran optimal serum ada pada pengenceran
1:50. Hasil optical density (OD) titrasi serum pengenceran 1:50 tersebut, dapat dilihat pada
gambar seperti berikut (Gambar 2).
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Gambar 2. Optical density ELISA serum kontrol positif dan serum kontrol negatif
pada berbagai pengenceran serum.
Pada pengenceran konjugat dilakukan hanya satu kali pengenceran yaitu 1:2000. Hal ini
dikarenakan biaya media yang digunakan cukup mahal dan terbatas. Hasil optical density pada

pengenceran konjugat didapatkan berdasarkan nilai pengenceran optimal serum yang ada pada
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pengenceran 1:50. Pengenceran dilakukan setelah ditambahkan konjugat pada plate. Hasil

optimal yang diperoleh yaitu 1,099.

Penelitian ini dilakukan untuk kepentingan uji diagnostik sistiserkosis pada babi, dengan
mengevaluasi kemampuan crude antigen C. cellulosae isolat Bali sebagai antigen. Langkah
awal yang dilakukan dengan optimalisasi ELISA dengan cara menetapkan konsentrasi optimal
antigen, pengenceran optimal serum, dan pengenceran optimal konjugat. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa nilai optimal yang diperoleh untuk konsentrasi antigen, pengenceran
serum, dan pengenceran konjugat berturut-turut sebagai berikut: antigen 0,3125 pg/ml, serum
1:50, dan konjugat 1:2000.

Antigen merupakan molekul yang menginduksi respon sistem imun atau molekul yang
akan dikenali oleh sistem imun yang spesifik. Antibodi adalah protein-protein yang terbentuk
sebagai respon terhadap antigen yang masuk ke tubuh dan bereaksi secara spesifik dengan
antigen tersebut (Sharma et al., 2001). Antigen dan antibodi dapat dideteksi dengan
menggunakan teknik ELISA.

Hasil penelitian ini tidak jauh berbeda dengan penelitian yang dilakukan Pinto et al.
(2000) yang mendeteksi sistiserkosis pada babi dengan menggunakan cairan kista Taenia
solium sebagai antigen. Pengenceran optimal yang diperoleh untuk antigen adalah 5 pg/ml,
pengenceran optimal serum 1:100, dan pengenceran konjugat 1:1000. Sementara, Rodriquez
et al. (2009) yang melakukan penelitian deteksi antigen T. solium menggunakan ELISA dan
deteksi antibodi anti T. solium menggunakan enzyme-linked immunotransfer blot (EITB) pada
sampel serum dan sampel cairan cerebrospinal pasien neurosistiserkosis, melaporkan bahwa
deteksi antigen dengan ELISA lebih baik untuk cairan cerebrospinal dibandingkan sampel
serum. Pengenceran optimal serum yang dilakukan untuk penelitiannya adalah 1:50.

Pada penelitian ini, rentang selisih optical density (OD) dari serum kontrol positif dan
serum kontrol negatif relatif rendah. Hal ini kemungkinan disebabkan sampel serum kontrol
negatif yang digunakan berasal dari Rumah Potong Hewan Pesanggaran Denpasar. Meskipun
babi yang diambil darahnya diyakini bebas sistiserkosis, belum tentu bebas dari infeksi parasit
lainnya. Menurut Pinto et al. (2000), yang menjadi kendala utama dalam uji serologi dalah
adanya reaksi silang. Huebner (2004) menyatakan reaksi silang (cross-reactivity) terjadi
apabila ada dua antigen yang memiliki epitop yang identik atau antibodi yang spesifik untuk
satu epitop juga mengikat epitop lain yang tidak berhubungan tetapi memiliki sifat kimia yang

sama.
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Dharmawan (2009) melaporkan bahwa Hydatida cyst, Multiceps multiceps, Taenia spp.

dan Schistosoma spp. masing-masing menunjukkan reaksi silang dengan antibodi Cysticercus.
Dengan cara pemurnian antigen, diketahui bahwa suatu antigen vyaitu antigen B,
memperlihatkan reaksi imunologi yang baik (Das et al., 2002). Penggunaan antigen ini 80%
mampu mendeteksi sistiserkosis tanpa kelihatan adanya reaksi silang. Dari hasil penelitian
Cheng dan Ko, seperti dilaporkan oleh Dharmawan (2009) diketahui bahwa antigen-antigen
yang memberi reaksi silang itu, terdistribusi terutama pada tegumen Taenia.

Dari hasil penelitian ini dapat dinyatakan bahwa crude antigen C. cellulosae isolat Bali
mampu digunakan untuk mendeteksi sistiserkus pada babi. Dengan tersedianya antigen isolat
lokal, akan memudahkan melakukan seroprevalensi kejadian sistiserkosis pada babi di
Indonesia terutama di Bali. Meskipun demikian, hasil penelitian ini masih perlu dievaluasi dan
dikembangkan untuk mengetahui adanya reaksi silang. Di samping itu, crude antigen C.
cellulosae isolat Bali perlu diteliti kemungkinannya untuk dipakai mendeteksi sistiserkosis

pada manusia.

SIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian, maka dapat disimpulkan bahwa crude antigen C. cellulosae
isolat Bali mempunyai sifat antigenik yang dapat digunakan sebagai antigen untuk mendeteksi
antibodi sistiserkosis pada babi. Optimalisasi ELISA menunjukan bahwa nilai optimal untuk
konsentrasi antigen 0,3125 pg/ml, pengenceran optimal serum 1:50, dan pengenceran optimal
konjugat 1:2000.

SARAN
Penelitian terkait penggunaan crude antigen C. cellulosae isolat Bali untuk mendeteksi
sistiserkosis pada babi perlu dilanjutkan, khususnya untuk mengetahui adanya reaksi silang
dengan parasit lain. Selain itu, perlu dikembangkan kemungkinan penggunaan crude antigen

C. cellulosae isolat Bali untuk deteksi sistiserkosis pada manusia.
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