
159

Pengembangan Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Paratuberkulosis dengan Antigen Protoplasmik

Mycobacterium avium Subspecies Paratuberculosis

Isolat Lapang

(DEVELOPMENT OF PARATUBERCULOSIS ENZYME-LINKED IMMUNO-SORBENT

ASSAY  WITH PROTOPLASMIC ANTIGEN OF MYCOBACTERIUM AVIUM

SUBSPECIES PARATUBERCULOSIS FIELD ISOLATES)

Rahmat Setya Adji1, I Wayan Teguh Wawan2,

Denny Widaya Lukman3, Surachmi Setiyaningsih2

1Laboratorium Tuberkulosis, Bagian Bakteriologi,

Balai Besar Penelitian Veteriner,

Jl. R.E. Martadinata 30 Bogor 16114,

Telepon: 02518331048, E-mail: rs.adji@yahoo.com
2Bagian Mikrobiologi Medik, 3 Bagian Kesehatan Masyarakat Veteriner,

Departemen Ilmu Penyakit Hewan dan Kesmavet,

Fakultas Kedokteran Hewan, Institut Pertanian Bogor,

Jl. Agatis Kampus FKH IPB Wing 5, Dramaga,  Bogor 16680

ABSTRAK

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)merupakan metode uji serologi yang paling banyak

digunakan untuk diagnosis  paratuberkulosis, karena mempunyai sensitivitas yang lebih tinggi

dibandingkan uji serologi lain. Antigen protoplasmik (PPA) atau antigen ekstrak seluler  sampai saat ini

masih menjadi pilihan utama untuk pengembangan diagnosis paratuberkulosis. Penelitian ini bertujuan

menggunakan PPA Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) isolat lapang untuk

pengembangan ELISA paratuberkulosis (ELISA PPA-L). Serum sapi sebanyak 322 (300 negatif dan 22

positif)  diuji menggunakan metode ini dan dibandingkan dengan kit komersial IDEXX. Sensitivitas dan

spesifitas hasil uji ELISA PPA-L masing-masing 68,18% dan 97,0%, sedangkan untuk kit IDEXX 63,64%

dan 97,33%.  ELISA PPA-L mempunyai sensitivitas lebih tinggi dan spesifitas yang lebih rendah

dibandingkan kit komersial. Metode ELISA dengan menggunakan antigen protoplasmik MAP isolat

lapang mempunyai kemampuan yang baik untuk uji serologi paratuberkulosis dan dapat digunakan

untuk uji tapis penyakit tersebut di Indonesia.

Kata-kata kunci :  ELISA,PPA, paratuberkulosis, Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis

ABSTRACT

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) is a serological test method most widely used for the

diagnosis of paratuberculosis, because it has a better sensitivity compared to other serological test.

Protoplasmic antigen (PPA) or cellular extract is still the main choice for the diagnosis of paratuberkulosis

development. The aim of research was to use the PPA Mycobacterium avium subspeciesparatuberculosis

(MAP) field isolates for the development of paratuberculosis ELISA (ELISA PPA-L). As many as 322

cattle sera (300 negative and 22 positive) were tested using this method and compared with IDEXX

commercial kit. The sensitivity and specificity of ELISA PPA-L test results were  68.18% and 97.0%,

whereas for the IDEXX kit were 63.64% and 97.33%respectively. ELISA PPA-L had higher sensitivity and

lower specificity compared to the IDEXX commercial kit. ELISA test using protoplasmic antigen of MAP

field isolates has good ability for paratuberculosis serological test and can be used for screening test of the

disease in Indonesia.

Keywords :  ELISA, PPA, paratuberculosis, Mycobacterium avium subspecies  paratuberculosis.
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PENDAHULUAN

Paratuberkulosis atau Johne’s disease (JD)

adalah penyakit enteritis granulomatosa kronik

pada ruminansia yang disebabkan oleh

Mycobacterium avium subspecies paratu-

berculosis (MAP) (Harris dan Barletta, 2001;

Manning dan Collins, 2001). Selain ruminansia,

MAP juga dapat menginfeksi hewan non-

ruminansia seperti tikus, kelinci, musang,

rubah, dan babi liar (Beard et al., 2001; Florou

et al., 2008). Pada peternakan sapi, penyakit ini

menyebabkan kerugian ekonomi yang besar,

karena terjadi  penurunan produksi susu,

gangguan reproduksi, peningkatan calving

interval, dan pengafkiran dini (Greig et al.,

1999; Hasanova dan Pavlik, 2006). Menurut

studi Ott et al., (1999), kerugian ekonomi pada

peternakan sapi perah akibat paratuberkulosis

di Amerika Serikat  mencapai 200-250 juta USD/

tahun.

Penularan penyakit umumnya bersifat

horizontal (fecal-oral route), melalui kolostrum,

susu, atau air minum yang terkontaminasi MAP

(Sweeney et al., 1992). Selain itu, penularan juga

dilaporkan bersifat vertikal melalui intrauterine

dan semen (Lambeth et al., 2004). Di Indonesia,

kasus paratuberkulosis dilaporkan  pada tahun
2008, bakteri MAP berhasil diisolasi dari sapi

perah dengan estimasi prevalensi 2% (Adji,

2008). Paratuberkulosis bersifat zoonotik

potensial, karena MAP dilaporkan berhubungan

erat dengan kejadian Crohn’s disease pada

manusia, walaupun penyebab pastinya masih

menjadi perdebatan (Scahaw, 2000; Singh et al.,

2010).

Diagnosis paratuberkulosis didasarkan

pada identifikasi agen penyebab, uji serologi, dan

pengujian yang berbasis respons imun seluler.

Isolasi dan identifikasi MAP dari sampel feses

atau jaringan merupakan metode yang paling

spesifik dan sebagai uji gold standard untuk

deteksi paratuberkulosis (Clark Jr et al., 2007;

Stabel, 1997). Walaupun sebagai gold standard,

metode kultur  memerlukan waktu yang cukup

lama (8-16 minggu) dan media khusus untuk

memperoleh hasilnya. Uji serologi yang umum

digunakan adalah enzyme-linked immuno-

sorbent assay (ELISA), complement fixation test

(CFT), dan agar gel immunodiffusion (AGID).

Antigen protoplasmik (PPA) atau antigen

ekstrak seluler dan lipoarabinomannan (LAM)

sampai saat ini merupakan antigen utama yang

digunakan untuk uji serologi paratuberkulosis,

terutama ELISA. Senyawa PPA yang digunakan

berasal dari Mycobacterium strain 18

(Mycobacterium avium serovar 2) atau MAP

strain 316. Perbedaan isolat atau strain dan

metode ekstraksi,  menyebabkan perbedaan

sensitifitas dan spesifitasnya (Nielsen et al.,

2001).  Senyawa PPAMAP isolat lapang

kemungkinan juga mempunyai komponen

protein antigenik yang berbeda dengan

Mycobacterium strain 18 atau MAP strain lain.

Pemanfaatan antigen dari isolat lapang  untuk

pengembangan ELISA kemungkinan dapat

menghasilkan sensitifitas dan spesifitas yang

lebih  tinggi.

Kit ELISA yang digunakan di Indonesia

merupakan produk impor dengan harga yang

cukup mahal, sehingga menjadi kendala

tersendiri dalam pemantauan paratuberkulosis

pada peternakan sapi. Selain itu,  penelitian dan

pengembangan metode ini belum dilakukan di

Indonesia. Tujuan penelitian ini adalah

melakukan pengembangan uji ELISA untuk

deteksi paratuberkulosis dengan menggunakan

PPA MAP isolat lapang.

METODE PENELITIAN

Isolat Bakteri

Bakteri M. avium subspecies paratuber-

culosis (MAP) isolat lapang Indonesia didapatkan

dari Balitvet Culture Collection (BCC) nomor

B2788. Bakteri M. phlei yang digunakan untuk

preparasi antigen absorben juga  dari BCC

nomor B0666.

Antigen Protoplasmik MAP Isolat Lapang

(PPA-L)

Bakteri MAP B2788 dinokulasikan pada

media Watson Reid’s dimodifikasi (mWR),

selanjutnya diinkubasikan pada suhu 37oC

selama 16 minggu. Setelah bakteri tumbuh baik

pada permukaan media, selanjutnya

disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm

selama 30 menit. Pelet dicuci tiga kali dengan

10 mM phosphat buffer saline (PBS) pH 7,2.

Pelet dilarutkan kembali dengan PBS yang

ditambahkan 0,05% protease inhibitor cocktail

(Sigma, USA) dan dihomogenisasi. Suspensi

disonikasi tiga kali dalam keadaan dingin

selama 30 menit. Untuk memisahkan dinding

sel dan sel-sel sisa, selanjutnya disentrifugasi

dengan kecepatan 30.000 rpm selama 30 menit.

Supernatan dikoleksi, kemudian difiltrasi

dengan membran filter ukuran 0,22 µm.

Konsentrasinya diukur dengan menggunakan
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Prosedur ELISA dengan Menggunakan

PPA-L (ELISA PPA-L)

Antigen PPA (5 µg/mL)  dilarutkan dalam

carbonat bicarbonat buffer pH 9,6 dan

dimasukkan 100 µL ke dalam setiap lubang

mikroplat (Maxisorp, Nunc, Denmark),

selanjutnya  ditutup plastik adesif dan

diinkubasikan semalam pada 40C.Mikroplat

dicuci tiga kali dengan phosphat buffer saline

tween 0,05% (PBST) pH 7,4. Kemudian

mikroplat diblocking dengan 200 µL PBST-

bovine serum albumin (BSA) 2% (PBST-BSA 2%)

untuk setiap lubang, selanjutnya diinkubasikan

pada suhu ruang selama dua jam. Mikroplat

dicuci kembali, dan serum dilarutkan 1:100

dalam PBST-BSA 1% yang mengandung antigen

M. phlei (250 µg/mL), dan diinkubasikan 30

menit pada suhu ruang. Serum  dimasukkan

100 mL ke dalam setiap lubang mikroplat, dan

diinkubasikan satu jam pada suhu ruang.

Mikroplat dicuci dan konjugat rabbit anti-bovine

IgG HRP (Jackson Immunoresearch, USA)

dilarutkan 1:3000 dalam PBST-BSA 1%,

kemudian dimasukkan 100 µL ke dalam setiap

lubang, dan diinkubasikan satu jam pada suhu

ruang. Setelah mikroplat dicuci, substrat

tetramethyl benzidine (TMB) (Sigma, USA)

dalam phosphat citrate buffer  pH 5,0
dimasukkan 100 µL ke dalam setiap lubang

mikroplat, dan diinkubasikan 30 menit pada

suhu ruang dan di tempat gelap. Setelah itu,

stop solution(0,5 M H
2
SO

4
) dimasukkan 100 µL

ke dalam setiap lubang mikroplat. Pembacaan

dilakukan dengan microplate reader (Multiscan

EX, Thermoscientific) pada panjang gelombang

450 nm. Nilai optical density (OD) dikonversi

ke S/P rasio dengan menggunakan rumus, S/P

= (OD sampel-OD negatif)/(OD positif-

ODnegatif). Pengujian dikatakan valid jika P/

N ratio lebih atau sama dengan 5,0 dan nilai

OD negatif di bawah 0,2.

Prosedur Kit ELISA IDEXX Paratuber-

culosis Screening Ab Test

Prosedur ELISA dikerjakan  sesuai dengan

petunjuk pembuatnya. Serum sampel  dan

kontrol dilarutkan dalam sample buffer (N.12)

dengan perbandingan 1:20, selanjutnya

dihomoginisasi dan diinkubasikan selama 15

menit pada suhu ruang. Kemudian

dimasukkan 100 µL ke dalam tiap lubang

mikroplat, untuk kontrol positif pada A1-B1,

kontrol negatif C1, dan sampel pada lubang yang

lain. Mikroplat ditutup dengan plastik adesif,

metode Bradford dan disimpan pada suhu -20oC

sampai digunakan.

Antigen Absorben

Bakteri M. phlei B0666 ditumbuhkan pada

media Sauton Medium (SM), kemudian

diinkubasikan pada suhu 37oC selama delapan

minggu. Setelah bakteri tumbuh baik pada

permukaan media, selanjutnya disentrifugasi

dengan kecepatan 10.000 rpm selama 30 menit.

Pelet dicuci tiga kali dengan 10 mM PBS pH

7,2. Pelet dilarutkan kembali dengan PBS dan

dihomogenisasi. Suspensi disonikasi  tiga kali

dalam keadaan dingin selama 30 menit. Untuk

memisahkan sel-sel sisa, selanjutnya

disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm

selama 30 menit. Supernatan dikoleksi,

selanjutnya difiltrasi dengan membran filter

ukuran 0,22 µm, kemudian diukur konsen-

trasinya dengan menggunakan metode Bradford

dan disimpan pada suhu -20oC sampai

digunakan. Antigen ini yang digunakan sebagai

adsorben.

Serum

Serum sapi positif paratuberkulosis yang

digunakan dalam penelitian ini ada sebanyak

22 sampel, yang berasal dari Balai Besar
Penelitian Veteriner (BB Litvet): 11,

Laboratorium Service International (LSI),

Perancis : 5, dan Allied Paratuberculosis

Laboratorium, USA : 6, sedangkan serum

negatif yang digunakan merupakan koleksi BB

Litvet sebanyak 300 sampel.

Agar Gel Immunodiffusion (AGID)

Teknik ini digunakan untuk menguji serum

kontrol dengan antigen protoplasmik yang

bertujuan untuk mengetahui reaktivitas kedua

komponen tersebut. Agarose sebanyak 0,75 g

dilarutkan kedalam 100 mL larutan yang

terdiridari 0,9 g borate (H
3
BO

3
), 0,2 g NaOH,

0,01 sodium azide (pH 8,5-9,0). Campuran

dipanaskan dalam microwave dan dituangkan

pada petri dish ukuran 90 mm sebanyak 15 mL,

selanjutnya didinginkan dan dibuat lubang

berbentuk hexagonal dengan diameter 4 mm,

kedalaman 3-4 mm dan jarak antar lubang 2

mm. Antigen sebanyak 30 µL dimasukan

kedalam lubang bagian tengah, kemudian

lubang lain diisi dengan serum kontrol positif

dan negatif dengan volume yang sama,

diinkubasikan pada suhu ruang (25-27oC) dengan

keadaan lembab selama 24-48 jam.
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dan diinkubasikan pada suhu ruang selama 45

menit. Setelah itu, mikroplat dicuci tiga kali

dengan wash solution. Konjugat dilarutkan

dalam conjugate buffer (N.1) 1:100 dan

dimasukkan 100 µL ke dalam tiap lubang

mikroplat, selanjutnya ditutup dengan plastik

adesif dan diinkubasikan pada suhu ruang

selama 30 menit. Kemudian dicuci kembali,

selanjutnya substrate TMB (N.9) dimasukkan

100 µL ke dalam tiap lubang mikroplat, dan

diinkubasikan selama 10 menit pada suhu ruang

dan di tempat gelap.Stop solution (N.3)

dimasukkan 100 µL ke dalam tiap lubang

mikroplat, dan diukur absorbansinya

menggunakan microplate reader (Multiscan EX,

Thermoscientific) pada  panjang gelombang 450

nm. Hasil uji dikatakan valid jika OD positif

kontrol sama dengan atau di atas 0,35 dengan

P/N ratio sama dengan atau di atas 3,0.

Kalkulasi hasil dihitung dengan mengkonversi

OD ke S/P % dengan rumus S/P x 100. Hasil

dinyatakan  negatif  jika S/P %  sama dengan

atau di bawah 45, meragukan jika S/P% antara

45-55 dan positif jika S/P% sama dengan atau

di atas 55.

Evaluasi ELISA

Sensitivitas dan spesitifitas ditentukan
dengan menguji serum positif paratuberculosis

(kultur feses positif)dan serum negatif

paratuberkulosis.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Antigen protoplasmik (PPA) merupakan

campuran crude antigen yang didapatkan

melalui penghancuran sel Mycobacterium

secara fisik, diikuti dengan penghilangan

komponen dinding sel dan sisa-sisa sel. Preparasi

antigen ini umumnya melalui sonikasi atau

tekanan, ultrasentrifugasi, filtrasi dan

penghilangan lemak, sehingga disebut juga

antigen sonikasi (Bannantie et al., 2008; Waters

et al., 2003) atau ekstrak seluler  (Cho dan

Collins, 2006).

Untuk mengetahui reaktivitas serum

kontrol paratuberkulosis dengan PPA-L, sampel

diuji dengan AGID. Hasil uji positif ditunjukkan

adanya garis putih (presipitin) antara antigen

dan antibodi (Gambar 1).

Pada Gambar  1 teramati bahwa ada reaksi

yang spesifik antara PPA-L dengan serum

kontrol positif, baik yang berasal dari BBLitvet

maupun Allied Laboratories, USA. Teknik ini

dilaporkan cukup spesifik, dan digunakan untuk

uji konfirmasi sampel serum sapi, domba, atau
kambing yang secara klinis terindikasi

Gambar 1. Hasil AGID serum kontrol BB Litvet (A) dan Allied Laboratories (B). Keterangan: lubang

nomor 1 diisi dengan serum positif paratuberkulosis, lubang nomor 2 dengan antigen

protoplasmik MAP isolat lapang (PPA-L) dan lubang nomor 3 dengan serum negatif.

Garis putih (presipitin) menunjukkan hasil positif, yaitu adanya reaksi antara antigen

dengan antibodi paratuberkulosis.

BA
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paratuberkulosis (Ferreira et al., 2002; Kalis et

al., 2002; OIE, 2012). Dinyatakan oleh OIE,

(2012), bahwa pada sapi yang secara histologi

terindikasi paratuberkulosis, sensitivitasnya 38-

56% dengan spesifitas 99-100%, sedangkan

menurut Ferreira et al., (2002), bahwa untuk

menguji kasus paratuberkulosis subklinis

metode ini kurang memuaskan.

Penentuan nilai cut off ELISA PPA-L

paratuberkulosis dalam penelitian ini dilakukan

dengan menguji 400 serum negatif

paratuberkulosis, dan dihitung dengan rumus

rataan optical density (OD) negatif + 2SD. Hasil

OD dikonversi ke dalam S/P rasio, hasil

dinyatakan positif  jika  nilai S/P lebih besar

atau sama dengan 0,6 meragukan jika S/P

nilainya antara 0,5-0,6 dan negatif  jika nilai S/

P di bawah atau sama dengan 0,5.

Serum sapi yang diuji berjumlah 322

sampel, yaitu 300 negatif paratuberkulosis dan

22 positif paratuberkulosis. Hasil uji ELISA

PPA-L untuk serum tersebut menunjukkan

sensitivitas dan spesifitas masing-masing

68,18% dan 97,33% (Tabel 1). Koefisen variasi

untuk kontrol positif 6,4% dan kontrol negatif

7,8% .

Untuk pemantauan dan pengendalian

paratuberkulosis pada peternakan sapi, ELISA
merupakan metode yang paling banyak

digunakan, karena murah, cepat,  dan

mempunyai spesifitas yang tinggi. Walaupun

variatif, metode ELISA mempunyai sensitivitas

yang lebih tinggi dibandingkan uji serologi lain
(Reichel et al., 1999; Stabel et al., 2002).
Sensitivitas metode ELISA akan meningkat
seiring dengan perjalanan penyakit dan
tingginya jumlah bakteri yang dikeluarkan
melalui feses (Roussel et al., 2007).

Penggunaan PPA dari isolat atau strain
yang berbeda akan menyebabkan terjadinya

variasi hasil dalam deteksi antibodi
paratuberkulosis, terutama sensitivitas dan
spesifitasnya. Menurut Nielsen et al., (2001)
antigen PPA dari Mycobacterium strain 18
mempunyai sensitivitas yang lebih tinggi
dibandingkan dari MAP 316, yaitu masing-
masing 58,4% dan 47,3%, namun memiliki nilai
spesifitas yang lebih rendah, yaitu 94,5% dan
99,0%. Marrasi et al., (2005), menyatakan
bahwa sensitivitas dan spesifitas uji ELISA
dengan PPA dari strain M. avium masing-
masing 76,9% dan 70,0%. Adji (2008),
melaporkan bahwa ELISA paratuberkulosis
dengan kit LSIVet cofirmation test yang
menggunakan antigen PPA M. avium serovar
2, sensitivitasnya 25,0% dengan spesifitas
96,8%. Untuk menurunkan reaksi silang
dengan Mycobacterium lain, serum diabsorbsi
terlebih dahulu dengan antigen M. phlei (Shin
et al., 2008; Yokomizo et al.,1985). Menurut
McKenna et al., (2005), bahwa ELISA dengan
mengabsorbsi serum terlebih dahulu dengan
antigen M. phlei (absorbed ELISA) akan
meningkatkan spesifitasnya, yaitu 98,4%,
sedangkan yang tidak diabsorbsi hanya 87,9%.

Untuk mengevaluasi hasil uji ELISA PPA-
L, sampel serum yang sama juga diuji dengan
kit ELISA komersial IDEXX paratuberkulosis
screening Ab-test yangmenggunakan  PPA dari
MAP strain 316 (IDEXX, USA). Hasil uji
menunjukkan bahwa sensitivitas dan spesifitas
dengan kit tersebut masing-masing 63,64% dan
97,33% (Tabel 2). Sensitivitas dan spesifitas uji
ELISA PPA-L dan kit komersial dapat dilihat
pada Tabel 3.

Hasil tersebut menunjukkan bahwa

penggunaan antigen PPA-L untuk uji ELISA

memberikan sensitivitas yang lebih tinggi

dengan spesifitas yang sedikit lebih rendah

dibandingkan dengan kit komersial. Sensitivitas

Tabel 2. Hasil ELISA dengan kit komersial

(IDEXX) untuk 322 sampel

                   Serum

ELISA

Positif Negatif Total

Positif 14 8 22

Negatif 8 292 300

Total 22 300 322

Keterangan. ELISA: enzym-linked immunosorbent

assay; IDEXX: produsen kit ELISA

komersial paratuberculosis screening

Ab test

Tabel 1. Hasil ELISA PPA-L paratuberkulosis

untuk 322 serum sapi

                 Serum

ELISA

Positif Negatif Total

Positif 15 9 24

Negatif 7 291 298

Total 22 300 322

Keterangan . ELISA: enzym-linked immunosorbent

assay; PPA-L: antigen protoplasmik

MAP isolat lapang
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yang lebih tinggi  ini kemungkinan juga

disebabkan adanya perbedaan komponen protein

yang ada dalam PPA-L dengan MAP strain

lain.Walaupun studi tentang antigen lain telah

dilakukan, seperti pengunaan secreted

antigenuntuk uji ELISA yang mempunyai

sensitivitas  74,0% dan spesifitas 99,0%, maupun

antigen ekstrak etanol yang mempunyai

sensitifitas 97,1% dan spesifitas 100,0% (Scott

et al., 2010;  Shin et al., 2008). Namun, sampai

saat ini PPA tetap menjadi pilihan utama untuk

uji serologi paratuberkulosis, karena

didalamnya terdapat protein 34 kDa  yang

bersifat imunodominan dan mempunyai  B-cell

epitopes yang spesifik terhadap antibodi MAP

(Malamo et al., 2006; Ostrowski et al.,2003;

Vannuffel et al., 1994). Selain itu, PPA lebih

mudah diproduksi dalam jumlah yang lebih

banyak.  Uji ELISA paratuberkulosis dengan

komponen PPA-L dapat digunakan untuk

pengujian serologi paratuberkulosis dengan

sensitivitas dan spesifitas yang setara dengan

kit komersial.

SIMPULAN

Antigen protoplasmik M. avium subspecies

paratuberculosis isolat lapang (PPA-L) dapat

digunakan untuk pengembangan uji

paratuberkulosis. Enzyme-linked immunosor-

bent assay dengan menggunakan PPA-L

mempunyai kemampuan yang baik untuk uji

serologi paratuberkulosis dan dapat digunakan

untuk uji tapis penyakit tersebut di Indonesia.

Metode ELISA ini dapat digunakan untuk

diagnosis dan pengendalian paratuberkulosis di

Indonesia.

SARAN

Spesifitas uji ELISA dengan menggunakan

antigen protoplasmik M. avium subspecies

paratuberkulosis sudah cukup tinggi, tetapi

untuk sensitivitasnya masih perlu ditingkatkan,

sehingga diperlukan penelitian lanjutan dengan

menggunakan antigen koktail, yaitu mengga-

bungkan secreted antigen dengan antigen

protoplasmik (PPA).
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