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Abstrak

Tujuan penelitian adalah untuk mendeteksi adanya antibodi dari Brucella pada ternak sapi perah betina
di Banyuwangi menggunakan uji Rose Bengal Test (RBT) untuk uji cepat dan dikonfirmasi dengan
menggunakan Complement Fixation Test (CFT). Sebanyak 84 sampel dari 516 sapi perah betina di Banyuwangi,
kemudian diambil secara acak. Sampel yang diambil berasal dari serum sapi perah betina. Hasil penelitian
ditemukan dua sampel yang dinyatakan positif Brucellosis dengan uji RBT dan CFT. RBT merupakan uji
screening yang dapat memberikan hasil positif palsu, dan kemudian dikonfirmasi dengan uji CFT untuk melihat
titer hasil vaksin atau infeksi alam. Hasil positif pada uji RBT memiliki hubungan dengan hasil titer CFT karena
titer antibodi pada RBT dapat diukur dari derajat aglutinasi yang terbentuk. Hasil seropositif penyakit
Brucellosis di Banyuwangi sebesar 2%.
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Abstract

This study aimed to detect the presence of antibodies of Brucella in dairy cattle in Banyuwangi using
Rose Bengal Test (RBT) to screening then confirmed by Complement Fixation Test (CFT). A total of 84 samples
from 516 dairy cattle of the Banyuwangi were taken by random sampling. The samples in this reasearch were
collected from serum of dairy catlle. The results were found that 2 sample positive Brucellosis that were tested
by RBT and CFT. RBT was a screening test that give a false positif then confirmed using CFT to show
difference titer result of vaccinated and natural infection. Positive result of RBT have a relation with CFT titer
due to antibody titer in RBT can measure with degrees of aglutination. The presence of the Brucellosis in
Banyuwangi was 2%.
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PENDAHULUAN masalah reproduksi dan berdampak pada
kerugian ekonomi (Mota et al., 2016). Gangguan

Brucellosis merupakan penyakit infeksius  reproduksi dapat menyebabkan kegagalan

yang dapat menyebabkan kerugian bagi manusia,
hewan, serta sosial-ekonomi (Garcell et al.,
2016). Menurut Kementan (2013), Brucellosis
bersifat zoonosis dan termasuk salah satu
Penyakit Hewan Menular Strategis (PHMS).
Brucellosis pada ternak sering ditemukan pada

kelahiran dan meningkatkan biaya pengobatan
(Hham, 2016). Kerugian ekonomi Indonesia
yang ditimbulkan penyakit Brucellosis pada sapi
tiap tahun mencapai 3.6 trilyun (Basri dan
Sumiarto, 2017). Brucellosis pada sapi
merupakan penyakit menular yang sering
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disebabkan oleh bakteri Brucella abortus
(Wareth et al.,, 2017). Brucellosis dapat
menyebabkan keguguran pada hewan usia
kebuntingan 6-9 bulan, dan menular ke manusia
serta menimbulkan gejala klinis seperti sakit
kepala, demam intermitten, myalgia, dan
gangguan pencernaan (Praja dkk., 2017).

Berdasarkan hasil uji dari Balai Besar
Veteriner Wates tahun 2018 terdapat tiga
provinsi di Pulau Jawa yang dinyatakan positif
Brucellosis, yaitu Provinsi Jawa Timur, Jawa
Tengah dan Daerah Istimewa Yogyakarta
dengan total sampel positif yang didapatkan dari
ketiga provinsi tersebut adalah sebesar 285
sampel. Lebih dari 100 sampel ditemukan di
Jawa Timur. Tingginya kasus Brucellosis
menjadikan prioritas utama dalam program
pegendalian penyakit (Samkhan dkk., 2015).

Banyuwangi merupakan kota di Jawa Timur
yang belum bebas dari kasus Brucellosis.
Brucellosis ditemukan di Banyuwangi pada
tahun 2017 sebesar 3% pada sapi perah
(Winarsih., 2018). Tahun 2018 sebanyak 3%
sampel dinyatakan positif dengan uji RBT di
kecamatan Purwoharjo (Dwi dkk., 2018).
Berdasarkan data statistik dari Dinas Peternakan,
Banyuwangi mempunyai jumlah populasi ternak
sapi perah sebesar 698 ekor pada tahun 2018.
Jumlah  ini  tergolong  sedikit  apabila
dibandingkan dengan kota lain seperti Pasuruan,
Malang, Blitar dan Kediri. Populasi ternak yang
sedikit dan gejala penyakit yang asimtomatis
seringkali membuat penyakit Brucellosis kurang
diperhatikan. Letak geografis dan luasnya
wilayah Banyuwangi mengakibatkan sulitnya
pengawasan lalu lintas ternak, hal ini yang
menyebabkan  hingga saat ini  upaya
pengendalian dan penanggulangan pernyakit
Brucellosis masih belum merata. Penelitian
bertujuan untuk mendeteksi kasus Brucellosis di
Kabupaten  Banyuwangi  dengan  metode
screening menggunakan RBT dan dikonfirmasi
dengan menggunakan CFT.

METODE PENELITIAN

Penelitian dilakukan dalam dua tahapan,
yakni tahap pengambilan sampel dan tahap

pemeriksaan serologis. Pengambilan sampel
dilakukan  di Kecamatan ~ Pesanggaran,
Bangorejo, Purwoharjo, Tegaldlimo, Muncar,
Cluring, Gambiran, Srono, Genteng, Glenmore,
Kalibaru, Songgon, Siliragung dan Licin. Uji
RBT dilakukan di Laboratorium Instrumen
Universitas Airlangga PSDKU di Banyuwangi
dan pengujian CFT dilakukan di Balai Besar
Veteriner (BBVet) Denpasar. Antibodi Brucella
diamati dengan menggunakan dua tes. Pertama
adalah uji screening dengan menggunakan RBT
dan jika hasilnya positif maka dilanjutkan
dengan uji konfirmasi yaitu menggunakan CFT
(Samkhan dkk., 2015). Penelitian menggunakan
sampel serum sapi perah betina dewasa secara
random sebanyak 84 ekor dari 516 populasi sapi
perah betina di Banyuwangi.

Alat yang digunakan dalam pengujian ini
adalah tabung vacutainer non EDTA (OneMed)
5 mili, jarum venoject (BD Vacutainer®) ukuran
21 G, holder venoject (BD Vacutainer®), rak
tabung reaksi, ice box (Lion Star®), ice gel
(Gabag™), freezer (GEA®), centrifuge (Hettich-
EBA 20), masker (OneMed), sarung tangan
(Sensi®, plat tetes, micropipet (Acura®),
microtube, yellow tip, microplate, Erlenmeyer,
microshaker (Stuart™), incubator (Memmert),
dan waterbath (Memmert).

Bahan yang digunakan adalah kertas label,
alkohol 70% (OneMed) dan kapas (OneMed),
Kit RBT Pusvetma (antigen Brucella, serum
kontrol positif dan serum kontrol negatif)), CFT
buffer (Oxoid®), Larutan Alsevers, hemolisin,
komplemen darah marmut (IDvet), akuades, dan
eritrosit domba.

Pengambilan Sampel Serum

Sampel diambil melalui vena jugularis (pada
bagian leher) dan vena coccigea (pada bagian
ekor) dengan menggunakan venoject. Sampel
dimasukkan dalam tabung vacutainer dan diberi
label, kemudian dimiringkan agar serum
terpisah. Serum didapatkan setelah sampel darah
didiamkan selama 3-4 jam. Serum kemudian
dipindahkan ke dalam microtube dan diberi
label. Pengambilan sampel serum untuk setiap
sapi perah menggunakan tabung dan pipet yang
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berbeda agar terhindar dari kontaminasi. Serum
disimpan di dalam freezer dengan suhu -20°C.

Metode Rose Bengal Test (RBT)

Prosedur pengerjaan uji RBT disesuaikan
dengan standar yang berlaku di PUSVETMA.
Standar penentuan nilai pada uji RBT terdiri dari
dua kategori penilaian, yaitu hasil negatif (-),
apabila tidak tejadi aglutinasi dan warna serum
tetap homogen yakni ungu kemerahan, dan hasil
positif (+) ditunjukkan dengan terbentuknya
aglutinasi berupa bentukan seperti pasir. Hasil
uji positif pada metode RBT dibagi menjadi tiga
kategori yakni, apabila terbentuk aglutinasi halus
dan tepi dikelilingi dengan partikel halus yang
membentuk garis putus-putus, maka dianggap
positif satu (+). Apabila aglutinasi terlihat seperti
butiran pasir dan membentuk partikel aglutinasi
dengan tepi pinggiran lebar, maka nilainya
adalah positif dua (++). Nilai positif tiga (+++)
didapat ketika terjadi aglutinasi yang sempurna,
kasar, dan batas sangat jelas (OIE, 2018).

Metode Complement Fixation Test (CFT)
Pengujian dengan metode CFT dilakukan
dengan menggunakan sampel serum sapi yang
positif pada uji RBT. Uji CFT yang dilakukan
berfungsi sebagai uji konfirmasi. Pengujian
serologik dengan menggunakan metode CFT
disesuaikan dengan prosedur standar BBVet
Denpasar. Hasil uji CFT adalah sesuai dengan
pengenceran serum yang tertinggi yang
menunjukkan reaksi positif, yakni tidak terjadi
lisis. (Ghurafa dkk, 2019; OIE, 2018).
Pembacaan hasil uji pada uji CFT berdasarkan
derajat hemolisis, yakni negatif atau 100%
hemolisis yaitu apabila sel darah mengalami
lisis, cairan berwarna merah muda dan tidak
terdapat endapan eritrosit didasar cawan. Positif
1 (+) atau 75% hemolisis ketika terjadi hemolisis
sempurna, cairan dalam cawan berwarna merah
dan terdapat sedikit eritrosit didasar cawan.
Positif 2 (++) atau 50% hemolisis ketika
sebagian besar terjadi hemolisis, cairan berwarna
merah dan terdapat endapan eritrosit yang agak
melebar dengan tepi yang rata. Positif 3 (+++)
atau 25% hemolisis ketika sebagian eritrosit
tidak lisis, warna cairan agak merah dan terlihat

jelas adanya endapan eritrosit. Positif 4 (++++)
atau 0% hemolisis yakni ketika tidak terjadi
hemolisis, cairan nampak bening dan terlihat
jelas endapan eritrosit dengan batas pinggir yang
nyata (Alhabbab, 2018).

Analisa Data

Deteksi antibodi Brucellosis dihitung dengan
melihat jumlah sampel positif dan dibandingkan
dengan jumlah total sampel yang dikumpulkan di
Kabupaten Banyuwangi kemudian dikalikan
dengan 100%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil uji screening terhadap 84 sampel darah
yang diambil di 14 Kecamatan di Kabupaten
Banyuwangi dengan menggunakan metode RBT
dan CFT didapatkan hasil positif sebanyak 2
sampel (Tabel 1). Hasil positif terlihat ketika
terjadi aglutinasi pada sampel serum yang
dicampur dengan Antigen RBT dan membentuk
gumpalan halus seperti pasir. Sampel positif
hasil pengujian RBT memiliki kode sampel
LCN/I/7 dan LCN/I/13. Hasil pemeriksaan
positif pada uji RBT didapatkan pada sapi yang
berjenis Friesian Holstein umur 36 bulan dan
berjenis kelamin betina dan berdasarkan riwayat
yang telah diperoleh dari pemilik sapi bahwa
salah satu sapi perah tersebut pernah mengalami
keguguran dan keduanya telah dilakukan
vaksinasi dengan vaksin S19 pada bulan Juni.
Hasil yang diperoleh menunjukan bahwa serum
dan antigen menunjukan reaksi positif +++ pada
sampel serum dengan kode LCN//I/7 dan
LCN//l/13 yang ditunjukan dengan adanya
agultinasi yang sempurna, kasar, dan batas
sangat jelas (Gambar 1). Sampel tersebut
kemudian dilanjutkan dengan tes konfirmasi
menggunakan metode CFT.

Pengujian dengan menggunakan metode
CFT dilakukan di BBVET Denpasar. Sampel
yang digunakan untuk uji CFT yakni dua sampel
yang dinyatakan positif pada uji RBT.
Berdasarkan hasil uji dari BBVet Denpasar dapat
dinyatakan bahwa kedua sampel tersebut
menunjukkan hasil positif pada uji CFT. Hasil
CFT menunjukkan derajat hemolisis 25% atau
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Tabel 1. Hasil uji RBT dan CFT pada 14 Kecamatan di Kabupaten Banyuwangi

Kecamatan Jumlah Sampel RBT CFT
Pesanggaran
Bangorejo
Purwoharjo
Tegaldlimo
Muncar
Cluring
Gambiran
Srono
Genteng
Glenmore
Kalibaru
Songgon
Siliragung
Licin

= = N
SBrsrErvrrrdvoopeReRES
1
1

il |
Gambar 1. Hasil pemeriksaan serum yang di uji dengan RBT menunjukan reaksi positif +++
yang ditunjukan adanya agultinasi yang sempurna, kasar, dan batas sangat jelas

Gambar 2. Hasil pemeriksaan serum yang di uji dengan metode CFT. Sampel 7 dan 13 terlihat positif
+++ atau 25% hemolisis yang ditandai dengan eritrosit tidak lisis dan warna cairan agak
merah. Kontrol positif atau 0% hemolisis ketika tidak terjadi hemolisis, cairan nampak
bening dan terlihat jelas endapan eritrosit. Kontrol negatif atau 100% hemolisis yakni
ketika cairan berwarna merah dan tidak terdapat endapan eritrosit didasar cawan

disebut dengan positif +++ yang ditandai dengan ~ LCN//I/7 dan LCN//1/13 adalah 1/128 dan 1/64
sebagian eritrosit tidak lisis, warna cairan agak  (Gambar 2). Pemeriksaan sampel secara
merah dan masih terlihat jelas adanya endapan  keseluruhan dari 84 sampel serum terdapat 2
eritrosit. Titer CFT yang didapat pada sapi kode sampel yang di nilai positif dalam uji RB) dan
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CFT. Persentase dari keseluruhan sampel yang
diperolen pada bulan Desember 2019
menunjukan hasil positif sebesar 2% yaitu 2
sampel dari 84 sampel diperoleh.

Uji RBT merupakan rapid test yang
berfungsi untuk mendeteksi adanya antibodi
Brucella dalam serum (Alamian et al., 2019).
Apabila sapi terinfeksi Brucella, maka tubuh
akan menghasilkan antibodi yang berfungsi
untuk melawan adanya infeksi. Hasil positif pada
uji RBT ditandai dengan aglutinasi yang tampak
seperti butiran pasir berwarna merah muda
(Onsa et al., 2018). Aglutinasi terjadi ketika
ikatan antara Antigen RBT dengan antibodi
berada dalam serum (Al Tahir., 2016). Adanya
ikatan tersebut ditandai dengan terbentuk
gumpalan-gumpalan pada serum (Besung, 2015).

Secara umum respon imun yang dihasilkan
oleh hewan dapat ditemukan dalam beberapa
jenis yaitu IgM, 1gG1, 1gG2, dan IgA (Kaltungo
et al., 2014). IgM merupakan antibodi yang
muncul pertama kali ketika terjadi infeksi.
Antibodi ini juga dapat diperoleh dari proses
vaksinasi (Mohamed et al., 2015). 1gG2 dan IgA
terdapat dalam jumlah yang sedikit dan biasanya
setelah enam bulan akan menghilang, namun
kadar IgM dan IgG1 masih tetap ada meskipun
dalam jumlah yang rendah (Neta et al., 2010).
Pada kejadian infeksi yang menahun atau dalam
kurun waktu yang lama kadar antibodi 1gG1
lebih tinggi dari kadar antibodi IgM, sehingga
deteksi terbaik adalah dengan menggunakan
IgG1 (Poester et al., 2010).

Brucella tergolong strain halus atau smooth
lipopolisakarida (S-LPS) yakni pada B. abortus,
B. melitensis dan B. suis, memiliki virulensi
yang tinggi karena pada LPS-nya mengandung
komponen rantai O yang merupakan antigen
paling dominan dan dapat terdeteksi pada hewan
maupun manusia yang terinfeksi Brucellosis
(Noor, 2006). Vaksin yang digunakan dalam
program pengendalian penyakit Brucellosis
adalah vaksin hidup yang dilemahkan yakni S19
dan RB51. Vaksin strain 19 memiliki strain
halus (smooth) yang mengandung rantai O, sapi
yang divaksin dengan S19 akan terdeteksi positif
karena dapat menstimulasi terbentuknya antibodi
terhadap antigen pada rantai O. Hal ini

menyebabkan vaksin S19 sulit dibedakan antara
antibodi hasil vaksinasi dan hasil infeksi alam
(Martins et al., 2009). Strain RB51 merupakan
strain kasar atau (rough) yang tidak memiliki
rantai O, sehingga ternak yang divaksin dengan
strain RB51 tidak memproduksi antibodi
terhadap antigen pada rantai O yang terdeteksi
pada uji serologi brucellosis (Cardoso et al.,
2006). Vaksin RB51 merupakan vaksin yang
digunakan untuk menggantikan vaksin S19,
karena memiliki proteksi yang sama namun tidak
menimbulkan reaksi pasca vaksinasi (Suwarno
dkk., 2014).

Antigen Brucella yang digunakan pada
pemeriksaan RBT memiliki koloni smooth yang
diwarnai dengan pewarna Rose Bengal, dengan
larutan penyangga sampai dengan pH 3,65.
Kondisi pH yang netral dapat mengukur
keberadaan IgM, IgG1 dan 1gG2. RBT memiliki
kadar pH 3,65 yang dapat mengakibatkan
inaktivasi sementara dari IgM dan hanya
mengukur IgG1 (Kaltungo et al., 2014). Hasil tes
RBT dapat memberikan reaksi positif-palsu yang
disebabkan oleh adanya vaksinasi oleh vaksin
S19 (Asakura, 2018). Hal ini menyebabkan
pemeriksaan serum dengan menggunakan RBT
tidak bisa membedakan reaksi terhadap vaksin
S19 oleh karena itu perlu adanya uji konfirmasi
menggunakan CFT yang dapat menghitung titer
antibodi dan membedakannya dengan hasil
vaksinasi (Addis dan Desalegn, 2018).

Sebanyak dua sampel yang positif RBT
dibawa ke Balai Besar Veteriner Denpasar
(BBVET Denpasar) untuk dilakukan uji CFT.
Uji CFT hanya mendeteksi 1gG1, sebab IgM
yang berada pada serum sebelum diuji akan
diinaktivasi dengan pemanasan pada prosedur
pengujian CFT. IgM akan mengalami inaktivasi
pada suhu 56- 58°C selama 30 menit (Kaltungo
et al., 2014). Hasil positif pada CFT ditentukan
oleh komplemen yakni protein kompleks yang
akan bereaksi apabila terdapat ikatan antara
antigen dan antibodi. Komplemen yang telah
mengikat  antigen dan  antibodi  akan
menyebabkan tidak terjadinya hemolisis, yang
menandakan sampel serum bereaksi positif atau
mengandung antibodi Brucella, sedangkan reaksi
negatif terjadi apabila terjadi hemolisis yang
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menandakan serum tidak mengandung antibodi
Brucella. (Galinska dan Jerzy., 2013).

Hasil titer uji CFT dihitung dengan melihat
pengenceran serum tertinggi yang menunjukkan
reaksi positif, yakni tidak terjadi lisis. Titer CFT
dapat membedakan antibodi yang berasal dari
hasil vaksin apabila titer yang didapat adalah
lebih dari 1/6 atau setara dengan 30 ICFTU/mI
setelah 3 — 6 bulan pasca vaksinasi (OIE, 2018).
Hasil positif pada uji RBT berhubungan dengan
derajat infeksi, karena pada uji ini titer antibodi
diukur dengan melihat derajat aglutinasi antara
antigen dan antibodi. Uji RBT dengan hasil
positif (+++) menandakan adanya antibodi
Brucella yang tinggi (Rohyati dkk., 2018).
Semakin tinggi titer CFT maka semakin tinggi
antibodi Brucella dalam serum (Rostandi, 2017).
Pada hasil penelitian yang telah dilakukan dapat
dilihat bahwa hasil positif +++ pada RBT
memiliki titer CFT yang tinggi yakni diatas 1/64
dan pembacaan hasil positif CFT nya adalah
positif +++. Perbedaan hasil titer dapat
disebabkan oleh perbedaan jumlah antibodi
Brucella yang disebabkan karena umur, dosis
infeksi bakteri, rute infeksi, dan status kekebalan
host (Kaltungo et al., 2014; Pradika et al., 2019).

Terdapat hasil ternak bunting yang
mengalami abortus, namun pada uji serologi
bernilai negatif. Kasus ini dapat disebabkan
karena kemungkinan penyakit reproduksi lain
seperti  leptospirosis,  trichomoniasis, dan
Infection Bovine Rhinotracheitis (IBR) (Adjid.,
2004). Kasus Brucellosis juga ditemukan di Jawa
timur sebanyak 231 kasus oleh BBVet Wates
pada tahun 2018 (BBVet Wates., 2019), selain
itu juga telah ditemukan sekitar 2% kasus positif
Brucellosis dengan metode RBT dan CFT di
Kota Bogor dan Bandung Barat pada tahun 2019
(Ghurafa et al., 2019).

KESIMPULAN

Disimpulkan bahwa ditemukan antibodi
Brucella pada sapi perah yang dibuktikan dengan
terjadinya reaksi aglutinasi berupa pasir halus
pada uji RBT, dan didapatkan titer 1/64 dan
1/128 pada uji CFT. Sampel yang dinyatakan
positif Brucellosis sebesar 2% dari total sampel

yang telah diambil yaitu 2 sampel dari 84 sampel
yang telah diteliti. Terdapat hubungan antara
metode RBT dan CFT yang dapat dilihat melalui

penilaian hasil positif RBT yang dapat
menunjukkan titer antibodi melalui derajat
aglutinasi.
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