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Abstract

Chronic Respiratory Disease (CRD) is a bacterial infection in chickens caused by Mycoplasma gallisepticum.
CRD may resultin economic loss in the livestock industry, decreasing of egg production and feed efficiency, increasing
of medication costs, downgrading of carcass and egg qualities. The aim of this study was to develop the Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) kit for detecting antibodies of M. gallisepticum using freeze-thawing antigens.
The cut-off point was determined by S/N method. Chicken antiserum againts M. gallisepticum was collected every
week on 1" — 6" week post immunization of whole cell antigen of M. gallisepticum. Optimization of antigen, serum and
conjugate were 10 pg/ml protein concentrations, 1:800 serum dilution and 1:10000 conjugate dilution. The validation
results on developed ELISA kit (MyGELISA) analyzed by ROC curve using MedCalc statistical software revealed
that developed ELISA kit (MyGELISA) had 100% sensitivity and 86.21% specificity with 95% confidence interval.
The results of RSA, MyGELISA and commercial ELISA kit showed antibodies positif againts M. gallisepticum. In
conclusion, MyGELISA using freeze-thawing antigen can be used to detect antibodies of M. gallisepticum.
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Abstrak

Chronic Respiratory Disease (CRD) merupakan infeksi bakterial pada ayam yang disebabkan oleh
Mycoplasma gallisepticum. CRD dapat mengakibatkan kerugian ekonomi yang cukup besar bagi industri peternakan
ayam, karena dapat menurunkan produksi telur, efisiensi pakan, meningkatnya biaya pengobatan, turunnya nilai
karkas dan kualitas telur. Penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan kit Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) untuk mendeteksi antibodi terhadap M. gallisepticum dengan menggunakan antigen yang dipreparasi dengan
freeze-thawing. Nilai cut-off ditentukan dengan metode S/N. Antiserum M. gallisepticum dikoleksi pada minggu
pertama sampai minggu keenam setelah penyuntikan antigen utuh M. gallisepticum. Optimasi antigen, serum dan
konjugat adalah konsentrasi protein 10 pg/ml, pengenceran serum 1:800 dan pengenceran konjugat 1:10000. Hasil
validasi pada kit ELISA yang dikembangkan (MyGELISA) dianalisa dengan ROC curve menggunakan MedCals
statistical software diperoleh hasil nilai sensitifitas 100%, spesifisitas 86,21% dengan confidence interval 95%. Hasil
pengujian antiserum dengan RSA, MyGELISA dan Kit ELISA komersial adalah keseluruhan positif antibodi terhadap
M. gallisepticum. Oleh karena itu, MyGELIS A dengan menggunakan antigen yang dipreparasi dengan fieeze-thawing
dapat digunakan untuk mendeteksi antibodi terhadap M. gallisepticum.

Kata kunci: CRD; ELISA; freeze-thawing; M. gallisepticum
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Pendahuluan

Penyakit saluran pernapasan masih menjadi
masalah bagi peternak unggas di Indonesia sampai saat
ini. Salah satu agen patogen penyakit saluran
pernapasan adalah bakteri Mycoplasma gallisepticum.
Infeksi bakteri ini dikenal sebagai Chronic Respiratory
Disease (CRD) pada ayam dan Infectious Sinusitis pada
kalkun (Ley, 2008). Di Indonesia, secara serologis M.
gallisepticum dilaporkan pertama kali pada tahun 1965
(Richey dan Dirdjosoebroto, 1965).

Chronic Respiratory Disease merupakan
penyakit endemik pada ayam dan sangat merugikan
bagi industri perunggasan, karena dapat menurunkan
produksi telur, efisiensi pakan, meningkatnya biaya
pengobatan, dan turunnya nilai karkas (BPPH, 2007;
Ley, 2008). Penyebaran CRD dapat terjadi secara
horisontal dan vertikal. Secara horisontal dapat terjadi
karena kontak langsung atau tidak langsung dengan
ayam yang terinfeksi. Penyebaran secara vertikal dapat
terjadi melalui telur dan hal ini dapat mempengaruhi
kualitas telur serta menyebabkan penurunan kualitas
Day Old Chick (DOC) yang dihasilkan di peternakan
pembibitan (breeding farm). Kualitas ayam yang baik
sangat penting untuk mengoptimalkan produktivitas
ayam. CRD dapat berperan sebagai predisposisi
munculnya penyakit pernapasan lainnya. Penyakit
pernafasan lain yang cukup sering dijumpai di
peternakan adalah Collibacillosis, Infectious
Bronchitis dan Newcastle Disease (Ley, 2008).

Ayam yang terinfeksi M. gallisepticum akan
menjadi karier, sehingga penyakit ini sulit dihilangkan
dari peternakan. Oleh karena itu perlu dilakukan
tindakan pengendalian dan pencegahan CRD.
Pengendalian dan pencegahan dapat dilakukan dengan
penguatan program biosecurity, sanitasi dan
monitoring status kesehatan serta vaksinasi (Kleven,
2005).

Program monitoring pada peternakan yang
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umum dilakukan adalah dengan uji serologi Rapid
Serum Agglutination (RSA) dengan antigen berwarna.
Uji ini cukup cepat, praktis, murah, dan efisien (Ley,
2008; OIE, 2008), tetapi uji ini dapat memberikan
reaksi non spesifik dan reaksi silang dengan
Mycoplasma lain. Hasil pembacaannya bersifat
subyektif dan tidak ada standar internasional untuk
interpretasi uji ini. Pengujian dengan metode lain yang
lebih spesifik dan sensitif perlu dilakukan untuk
konfirmasi uji RSA yaitu dengan Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA). ELISA telah banyak
digunakan di peternakan unggas untuk uji screening
terhadap Mycoplasma  baik karena infeksi atau
vaksinasi (OIE, 2008).

ELISA merupakan uji serologi yang digunakan
sebagai konfirmasi uji RSA dan bersifat kualitatif
maupun kuantitatif. Teknik ELISA yang digunakan
untuk mendeteksi antibodi memerlukan antigen untuk
coating. Jenis antigen M. gallisepticum yang
digunakan untuk teknik ELISA dipreparasi dengan
berbagai cara dan menggunakan bahan kimia yang
berbeda. Antigen tersebut diantaranya menggunakan
antigen rekombinan (Noormohammadi et al., 2002;
Mardassi et al., 2008), yang dipreparasi dengan bahan
kimia seperti sodium dodecyl sulfate (SDS), Tiveen 20,
Triton, carbonat bicarbonat, dan boric acid. Preparasi
antigen memerlukan teknik yang cukup sulit dan biaya
yang cukup mahal. Oleh karena itu dalam penelitian ini
dikembangkan teknik ELISA dengan menggunakan
soluble antigen sebagai coating antigen yang
dipreparasi dengan metode yang lebih sederhana yaitu
dengan freeze-thawing. Metode freeze-thawing adalah
salah satu cara melisiskan sel untuk pemurnian protein.
Cara freeze-thawing ini dapat dilakukan dengan
menggunakan nitrogen cair (Ekawasti et al., 2015;
Mojsin et al., 2005). Tujuan dalam penelitian ini adalah
mengembangkan kit ELISA untuk deteksi antibodi

terhadap M. gallisepticum menggunakan antigen yang
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dipreparasi dengan freeze-thawing.

Materi dan Metode
Antigen untuk coating dan produksi antiserum
Mpycoplasma gallisepticum

Bakteri yang digunakan adalah M.
gallisepticum strain S6 dan R (koleksi BBLITVET).
Bakteri ditumbuhkan pada media mycoplasma broth
(Mycoplasma broth base dan culture media
supplements, OXOID) dengan perbandingan 1 bagian
kultur dan 10 bagian media. Bakteri diinkubasi pada
suhu 37°C selama 1 — 2 hari. Kultur diinaktivasi
dengan 0,1% formaldehid, kemudian diinkubasi pada
suhu ruang selama 3 — 24 jam. Bakteri dikoleksi
dengan disentrifugasi pada 20000xg selama 30 menit
pada suhu 4°C. Setelah supernatan dibuang, bakteri
dicuci dengan PBS steril pH 7,2 sebanyak 3 kali.

Bakteri yang digunakan sebagai antigen coating
adalah M. gallisepticum strain S. Bakteri diresuspensi
dengan PBS steril dan dibuat konsentrasi protein 1
mg/ml. Antigen coating sebagai soluble antigen
diperoleh dengan cara freeze-thawing. Freeze-thawing
dilakukan secara berulang sebanyak 5 kali, dengan
menggunakan nitrogen cair. Suspensi bakteri
dibekukan dalam nitrogen cair selama 1 menit dan
dicairkan pada suhu 30°C selama +2 menit. Suspensi
bakteri kemudian disentrifugasi pada 20000xg selama
30 menit pada 4°C, supernatan diambil, dibuat aliguot
dan disimpan pada suhu —20°C (Afiff, 2010; David et
al., 2010; Ekawasti et al., 2015). Soluble antigen
dievaluasi dengan SDS-PAGE menurut Sambrook dan
Russel (2001).

Bakteri yang digunakan sebagai antigen utuh
(whole cell) untuk produksi antiserum adalah M.
gallisepticum strain S6 dan R. Bakteri diresuspensi
dengan PBS steril hingga konsentrasi bakteri setara
dengan McFarland 3, disimpan pada suhu 4°C dan
dapat digunakan selama 2 minggu (Afiff, 2010; David

etal.,2010).

Produksi antiserum Mycoplasma gallisepticum
menggunakan antigen utuh

Lima ayam /ayer umur 8 minggu digunakan
untuk memproduksi antiserum M. gallisepticum.
Sebelum penyuntikan antigen, ayam diambil darahnya
kemudian serum diuji dengan RSA. Penyuntikan
antigen dilakukan bila RSA menunjukkan hasil
negatif. Ayam disuntik dengan antigen utuh tanpa
adjuvant sebanyak 0,5 ml dan diberikan secara
intravena. Satu minggu kemudian ayam disuntik
dengan antigen utuh dan adjuvant sebanyak 0,5 ml
secara intramuskuler (CCAC, 2002; Rawendra, 2005;
Suartha, 2006). Adjuvant yang digunakan adalah
Montanide ISA70.

Ayam yang digunakan dalam produksi
antiserum adalah 4 ekor ayam disuntik antigen utuh M.
gallisepticum strain R dan 1 ekor ayam disuntik
antigen utuh M. gallisepticum strain S6. Serum ayam
yang dikoleksi pada minggu ketiga setelah disuntik
antigen utuh M. gallisepticum strain S6 digunakan
sebagai kontrol positif dalam pengujian kit ELISA
yang dikembangkan. Serum yang dikoleksi dari ayam
yang disuntik dengan antigen utuh M. gallisepticum
strain R digunakan sebagai sampel untuk pengujian kit
ELISA yang dikembangkan dalam penelitian ini.
Serum dikoleksi pada minggu 1, 2, 3, 4, 5 dan 6 setelah

penyuntikan antigen pertama.

Optimasi antigen, serum dan konjugat

Prosedur ELISA dilakukan menurut Subekti
dan Yuniarto (2017). Coating antigen dengan
konsentrasi protein 0,5; 2; 5; 10 pg/ml dilarutkan
dalam coating buffer (0,005M Carbonat bicarbonat
pH 9,8) dan dimasukkan ke dalam sumuran mikroplat
(flat bottomed 96 well Maxisorb microplate, Nunc-
Denmark) sebanyak 100 pl dan diinkubasi pada suhu
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4°C selama 18 —24 jam. Mikroplat dicuci 3 kali dengan
0,01M PBS Tween 20 (0,05%) sebanyak 300 pl tiap
sumuran, kemudian mikroplat dibloking dengan PBS
Tween 20 BSA (Bovine Serum Albumin) 0,5%
sebanyak 300 pl tiap sumuran selama 18 —24 jam pada
suhu 4°C. Mikroplat dicuci kembali dengan PBS
Tween 20 sebanyak 3 kali, selanjutnya ditambahkan
serum kontrol positif dan negatif yang diencerkan
1:200, 1:400, 1:800 dengan PBS Tween 20 BSA
sebanyak 100 pl tiap sumuran dan diinkubasi pada
suhu ruang selama 1 jam. Mikroplat dicuci dengan
PBS Tween 20 sebanyak 4 kali, berikutnya
ditambahkan 100 pl konjugat anti chicken IgG-HRP
(Sigma, USA) tiap sumuran yang telah diencerkan
dalam PBS Tween 20 BSA dengan pengenceran 1:5000
dan 1:10000 dan diinkubasi pada suhu ruang selama 1
jam. Mikroplat kembali dicuci dengan PBS Tiveen 20
sebanyak 6 kali, kemudian ditambahkan substrat
TMB/3,3'5,5'-tetramethylbenzidine (Sigma) sebanyak
100 pl tiap sumuran, dibiarkan kurang lebih 1 menit
dan reaksi dihentikan dengan menambahkan 2N H,SO,
dengan volume yang sama dengan substrat. Perubahan
warna kemudian dibaca dengan ELISA reader
(Multiskan EX Colorimeter Reader, Thermo
Scientific, Finlandia) dengan panjang gelombang 450

nm.

Validasi ELISA

Validasi tahap pertama dilakukan menggunakan
116 sampel lapang yang dikoleksi dari beberapa
wilayah di Jawa Barat (29 sampel positif dan 87
sampel negatif berdasarkan uji RSA) untuk diuji
dengan kit ELISA yang dikembangkan. Hasil
pengujian ini kemudian dianalisis dengan ROC curve
(Receiver Operating Characteristic Curve)
menggunakan MedCalc statistical sofiware. Analisis
dengan ROC Curve akan menentukan sensitivitas,

spesifisitas dan nilai cut off dari uji kit ELISA yang
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dikembangkan.

Validasi kedua, sampel standar negatif yang
akan digunakan sebagai standar untuk cuz-off dipilih
berdasarkan nilai OD yang ditetapkan pada validasi
pertama. Artinya, sampel yang memiliki nilai OD
mendekati nilai cut-off yang ditetapkan dengan ROC
curve pada validasi pertama akan digunakan sebagai
sampel untuk standar cuz-off. Analisis hasil kit ELISA
yang dikembangkan pada validasi kedua untuk
menentukan spesifisitas, sensitivitas dan akurasi

dilakukan dengan WinEpi menggunakan tabel 2x2.

Penentuan nilai cut-off

Nilai cut-off ditentukan berdasarkan Par¢ et al.
(1995) dengan beberapa metode yaitu nilai OD sampel
dibagi nilai OD kontrol negatif (S/N), nilai rata-rata
OD sampel negatif + 2SD (standar deviasi) sampel
negatif serta nilai rata-rata OD sampel negatif + 3SD
(standar deviasi) sampel negatif. Metode penentuan
cut-off yang memberikan nilai sensitivitas, spesifisitas
dan akurasi terbaik akan digunakan untuk pengujian

ELISA selanjutnya.

Pengujian antiserum yang diproduksi
menggunakan antigen utuh

Respon antibodi dalam serum ayam yang
diproduksi dari penyuntikan antigen utuh M.
gallisepticum strain R diuji dengan kit ELISA yang
dikembangkan dan kit ELISA komersial.

Analisis Data

Data hasil ELISA yang diperoleh dianalisa
dengan Cohen's Kappa estimator untuk mengetahui
kesesuaian hasil uji (agreement) antara kit ELISA

yang dikembangkan dan RSA.

Hasil dan Pembahasan

Evaluasi soluble antigen freeze-thawing dengan
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SDS-PAGE

Profil protein dari soluble antigen hasil preparasi
suspensi bakteri M. gallisepticum dengan freeze-
thawing yang diekspresikan pada SDS-PAGE dapat
dilihat pada Gambar 1. Berdasarkan gambar tersebut
pita protein dari soluble antigen yang dipreparasi
dengan freeze-thawing diekspresikan pada SDS-
PAGE berada pada kisaran berat molekul besar hingga

1 2

-—

-
- 4

kecil, yaitu pada ukuran 520, 300, 256, 190, 105, 73,
55,47, 41, 35, 30, 27, 19, dan 18 kilo Dalton. Hal ini
menunjukkan bahwa protein dalam soluble antigen
hasil preparasi dengan freeze-thawing tidak rusak atau
hilang, sehingga antigen yang diperoleh digunakan
sebagai antigen coating pada kit ELISA yang
dikembangkan (MyGELISA).

M

» 250kD
- 150kD

- 100kD

50kD

3TkD

_— » 25kD
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Gambar 1. Profil protein pada SDS-PAGE 12% dengan pewarnaan Commasie Brilliant Blue R250 (1) Soluble antigen
freeze-thawing, (2) antigen utuh, (M) marker protein.

Optimasi antigen, serum dan konjugat

Serum positif yang digunakan dalam optimasi
kit ELISA yang dikembangkan adalah serum kontrol
positif, sedangkan serum negatif yang digunakan
adalah serum ayam SPF. Hasil optimasi antigen, serum
dan konjugat dapat dilihat pada Tabel 1.

Antigen yang dipreparasi dengan freeze-
thawing dapat memberikan hasil reaksi yang jelas
antara serum positif dan negatif. Nilai optimum untuk
ELISA ini dapat ditentukan dengan memilih nilai rasio

P/N (OD positif/OD negatif) paling tinggi. Dalam

penelitian ini nilai rasio P/N tertinggi adalah 4. Nilai
tersebut berada pada antigen dengan konsentrasi
protein 10 pg/ml, pengenceran serum 1:800 dan
pengenceran konjugat 1:10000. Oleh karena itu hasil
ini yang digunakan dalam prosedur pengujian kit
ELISA yang dikembangkan yang selanjutnya disebut
dengan MyGELISA. Nilai rasio P/N yang semakin
tinggi akan memperjelas dan mempermudah dalam
menetapkan dan membedakan serum positif atau
negatif (Priadi dan Natalia, 2006; Subekti dan
Yunanto, 2017).
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Tabel 1. Hasil optimasi antigen, serum dan konjugat

Antigen Enceran Pengenceran serum
(konsentrasi konjugat
protein
ng/ml)
1:200 1:400 1:800
0,5 1:5000 Rasio P/N 2.4 2,1 1,5
2 Rasio P/N 2,5 2,6 2,4
5 Rasio P/N 3,1 3,2 2.9
10 Rasio P/N 3,7 3,5 2,7
05 1:10000 Rasio P/N 2,3 2,1 2,5
2 Rasio P/N 2,9 3,2 2,8
5 Rasio P/N 2,9 3.3 3,6
10 Rasio P/N 3,5 3,2 4

Validasi hasil optimasi ELISA
Hasil validasi pengujian MyGELISA yang

Tabel 2. Hasil validasi tahap pertama dengan ROC curve

dianalisa dengan ROC curve menggunakan MedCalc

statistical software (Tabel 2).

Jumlah sampel
Jumlah seropositif
Jumlah seronegatif
Confidence interval
Sensitifitas
Spesifisitas

Cut-off

116

29

87

95%
100%
86,21%
0,264

Sampel negatif yang digunakan sebagai standar
cut-off untuk pengujian MyGELISA ditentukan
dengan mengambil 3 sampel yang memiliki nilai OD

sampel mendekati nilai cut-off hasil ROC curve pada

validasi pertama. Validasi kedua berdasarkan analisa
ROC curve, menggunakan WinEpi dengan tabel 2 x 2
dapat ditentukan nilai spesifisitas, sensitivitas, nilai
Kappa dan akurasi (Tabel 3 dan 4).

Tabel 3. Tabel 2 x 2 hasil analisa ROC curve dari pengujian MyGELISA dan RSA

RSA
Positif Negatif Jumlah
Positif 29 12 41
MyGELISA — Negatif 0 75 75
Jumlah 29 87 116

Berdasarkan Tabel 3 dan 4, maka nilai sensitifitas
dan spesifisitas cukup tinggi, dengan nilai akurasi
sangat baik, sesuai dengan status sampel serum yang

diuji. Nilai Kappa sebesar 0,758 sesuai kategori

156

Altman (Thrusfield 2005) menunjukkan kategori
kesesuaian antara uji RSA dan MyGELISA tergolong
baik (good agreement).
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Tabel 4. Hasil validasi tahap kedua dengan analisa WinEpi

Jumlah sampel
Confidence interval
Sensitifitas
Spesifisitas

Nilai Kappa
Akurasi

116
95%
100%
86,2%
0,758
89,6%

Penentuan Nilai cut-off

Hasil perbandingan nilai sensitivitas, spesifitas,

Kappa dan akurasi penentuan nilai cut-off yang
menggunakan hasil validasi MyGELISA (Tabel 5).

Tabel 5. Perbandingan nilai sensitivitas, spesifitas, Kappa dan akurasi dalam penentuan nilai cut-off’

Metode Sensitivitas Spesifisitas Akurasi Nilai Kesesuaian
Kappa uji

S/N 86,2% 95,4% 93,1% 0,816 very good

Mean OD+2SD 100% 67,8% 75,8% 0,513 moderate
Mean OD+ 3SD 100% 47,1% 60,3% 0,308 Jair

Berdasarkan Tabel 5, nilai cut-off yang
digunakan untuk prosedur MyGELISA adalah metode
S/N, karena nilai spesifisitas, akurasi dan Kappa paling
tinggi, meskipun nilai sensitivitas lebih rendah dari

kedua metode lain. Nilai spesifisitas lebih diutamakan

Pengujian antiserum Mycoplasma gallisepticum
yang diproduksi menggunakan antigen utuh

dengan harapan MyGELISA lebih spesifik untuk
mendeteksi antibodi terhadap M. gallisepticum.
Ketentuan nilai cut-off adalah apabila S/N>2 maka
serum dikatakan positif dan apabila S/N<2 serum

dikatakan negatif.

Hasil pengujian antiserum M. gallisepticum dapat
dilihat pada Tabel 6.

Tabel 6. Hasil pengujian RSA, MyGELISA dan kit ELISA komersial pada antiserum yang diproduksi menggunakan

antigen utuh M. gallisepticum R

Minggu (ke-) setelah RSA* MyGELISA® Kit ELISA® komersial
penyuntikan
1 4/4 4/4 2/4
2 4/4 4/4 4/4
3 4/4 4/4 4/4
4 4/4 4/4 4/4
5 4/4 4/4 4/4
6 4/4 4/4 4/4

‘Jumlah sampel yang positif/jumlah sampel yang diuji dengan RSA.
*Jumlah sampel yang positif/jumlah sampel yang diuji dengan MyGELISA.
‘Jumlah sampel yang positif/jumlah sampel yang diuji dengan kit ELISA komersial.

Berdasarkan Tabel 6, hasil RSA adalah positif
yaitu adanya reaksi aglutinasi antara (++) dan (+++).
Reaksi aglutinasi (+) hanya pada minggu ke 1 dan 2
(data tidak ditampilkan) setelah penyuntikan antigen
utuh. Hasil pengujian serum dengan MyGELISA dan

kit ELISA komersial adalah positif, hanya pada
minggu pertama setelah penyuntikan antigen utuh,
pengujian dengan kit ELISA komersial diperoleh hasil
negatif pada dua sampel.

Antiserum yang diproduksi dengan antigen utuh
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M. gallisepticum R diuji dengan RSA, MyGELISA
dan kit ELISA komersial diperoleh hasil semua positif
terhadap M. gallisepticum, meskipun antigen
berwarna untuk RSA, antigen coating yang
digunakan dalam MyGELISA, antigen pada kit ELISA
komersial dan antigen untuk produksi antiserum
berbeda strain. Hal ini terjadi dimungkinkan karena
protein yang menimbulkan respon antibodi
mempunyai kesamaan diantara strain tersebut.
Berdasarkan hasil ini kit ELISA yang dikembangkan
dalam penelitian ini atau MyGELISA dapat digunakan

untuk mendeteksi antibodi terhadap M. gallisepticum

Kesimpulan
Teknik preparasi antigen dengan freeze-thawing
dapat digunakan sebagai antigen coating pada kit
ELISA yang dikembangkan untuk deteksi antibodi
terhadap M. gallisepticum.
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