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The aim of this study was to determine the agreement between ACE and multiplex
nested PCR as a routine laboratory diagnostic technique to detect the presence of
BVD infection. A total of 128 cow serum samples consisting of 63 positive and
65 negative samples based on ACE were used in this study. The samples were
collected from active and passive surveillance in dairy and beef cattle conducted
by Balai Besar Veteriner (BBVet) Wates. The serum samples were then tested
molecularly using multiplex nested PCR against BVD. The result showed 48 out
of 63 BVDV-1 positive samples were found positive BVD antigen whereas 57 of
65 BVDV-1 negative samples were negative using multiplex nested PCR, . The
agreement value between the two different assays based on statistic analysis using
Kappa method was 0.64 and classified a good one. The result concluded that the
ACE BVD assay was equally suitable as routine diagnosis to determine BVD
infected cattle in the farm.
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Abstrak

Bovine Viral Diarrhea (BVD) merupakan salah satu penyebab gangguan
produktivitas dan reproduksi sapi. Antigen capture ELISA (ACE) merupakan salah
satu teknik serologis yang sensitif, dapat diandalkan dan digunakan secara teratur
untuk mendeteksi infeksi BVD persisten secara individual yang lebih sederhana
daripada multiplex nested PCR. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
kesesuaian antara uji ACE dan multiplex nested PCR sebagai teknik diagnostik
laboratorium rutin untuk mendeteksi adanya infeksi BVD. Sebanyak 128 sampel
serum sapi yang terdiri dari 63 sampel positif dan 65 negatif berdasarkan ACE
BVDV Antigen Test Kit/Serum Plus (Idexx®) digunakan dalam kajian ini. Sampel
serum sapi merupakan koleksi dari surveilans aktif dan pasif pada sapi perah dan
potong yang dilakukan Balai Besar Veteriner (BBVet) Wates. Sampel serum
kemudian diuji secara molekuler menggunakan multiplex nested PCR terhadap
BVD. Hasil penelitian menunjukkan bahwa dengan teknik multiplex nested PCR,
48 dari 63 sampel positif BVDV-1 ditemukan positif untuk antigen BVD
sedangkan 57 dari 65 sampel negatif BVDV-1 negatif untuk antigen BVD.
Analisis statitik berdasarkan perhitungan metoda Kappa menunjukkan nilai
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kesesuaian antara dua uji sebesar 0,64 dan tergolong bagus. Hasil penelitian
menunjukkan kesimpulan bahwa uji ACE BVD sesuai sebagai diagnosis rutin
untuk menentukan ternak yang terinfeksi BVD di peternakan.

Kata kunci: Antigen capture ELISA; Bovine viral diarrhea; Kappa; Multiplex

nested PCR.

PENDAHULUAN

Virus Bovine Viral Diarrhea (BVD)
merupakan patogen viral pada sapi dan telah
menyebar di seluruh dunia serta berdampak
ekonomi bagi peternakan (Brodersen, 2014).
Virus BVD mempengaruhi hampir semua
sistem organ tubuh, termasuk sistem kekebalan
(Ammari et al.,, 2010) sehingga kejadiannya
dapat meledak sewaktu-waktu serta sangat
merugikan (Sudarisman, 2011). Penurunan
produktivitas ternak ditunjukkan dengan
gangguan reproduksi, saluran pencernaan, dan
saluran pernafasan (King et al., 2021),
gangguan pertumbuhan, peningkatan kematian
ternak muda, dan pengeluaran ternak lebih dini
(Lanyon dan Reichel, 2013; Santman-Berends,
etal., 2015).

Diagnosis BVD dengan metoda isolasi
virus merupakan standard emas yang

dilanjutkan dengan uji identifikasi
immunoenzym  staining  (OIE,  2015).
Imunohistokimia, Enzyme Linked

Immunosorbent Assay (ELISA) antigen, dan
real-time RT-PCR merupakan metode deteksi
antigen yang memiliki sensitivitas dan
spesifisitas tinggi (Hilbe et al., 2007). Metoda
antigen capture ELISA (ACE) dan
imunohistokimia secara umum mempunyai
kesamaan digunakan dalam skrining BVD
(Newcomer dan Givens, 2016), namun teknik
ACE lebih mudah dibandingkan pembuatan
preparat jaringan untuk uji imunohistokimia.
Pengujian multiplex nested PCR yang lebih
sensitif dikembangkan untuk menentukan
genotipe virus BVD (Gilbert et al., 1999) tetapi
memerlukan teknik dan tahapan yang lebih
kompleks serta kemampuan laboratorik yang
tinggi. Analisis PCR asam nukleat BVDV lebih
sensitif dibandingkan dengan deteksi antigen,
sehingga mampu mendeteksi keberadaan virus
pada kondisi infeksi akut dan persisten (Deng et
al., 2015). Hewan infeksi persisten ditentukan
melalui pengambilan darah dua kali dengan
interval minimal 3-4 minggu yang kemudian

dideteksi antigen (OIE, 2015). Identifikasi
ternak terinfeksi secara persisten diperlukan
dalam pengendalian penyakit BVD sehingga
eliminasi  sumber penularan virus dapat
dilakukan (Newcomer dan Givens, 2016).
Keberhasilan program pengendalian dan
eradikasi penyakit  serta monitoring
memerlukan ketersediaan metoda uji yang
cepat, ekonomis, sederhana namun sangat
sensitif dan spesifik.

Metoda pengujian ACE selain terbukti
cepat, murah, dan mudah dilakukan juga
mampu mendeteksi infeksi persisten BVDV
melalui sampel potongan telinga (Ahmad et al.,
2014). Kajian vyang dilakukan untuk
mengetahui  prevalensi BVDV  dengan
mengevaluasi prevalensi antigen menggunakan
ACE dan untuk sapi potong dan yak kurang dari
1% (Deng et al., 2015). Uji ACE untuk deteksi
antigen Erns dalam darah baik serum ataupun
plasma (OIE, 2015) dapat berperan sebagai
alternatif uji yang valid terhadap uji
imunohistokimia  baik  dengan alkaline
phospatase ataupun peroksidase (Ahmad et al.,
2014). Beberapa metoda uji ACE telah
dipublikasi dan sejumlah kit tersedia secara
komersial (OIE, 2015). Tujuan kajian
kesesuaian uji ini adalah untuk mengetahui
kelayakan uji antigen capture ELISA (ACE)
sebagai diagnosis rutin laboratorium dalam
menentukan infeksi BVD.

MATERI DAN METODE

Bahan utama yang digunakan pada
penelitian ini adalah 128 sampel serum sapi
koleksi BBVet Wates Yogyakarta tahun 2013 —
2016. Sampel serum terdiri dari 63 sampel
positif dan 65 sampel negatif berdasarkan hasil
pengujian ACE. Sampel serum berasal dari
surveilans aktif dan pasif sapi perah dan potong
yang dilakukan di wilayah kerja Jawa Tengah,
Jawa Timur, dan D.l. Yogyakarta. Sebanyak
128 sampel serum sapi yang merupakan koleksi
BBVet Wates diuji ELISA antigen BVD.
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Sampel serum diekstraksi menggunakan Viral
Nucleic Acid Kit Il, Geneaid® untuk diuji
multiplex nested PCR.

ANTIGEN CAPTURE ELISA (ACE)

Pengujian antigen capture ELISA (ACE)
menggunakan BVDV Antigen Test Kit/Serum
Plus (Idexx®) sebagai uji skrining ternak infeksi
persisten BVDV. Antibodi monoklonal anti-
Erns sebagai protein yang dilapiskan untuk
mendeteksi antigen BVD, Kit pengujian ACE
digunakan sesuai dengan instruksi kerja
produsen yang dilengkapi kontrol positif dan
negatif. Keberadaan antigen BVDV dalam
sampel ditentukan oleh nilai OD terkoreksi (S-
N = sampel A(450) - NC x ) setiap sampel.
Sampel serum, plasma dan darah utuh
diinterpretasikan negatif jika nilai OD (S-N) <
0,3 dan positif jika (S-N) > 0,3.

MULTIPLEX NESTED PCR BVD

Reagen untuk reaksi RT-PCR eksternal
menggunakan AffinityScript One-Step RT-PCR
Kit. Reagen untuk PCR tahap kedua (nested),
multiplex genotyping menggunakan dan
HotStar Taq Mastermix Kit. Uji multiplex
nested PCR (multiplex nPCR) mengamplifikasi
regio NS5B untuk men-skrining genotipe virus
BVD. Reaksi PCR dilakukan melalui dua tahap
(nested), yaitu RT-PCR pada tahap eksternal
dan PCR multiplex genotyping pada tahap
internal (Gilbert et al., 1999).

ANALISIS DATA

Data hasil pengujian dianalisis statistik
mengggunakan metoda kesesuaian uji Kappa
dengan memasukkan data ke dalam format
Excel.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini menggunakan total serum
sapi potong dan perah sebanyak 128 sampel
yang merupakan koleksi BBVet Wates dari
kegiatan surveilans aktif dan pasif sejak tahun
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2013 hingga 2016. Kondisi sampel serum sudah
dipisahkan dari clotted dan disimpan dalam -
20°C. Sampel diuji terhadap antigen Erns virus
BVD menggunakan antigen capture Enzyme
Linked Immunosorbant Assay/ELISA (ACE).
Hasil pengujian menunjukkan 63 dari 128
sampel serum (49%) positif BVD. Pengujian
multiplex nested polymerase chain reaction
(nPCR) juga dilakukan terhadap 128 sampel
serum. Sebanyak 15 dari 63 sampel yang positif
antigen Erns virus BVD dengan menggunakan
ACE menunjukkan negatif multiplex nPCR.

Primer spesifik gen NS5B pada tahap
internal yang digunakan secara multipleks
menghasilkan amplikon 360 bp untuk genotipe
BVDV-1 sedangkan 604 bp untuk genotipe
BVDV-2. Hasil pengujian tersebut
memperlihatkan 56 sampel (44%) termasuk
dalam genotipe BVDV-1 dengan terbentuknya
pita. DNA tunggal ukuran 360 bp. Sampel
sisanya negatif BVDV-1 ataupun BVDV-2
karena tidak terbentuk pita DNA pada 360 bp
maupun 604 bp. Delapan sampel dari 56 positif
BVDV-1 berdasarkan  pengujian ACE
menunjukkan negatif antigen Erns virus BVD.
Hasil elektoforesis amplikon sampel serum
pada pengujian multiplex nPCR ditunjukkan
Gambar 1.

Gen NS5B menyandi RdRP yang
bertanggung jawab terhadap transkripsi dan
replikasi genom virus BVD. Karakteristik virus
BVD telah dilakukan berdasarkan gen NS5B
untuk  mengetahui  variabilitas  genetik
(Irianingsih et al., 2019) dan analisis pohon
filogenetik untuk mengetahui rekombinasi
genetik (Irianingsih et al., 2020). Teknik
multiplex nPCR berdasarkan parsial gen NS5B
dapat digunakan untuk melakukan skrining
terhadap genotipe virus BVD sebelum
dilakukan tahap sekuensing sebagai peneguhan
diagnosa molekular. Hasil pengujian sampel
serum terhadap BVD menggunakan teknik
multiplex nPCR dibandingkan dengan ACE
disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil pengujian ACE terhadap multiplex nPCR menggunakan 128 sampel serum.

Multiplex nPCR (+)

Multiplex nPCR (-)

ACE (+) 48 (a)
ACE (-) 8 ()
56
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Microsoft excel, diperoleh angka sebesar 0,64
seperti pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil Penghitungan nilai Kappa berdasarkan nilai pada Tabel 1.

% Observed agreement =820 %
% Expected agreement =500 %
% Actual agreement beyond chance =320 %
% Potential agreement beyond chance =500 %
Kappa 0,64

M 12 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 |

Gambar 1. Multiplex nPCR gen NS5B untuk genotyping BVDV-1 menggunakan sampel serum

dengan ukuran pita 360 bp. (Kolom M: DNA marker 100 bp; 1, 2, 6, 10, 12, 14-16: sampel negatif
BVDV; 3-5, 7-9, 11, 13: sampel positif BVDV-1; 17: kontrol positif BVDV-1 strain Singer, 18:
kontrol negatif, 19: Non Template Control/NTC).

Pada kajian ini, kesesuaian uji deteksi
antigen BVD antara ACE dan nested multiplex
PCR dibandingkan untuk mengetahui individu
terinfeksi BVD. Pengujian ACE menunjukkan
positif antigen Erns virus BVD namun negatif
BVDV dengan teknik multiplex nPCR
sebanyak 15 sampel dari 63 serum (24%).
Protein Erns sangat spesifik pada hewan
terinfeksi  virus BVD. Teknik ACE
menggunakan sampel serum yang memiliki
makna mudah dilakukan di laboratorium.
Teknik multiplex nPCR ini berdasarkan pada
parsial gen NS5B virus BVD yang tidak
ditemukan pada 15 sampel tersebut.

Sampel positif antigen Erns virus BVD
menunjukkan adanya infeksi aktif yang sedang
berlangsung dalam individu tersebut. Protein
Erns merupakan protein struktural glikoprotein
yang disekresikan sel terinfeksi selama
replikasi virus ke lingkungan ekstraseluler dan

dapat dideteksi secara langsung dalam serum
(Igbal et al., 2004; Kampa et al., 2007).
Pengujian terhadap antigen Erns memberikan
hasil yang tinggi dan potensial untuk diagnosa
antigen (Kuhne et al., 2005). Pada fase viremia,
virus BVD dapat dideteksi dalam serum, darah,
buffy coat dan sekresi nasal antara 4 hingga 10
hari post infeksi (Collins et al., 2009).
Kemungkinan lain adalah keberadaan gen
NS5B dalam struktur genom virus BVD asal
sampel serum yang tidak dapat diamplifikasi
karena kondisi RNA terdegradasi yang
dipengaruhi oleh faktor penyimpanan sampel
atau karena sekuen primer yang kurang sesuai
dengan sekuen sampel.

Sebanyak 8 dari 65 sampel serum lapangan
yang terdeteksi negatif (12%) dengan uji ACE
menunjukkan hasil positif BVDV-1 dengan uji
multiplex nPCR. Sampel negatif antigen Erns
menunjukkan individu kemungkinan sedang
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dalam tahap awal infeksi sehingga level antigen
Erns virus BVD masih belum mencapai batas
nilai OD terdeteksi. Gen NS5B yang
merupakan gen nonstruktural dapat terdeteksi
dengan teknik multiplex nPCR. Hal ini
menunjukkan gen NS5B berada dalam level
yang sirkulasi darah meskipun dalam tahap
awal infeksi karena berfungsi sentral dalam
replikasi virus (Isken et al., 2014; Klemens et
al., 2015).

Hewan yang terinfeksi virus BVD dapat
mengeluarkan sejumlah besar virus dalam
serum terutama pada infeksi persisten sehingga
serum dapat digunakan sebagai sampel isolasi
virus (Chang et al., 2021). Uji ACE dan
realtime RT-PCR mempunyai sensitifitas dan
spesifisitas yang tinggi (OIE, 2015), sedangkan
pengujian multiplex nPCR yang lebih spesifik
dikembangkan untuk menentukan genotipe
virus BVD (Gilbert et al.,, 1999) namun
memerlukan teknik dan tahapan yang lebih
kompleks serta kemampuan laboratorik yang
tinggi. Pemilihan uji diagnostik untuk tujuan
skrining perlu mempertimbangkan sensitifitas
dan spesifisitas, serta pevalensi penyakit dalam
populasi yang diuji. Setiap deteksi pengujian
mempunyai kelebihan dan kekurangan, serta
penerapan yang sesuai dengan situasi
diagnostik (Edmondson et al., 2007). Peluang
pengujian ACE untuk dapat dilakukan di
lapangan lebih  tinggi karena adanya
ketersediaan kit secara komersial. Penggunaan
jenis sampel serum pada uji ACE memberikan
performa yang lebih baik dengan menunjukkan
individu terinfeksi BVDV sehingga dapat
dilakukan tindakan penanganan penyakit secara
cepat, termasuk penentuan infeksi persisten.

Menurut Edmondson et al. (2007)
penampilan uji ACE terhadap serum
mengidentifikasi 91% sampel positif BVDV,
imunohistokimia biopsy kulit sebesar 90%,
sedangkan uji RT-PCR terhadap serum dan
darah utuh masing-masing sebesar 85% dan
93%. Isolasi virus merupakan standard emas
yang dilanjutkan dengan uji identifikasi
immunoenzym staining (OIE, 2015).untuk
mengevaluasi dan membandingkan uji PCR
sebagai uji diagnostik rutin (Dubovi, 2013).
Isolasi virus memerlukan teknik laboratorium
yang intensif dan relatif mahal (Saliki dan
Dubovi, 2004). Pertimbangan lain teknik RT-
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PCR seringkali lebih dipilih daripada isolasi
virus karena memiliki keunggulan lebih cepat,
sedikit lebih murah, fasilitas lebih sederhana,
dan lebih sensitif (Saliki dan Dubovi, 2004).
Oleh karena itu, pengujian ACE dievaluasi
dengan melihat kesesuaiannya dengan uji
multiplex nPCR.

Nilai kesesuaian uji ACE terhadap
multiplex nPCR sebesar 0,64 dan berada dalam
rentang (0,5 < kappa < 0,7) sehingga tergolong
dalam kriteria bagus, sedangkan kriteria bagus
sekali jika nilai kisaran kappa > 0,7 — 1,0
(Budiharta dan Suardana, 2007). Berdasarkan
hal ini, pengujian ACE dikatakan memiliki
tingkat kesesuaian yang bagus terhadap
multiplex nPCR. Pengujian ACE dapat
direkomendasikan sebagai uji skrining sapi
terinfeksi BVDV pada kegiatan surveilans dan
monitoring. Laboratorium dapat melakukan uji
ACE untuk diagnosis BVD dan uji genotyping
BVDV dengan multiplex nPCR sebagai
kelanjutan uji diagnostik.

KESIMPULAN

Nilai  kesesuaian  uji  berdasarkan
perhitungan Kappa sebesar 0.64 tergolong
dalam kriteria bagus. Pengujian ACE BVD
layak digunakan sebagai diagnosis rutin untuk
menentukan individu infeksi BVD dalam suatu
areal peternakan.

Pengujian molekular genotyping BVDV
dengan teknik multiplex nPCR disarankan
untuk kelanjutan uji diagnostik.
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