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Kata Pengantar

Pertama-tama marilah kita panjatkan puji syukur kepada Allah SWT atas
tersusunnya prosiding Seminar Nasional Virtual Teknologi Peternakan dan
Veteriner (Semnas TPV) 2020.

Tema seminar nasional pada tahun ini adalah “Teknologi Inovatif
Peternakan dan Veteriner Menuju Industri Peternakan Maju, Mandiri, dan
Modern di Era New Normal”. Seminar nasional yang diselenggarakan oleh
Pusat Penelitian dan Pengembangan Peternakan merupakan kegiatan rutin
setiap tahun. Namun demikian, mengingat situasi pandemi Covid-19 maka
penyelenggaraan tahun 2020 ini dilakukan secara virtual.

Semnas TPV diselenggarakan sebagai media penyebaran berbagai hasil
penelitian daripada peneliti dan ajang pertukaran informasi antar peserta
mengenai topik-topik penelitian di bidang peternakan dan veteriner. Panitia
membuat kelompok diskusi berdasarkan klasifikasi komoditas yang di
dalamnya sudah mencakup bidang ilmu pemuliaan dan reproduksi, nutrisi
dan tanaman pakan ternak, sosial ekonomi, dan veteriner dengan harapan
terjadi pertukaran ilmu, pemikiran, dan wacana yang lebih luas di antara
peserta diskusi.

Panitia mengucapkan terima kasih kepada keynote speaker, pemakalah,
dan seluruh peserta atas partisipasinya dalam kegiatan Semnas TPV 2020
yang diadakan secara virtual. Panitia mohon maaf apabila dalam penyusunan
prosiding Semnas TPV 2020 masih terdapat kekurangan dan semoga
prosiding ini dapat bermanfaat.

Bogor, Desember 2020
Kepala Pusat,

Dr. drh. Agus Susanto, M.Si.






LAPORAN KETUA PANITIA PENYELENGGARA SEMINAR NASIONAL
TEKNOLOGI PETERNAKAN DAN VETERINER 2020
Bogor, 26 Oktober 2020

“Teknologi Inovatif Peternakan dan Veteriner Menuju Industri
Peternakan Maju, Mandiri, dan Modern di Era New Normal”

Yang saya hormati:
e Bapak Kepala Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian,
e Para Pejabat Eselon II Lingkup Kementerian Pertanian,
e Para pembicara undangan,
e Distinguish guest speakers from overseas,
e Para profesor riset, pakar, undangan, dan peserta seminar.

Assalaamu’alaikum warohmatullaahi wabarokaatuh

Puji syukur kehadirat Ilahi Robbi yang telah memberikan kesempatan
dan kesehatan kepada kita semua sehingga kita dapat berkumpul menghadiri
rangkaian acara Seminar Nasional Teknologi Peternakan dan Veteriner 2020
secara virtual.

Seminar Nasional Teknologi Peternakan dan Veteriner merupakan
kegiatan reguler setiap tahun yang diselenggarakan Pusat Penelitian dan
Pengembangan Peternakan. Seminar kali ini mengangkat tema Teknologi
Inovatif Peternakan dan Veteriner Menuju Industri Peternakan Maju,
Mandiri, dan Modern di Era New Normal. Tema ini berkaitan dengan kondisi
yang sedang dihadapi oleh bangsa Indonesia saat ini.

Bapak dan Ibu sekalian yang saya hormati

Seminar akan diawali dengan pidato kunci “Peluang dan Tantangan
Teknologi Inovatif Peternakan dan Veteriner di Era New Normal Menuju
Industri Peternakan Maju, Mandiri, dan Modern” oleh Kepala Badan Litbang
Pertanian, dan dilanjutkan dengan menampilkan 4 (empat) makalah
undangan dari dalam maupun luar negeri, yaitu Prof Dennis Poppi, BAgSc,
MPhil, PhD, School of Agriculture and Food Sciences the University of
Queensland, Brisbane, Australia dengan topik “Strategies to Improve Local Beef
Cattle Industry Supply Chains During the Pandemic of Covid-19”; Dra Sri
Arundhati, MSc, Direktur Adaptasi Perubahan Iklim, Kementerian
Lingkungan Hidup dan Kehutanan dengan topik “Strategi Menghadapi
Perubahan Iklim dalam Era New Normal untuk Mendukung Peternakan
Maju, Mandiri, dan Modern”; Dr drh NLPI Dhamayanti MSi, Kepala Balai
Besar Penelitian Veteriner, Pusat Penelitian dan Pengembangan Peternakan,
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Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian, Kementerian Pertanian
dengan topik “Mewaspadai dan Merespons Zoonosis Emerging dan Re-
Emerging Infectious Diseases”; dan Ir Didiek Purwanto IPU, Direktur Utama PT
Karunia Alam Sentosa Abadi dengan topik “Kemandirian Usaha Sapi Potong
Modern Berbasis Sumber daya Lokal”.

Delapan puluh empat makalah penunjang (hasil seleksi dari 113 makalah
yang masuk ke panitia) akan dipresentasikan secara oral. Makalah berasal
dari berbagai instansi terkait, seperti Perguruan Tinggi, lingkup Badan
Litbang Pertanian (Puslitbang/Balai Besar, termasuk Balai Pengkajian
Teknologi Pertanian (BPTP)), Dinas Peternakan dan Kesehatan Hewan
Provinsi, dan Balai Besar Veteriner.

Bapak dan Ibu sekalian yang saya hormati

Seminar ini diharapkan dapat menambah informasi dan mempercepat
alih teknologi hasil penelitian-penelitian unggulan untuk pengembangan
usaha peternakan yang berdaya saing. Selain itu, juga dapat berperan sebagai
sarana dalam membangun kerjasama antar institusi terkait dengan pihak
swasta maupun praktisi peternakan, selain masukan, gagasan dan
pengetahuan bagi para pengambil kebijakan dalam wupaya untuk
meningkatkan kesejahteraan masyarakat peternak.

Kepada seluruh panitia seminar, saya menyampaikan penghargaan dan
terima kasih atas upaya keras dan kesungguhannya dalam merancang,
mempersiapkan, dan menyelenggarakan acara seminar. Atas nama panitia
seminar, saya juga menyampaikan permohonan maaf yang sebesar-besarnya
jika terdapat kekurangan di dalam penyelenggaraan acara seminar ini.

Kami mengharapkan Bapak Kepala Badan Penelitian dan Pengembangan
Pertanian dapat memberikan pidato kunci sekaligus membuka acara Seminar
Nasional Teknologi Peternakan dan Veteriner tahun 2020. Demikian laporan
yang dapat saya sampaikan, semoga selama dua hari ke depan pelaksanaan
seminar ini berjalan dengan lancar dan bermanfaat. Aamiin.

Wabillaahi taufik wal hidaayah, wassalaamu’alaikum warohmatullaahi
wabarokaatuh

Bogor, 26 Oktober 2020
Ketua,

Dr. Tatan Kostaman
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ABSTRACT

Trypanosoma evansi remains a major cause of Trypanosomiasis in Indonesia, called
Surra. However, the lack of accessibility and affordability for diagnostic tests: Card
Agglutination Test for Trypanosomiasis/T. evansi — CATT/T. evansi; ELISA and PCR lead to
unsuccessful control of Surra in the field. Accordingly, the accurate, rapid and
applicable kit for alternative Surra diagnosis is needed, for example biosensor. The study
aimed to investigate the performance of protein-based biosensor of Surra (Trypanosoma
evansi) for distinguishing positive and negative sera. Herein, protein was obtained from
the T. evansi propagation. This protein was immobilized by carbodiimide reaction on the
surface of carbon screen printed electrode as the lowest interaction material with
serum/antibody (% I < 90%). The sensor method used in this present study was
differential pulse voltammetry (DPV). Data were normalized and analyzed using
PSTrace 5.8 program. The results demonstrated that false negative and false positive of
sensor were observed at 64 and 2 dilution times respectively. The positive serum
analyzed using DVP (potential range -0.2 - +1.0 V, scan rate 0.1 Vs') revealed that the
slope of positive serum (1.84) was higher than those of the negative serum (1.01)
indicating the sensitivity of the produced biosensor for Surra (T. evansi). Similarly, these
results were confirmed by serological test (CATT/T. evansi). From this study, the
obtained protein-based biosensor is a promising tool for Surra detection in livestock.

Key words: Biosensor, DPV, Protein, Trypanosoma evansi, Surra

ABSTRAK

Trypanosoma evansi masih menjadi penyebab utama penyakit trypanosomiasis di
Indonesia, yang dikenal dengan nama Surra. Namun demikian, kelemahan dalam
mendiagnosa yang tepat dari Card Agglutination Test for Trypanosomiasis/T. evansi
(CATT/T. evansi), ELISA and PCR menyebabkan pengendalian Surra di lapang masih
menghadapi kendala. Untuk itu, diperlukan alternatif piranti diagnosis yang cepat,
akurat dan mudah diaplikasikan, yaitu biosensor. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui kinerja biosensor Surra (Trypanosoma evansi) dalam mengidentifikasi
sampel serum positif dan negatif. Sumber protein diisolasi dari T. evansi yang
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dipropagasi. Protein diimobilisasi dengan reaksi carbodiimide pada permukaan sensor
(elektrode) karbon sebagai material yang memiliki respon terrendah terhadap
serum/antibodi anti T. evansi (persentase arus listrik/elektron < 90). Metode yang
digunakan pada pengembangan biosensor ini adalah differential pulse voltammetry
(DPV). Data yang diperoleh dinormalisasi dan dianalisis menggunakan program
PSTrace 5.8. Hasil penelitian membuktikan bahwa positif dan negatif palsu sensor
dideteksi pada pengenceran serum 2 dan 64 kali. Serum positif yang dianalisis dengan
metode DPV (kisaran potential listrik — 0.2 hingga +1.0 V dengan tingkat kecepatan
pembacaan 0,1 Vs') menunjukkan bahwa slope serum positif (1,84) lebih tinggi
dibandingkan dengan sampel negatif (1,01) yang mengindikasikan sensitivitas
biosensor terhadap Surra (T. evansi). Hasil ini dikonfirmasi dengan melakukan
pengujian serologis pada sampel menggunakan (Card Agglutination Test for
Trypanosomiasis/T. evansi — CATT/T. evansi). Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
biosensor Surra/T. evansi berbasis protein merupakan piranti yang menjanjikan untuk
dikembangkan dalam mendeteksi Surra pada ternak.

Kata kunci: Biosensor, DPV, Protein, Trypanosoma evansi, Surra

PENDAHULUAN

Efektitas dan ketepatan dalam memilih metode pemeriksaan adalah kunci
fundamental dalam penegakan diagnosis suatu penyakit. Faktor ini penting untuk
mencegah kesalahan diagnosa dan penentuan pengobatan, mencegah terjadinya
resistensi obat, termasuk untuk mengendalikan dan memonitor suatu wabah
epidemi (Teles et al. 2010). Surra yang disebabkan oleh Trypanosoma evansi masih
menjadi permasalahan utama pada ternak, bahkan akhir-akhir ini cenderung
menular ke manusia (zoonosis) (Wardhana & Sawitri 2018; Dewi et al. 2019a).

Beberapa metode diagnosis untuk Surra telah banyak dikembangkan, namun
umumnya masih memiliki kelemahan (Wardhana & Sawitri 2019). Metode ulas
darah kurang sensitif pada infeksi kronis atau ketika tingkat parasitemianya
rendah. Uji Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) terlihat sederhana, namun
memerlukan waktu cukup lama dan operator terlatih. Adapun metode (Card
Agglutination Test for Trypanosomiasis/T. evansi — CATT/T. evansi) dilaporkan
memiliki reaksi silang dengan antibodi terhadap spesies Trypanosoma lainnya dan
sulit untuk diperoleh di Indonesia (Luckins 1992). Demikian pula uji Polymerase
Chain Reaction (PCR) memerlukan peralatan dan bahan kimia yang relatif mahal
(Dewi et al. 2019b). Tidak seperti pendekatan bioassay atau bioanalisis secara
konvesional, teknik biosensor tidak membutuhkan langkah atau proses tambahan
(bahan kimia atau yang lainnya) karena telah dikonstruksi dalam suatu alat yang
siap untuk digunakan. Disain biosensor ditujukan untuk membuat metode
diagnosis lebih selektif, sensitif, cepat, mudah dibawa, mudah dioperasikan, murah
dan mempresentasikan respon yang proporsional (Teles et al. 2010).
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Saat ini, teknologi biosensor berbasis elektrokimia telah banyak dikembangkan
karena mempunyai berbagai keunggulan dibandingkan dengan metode
sebelumnya. Preparasi sensor elektrokimia lebih sederhana dan analisis sampelnya
relatif cepat (Munawar et al. 2020a; 2020b). Secara garis besar, proses modifikasi
sensor terdiri dari tiga pendekatan teknik, yaitu self-assembly monolayer (SAM) (Merli
et al. 2016), electroplating (Saleh et al. 2011) dan entrapment (Dridi et al. 2015).
Perbedaan ketiga teknik ini terletak pada preparasi sensornya, tetapi ketiganya
dapat dibaca dengan metode differential pulse voltammetry (DPV), yaitu pengukuran
intensitas arus listrik (elektron) dalam larutan di daerah yang memiliki perbedaan
potensial listrik.

Walaupun teknik biosensor telah banyak dikembangkan (Campuzano et al.
2017), namun pemanfaatannya terhadap deteksi parasit T. evansi (Surra) belum
banyak dilaporkan. Theint et al. (2019) mengembangkan biosensor optik untuk
mendeteksi T. evansi dan Plasmodium, tetapi peralatan yang digunakan kurang
efektif karena masih menggunakan alat-alat besar. Biosensor berbasis antibodi
dengan metode amperometry dilaporkan mampu mendeteksi Plasmodium falciparum
dengan deteksi limit hingga 0,36 ngml! (Castilho et al. 2011). Selain pada
Plasmodium, biosensor dengan menggunakan DNA (aptamer) juga dapat
mendeteksi Leishmania infantum hingga 0,01 pgml?! dengan menggunakan metode
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) (Garcia et al. 2016). Pemanfaatan
biosensor untuk T. cruzi juga telah dilaporkan dengan pendekatan metode
amperometry dan EIS (Ferreira et al. 2005; Ribone et al. 2006; Pereira et al. 2011;
Campuzano et al. 2017). Biosensor untuk T. cruzi menggunakan antibodi sebagai
molekul pengenalnya mampu mendeteksi hingga 3 ngml-!. Berdasarkan studi-studi
tersebut, teknik biosensor juga dapat dikembangkan untuk mendeteksi penyakit
Surra yang disebabkan oleh T. evansi. Oleh karena itu, tujuan dari penelitian ini
adalah untuk menunjukkan respon biosensor berbasis protein yang dapat bekerja
secara optimal pada penentuan serum negatif dan positif terhadap Surra ang
diperoleh di lapang. Status serum yang diuji selanjutnya dikonfirmasi dengan uji
serologis CATT/T. evansi yang lebih efisien baik secara penggunaan bahan kimia
dan proses analisis daripada ELISA dan PCR.

MATERI DAN METODE

Etik penelitian

Pengunaan hewan coba dalam kegiatan penelitian ini telah disetujui oleh
Komis Kesejahteraan Hewan Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian
(KKHB) dengan nomor registrasi Balitbangtan/BBLitvet/Rm/01/2017.
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Isolat dan propagasi Trypanosoma evansi

Isolat T. evansi yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari BBLitvet
Culture Collection (BCC). Isolat yang disimpan didalam nitrogen cair dikeluarkan
dan dithawing. Setelah dilakukan pemeriksaan dibawah mikroskop untuk melihat
tingkat pergerakan T. evasni, isolat tersebut diinokulasikan pada dua ekor mencit
(Mus musculus) secara intraperitoneal. Tingkat parasetemia diamati dua hari sekali
hingga tingkat parasitemia mencapai 104, dan selanjutnya diinokulasikan pada tiga
ekor tikus putih (Rattus norvegicus) secara intraperitoneal untuk mempropagasi T.
evansi yang nantinya digunakan sebagai sumber isolasi protein. Ketika tingkat
parasitemia mencapai 108-10% T. evansi dikoleksi dari jantung dan ditampung pada
tabung yang mengandung zat anti pembekuan darah (Laha et al. 2008).

Pemurnian T. evansi dari darah dan isolasi protein

Proses pemurnian T. evansi dilakukan dengan cara mensetrifugasi darah tikus
yang mengandung T. evansi dengan kecepatan 1000 g selama 10 menit pada suhu
4°C. Buffy coat bersama dengan plasma dikoleksi, dikumpulkan dan dilarutkan
dalam 20 mL Phospate Buffered Saline Glucose (PBSG) dan dimurnikan dengan
kolom DEAE amino-exchange (Diethyl amino-ethyl -cellulose, D0909, Sigma-
Aldrich). Parasit dicuci dua kali dengan PBSG pH 8, selanjutnya disentrifugasi 1000
g selama 10 menit, kemudian supernatannya dibuang dan peletnya ditampung
pada tabung baru, berlabel dan disimpan pada suhu -20°C.

Isolasi protein dilakukan dengan cara meresuspensi pelet T. evansi dengan 1
mL Phospate Buffered Saline (PBS) dan dimasukkan ke dalam microtube (Eppendorf
bervolume 1.5 mL), kemudian dilakukan freeze-thawing sebanyak 3 kali dalam
nitrogen cair dan air hangat (air diletakkan diatas “hot plate” dan suhu diatur
50-60°C). Setelah tiga kali, suspensi diperiksa di bawah mikroskop untuk
memastikan bahwa semua T. evansi telah hancur. Selanjutnya, suspensi
disentrifugasi 10.000 x g selama 10 menit pada suhu 4°C. Supernatan yang diperoleh
dikoleksi dan dimasukkan kedalam microtube yang baru (tabung Eppendorf
bervolume 1,5 mL) sebagai protein T. evansi yang akan digunakan untuk analisis
lebih lanjut. Sebagai pembanding, protein T. evansi standar juga digunakan pada
penelitian ini yang diperoleh dari Institute of Tropical Medicine, Belgia.

Preparasi serum

Serum yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari ternak kerbau yang
positif terinfeksi T. evansi secara alami di daerah Bogor, sedangkan serum negatif
diperoleh dari ternak tanpa infeksi T. evansi di daerah Pemalang. Sebelum diuji,
serum positif dan negatif diencerkan dengan larutan 25 mM ferri/ferrocyanide
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(Fe(CN)s*/Fe(CN)e*) dalam 0,01 M PBS dari 2 sampai dengan 64 kali dengan volume
masing-masing 500 pl.

Instrumentasi dan metode sensor

Metode sensor yang digunakan dalam penelitian ini adalah differential pulse
voltammetry (DPV) yang akan mengukur intensitas arus listrik (elektron) dalam
larutan di daerah beda potensial yang sudah ditentukan, yaitu dari -0,2 sampai +1,0
Volt yang didukung dengan kecepatan pengukurannya 0,1 Vs' dalam waktu 15
detik. Metode DPV dilakukan menggunakan Value screen printed carbon electrodes and
gold electrodes (catalogue no. A-AC-C-AC-303-N dan A-AC-G-AC-303-N,
Zimmer&Peacock As, Horten, Norway) dengan dua jenis sensor, yaitu karbon dan
emas yang berfungsi sebagai penghantar elektron dalam larutan. Sensor (elektrode)
ini tersusun dari Ag/AgCl sebagai reference (RE) dan counter electrode (CE) dan
karbon atau emas sebagai working electrode (WE). Hasil respon sensor dibaca
menggunakan potentiostat Ana Pot (Zimmer&Peacock As, Hoerten, Norway) yang
dilengkapi dengan software PS. Trace 5.8. Kedua jenis sensor ini dibandingkan
untuk memperoleh jenis sensor yang memberikan respon terbaik dalam pengujian
serum.

Proses modifikasi sensor (electrode) dengan protein T. evansi

Proses modifikasi sensor menggunakan pendekatan metode self-assembly
monolayer (SAM) (Merli et al. 2016). Metode ini memiliki prosedur yang sangat
sederhana dibandingkan dengan metode yang lain. Protein T. evansi diimobilisasi
pada permukaan WE menggunakan 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide
dan N-Hydroxysuccinimide (EDC/NHS) (Pagan et al. 2015; Welch et al. 2017; Ying et
al. 2018; Oberhaus et al. 2020) tanpa adanya pretreatment pada WE. Protein yang
digunakan diencerkan 3 kali kemudian diimobilisasi pada permukaan sensor.
Selanjutnya, sensor diinkubasi dalam larutan tersebut hingga 24 jam pada suhu 4°C.
Sensor dibilas dengan PBS 0,01 M dan siap digunakan untuk analisis sampel.

Pemilihan bahan sensor

Pemilihan bahan sensor dilakukan dengan membandingkan hasil pengujian
serum tanpa protein dan pengujian serum dengan protein (serum + protein).
Pengujian ini akan dilakukan pada dua jenis sensor, yaitu sensor emas dan sensor
karbon. Sebanyak 50 uL serum (positif dan negatif) diteteskan diatas permukaan
sensor karbon dan emas tanpa protein, kemudian dianalisis menggunakan metode
DPV dengan kondisi alat yang sudah dijelaskan sebelumnya. Pengujian ini diulang
pada sensor karbon dan emas yang sudah dimodifikasi dengan protein. Data ini
akan dinormalisasi dengan PSTrace 5.8 dan akan dikonversi dalam bentuk grafik
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batang dan linier dengan menghubungkan antara pengenceran serum dengan
persentase arus listrik (elektron). Persentase arus listrik ini akan dihitung
berdasarkan perbandingan arus listrik dari serum dibagi dengan arus listrik dari 25
mM ferri/ferrocyanide dalam 0,01 M PBS.

Penentuan hasil positif dan negatif palsu

Setelah pemilihan bahan sensor, tahap selanjutnya adalah penentuan hasil
positif dan negatif palsu yang dilakukan dengan cara pengujian serum sensor
terpilih: sensor karbon, sensor karbon dengan protein (sensor + protein), dan sensor
karbon dengan protein komersil (sensor + standar). Pemilihan sensor karbon
berdasarkan hasil optimasi bahan sensor untuk imobilisasi protein (Gambar 3).
Pada tahap ini, sebanyak 50 pL serum positif untuk setiap pengenceran diteteskan
di atas permukaan semua jenis sensor dan kemudian dianalisis menggunakan
metode DPV. Data ini akan dinormalisasi dengan PSTrace 5.8 dan akan dikonversi
dalam bentuk grafik batang yang menghubungkan antara pengenceran serum dan
persentase arus listrik (elektron). Persentase arus listrik ini dihitung berdasarkan
perbandingan arus listrik dari serum dibagi dengan arus listrik dari 25 mM
ferri/ferrocyanide [Fe(CN)s*/Fe(CN)e*] dalam 0,01 M PBS.

Uji Biosensor T. evansi dan serologis dengan CATT/T. evansi

Penentuan serum negatif dan positif akan diuji dengan sensor karbon yang
sudah dimodifikasi dengan protein. Pada tahap ini, sebanyak 50 uL serum positif
dan serum negatif untuk setiap pengenceran (4 — 32 kali) diteteskan di atas
permukaan sensor, lalu dianalisis dengan metode DPV. Data akan dinormalisasi
dengan PSTrace 5.8 dan dikonversi dalam bentuk grafik linier yang
menghubungkan antara pengenceran serum dan persentase arus listrik (elektron).
Lalu slopenya ditentukan untuk masing-masing serum. Persentase arus listrik ini
akan dihitung berdasarkan perbandingan arus listrik dari serum dibagi dengan arus
listrik dari 25 mM ferri/ferrocyanide dalam 0,01 M PBS. Status serum dikonfirmasi
dengan uji serologi CATT/T.evansi dengan pengenceran serum 1:8 (Wardhana &
Sawitri 2019).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Optimasi bahan sensor untuk imobilisasi protein

Pemilihan bahan sensor yang tepat mempunyai peran dalam menghasilkan
data pengukuran yang akurat. Tahapan ini telah dilaporkan pada studi sebelumya,
tetapi metode pembacaan sensornya menggunakan cyclic voltammetry (Martins et al.
2020) sedangkan pada penelitian ini menggunakna differential pulse voltammetry
(DVP). Meskipun berbeda metode dalam penentuan pemilihan bahan sensor,
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namun tujuannya tetap sama, yaitu untuk membaca respon sensor yang merupakan
interaksi antara protein T. evansi dan serum (antibodi). Oleh karena itu, diperlukan
pemilihan bahan sensor yang optimal berdasarkan pada tingkat interaksi minimum
antara bahan sensor dengan serum, sehingga data yang diperoleh merupakan
respon dominan dari interaksi protein T. evansi dan serum.

Gambar 1A menunjukkan bahwa sensor berbahan karbon umumnya memiliki
respon yang sangat rendah (44-88%) dibandingkan dengan sensor berbahan emas
(52-139%) pada berbagai pengenceran serum. Data menunjukkan penurunan
respon relatif stabil dari pengenceran 1/64 — 1/4 pada sensor karbon dibandingkan
pada sensor emas. Hasil ini mengindikasikan bahwa respon interaksi antara sensor
karbon dan serum jauh lebih rendah dibandingkan interaksi antara sensor emas dan
serum. Interaksi yang cukup besar antara sensor emas dan serum dikarenakan
interaksi gugus thiol (-SH) pada serum berinteraksi dengan emas, sehingga
pembacaan biosensor untuk interaksi protein dan serum akan terganggu karena
interaksi emas dan gugus thiol (Au-S) tersebut (Galal et al. 2012; Martins et al. 2020).

N sensor =
- -
§ 120% A karbon g
E Osensor X
R i S 110% -
M 3
.“E 80% A b3
2 P
8 S 80% A
= v
s 40% A 2
g é @ sensor karbon+protein
E 3 O sensor emas+protein °
@ S
S 0% - A s0% . . . ' '
1/64 132 116 18 14 112 1/64 1/32 1/16 1/8 1/4 1/2

Pengen ceran serum
Pengenceran serum

Gambar 1. (A) Perbandingan respons antara sensor karbon dan sensor emas terhadap
pengenceran serum positif. (B) Perbandingan respons antara sensor karbon
dan sensor emas yang keduanya dilapisi dengan protein T. evansi terhadap
pengenceran serum positif. Pengenceran serum 2 sampai 64 kali dengan 25
mM ferri/ferrocyanide dalam 0,01 M PBS. Metode pembacaan sensor :
differential pulse voltammetry (DPV). Pengaturan kondisi pembaca sensor :
potential range -0,2 hingga +1,0 V dan scan rate 0,1 Vs' dengan waktu
pengukuran 15 detik untuk setiap sampel.

Langkah selanjutnya adalah menguji respon sensor karbon dan sensor emas
setelah dilapisi dengan protein T. evansi terhadap serum (antibodi anti T. evansi).
Gambar 1B membuktikan bahwa respon yang sangat baik dari sensor karbon —
protein T. evansi terhadap serum (antibodi anti T. evansi) dibandingkan dengan
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sensor emas — protein T. evansi. Trend data pada sensor karbon menurun sangat
tajam dibandingkan dengan sensor emas. Hal ini membuktikan interaksi antara
protein T. evansi dan serum (antibodi anti T. evansi). Berbeda dengan sensor emas
yang menunjukkan kecenderungan relatif landai terhadap serum (antibodi anti T.
evansi). Oleh karena itu, sensor yang berbahan karbon dipilih untuk uji selanjutnya
dalam pengembangan biosensor T.evansi.

Morfologi voltammogram data dari differential pulse voltammetry

Morfologi data dari DPV adalah kurva parabola yang menghubungkan beda
potensial (potential) dengan arus listrik (current). Semakin banyak elektron yang
terdapat dalam larutan, kurva semakin naik. Morfologi voltammogram larutan PBS
menunjukkan respon paling rendah (Gambar 2A - garis titik titik) dimana aliran
elektron pada larutan PBS sangat kecil. Sebaliknya, larutan ferri/ferrocyanide
mempunyai puncak paling tinggi dibandingkan dengan yang lain (Gambar 2A -
garis putus-putus /sensor karbon (2); garis hitam/sensor emas(3)). Hal ini
menunjukan bahwa larutan ferri/ferrocyanide mempunyai aktivitas elektron sangat
tinggi.

Ferril/ferrocyanide digunakan sebagai sumber elektron (redox couple system)
dalam larutan karena interaksi antara protein dan serum memberikan aktivitas
elektron yang sangat kecil, sehingga pedekatan metode pengukuran respon ini
adalah “gate effect” (Sharma et al. 2019). Prinsipnya yaitu respon interaksi antara
protein dan serum yang akan menghambat aktivitas elektron dari ferri/ferrocyanide,
sehingga respon biosensor akan menurun dari pengenceran yang tinggi (1/64) ke
pengenceran yang rendah (1/2) (Gambar 2B (3-8)). Hasil ini membuktikan bahwa
aktivitas elektron dari ferri/ferrocyanide terhambat karena interaksi antara protein T.
evansi dan serum pada permukaan sensor seperti yang telah dilaporkan (Munawar
et al. 2020a).

Positif dan negatif palsu

Sebelum melakukan uji biosensor terhadap serum positif dan negatif T. evansi,
respon hasil positif dan negatif palsu perlu diperhatikan agar pembacaan biosensor
terhadap serum dapat tertelusur. Pada penelitian ini, penentuan positif dan negatif
palsu dibatasi dengan pendekatan yang lebih sederhana dibandingkan pada
penentuan positif dan negatif palsu dari penelitian sebelumnya (Martins et al. 2020).

Penentuan hasil palsu ini diidentifkasi melalui pengukuran serum dengan
sensor karbon, sensor karbon yang dilapisi dengan protein T. evansi (sensor karbon
+ protein), dan sensor karbon yang dilapisi protein standar (sensor karbon +
standar). Hasil pengukuran menunjukkan bahwa pada pengenceran serum 1/64
memberikan respon yang hampir berdekatan dari setiap sensor (Gambar 3). Hal ini
menunjukkan bahwa pengenceran serum 64 kali mempunyai respon yang hampir
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sama terhadap respon ferri/ferrocyanide sehingga berpotensi menjadi negatif palsu.
Sebaliknya, dengan analogi yang sama, pengenceran serum 1/2 menunjukkan
respon yang sama dari sensor karbon, sensor karbon + protein, dan sensor karbon +
standar (Gambar 3). Kondisi ini berpotensi menimbulkan bias dalam hasil
pembacaan sensor ketika pengenceran 2 kali dimasukkan dalam pengukuran. Oleh
karena itu, pengenceran 2 kali dan 64 kali tidak disertakan dalam analisis
selanjutnya karena dipertimbangkan sebagai positif dan negatif palsu.
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Gambar 2. (A) Voltammogram dari PBS 0,01 M (1) dan 25 mM ferri/ferrocyanide dalam
0,01 M PBS (2) yang diukur dengan sensor karbon, dan 25 mM
ferri/ferrocyanide dalam 0,01 M PBS (3) yang diukur dengan sensor emas. (B)
Respon penurunan tren voltammogram dari 25 ferri/ferrocyanide dalam 0,01
M PBS (1) dan serum dengan pengenceran bertingkat (pengenceran 2
sampai 64 kali dengan 25 mM ferri/ferrocyanide dalam 0,01 M PBS) (2-7) yang
diukur dengan sensor karbon yang dilapisi protein T. evansi. Metode
pembacaan sensor : differential pulse voltammetry (DPV). Pengaturan kondisi
alat pembaca sensor : potential range -0,2 hingga +1,0 V dan scan rate 0,1 Vs
dengan waktu pengukuran 15 detik untuk setiap sampel.
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Gambar 3. Penentuan false positif dan negatif untuk mengidentifikasi respon sensor
karbon dengan membandingkan terhadap serum anti T. evansi dengan
membandingkan sensor karbon, sensor karbon yang dilapisi protein T.
evansi dan sensor karbon yang dilapisi dengan protein standar.
Pengenceran serum 2 sampai 64 kali dengan 25 mM ferri/ferrocyanide dalam
0,01 M PBS. Metode pembacaaan sensor: differential pulse voltammetry (DPV).
Pengaturan kondisi pembaca sensor: potential range -0,2 hingga +1,0 V dan
scan rate 0,1 Vs dengan waktu pengukuran 15 detik untuk setiap sampel

Uji T. evansi secara biosensor dan serologis (CATT/T. evansi)

Pengukuran serum positif dan negatif dengan biosensor dilakukan pada
pengenceran serum 4 sampai dengan 32 kali. Gambar 4 menunjukkan trend yang
sangat tajam pada pengukuran sampel serum positif dibandingkan dengan serum
negatif. Hasil ini membuktikan bahwa interaksi anatara serum positif dan protein
(1,84) lebih tinggi dua kali dengan interaksi antara serum negatif dan protein (1,01).
Selain itu, hasil ini juga mengindikasikan sensitifitas biosensor T. evansi (Surra)
berbasis protein ini sangat tinggi karena mampu membedakan antara serum positif
dan negatif.
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Gambar 4. (A) Perbandingan slope sensor karbon yang diuji dengan serum positif
(garis hitam) dan serum negatif (garis hitam putus-putus). Pengenceran
serum 2 sampai 64 kali dengan 25 mM Fe(CN)e*/Fe(CN)e* dalam 0,01 M
PBS. Metode pembacaan sensor: differential pulse wvoltammetry (DPV).
Pengaturan kondisi pembaca sensor : potential range -0,2 — +1,0 V dan scan
rate 0,1 Vs dengan waktu pengukuran 15 detik untuk setiap sampel. (B).
Hasil uji serologis sampel lapang positif dengan CATT/T. evansi. Tampak
serum positif menunjukkan reaksi aglutinasi (1) dibandingkan dengan
negatif (2).

Untuk memperoleh kesimpulan yang tangguh (robust) dari penelitian ini,
diperlukan pengujian lanjutan menggunakan sampel lapang yang lebih banyak
walaupun serum positif telah dikonfirmasi berdasarkan uji CATT/T. evansi dengan
tingkat aglutinasi yang tergolong kuat (+++). Biosensor berbasis protein pada
penelitian ini memberikan respon yang cukup signifikan terhadap serum positif,
yang ditunjukkan dengan nilai slope untuk presentase arus listrik pada serum
positif lebih tinggi (1,84) dibandingkan serum negatif (1,01). Artinya biosensor yang
didisain pada penelitian ini mempunyai sensitifitas lebih tinggi terhadap serum
positif. Data slope dari penelitian ini belum bisa dijadikan patokan dasar sebagai
nilai akhir untuk menjustifikasi serum positif dan negatif di lapang. Biosensor Surra
(T. evansi) yang dikembangkan dalam studi ini sangat menjanjikan untuk
diproduksi secara masal setelah dilakukan beberapa rangkaian uji lanjutan seperti
uji stabilitas, spesifisitas dan sensitifitas dengan menggunakan sampel dari
laboratorium dan lapang.

KESIMPULAN

Studi ini merupakan tahap awal dari proses pengembangan biosensor untuk
mendeteksi Surra (T. evansi). Desain biosensor berbasis protein yang dikembangkan
dengan metode DVP ini terbukti mampu membedakan serum positif dan negatif
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sehingga berpotensi untuk dijadikan piranti dalam mendeteksi Surra di lapang.
Untuk menyempurnakan respon interaksi antara protein dan antibodi Surra maka
perlu dilakukan optimasi konsentrasi protein, reaksi silang (crosslinker) dan
pengenceran serum sehingga keakuratan dari biosensor dapat terukur, termasuk
melakukan uji stabilitas, sensitivitas dan spesifisitas.
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P2Biologi LIPI

Politeknik Teknologi Kimia Industri
(PTKI) Medan

Balai Penelitian Ternak

BB Biogen

BBPKH Cinagara

Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI
BPTP Jawa Barat

Balai Penelitian Ternak
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Priatni: Pengaruh Jenis dan Konsentrasi Garam pada Proses Pikel terhadap Mutu Kulit Pikel Sapi

Balai Besar Penelitian Veteriner

BBPKH Cinagara
Balai Besar Penelitian Veteriner

Yessy Anastasia
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