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KATA PENGANTAR

Penyakit zoonosis merupakan penyakit yang sangat menakutkan karena dapat menular pada
hewan dan manusia. Salah satunya adalah penyakit Glanders yang disebabkan oleh bakteri
Burkholderia mallei. Status glanders di Indonesia sampai saat ini masih dinyatakan bebas,
namun terdeteksi antibodi positif terhadap B. mallei pada kuda. Etiologi dan ekologi glanders
pada kuda perlu dipelajari untuk meningkatkan kewaspadaan emerging glanders. Penyakit
zoonosis lainnya adalah penyakit West Nile yang disebabkan oleh virus West Nile yang
merupakan virus RNA. Data penelitian penyakit West Nile di Indonesia masih sangat terbatas
sehingga diperlukan penelitian lebih lanjut untuk dapat memprediksi, mencegah dan
mengendalikan infeksi virus West Nile di Indonesia. Penyakit lain yang umum terjadi pada
unggas tapi belum mendapat perhatian adalah penyakit koksidiosis pada sapi. Oleh sebab itu,
perlunya diuraikan tentang penyakit koksidiosis yang disebabkan oleh protozoa Eimeria spp.
pada sapi, ditinjau dari aspek etiologi, faktor predisposisi, metode diagnosis dalam upaya
penanggulangan penyakit.

Produktivitas ternak ditentukan oleh reproduksi ternak betina dan pejantannya. Salah satu
kualitas sperma yaitu motilitas merupakan parameter yang sangat penting karena menentukan
keberhasilan kebuntingan ternak betina. Penilaian motilitas spermatozoa dapat dilakukan dengan
manual (subyektif) atau dengan Computer-assisted sperm analysis (CASA). Ada beberapa faktor
yang perlu diketahui karena mempengaruhi penilaian motilitas sperma bila menggunakan
CASA. Ketersediaan dan kualitas lahan untuk hijauan pakan ternak di Indonesia menentukan
produktivitas ternak. Ketersediaan lahan bekas tambang batubara cukup menjanjikan tetapi perlu
dievaluasi apakah layak untuk menghasilkan hijauan yang aman dengan kualitas yang baik bagi
ternak.

Demikianlah informasi singkat mengenai isi Wartazoa no 3 dan semoga informasi ini
bermanfaat untuk kewaspadaan kita semua terhadap penyakit-penyakit hewan terutama yang
zoonosis dan juga bermanfaat untuk pengembangan ternak sapi di Indonesia.

Bogor, September 2019

Ketua Dewan Penyunting
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ABSTRACT

Glanders is a zoonotic disease that is highly contagious in animals and humans, caused by the Burkholderia mallei. The
clinical manifestations of glanders in horses are in the form of skin, nose and lungs. Horses play a role in transmitting glanders to
healthy animal populations around them due to latent infections. Infection of glanders in humans is acute causing respiratory
failure and could be fatal without proper treatment. Recently re-emerging glanders is reported in several countries that have
eradicated diseases such as in India, Germany and China. The status of glanders in Indonesia is declared free, but surveillance
showed positive antibodies to B. mallei in horses, as had been reported in 1939 and in 2018 in Jakarta. Glanders has a negative
impact on a country's economy resulting in restrictions on international trade. Prevention of emerging glanders to Indonesia
needs to be alerted because there is no effective treatment, no vaccines available and the economic impacts This paper aims to
discuss glanders in horses, countermeasures through monitoring and surveillance, early detection in order to increase awareness
of emerging glanders in Indonesia.

Key words: Glanders, Burkholderia mallei, horses, emerging, Indonesia

ABSTRAK

Glanders adalah zoonosis yang sangat menular pada hewan dan manusia, disebabkan oleh bakteri Burkholderia mallei.
Manifestasi klinis glanders pada kuda ada dalam bentuk kulit, hidung dan paru-paru. Kuda berperan menularkan glanders pada
populasi hewan sehat disekitarnya karena infeksi laten. Glanders pada manusia bersifat akut menyebabkan kegagalan pernapasan
dan berakibat fatal tanpa pengobatan yang tepat. Re-emerging glanders (muncul kembali penyakit) banyak dilaporkan di
beberapa negara yang sudah melakukan eradikasi penyakit seperti India, Jerman dan Cina. Status glanders di Indonesia sampai
saat ini masih dinyatakan bebas, namun antibodi positif terhadap B. mallei pada kuda pernah dilaporkan pada tahun 1939 dan
2018 di Jakarta dari hasil surveilans penyakit. Glanders berdampak negatif pada perekonomian suatu negarayang berakibat pada
pembatasan perdagangan internasional. Pencegahan masuknya glanders ke Indonesia perlu diwaspadai mengingat tidak ada
pengobatan yang efektif dan belum tersedia vaksin untuk pencegahan serta dampak ekonomi yang ditimbulkan. Tulisan ini
bertujuan untuk membahas glanders pada kuda, strategi penanggulangan melalui monitoring dan surveilans penyakit, perangkat
deteksi dini termasuk biosekuriti untuk meningkatkan kewaspadaan terhadap muculnya penyakit glanders di Indonesia.

Kata kunci: Glanders, Burkholderia mallei, kuda, emerging, Indonesia

(Radostits et al. 2007). Jika lesi terbentuk pada nostril,
glandula submaxiliaris dan paru-paru maka disebut
penyakit glanders, namun jika lesi terbentuk pada
permukaan anggota badan atau kulit maka disebut farcy
(Timoney 2013). Gejala umum glanders pada hewan
adalah demam, malaise, depresi, batuk, anoreksia, dan
penurunan berat badan. Kuda positif glanders harus
dimusnahkan untuk mencegah penyebaran penyakit

PENDAHULUAN

Glanders atau di Indonesia dikenal sebagai
penyakit ingus jahat pada kuda bersifat zoonosis yang
sangat menular yang disebabkan oleh bakteri
Burkholderia mallei (Malik et al. 2010; Burtnick et al.
2012; Khan et al. 2013a; OIE 2019). Glanders

merupakan salah satu penyakit tertua di dunia seperti
dijelaskan oleh Aristoteles pada abad ke-3 dan dikenal
sebagai malleus (Marr & Malloy 1996). Bakteri B.
mallei pertama kali diisolasi oleh Loeffler dan Schutz
di Jerman pada tahun 1882 (Colahan et al. 1999).
Manifestasi klinis glanders pada kuda ditandai
dengan kombinasi lesi pada kulit, hidung dan paru-paru

sehingga sangat sulit untuk mengetahui angka
morbiditas dan mortalitas penyakit ini, tetapi diduga
mencapai tingkat fatalitas kasus 95% atau lebih pada
kondisi septikemia dan 90-95% dalam bentuk paru-
paru. Glanders bentuk akut menyebabkan kematian
dalam beberapa hari hingga 1-4 minggu, sedangkan
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bentuk  kronis bertahan
bertahun-tahun.

Glanders endemik di Afrika, Asia, Mongolia,
Timur Tengah, Amerika Tengah dan Selatan. Sebagian
besar negara maju telah melakukan eradikasi glanders,
namun dilaporkan penyakit ini muncul kembali (re-
emerging) dan menjadi wabah baru, seperti di Bahrain,
Jerman dan Cina (Elschner et al. 2016; Scholz et al.
2014). Hewan Karier dan infeksi laten glanders tidak
menunjukkan gejala klinis spesifik namun memainkan
peran penting dalam penyebaran infeksi.

Status penyakit glanders pada kuda di Indonesia
masih dinyatakan bebas, namun dalam era globalisasi
sekarang ini memungkinkan penyakit ini muncul di
Indonesia melalui berbagai sarana dan prasarana yang
dapat berdampak pada pembatasan perdagangan
internasional. Seropositif antibodi terhadap glanders
pada kuda di Indonesia pernah dilaporkan oleh
Veterinary Institute Buitenzorg, Java pada tahun 1939
(Blieck 1911). Pada tahun 2018 terdeteksi seropositif
glanders pada kuda di Jakarta berdasarkan hasil
surveilan penyakit dalam pembentukan kompartemen
bebas penyakit kuda (Equine Disease Free Zone
/EDFZ) dalam rangka penyelenggaraan kompetisi
berkuda pada Asean Games ke-18 di Jakarta
(Dirkeswan 2018). Tulisan ini bertujuan untuk
mengulas penyakit glanders pada kuda dan strategi
pencegahan dan pengendalian penyakit termasukan
tindakan biosekuriti untuk mewaspadai munculnya
glanders di Indonesia.

biasanya dapat hingga

GLANDERS PADA KUDA

Glanders merupakan penyakit hewan lintas batas
dan berdampak ekonomi pada perdagangan hewan
internasional dan produk sampingnya. Glanders mudah
menyebar secara luas ketika sejumlah besar hewan
berada dalam populasi yang berdekatan. Faktor
predisposisi seperti kekurangan gizi atau kondisi buruk
mempermudah terjangkitnya penyakit.

Etiologi

disebabkan oleh infeksi bakteri
mallei  yang  termasuk  ordo
Burkholderiales, Famili Burkholderiaceae, Genus
Burkholderia. Bakteri ini bersifat intraseluler,
berbentuk batang (bacillus), Gram negatif, tidak motil,

Glanders
Burkholderia
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tidak berkapsul dan tidak membentuk spora dengan
panjang bakteri 1-5 pum dan lebar 0,3-1 (Sprague &
Neubauer 2004).

Spesies Burkholderia mallei terkait erat dengan B.
pseudomallei penyebab maleoidosis, tetapi secara
fenotipik dan genetik ke dua spesies tersebut banyak
perbedaan (Galyov et al. 2010). Burkholderia mallei
awalnya dikenal sebagai Pseudomonas mallei,
Malleomyces mallei, Actinomyces mallei. Genus
Burkholderia diusulkan pada tahun 1992 berdasarkan
urutan 16S ribosomal ribonucleic acid (rRNA),
homologi DNA, komposisi seluler lipid dan asam
lemak serta karakteristik fenotipik (Yabuuchi et al.
1992).

The Centers for Disease Control (CDC)
mengkategorikan B. mallei sebagai salah satu selected
agent kategori B (Rotz et al. 2002; Gilad et al. 2007;
Khan et al. 2013b), yaitu agen yang cukup mudah
disebarluaskan, menghasilkan tingkat morbiditas dan
mortalitas yang lebih rendah dari kategori A, dan
membutuhkan kapasitas diagnostik spesifik dan
peningkatan pengawasan penyakit.

Bakteri B. mallei pernah diapkai sebagai agen
senjata biologi oleh Jerman dan Jepang pada perang
dunia 1 dan 2 (Darling & Woods 2004), karena sangat
infeksius dan fatal serta mudah menginfeksi melalui
rute inhalasi/ aerosol. (Gilad et al. 2007; Ricketti et al.
2011; Anderson & Bokor 2012; Burtnick et al. 2012).

Epidemiologi

Kuda sangat rentan terhadap infeksi B. mallei dan
merupakan reservoir alami (Neubauer et al. 2005).
Selain kuda, glanders juga dapat menginfeksi bagal,
keledai dan hewan lain termasuk keluarga kucing dan
singa, anjing, beruang, srigala, hyena, unta, domba dan
kambing, sedangkan babi, sapi dan burung tahan
terhadap infeksi (CFSPH 2015; Verma et al. 2014).

Secara geografis distribusi glanders sulit untuk
ditentukan secara tepat karena B. mallei secara
serologis dapat bereaksi silang dengan B. pseudomallei
penyebab meleiodosis. Glanders pada awalnya
menyebar di seluruh dunia, tetapi sekarang telah
diberantas dari sebagian besar daerah seperti Eropa
Barat, Australia dan Amerika Utara (Wittig et al. 2006;
Slater 2013; Van Zandt et al. 2013). Status glanders di
dunia berdasarkan OIE (2019) seperti terlihat pada
Gambar 1.
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Gambar 1. Status glanders di dunia (OIE 2019)

Glanders masih menjadi ancaman bagi industri
secara global karena penyakit ini endemis di Timur
Tengah, Asia, Afrika, dan beberapa negara di Amerika
Selatan (Khan et al. 2013a; OIE 2019). Beberapa
negara yang bebas glanders adalah Eropa Barat,
Kanada, Australia, Amerika Utara dan Jepang. Glander
tetap dilaporkan secara sporadis di sejumlah negara
Asia, Afrika, Timur Tengah, dan Amerika Selatan (OIE
2019). Wabah glander telah dilaporkan di Turki, Uni
Emirat Arab, Irak, Iran, Pakistan, Cina, Brasil, Bahrain
dan India (Al-Ani et al. 1998; Arun et al. 1999;
Bazargani et al. 1996; Elschner et al. 2009; Malik et al.
2010). Terjangkitnya kembali glanders pada kuda
dilaporkan di India tahun 2006 (Malik et al. 2010;
Malik et al. 2012), Jerman pada tahun 2014 dan di Cina
pada tahun 2018.

Penularan penyakit

Glanders pada hewan disebarkan melalui kontak
langsung atau tidak langsung terutama dengan kuda,
keledai atau bagal yang terinfeksi dalam bentuk akut
atau kronis. Rute paparan bakteri yang paling umum
adalah melalui pakan yang terkontaminasi atau air yang
mengandung sekresi dari pernapasan. Karnivora
dilaporkan merupakan hewan yang paling sering
terinfeksi  akibat mengkonsumsi  daging yang
terkontaminasi bakteri B. mallei (Timoney 2015;
Verma et al. 2014; CSFPH 2015).

Burkholderia mallei menyebar melalui kulit yang
luka, selaput lendir, inhalasi aerosol atau kontak

melalui fomite (tali kekang kuda atau alat perawatan)
yang terkontaminasi. Hewan terinfeksi akan shadding
bakteri ke dalam tinja, urin, air liur dan air mata. Pada
kuda shadding bakteri terjadi secara sporadis atau
terus-menerus. Faktor predisposisi penyebaran glanders
pada hewan dipengaruhi oleh kepadatan hewan dalam
kandang, kedekatan dengan hewan terinfeksi dan stress
yang tinggi terhadap kondisi lingkungan (OIE 2013;
Timoney 2013). Vektor biologis lalat (Musca
domestica) dapat membawa B. mallei dari hewan sakit
ke hewan sehat (Lopez et al. 2003).

Infeksi glanders pada manusia terjadi melalui
kontak langsung dengan hewan yang sakit, fomite,
jaringan atau kultur bakteri. Bakteri akan masuk ke
dalam tubuh melalui luka atau lecet pada kulit,
konsumsi atau inhalasi. Sebagian besar infeksi glanders
pada manusia didapat di laboratorium terjadi selama
penanganan dan pemrosesan kultur B. mallei atau
sampel hewan terinfeksi (CDC 2000; Gilad et al. 2007,
CSFPH 2015).

Gejala klinis

Masa inkubasi glanders berkisar dari beberapa
hari hingga 6 minggu, dan menurut OIE inkubasi
penyakit selama 6 bulan (OIE 2016). Gejala klinis
glanders akut pada kuda terlihat dalam tiga bentuk
yaitu nasal, paru-paru dan kulit yang dapat muncul
secara individual atau kombinasi. (Radostits et al.
2007; Malik et al. 2012). Kuda bisa terinfeksi secara
laten dan sebagai carrier penyakit (Khan et al. 2013b).
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Manifestasi klinis glanders bentuk nasal ditandai
dengan demam tinggi dan kehilangan nafsu makan,
batuk, keluar lendir hijau kekuningan dan lengket,
leleran mata. Terlihat bisul dan nodul di saluran hidung
serta terjadi ulkus berkeropeng (Khan et al. 2013a).
Glanders bentuk paru-paru adalah yang paling umum,
membutuhkan waktu lebih lama untuk berkembang
daripada bentuk nasal, namun masih bersifat akut.
Manisfetasi klinis kulit merupakan bentuk kronis
glanders dimana infeksi dimulai dengan tanda-tanda
ringan hingga tidak terlihat yang mengarah ke kondisi
lemah dengan gejala klinis yang dominan adalah batuk,
demam, terlihat nodul pada kulit kulit yang pecah dan
menjadi borok, pembengkakan kelenjar getah bening
dan sendi (Malik et al. 2012).

Teknik diagnosis

Glanders pada hewan dapat didiagnosis dengan
deteksi antigen (biakan kuman/kultur dan deteksi
molekuler/PCR) dan respon kekebalan dengan (uji
serologis dan uji mallein) (OIE 2018). Glanders pada
hewan dapat didiagnosis dengan deteksi antigen
(biakan kuman/ kultur dan deteksi molekuler/PCR) dan
respon kekebalan dengan (uji serologis dan mallein)
(OIE 2018). Pemilihan teknik diagnosis glanders
dilakukan tergantung pada maksud dan tujuan, apakah
untuk surveilan, konfirmasi penyakit atau program
eradikasi. Ringkasan teknik diagnosis glanders pada
hewan untuk berbagai tujuan deteksi seperti tercantum
pada Tabel 1.

Isolasi bakteri berbasis kultur merupakan prosedur
standar baku emas (gold standard) untuk diagnosis
genus Burkholderia (Blue et al. 1998). namun untuk
mengisolasi bakteri ini sangat sulit bahkan pada sampel
segar yang dikoleksi secara steril (Wernery 2009).

pernapasan bagian atas. Bakteri B. mallei sangat lambat
pertumbuhannya dan berpotensi mudah terkontaminasi
bakteri lain sehingga diperlukan media yang spesifik
dengan penambahan enrichment media, seperti gliserol.

Ukuran koloni B. mallei pada media agar darah
atau agar serum Loeffler sekitar diameter 1 mm,
berwarna putih, semi-translusen, kental dan akan
berubah menjadi kuning pada koloni. Kultur bakteri
pada media gliserin-kentang akan terlihat lapisan
seperti madu pada hari ketiga dan kemudian berubah
menjadi coklat kemerahan atau coklat (Naureen 2006).

Teknik deteksi molekuler glanders dengan uji
Polymerase Chain Reaction (PCR) dapat mengurangi
risiko paparan bakteri pada manusia dan lingkungan.
Melalui uji PCR (restriction fragment length
polymorphism, pulse-field gel electrophoresis, 16S
rRNA sequencing) dapat dibedakan species B. mallei
dengan B. pseudomallei (Lowe et al. 2014; Obersteller
et al. 2016). Metode deteksi glanders lain yang telah

banyak  digunakan adalah  lateks  aglutinasi,
imunofluoresensi (OIE 2018).
Deteksi antibodi glanders pada kuda dapat

dilakukan dengan uji serologis Complement Fixation
Test (CFT) dan Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA). Uji CFT dan ELISA dapat digunakan untuk
deteksi glanders hewan lain, termasuk unta dan kucing
tetapi CFT tidak dapat dipakai untuk deteksi glanders
pada keledai. Uji CFT merupakan metode yang
direkomendasikan oleh OIE 2019 untuk skrining
glanders pada kuda dalam perdagangan internasional.
Uji CFT memiliki sensitivitas dan spesifisitas yang
bervariasi tergantung dari pada antigen dan metodologi
yang dipakai (Elschner et al. 2011; Khan et al. 2012).
Permasalahan yang ditemui pada uji serologis CFT dan
ELISA dalam mendiagnosis glanders adalah positif
palsu dan negatif palsu, selain itu, juga tidak mampu

. s . A . membedakan antara antibodi B. mallei dan B.
Isolat B. mallei dapat diisolasi dz_arl lesi pada kulit, pseudomallei (Elschner et al. 2011).
sampel darah, eksudat saluran hidung dan saluran
Tabel 1. Teknik diagnosis glanders pada hewan
Tujuan deteksi
Metode deteksi Populasi Individu Program Konfirmasi Prevalensi-
bebas infeksi bebas infeksi eradikasi kasus klinis surveilans
Identifikasi antigen
PCR - - - + -
Kultur bakteri - - - + -
Deteksi respon kekebalan
CFT ++ ++ +++ + +++
ELISA + + ++ + ++
Mallein Test + + + + +
Western blotting + + ++ + ++

Keterangan: +++ (metode yang direkomendasikan), ++ (metode yang cocok)

Sumber: (OIE 2018)
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Uji westernblot lebih spesifik dibandingkan CFT
(Elschner et al. 2011; Khan et al. 2012) dan lebih
efisien dalam pendeteksian serologis glanders (Katz et
al. 1999). Uji ini sangat menjanjikan untuk deteksi
glanders dan dapat dikombinasikan dengan uji lainnya.
Penggunaan uji  westernblot  dilakukan  untuk
konfirmasi CFT karena (1) CFT tidak dapat diandalkan
untuk uji serum hewan dengan aktivitas anti-
komplementer atau bereaksi sendiri dengan antigen
normal (Hagebock et al. 1993); (2) CFT tidak dapat
mendeteksi antibodi selambat-lambatnya 40 hari sejak
timbulnya penyakit/negatif palsu (Gilad et al. 2007)
dan (3) CFT bereaksi silang dengan serum yang
terinfeksi strangles di daerah endemis yang berakibat
positif palsu (Sprague et al. 2009).

Pencegahan dan kontrol penyakit

Glanders telah berhasil dieliminasi dari sebagian
besar negara melalui pemusnahan hewan positif uji
mallein yang ketat. Peran karantina dalam pengujian
kuda sebelum dilalulintaskan merupakan komponen
yang sangat penting untuk pengendalian penyakit.
Glanders merupakan salah satu penyakit yang harus
dilaporkan oleh OIE (2019). Tidak ada vaksin untuk
pencegahan glanders pada hewan. Penelitian
pengembangan vaksin glanders saat ini difokuskan
pada manusia untuk antisipasi penggunaan B. mallei
sebagai instrumen bioterorisme.

Desinfektan yang sesuai sangat diperlukan untuk
melakukan dekontaminasi area terpapar glanders
karena B. mallei dapat bertahan/ resisten pada
lingkungan yang lembab dan basah selama 3-5 minggu,
dalam air bersih hingga 4 minggu dan sekitar 6 minggu
dalam kandang yang terkontaminasi (Silva & Dow
2013). Resistensi B. mallei terhadap beberapa kondisi
lingkungan seperti tercantum pada Tabel 2.

Table 2. Resistensi bakteri B. mallei terhadap beberapa
kondisi lingkungan

Kondisi Resistensi

Temperatur ~ Mati pada pemanasan 55°C (131°F) selama

10 menit atau iradiasi sinar ultraviolet

Desinfektan ~ Tahan terhadap desinfektan iodin, merkuri
klorida dalam alkohol, potasium
permanganat, benzalkonium klorida
(1/2000), sodium hipoklorit (500 ppm).

Alkohol 70%, glutaraldehida 2%

Tahan pada kondisi kering tetapi sensitif
terhadap sinar matahari dan inaktif pada
penyinaran langsung kurun waktu 24 jam.
Dapat bertahan hidup lebih dari 6 minggu
pada area yang terkontaminasi dan 1 bulan
pada air keran

Daya tahan
hidup

Sumber: OIE (2018)

Resistensi B. mallei pada lingkungan yang sesuai
dikarenakan adanya kapsul polisakarida yang
merupakan faktor  virulensi bakteri yang
memperpanjang daya hidup bakteri. Menurut Ribolzi et
al. (2016) ada hubungan yang kuat antara karakteristik
tanah, kekeruhan air dan kelangsungan hidup patogen
di lingkungan yang dapat meningkatkan risiko pajanan/
penularan. Bakteri B. mallei telah terbukti dapat
bertahan hidup di tanah dan palung air di kandang
(Coenye & Vandamme 2003) dan sifat fisikokimia
tanah dan vegetasi di sekitarnya dapat mempengaruhi
kelangsungan hidup bakteri (Limmathurotsakul et al.
2010).

Pemberantasan glanders pada kuda yang telah
dilakukan di beberapa negara menggunakan uji mallein
dengan mengamati hasil reaksi hipersensitivitas di
sekitar suntikan. Aplikasi uji mallein dapat dilakukan
dengan 3 cara yaitu penyuntikan fraksi protein dari B.
mallei pada kelopak mata (intradermo-palpebral),
diberikan dalam tetes mata, atau disuntikkan secara
subkutan pada daerah selain mata. Penyuntikan pada
intradermo-palpebral dianggap sebagai versi paling
andal dan sensitif. Hasil uji malein dinyatakan positif
jika terjadi pembengkakan pada kelopak mata setelah
1-2 hari pasca penyuntikan. Pengujian Mallein dapat
menyebabkan positif palsu dan reaksi hipersensitivitas
dapat menjadi permanen jika hewan diuji berulang kali
dan uji ini dapat memberikan hasil dubius pada kondisi
glanders akut, atau pada tahap akhir penyakit kronis
(OIE 2019).

Antibiotik mungkin efektif untuk pengobatan
glanders pada hewan, namun pada umumnya tidak
dianjurkan, karena infeksi dapat menyebar ke manusia
dan hewan lain sehimgga hewan yang teinfeksi harus di
eutanasi. Selain itu pengobatan antibiotika dapat
meyebabkan hewan carrier tidak menunjukkan gejala
klinis yang simptomatis.

Pencegahan glanders jika terjadi wabah di daerah
non-endemis dilakukan pemusnahan hewan positif
glanders, area tempat gladers positif dikarantina dan
dibersihkan dengan didesinfeksi. Karkas, alas tidur dan
makanan yang terkontaminasi harus dimusnahkan
secara aman (dibakar atau dikubur) dan semua
peralatan harus didesinfeksi. Untuk daerah endemis
glanders, hewan yang rentan harus dijauhkan dari area
tempat pakan dan minum karena wabah glanders sering
terjadi ketika hewan berkumpul. Pengujian glanders
secara rutin dan eutanasia pada hewan yang terinfeksi
dapat memberantas penyakit atau mengurangi
kejadiannya. Daging dari kuda yang terinfeksi tidak
boleh diumpankan ke hewan lain atau dikonsumsi
manusia.
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GLANDERS SEBAGAI ZOONOSIS

Penularan glanders langsung dari kuda ke manusia
jarang terjadi, dan jika terjadi penularan maka biasanya
gejala klinis yang terlihat ringan atau tidak nampak
(CFSPH 2015) karena untuk timbulnya infeksi
diperlukan dosis infeksius yang tinggi (Van Zandt et al.
2013). Sejumlah besar kasus glanders pada manusia
dilaporkan di Rusia selama dan setelah Perang Dunia I.
Pada 1793, Kasus glanders pada manusia dilaporkan
pertama kali pada tahun 1793 oleh dokter hewan
Prancis Dr. Charles Vial de Sainbel, Kepala Sekolah
Tinggi London Veterinary College (Hunting 1913;
Wilkinson 1981). Infeksi glanders pada manusia
mengakibat kegagalan fungsi pernafasan, septisemia
dan kematian mencapai 95% (CFSPH 2015). Pada
manusia, glanders terutama merupakan penyakit terkait
dengan pekerjaan seperti dokter hewan, peternak dan
pekerja laboratorium yang memiliki kontak dekat
dengan hewan yang terinfeksi (Neubauer et al. 1997,
CFSPH 2015; Gilad et al. 2007). Infeksi glanders pada
manusia secara sistemik dan tingkat kematian kasus di
atas 50% dengan pengobatan antibiotik secara
tradisional (CDC 2012).

Masa inkubasi glanders akut pada manusia adalah
1 - 14 hari dan sebagian besar kasus ganders pada
manusia terlokalisir. Manifestasi klinis glanders pada
manusia dalam empat tipe penyakit: septikemia, infeksi
paru-paru, infeksi lokal akut atau infeksi kronis (Van
Zandt et al. 2013). Kombinasi sindrom ke empat tipe
tersebut dapat terjadi. Glanders tipe septisemia ditandai
dengan demam, menggigil, mialgia dan nyeri dada
pleuritik yang berkembang secara akut. Gejala lain
yang mungkin terlihat adalah eritroderma, kekuningan,
fotofobia, lakrimasi, diare dan lesi granulomatosa atau
nekrotikans. Takikardia, adenopati serviks dan
hepatomegali ringan atau splenomegali juga dapat
terlihat. Kematian biasanya terjadi dalam 7 hingga 10
hari (Gregory & Waag 2007).

Glanders tipe paru ditandai dengan gejala
pneumonia, abses paru dan infus pleura. Batuk,
demam, dispnea, dan keluarnya mukopurulen mungkin
terlihat. Abses kulit terkadang berkembang setelah
beberapa bulan (CFSPH 2015). Infeksi yang
terlokalisasi ditandai oleh nodul, abses, dan bisul pada
membran mukosa, kulit, pembuluh limfatik dan atau
jaringan subkutan. Leleran mukopurulen dan berdarah
dapat terlihat pada selaput lendir. Pembengkakan
kelenjar getah bening dapat terjadi. Infeksi pada
mukosa atau kulit dapat menyebar; gejala infeksi yang
menyebar meliputi ruam papular atau pustular, abses
pada organ internal (terutama hati dan limpa) dan lesi
paru (Wernery et al. 2012). Infeksi diseminata
berhubungan dengan syok septik dan mortalitas tinggi.
Dalam bentuk kronis, beberapa abses, nodul atau bisul
dapat dilihat di kulit, hati, limpa atau otot.
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MEWASPADAI EMERGING GLANDERS DI
INDONESIA

Kasus wabah Glanders pada kuda telah meningkat
terus selama dekade terakhir. Glanders adalah salah
satu penyakit zoonosis menular yang harus dilaporkan
(notifiable diseases) berdasarkan pedoman OIE (2019).
Badan Karantina menggolongkan glanders sebagai
hama dan penyakit hewan karantina (HPHK) golongan
| yang harus dicegah masuk ke dalam, tersebar di
dalam dan keluar dari wilayah negara Indonesia
(Kementan 2009).

Situasi glanders di Indonesia saat ini masih
dinyatakan bebas. Antisipasi emerging glanders perlu
dilakukan karena antibodi terhadap glanders pada kuda
pernah dilaporkan pada jaman penjajahan belanda
tahun 1939 berdasarkan laporan dari Veeartsenijkundid
Institute Buitzorg, Java oleh Blieck (1911). Pada tahun
2018, positif glanders pada kuda di Jakarta juga
terdeteksi dengan uji CFT oleh Balai Besar Penelitian
Veteriner ketika dilakukan surveilans dalam rangka
pembentukan EDFZ sesuai dengan pedoman OIE
(2018). Kuda seropositif glanders tersebut telah
dimusnahkan dan dinyatakan negatif berdasarkan hasil
pemeriksaan  patologis dan  bakteriologis.Hasil
surveilans glanders pada kuda di sekitar Jakarta, Bogor,
Tangerang dan Depok (Jabotabek) telah dilakukan
dengan hasil tidak terdeteksi seroprevalensi glanders
pada kuda-kuda yang di uji (Gambar 2). Untuk
mewaspadai emerging glanders di Indonesia dana
untuk mempertahankan status bebas glanders,
pemerintah perlu melakukan surveilans penyakit yang
berkelanjutan dan menerapkan strategi pencegahan dan
kontrol penyakit melalui deteksi dini penyakit,
tindakan karantina yang Kketat, pengujian dan
pemusnahan hewan suspek dan disinfeksi tempat yang
terinfeksi.

Deteksi dini glanders pada kuda perlu dilakukan
dengan menggunakan metode deteksi yang akurat dan
handal karena diagnosis Klinis dan bakteriologis sulit
dilakukan pada tahap awal penyakit, hewan carrier dan
infeksi laten. Hampir 90% infeksi glanders pada kuda
dalam bentuk nonklinis atau laten. Uji CFT dipakai
secara luas untuk diagnosis glanders dan
direkomendasikan oleh OIE untuk perdagangan
internasional, namun memiliki keterbatasan positif
palsu dan negatif palsu (Neubauer et al. 2005; Kettle &
Wernery 2016). Positif palsu menjadi masalah bagi
pemilik kuda dan otoritas veteriner, sedangkan negatif
palsu dapat memungkinkan re-emerging B. mallei ke
dalam daerah bebas glanders. Hasil positif palsu
menyebabkan kerugian finansial bagi pemilik hewan,
dan hasil negatif palsu dapat mengubah risiko menjadi
kemungkinan ancaman karena pergerakan hewan
pembawa (carrier) tanpa gejala klinis yang spesifik
akan menyadi sumber penyebaran penyakit jika tidak
dilakukan skrining yang tepat (Khan et al. 2013b).
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Gambar 2. Surveilans glanders pada kuda di Jabodetabek dengan hasil negatif (Dirkeswan 2018)

Peraturan sanitasi Internasional untuk
memusnahkan hewan positif glanders harus dilakukan
untuk menghentikan penyebaran B. mallei dan untuk
menghindari perpindahan penyakit dari hewan ke
manusia (Sprague & Neubauer 2004). Penerapan
karantina yang ketat termasuk pengujian serologis
terhadap hewan sebelum transportasi dapat mengurangi
risiko impor dari daerah tertular glanders ke daerah
bebas. Untuk impor kuda dari dari negara terinfeksi
glanders dan daerah bebas glanders harus mengikuti
persyaratan dari OIE (OIE 2019). Selain itu masyarakat
dan pemilik ternak harus diberikan edukasi tentang
sifat penyakit menular, pembatasan perawatan,
langkah-langkah sanitasi yang perlu diadopsi dan
melaporkan jika terlihat gejala suspek glanders pada
kuda. Pendekatan one health untuk melawan emerging
dan re-emerging zoonosis penyakit menular dan
ancaman zoonosis perlu diterapkan dari semua aspek
untuk memerangi glanders (Kahn et al. 2007; Dhama et
al. 2013).

KESIMPULAN

Glanders pada hewan dapat muncul kembali
walaupun telah dilakukan eradikasi. Kesenjangan

pemahaman epidemiologi glanders, infeksi laten/ karier
dan kelemahan uji diagnostik menjadi faktor risiko
utama penyebaran agen infeksi dalam konteks
pergerakan kuda internasional. Mewaspadai masuknya
glanders ke Indonesia perlu strategi penanggulangan
melalui monitoring dan surveilans penyakit, didukung
dengan perangkat deteksi dini, karantina yang ketat dan
penerapan biosekuriti terhadap kuda-kuda yang masuk
ke Indonesia serta edukasi terhadap masyarakat dan
pemilik ternak.
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ABSTRACT

West Nile virus (WNV) is a zoonotic RNA virus. Its genome encodes 3 structural and 7 non-structural proteins. Mutations
can occur in both structural and non-structural proteins of the virus. Mutations can enhance the pathogenicity and virulence, but
some mutations are beneficial for the development of vaccines. Licensed vaccines are only available for horses, while vaccines
for humans are still under development. In Indonesia, WNV infection was detected in 2014 in West and East Java, but vaccines
and antiviral drugs in both animals and humans are not yet available. This paper describes the characteristic of structural and
non-structural proteins of WNV and its correlation with mutations and the development of vaccines and antiviral drugs.
Molecular identification and further research are needed to predict, prevent and control WNV infections in vectors, susceptible
animals and humans.

Key words: West Nile virus, zoonotic, mutation, vaccines, antiviral drugs

ABSTRAK

Virus West Nile (WNV) merupakan virus RNA yang bersifat zoonosis. Genom WNV mengkode 3 protein struktural dan 7
protein non struktural. Kejadian mutasi dapat terjadi baik pada protein struktural maupun protein non-struktural virus. Mutasi
pada WNV mampu mempengaruhi patogenitas dan virulensi virus, namun beberapa mutasi bersifat menguntungkan sehingga
dimanfaatkan untuk pengembangan vaksin. Vaksin terlisensi hanya tersedia untuk kuda, sedangkan vaksin pada manusia masih
dalam tahap pengembangan. Di Indonesia, infeksi virus ini berhasil dideteksi pada tahun 2014 di Jawa Barat dan Jawa Timur,
namun vaksin dan obat antiviral baik pada hewan dan manusia belum tersedia. Tulisan ini menguraikan tentang karakter protein
struktural dan non-struktural WNV serta keterkaitannya dalam kejadian mutasi dan pengembangan vaksin serta obat antiviral.
Identifikasi molekuler perlu dilakukan untuk dapat memprediksi, mencegah dan mengendalikan kejadian infeksi virus West Nile
baik pada vektor, hewan peka maupun manusia.

Kata kunci: Virus West Nile, zoonosis, mutasi, vaksin, obat antiviral

PENDAHULUAN 2001). Gejala klinis WNV pada manusia bervariasi,
mulai dari asimptomatis/ demam akut ringan hingga

Virus West Nile (WNV) merupakan virus gejala neurologis akibat encephalitis (Murgue et al.

zoonosis yang bersirkulasi di antara nyamuk, burung, ~ 2002). _ _ _
kuda, manusia dan vertebrata lain (Murray et al. 2010). ~ Wabah yang bersifat masif pertama Kkali
Burung berperan sebagai reservoir alami dan nyamuk dilaporkan pada tahun 2002-2003 dengan kasus infeksi
dari genus culex bertindak sebagai vektor transmisi dari ~ mencapai 2.946 dan 284 di antaranya bersifat fatal.

virus ini (Eastwood et al. 2011; Gamino & Hofle ~ Wabah masif lainnya terjadi pada tahun 2012 dan pada
2013). Manusia dan kuda sebagai inang insidentil ~ tahun 2018. Wabah pada tahun 2018 terjadi di Eropa
(dead-end host) tidak terlibat dalam siklus transmisi ~ dengan kejadian infeksi lebih dari 2.000 kasus dan 181
(Venter et al. 2010; CDC 2019). Virus West Nile kasus bersifat fatal (Rosenberg et al. 2018; Barrett
termasuk ke dalam kompleks Japanese Encephalitis ~ 2018; CDC 2019). Hingga Januari 2019, kejadian

(JE) dalam famili Flaviviridae, genus Flavivirus (Fall ~ WNV pada manusia di USA dilaporkan menginfeksi
et al. 2017). Kasus infeksi pada manusia pertama kali ~ sebanyak 2.647 orang, 1.658 di antaranya bersifat
ditemukan di Uganda pada tahun 1937 (Hughes et al. ~ neuroinvasive dan sisanya sebanyak 989 kasus
1940), sedangkan infeksi pada kuda pertama kali  diklasifikasikan sebagai penyakit non-neuroinvasive

ditemukan di USA pada Oktober 1999 (Ostlund et al. ~ (CDC 2019). Pasien dengan gangguan sistem
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kekebalan, orang lanjut usia dan anak-anak memiliki
risiko terinfeksi virus ini dengan tingkat keparahan
yang lebih tinggi sehingga dapat berakibat fatal (Evans
& Seeger 2007).

Tindakan pencegahan dengan vaksin terlisensi
hanya tersedia untuk hewan, khususnya kuda (lyer &
Kousoulas 2013), sedangkan vaksin untuk manusia
masih dalam tahap pengembangan (Monath 2006).
Virus West Nile merupakan virus RNA beruntai
tunggal dengan angka mutasi yang lebih tinggi jika
dibandingkan dengan virus DNA (Armstrong et al.
2011). Mutasi dianggap berperan dalam peningkatan
virulensi dan penurunan efikasi vaksin yang sudah
tersedia. Namun, beberapa kejadian mutasi bersifat
menguntungkan  sehingga  dimanfaatkan  untuk
pengembangan vaksin yang poten. Keterbatasan vaksin
dalam menimbulkan antibodi protektif pada pasien
dengan gangguan kekebalan serta lamanya waktu yang
dibutuhkan untuk menghasilkan vaksin yang sesuai
melatarbelakangi pengembangan terapi antiviral untuk
WNV. Kejadian infeksi WNV di Indonesia terdeteksi
pada tahun 2014. Infeksi tersebut ditemukan dari isolat
Bandung tahun 2004 dan wabah yang menjangkit 12
orang pasien rumah sakit di Surabaya (Myint et al.
2014; Nurcahyani 2014). Penelitian WNV di Indonesia
masih sangat terbatas. Kesenjangan pengetahuan
mengenai aspek penting dari virus dan belum
tersedianya vaksin serta antiviral untuk manusia
membatasi kemampuan dalam memprediksi, mencegah
dan mengendalikan infeksi WNV di Indonesia.

KARAKTERISTIK BIOLOGIS

Struktur virus

Famili flaviviridae terdiri dari 4 genus di
antaranya Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus dan
Pegivirus. Flaviviridae memiliki bentuk speris dengan
diameter 40-60 nm, beramplop dan nukleokapsidnya
berbentuk ikosahedral (MacLachlan et al. 2017). Genus
Flavivirus dari famili Flaviviridae memiliki rentang
inang yang cukup luas karena dapat bereplikasi baik
pada sel vertebrata maupun invertebrata (Cook &
Holmes 2006). Berdasarkan rentang inang dan spesies
vektor, genus ini dapat dibagi ke dalam 4 kelompok
berbeda yaitu mosquito-borne, tick-borne, no known
vector dan insect specific. Virus yang ditransmisikan
melalui nyamuk (mosquito-borne) dapat
diklasifikasikan menjadi clade encephalitis atau JE
serocomplex yang terdiri dari WNV dan virus Japanese
Encephalitis sedangkan clade non encephalitic atau
demam berdarah terdiri dari virus Dengue dan virus
Yellow Fever (Colpitts et al. 2012).

120

Genom

Virus West Nile (WNV) memiliki diameter 40-50
nm dengan genom sSRNA berpolaritas positif sekitar
11 kb yang mengkode tiga protein struktural yaitu
kapsid (protein C), envelope (protein E) dan
premembran (protein PrM) serta 7 protein non-
struktural (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, dan
NS5) (Hayes & Gubler 2006).

Protein E

Protein E merupakan protein struktural envelope
yang penting secara imunologis dan menjadi target
utama respon imun inang. Protein E bertanggungjawab
dalam viral attachment, fusi membran dan
pembentukan virion (Wang et al. 2001; Zhang et al.
2017). Protein ini memiliki berat molekul 53 kD dan
merupakan glikoprotein membran tipe | dengan 12
residu sistein yang conserved. Protein E memiliki 3
domain yaitu domain 1 (DI), domain 2 (DII) dan
domain 3 (DIII) serta domain transmembran helix
(TMD) (Zhang et al. 2017).

DI merupakan pusat domain struktur dengan 120
residu pada 3 segmen yang terletak di antara DIl dan
DIIl. Sebagai pusat domain, DI memiliki fungsi

sebagai stabilisator orientasi protein E secara
keseluruhan dan berpartisipasi dalam perubahan
konformasinya.  Situs glycosylation domain ini

dihubungkan dengan produksi virus, sensitivitas pH
dan sifat neuroinvasive (Zhang et al. 2017). DIl
merupakan domain dimerisasi yang disusun oleh 12
asam amino yang berperan dalam fusi dan pengikatan
membran sel-virus. DIl yang menjangkau asam amino
296-415 berfungsi dalam pengenalan dan pengikatan
reseptor. Domain ini menjadi fokus dalam
pengembangan vaksin karena memiliki multiple epitop
yang dikenali oleh antibodi ternetralisasi (Beasley &
Barrett 2002; Pokidysheva et al. 2006; lyer &
Kousoulas 2013). Berdasarkan fungsi dari DIII, protein
E dapat digunakan untuk mengkarakterisasi WNV
neuroinvasive  dan  non-neuroinvasive  dengan
sekuensing nukleotidanya (Rice et al. 1998). Domain
transmembran helix terdiri dari TM1 dan TM2.
Keduanya memiliki fungsi yang penting dalam
biosintesis dan proses dari poliprotein virus, TM1
bertindak sebagai sekuen stop-transfer sedangkan TM2
berperan sebagai sekuen sinyal internal untuk
translokasi protein NS1 pertama ke dalam lumen
retikulum endoplasmik (Fritz et al. 2011).

Protein C

Protein C merupakan protein struktural Kkecil
dengan berat molekul 12-14 kD, bermuatan positif dan
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disebut sebagai protein inti. Protein ini membentuk
komponen struktural nukleokapsid dan terlibat dalam
RNA folding selama replikasi (Ferlenghi et al. 2001;
Zhang et al. 2007). Protein kapsid juga terlibat dalam
berbagai peran non-struktural selama siklus replikasi,
termasuk replikasi RNA, translasi, infektivitas dan
viabilitas  virus. Fungsi non-struktural tersebut
diperoleh dengan memodulasi signaling pathways sel
inang karena protein C adalah protein virus yang
pertama kali berinteraksi dengan protein sel inang di
sitopalsma. Protein ini juga ikut berperan dalam
aktivitas anti-apoptosis sehingga mampu meningkatkan
signaling prosurvival selama terjadinya infeksi virus
(Hunt et al. 2007; Bhuvanakantham et al. 2009;
Urbanowski & Hobman 2013). Penelitian yang
dilakukan oleh van Marle et al. (2007) menunjukkan
bahwa protein kapsid memiliki peran dalam
neuropatogenesis  karena  mampu  menginduksi
neuroinflamasi melalui peningkatan CXCL10 dan
CCL2 baik secara in vivo maupun ex vivo.

Protein PrM

Protein premembran merupakan protein struktural
glikosilasi transmembran pendek yang memiliki fungsi
melindungi protein E dari fusi awal dengan membran
sel inang di dalam vesikel golgi kompleks (Chambers
1990; Tan et al. 2009; Setoh et al. 2012). Protein ini
merupakan  prekusor  protein  membran  yang
diekspresikan pada permukaan virion di sepanjang
protein E. Pada virus immature, protein ini melapisi
fusion loop protein E (Elshuber 2003; Zybert et al.
2008; Luo et al. 2015). Pada proses perakitan virus,
protein E dan PrM membentuk heterodimer sebelum
berinteraksi dengan kompleks neurokapsid untuk
menghasilkan virus immature. Protein PrM kemudian
mengalami pembelahan oleh furin like protease inang
yang terjadi di dalam transgolgi untuk menghasilkan
virus mature melalui exocytosis (Zhang 2003; Li et al.
2008; Zhang et al. 2013). Modulasi proporsi
pembelahan tersebut dapat merangsang sensitivitas
antibodi ternetralisasi (Nelson et al. 2008). Protein PrM
WNV memiliki situs N-Linked glycosylation tunggal
yang berada pada asam amino 15-17 dan ablasi dari
motif glycosylation ini dapat merubah pelepasan dan
infektivitas partikel virus (Hanna et al. 2005). Protein
PrM WNV dianggap penting dalam pembentukan dan
sekresi virus serta berperan dalam peningkatan
virulensi virus (Chambers 1990; Tan et al. 2009; Setoh
et al. 2012).

Protein NS

Protein non-struktural bersifat multifungsi dan
memiliki peran penting dalam sintesis dan/atau

perakitan virus (Colpitts et al. 2012). Protein NS1
merupakan glikoprotein yang memiliki 3 situs N-
Linked glycoprotein yang sangat conserved. Protein
NS1 disekresi oleh sel terinfeksi dengan multiple
sistein yang membentuk ikatan disulfida (Londono-
Renteria & Colpitts 2016). Protein NS1 mengalami
proteolisis di retikulum endoplasmik dan terdimerisasi.
Bentuk dimer protein NS1 diangkut ke sel lain melalui
beberapa mekanisme di antaranya melalui membran
retikulum endoplasmik (mNS1), membran plasma
bagian luar (pNS1) dan medium ekstraseluler dalam
bentuk terlarut (SNS1). Dalam bentuk terlarutnya, 3
buah dimer NS1 akan bersatu membentuk heksamer
NS1 (Alcala et al. 2017; Alcald et al. 2018). Protein ini
bersifat sangat imunogenik sehingga menjadi target
utama dari antibodi inang. Protein NS1 intraseluler
berperan sebagai kofaktor esensial untuk replikasi
virus, bersifat antagonis terhadap aktivitas komplemen
dan menghambat signaling TLR3 (Martin-Acebes
2012; Chancey et al. 2015). Protein NS1 vyang
berhubungan dengan plasma membran (pNS1) dan
dalam bentuk terlarut (sNS1) berperan dalam
patogenitas virus (Alcald et al. 2017; Alcala et al.
2018).

Protein NS2A merupakan protein transmembran
hidrofobik yang berukuran kecil (25 kD) dengan peran
sebagai kofaktor untuk replikasi virus, pembentukan
struktur membran, perakitan virus, regulasi respon
imun inang dan diseminasi virus meskipun tidak
memiliki fungsi enzimatis (Chancey et al. 2015;
Londono-Renteria & Colpitts 2016). Colpitts et al.
(2012) menyatakan bahwa protein NS2A bersama
dengan protein NS2B, NS4A dan NS4B mampu
menghambat respon imun bawaan inang ketika terjadi
infeksi virus dengan mekanisme hambatan produksi
interferon o/f. Mutasi pada protein ini mampu
menyebabkan atenuasi virus secara in vivo (Martin-
Acebes 2012).

Protein NS2B merupakan protein hidrofobik kecil
yang berperan sebagai kofaktor protease NS3 dan
berfungsi sebagai membrane anchor protease virus
(Martin-Acebes 2012). Tiga membran domain pada
terminal C dan N protein NS2B berperan penting
dalam penyatuan kompleks protease kedalam membran
yang terinduksi virus (Londono-Renteria & Colpitts
2016).

Protein NS3 merupakan protein terbesar kedua
setelah NS5 yang sangat conserved dan memiliki
banyak fungsi enzimatis. N-terminal protein ini
mengkode viral trypsin-like serine protease yang
mampu membelah poliprotein virus untuk melepaskan
protein  struktural dan non-struktural. Aktivitas
enzimatis lainnya yang esensial untuk replikasi WNV
yaitu NS3 helicase, nucleoside triphosphatase dan
RNA triphospatase. Berdasarkan fungsi enzimatisnya,
protein NS3 menjadi komponen kunci dalam proses
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replikasi virus, sehingga perubahan pada protein ini
dapat menyebabkan terganggunya proses replikasi
virus. Protein NS3 hanya dapat aktif dengan
keberadaan kofaktornya yaitu NS2B. Bentuk aktifnya
NS2B/NS3 merupakan komponen yang esensial untuk
replikasi dan perakitan virus serta menjadi target
antivirus yang menjanjikan (Ebel et al. 2011; Martin-
Acebes 2012; Londono-Renteria & Colpitts 2016).

Protein NS4A dan NS4B merupakan protein
hidrofobik berukuran kecil dengan beberapa domain
yang terikat pada viral replication complex di membran
yang terinduksi virus. Protein NS4A berperan sebagai
kofaktor yang meregulasi aktivitas ATP-ase NS3
helicase dan berperan dalam pengurutan sinyal untuk
translokasi protein NS4B melalui membran retikulum
endoplasmik. Protein NS4A bersama dengan protein
NS4B dan NS2A berperan dalam penghambatan
signaling interferon pada sel terinfeksi virus. Protein
NS4B yang memiliki fungsi penting dalam kompleks
replikasi flavivirus dapat ditemukan pada membran
perinuklear dan nukleus dari sel terinfeksi virus. Mutasi
pada protein ini menghasilkan sifat atenuasi WNV
secara in vivo (Martin-Acebes 2012; Wicker et al.
2012; Londono-Renteria & Colpitts 2016).

Protein NS5 merupakan protein terbesar dengan
ukuran 100 kDa dengan 2 aktivitas enzimatis yaitu N-
terminal domain dan C-terminal domain. N-terminal
domain mengkode metiltransferase sedangkan C-
terminal domain mengkode RNA-dependent RNA
polymerase (RdRP) yang bertanggungjawab terhadap
replikasi virus. Metiltransferase dan polimerase protein
NS5 merupakan target antiviral yang menjanjikan
(Londono-Renteria & Colpitts 2016). Protein NS5
memiliki fungsi sebagai antagonis interferon (IFN)
utama dengan mekanisme hambatan pY-STAT 1 (IFN-
Dependent STAT 1 phosporylation) atau dengan
degradasi STAT 2 dan penekanan ekspresi gen IFN-
dependent. Berkaitan dengan fungsinya sebagai
antagonis IFN, mutasi alami protein NS5 WNV
mungkin memiliki pengaruh terhadap virulensi WNV
asal lapang sehingga dapat digunakan dalam
pengembangan vaksin live attenuated atau terapi
antiviral di masa mendatang (Laurent-Rolle et al.
2010).

Lineage virus West Nile

Berdasarkan filogenetika molekuler, WNV dibagi
menjadi 5 lineage dan 3 putative lineage (Pachler et al.
2014). Kejadian encephalitis pada manusia dikaitkan
dengan lineage 1, 2 dan 5 (Petersen et al. 2013; Zohaib
et al. 2019). Strain pada lineage 1 terbagi ke dalam
clade 1a, 1b dan 1c. Clade 1a ditemukan pada isolat
Afrika, Eropa dan Amerika. Clade ini memiliki
kedekatan hubungan genetik di antara daerah yang
jaraknya berjauhan secara geografis sehingga dianggap
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sebagai akibat penyebaran virus melalui burung
migrasi (Martin-Acebes 2012). Lineage 1 berasal dari
sub-sahara atau Afrika Utara yang mewabah pada awal
abad 20 dan menyebar ke utara pada tahun 1970-1980-
an.

Pada tahun 1990, strain WNV clade 1la
menyebabkan wabah sporadis ringan di Maroko dan
Eropa Barat. Virus West Nile menyebar ke Amerika
dan menjadi masalah kesehatan yang bersifat global.
Isolat asal Amerika Utara pada awal kejadian berhasil
diidentifikasi di New York tahun 1999, isolat tersebut
memiliki kedekatan dengan virus lineage la yang
diisolasi di Israel tahun 1998 (Petersen et al. 2013;
Chancey et al. 2015). Hal tersebut menimbulkan
presepsi bahwa virus WN NY99 mungkin disebarkan
melalui burung migrasi atau vektor yang tidak sengaja
terbawa turis yang sebelumnya mengunjungi negara
Israel. Clade 1a kemudian dibagi menjadi subclade A
dan B. Sebagian besar isolat dari Eropa Barat dan
beberapa isolat dari Eropa Timur masuk ke dalam
subclade A sedangkan sisa isolat lain dari Eropa Timur
masuk kedalam subclade B (Zehender et al. 2017).
Clade 1b terdiri dari virus Kunjin asal Australia yang
merupakan salah satu subtype dari WNV. Clade 1c
terbatas pada isolat dari India dan kemudian
membentuk kluster baru menjadi lineage 5 (Martin-
Acebes 2012; Pachler et al. 2014; Chancey et al. 2015).

Isolat virus WN lineage 2 secara historis
ditemukan endemis di Sub Sahara Afrika dan
Madagaskar. Isolat ini telah menyebabkan wabah
zoonosis yang bersifat sporadik di Afrika Selatan
meskipun dianggap kurang virulen jika dibandingkan
dengan lineage 1. Selanjutnya, wabah oleh lineage 2
pada manusia dan burung terjadi di Eropa, khususnya
Eropa Selatan dan Eropa Timur. Virus West Nile
lineage 2 juga ditemukan di Indonesia pada spesimen
kasus klinis pada tahun 2004 melalui sekuensing
(Martin-Acebes 2012; Myint et al. 2014; Chancey et al.
2015).

Lineage 3 berhasil diisolasi dari isolat nyamuk
Culex asal Republik Ceko yang berdekatan dengan
Austria, pada tahun 1997 dan 1999. Lineage 3 secara
eksperimental hanya mampu mengiinfeksi nyamuk dan
sel-nya lebih lanjut WNV lineage 4 diisolasi dari kutu
Dermacentor marginatus di Rusia pada tahun 1988,
termasuk isolat kutu dari Caucasus dan beberapa isolat
nyamuk dan reptil di sungai Volga. Lineage putative 6
yang memiliki kedekatan dengan lineage 4 pernah
dilaporkan di Spanyol. Beberapa isolat lain yang
pernah ditemukan yaitu virus Koutanyo dari Afrika
(KOUNV) yang merupakan lineage putative 7 dan
lineage putative 8 yang merupakan varian virus Kunjin
(KUNV) pada isolat asal Serawak dan Senegal (Martin-
Acebes 2012; Pachler et al. 2014; Chancey et al. 2015).
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MUTASI

Virus RNA dapat beradaptasi secara cepat
terhadap perubahan lingkungan dan dikenal memiliki
angka mutasi yang tinggi dengan kemampuan evolusi
yang cepat. Perubahan kecil dari nukleotida/asam
amino dapat mempengaruhi replikasi dan virulensi
virus serta spesifisitas inang (Ebel et al. 2004).
Terjadinya mutasi selektif dapat menghasilkan profil
epidemiologi dan gambaran penyakit yang tidak
terduga. Mutasi pada WNV dapat terjadi baik pada
protein struktural maupun protein non-struktural dan
menghasilkan atenuasi fenotip (Brault et al. 2007;
Pachler et al. 2014). Perubahan pada 5° dan 3’
Untranslated Region (UTR) juga dianggap berpengaruh
dalam patogenitas WNV (Pachler et al. 2014).
Meskipun genom WNV relatif fleksibel terhadap
beberapa perubahan sekuen yang dapat mempengaruhi
patogenitas virus, namun hal tersebut tergantung dari
strain virus dan kepekaan inang terinfeksi (Rizzoli et al.

2015).
Protein struktural dan non-struktural WNV
berperan dalam berbagai fungsi seperti replikasi,

virulensi dan patogenitas (Tan et al. 2009; Chancey et
al. 2015). Perubahan atau mutasi yang terjadi baik pada
protein  struktural dan  non-struktural  dapat
dimanfaatkan untuk penemuan vaksin karena beberapa
mutasi bersifat menguntungkan. Beberapa penelitian
modifikasi genetik protein struktural dan non-struktural
WNV pun dilakukan untuk mendapatkan antiviral atau
vaksin yang berpotensi.

Pada protein struktural PrM, substitusi asam
amino T20 menjadi asam aspartat dapat mempengaruhi
glycosylation, pembentukan heterodimer dan sekresi
partikel virus (Lustig et al. 2018). Mutasi pada protein
PrM (K31A, K31T, K31V, T20D) menyebabkan
penurunan sekresi antigen VLP secara signifkan dari
sel yang ditransfeksikan (Calvert et al. 2012). Tan et al.
(2009) menyatakan bahwa triple mutasi pada
ektodomain protein PrM menyebabkan hilangnya
infektivitas WNV pada sel mamalia dan nyamuk secara
nyata. Selain itu, mutasi protein PrM N15Q
menyebabkan terjadinya penurunan jumlah virus jika
dibandingkan dengan wild-type WNV melalui uji real-
time PCR (Hanna et al. 2005).

Mutasi protein struktural lainnya terjadi pada
glikoprotein E. Substitusi tunggal asam amino T70I
bertanggungjawab dalam peningkatan resistensi asam
yang menjadikan mutan membutuhkan pH lebih asam
di dalam endosome untuk melakukan fusi. Sedangkan
perubahan tunggal asam amino pada glikoprotein E
posisi 159 menyebabkan replikasi dan transmisibilitas
virus terjadi secara efisien pada suhu yang lebih tinggi
oleh vektor (Martin-Acebes & Saiz 2011), sehingga
mutasi glikoprotein E yang terjadi pada Val 159 Ala
dianggap dapat mempengaruhi adaptasi virus terhadap

vektor nyamuk Culex sp (Di Giallonardo et al. 2016).
Adaptasi tersebut dapat menghasilkan vektor yang
kompeten dalam peningkatan distribusi dan intensitas
penularan WNV pada inang. Perubahan genetik pada
motif  N-glycosylation protein E menyebabkan
hilangnya situs N-glycosylation, tidak stabilnya fusi E-
peptide dan penurunan replikasi virus (Rizzoli et al.
2015). Mutasi pada protein E L107E yang terletak pada
daerah conserved fusion loop flavivirus menyebabkan
atenuasi neuroinvasive pada mencit meskipun tidak
menyebabkan atenuasi neurovirulen secara signifikan.
Sedangkan mutasi N154S menyebabkan atenuasi
moderate  neuroinvasive dan  atenuasi  ringan
neurovirulen (Beasley et al. 2005; Zhang et al. 2006;
Whiteman et al. 2010).

Mutasi pada asam amino P250L protein NS1
bertanggungjawab terhadap atenuasi WNV lineage 2
secara signifikan pada hewan coba mamalia baik secara
in vivo dan in vitro. Mutasi pada NS1 dianggap
menjadi ciri khas yang penting dari virulensi WNV
lineage 2 (Szentpali-Gavallér et al. 2016). Virus yang
memiliki  mutasi NS1 NNT130-132QQA/N175A
/N207A mampu menghapus 3 situs glycosylation pada
protein NS1 WNV dan menghasilkan atenuasi virus
pada tikus secara neuroinvasive dan neurovirulen.
Infeksi dengan virus mutan tersebut dapat menginduksi
terbentuknya antibodi  protektif yang mampu
melindungi 50% mencit dari infeksi letal dengan WNV
99INY. Secara in vitro, mutasi yang terjadi akibat
rendahnya glycosylation NS1 tersebut menyebabkan
replikasi, maturasi dan sekresi NS1 dari retikulum
endoplasmik tidak terjadi secara efektif pada sel Vero
(Liu et al. 2006; Whiteman et al. 2015). Mutasi pada
residu T260A-G270S protein NS2A menyebabkan
pembentukan vesikel yang abnormal, oleh karena itu
protein  NS2A dianggap beperan langsung dalam
pembentukan vesikel. Perubahan genetik protein NS2A
pada A30P menyebabkan hilangnya NS1° (NSI
extension) dan terganggunya mekanisme penghindaran
respon imun inang. Mutasi A30P pada NS2A
menghasilkan sifat atenuasi berkaitan dengan hilangnya
kemampuan virus untuk menghambat aktivitas INF-
transcription, sehingga terjadi penurunan penyebaran
virus secara signifikan akibat induksi respon INF-§
yang kuat. Pada hewan coba, mutasi ini membatasi
kemampuan replikasi virus ekstra neural sehingga
dapat menurunkan kemungkinan virus menyerang
sistem saraf pusat yang menyebabkan encephalitis (Liu
et al. 2006; Rizzoli et al. 2015). Mutasi pada protein
NS2A beserta NS4A menghasilkan kegagalan replikasi
virus RNA dan menyebabkan pembentukan vesikel
yang immature (Yu et al. 2017). Mutasi yang terjadi
pada protein NS3 posisi H249P dan protein NS4B
posisi E249B menghasilkan penurunan virulensi pada
mencit secara parsial (Szentpali-Gavallér et al. 2016).
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Substitusi asam amino T249P pada protein NS3
berkontribusi terhadap peningkatan virulensi pada
unggas secara signifikan (Brault et al. 2007). Pada
burung gagak Amerika (Corvus brachyrhynchos)
mutasi ini menyebabkan peningkatan virogenesis dan
efisiensi replikasi pada suhu tinggi (Rizzoli et al.
2015). Mutasi pada NS3del483 dianggap dapat
menyebabkan atenuasi  virus berkaitan dengan
penurunan efisiensi replikasi secara in vivo pada hewan
coba tikus dan secara in vitro pada sel tikus L929.
Delesi residu Asp483 terdapat di dalam domain RNA
helicase dan sangat conserved pada WNV, sehingga
dianggap  sebagai  determinan  penting  sifat
neuroinvasive dan neurovirulen WNV. Virus West
Nile dengan mutasi NS3del483 lebih mudah
dieliminasi dari sirkulasi dan kurang bersifat
neuroinvasive jika dibandingkan dengan virus wild
type. Delesi residu Asp483 menyebabkan virus lebih
peka terhadap obat antiviral sehingga produksi virus
dapat ditekan. Penurunan produksi virus menyebabkan
infeksi virus pada hewan dapat lebih mudah dikontrol
dan menghasilkan atenuasi dari quasispesies secara
parsial (Ebel et al. 2011).

Mutasi pada NS4A E46K, E47K dan D50K
menyebabkan peningkatan degradasi ATP oleh NS3.
Berkaitan dengan fungsi ATP in vitro yang dibutuhkan
untuk aktivitas NS3 helicase, mutasi pada NS4A dapat
menjadi target mutagenesis untuk mendapatkan profil
atenuasi WNV melalui perubahan efisiensi replikasi
virus (Shiryaev et al. 2009). Mutasi titik pada protein
NS4A (V671) dan NS4B (1240M) memberikan
kemampuan WNV untuk menginduksi jalur autofagi
(Blazquez et al. 2015). Mutasi protein NS4B pada
C102S, P38G dan E249G mampu mengurangi
hambatan signaling IFN, menurunkan aktivitas helicase
dan replikasi virus. Mutasi NS4B E249G mampu
menurunkan mortalitas hingga 50%, menurunkan
patogenitas dan meningkatkan imunogenisitas pada
mencit. Mutasi P38G berlokasi di regio conserved dari
NS4B dekat dengan N-Terminal domain, sedangkan
mutasi pada C102S berlokasi di sentral domain
transmembran hidrofobik. Mutasi P38G dan C102S
adalah mutasi yang menghasilkan sifat atenuasi yang
kuat. Mutasi C102S menyebabkan atenuasi pada
neuroinvasive dan neurovirulen, sedangkan mutasi
P38G menyebabkan atenuasi pada neuroinvasive
namun tidak pada neurovirulen (Wicker et al. 2006;
Evans & Seeger 2007; Wicker et al. 2012; Rizzoli et al.
2015). Substitusi Val-Met pada asam amino posisi 9
peptida 2K (yang mencakup membran retikulum di
antara protein NS4A dan NS4B) memberikan sifat
resistensi WNV terhadap obat antiviral lycorine
melalui peningkatan replikasi RNA virus (Evans &
Seeger 2007; Zou et al. 2009). Berkaitan dengan sifat
protein  NS4B vyang penting untuk replikasi dan
penentuan patogenitas virus pada inang melalui
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hambatan STAT (Signal Transducer and Activator of
Transcription) ketika signalling interferon, maka
mutasi pada NS4B dapat dimanfaatkan sebagai target
antiviral yang poten di masa mendatang (Wicker et al.
2006; Wicker et al. 2012). Mutasi pada protein NS5
(VI631/632AA, WB651A, W382A) menyebabkan
hambatan signaling IFN dan mempengaruhi virulensi
WNV asal lapangan (Laurent-Rolle et al. 2010). Mutasi
pada NS5 K61A, K182A dan E218A menyebabkan
hilangnya aktivitas 2’0 metilasi yang menghasilkan
atenuasi pada WNV. Mutasi NS5 E218A
memungkinkan WNV mengalami atenuasi pada fenotip
neoroinvasive  dan  neurovirulen serta  dapat
menginduksi respon imun yang protektif (Zhou et al.
2007). Kombinasi mutasi secara alami protein NS5
(A804V) bersama dengan protein NS4B (E249G) dan
3°’UTR (A10596G, C10774U, A10799G) menghasilkan
varian virus dengan small plaque (sp), temperature
sensitive (ts) dan atenuasi pada tikus (Davis et al.
2007).

Beberapa mutasi dimanfaatkan untuk penelitian
vaksin di  masa mendatang karena bersifat
menguntungkan dengan  menurunan  infektivitas,
replikasi, patogenitas dan virulensi virus. Sehingga
diharapkan ke depan dapat dikembangkan vaksin untuk
manusia dengan efikasi yang baik dan aman melalui
modifikasi genetik WNV.

PERKEMBANGAN OBAT ANTIVIRAL

Obat antiviral adalah salah satu strategi yang
digunakan untuk mengendalikan infeksi virus ketika
vaksin yang sesuai belum ditemukan. Terapi antiviral
yang efektif memiliki target pada protein inang atau
virus yang berperan penting dalam infeksi dan replikasi
seperti protein NS3, NS4B dan NS5. Namun usaha
penemuan obat antiviral untuk infeksi WNV masih
cukup rendah jika dibandingkan dengan virus Hepatitis
C dan Dengue. Hal tersebut berkaitan dengan presepsi
rendahnya urgensi infeksi WNV pada manusia yang
cenderung  asimptomatis.  Selain  menggunakan
alternative terapi dengan antibodi, terapi WNV akan
dijelaskan  lebih  dalam  menurut  mekanisme
penghambatan replikasi dan penurunan infektivitas
virus.

Berkaitan dengan reaksi silang di antara
flavivirus, pengembangan obat Dengue mungkin
berpotensi digunakan sebagai terapi WNV. Alternatif
terapi lain dapat dilakukan dengan pemberian antibodi.
Antibodi melindungi inang dari infeksi WNV melalui
beberapa mekanisme seperti blokade reseptor binding,
hambatan fusi, pembersihan virus, lisis virus/sel
terinfeksi dan sitotoksisitas sel terinfeksi (Lim & Shi
2013). Molekul seperti interferon-o dianggap memiliki
aktivitas proteksi terhadap infeksi WNV secara in vitro
dan in vivo dengan menghambat tropisme virus dan
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mencegah kematian sel neuron terinfeksi. Meskipun
molekul tersebut tidak dapat melintasi blood brain
barrier namun interferon-a. bisa menjadi terapi yang
berpotensi  untuk flaviviral encephalitis (Gea-
Banacloche et al. 2004; Samuel & Diamond 2005).
Penggunaan interferon-a pada 2 orang pasien dengan
infeksi WNV encephalitis dilaporkan pertama kali pada
tahun 2005 dengan hasil pemulihan kondisi pasien
setelah periode recovery selama 9 bulan (Kalil et al.
2005). Dibandingkan dengan ribavirirn, interferon-o
memiliki  aktivitas terapeutik yang lebih baik
(Anderson & Rahal 2002).

Ribavirin dianggap mampu menghambat replikasi
dan sitopatogenisitas WNV pada sel saraf manusia
secara in vitro. Pada sel vero, penggunaan ribavirin
hanya menghasilkan sifat protektif tanpa diikuti dengan
sifat terapeutik (Anderson & Rahal 2002). Ribavirin
dengan dosis tinggi dapat meningkatkan prognosis
pada individu dengan kondisi encephalitis (Jordan et al.
2000; Gould & Fikrig 2004). Beberapa laporan
menyatakan bahwa penggunaan ribavirin pada hewan
coba dan pasien wabah di Israel menunjukkan hasil
yang kurang baik (Chowers et al. 2001; Morrey et al.
2004). Favipiravir merupakan analog nukleosida
berspektrum luas dengan aktivitas antiviral yang poten
terhadap beberapa virus RNA. Secara eksperimental,
favipiravir mampu melindungi mencit dari uji tantang
WNYV dosis letal. Aktivitas poten tersebut didapatkan
dari kemampuan obat ini dalam menurunkan
infektivitas virus dan mengurangi jumlah virus
(Escribano-Romero et al. 2017).

Pengobatan infeksi WNV dengan SiRNA
dianggap efektif untuk menghentikan replikasi virus.
Salah satu contohnya adalah penggunaan bifungsional
SiRNA yang terbukti mampu menurunkan titer WNV.
Efektivitas efikasi SIRNA sebagai terapi antiviral
dicapai setelah 48 jam infeksi secara in vitro. SIRNA
yang memiliki target pada protein NS5 dan NS2A
dapat menjadi kandidat terapi antiviral WNV di masa
mendatang (Karothia et al. 2018). Secara in vivo,
penggunaan SiRNA dapat menurunkan titer virus di
otak, menurunkan neuropatologi dan mortalitas serta
menghasilkan angka recovery setelah 5-6 hari infeksi.
SiRNA menghasilkan respon imunitas alami yang
memberikan perlindungan dan recovery terhadap
infeksi flavivirus encephalitis (Beloor et al. 2018).

Beberapa obat Parkinson seperti L-Dopa,
Selegiline, Isatin dan Amantadine pernah diuji sebagai
obat WNV. Pengobatan dengan L-Dopa, Isatin dan
Amantadine mampu menurunkan jumlah virus secara
signifikan secara in vitro. Di antara obat antiparkison
tersebut, hanya amantadine yang memiliki efek
penghambatan infeksi WNV tertinggi dengan
mekanisme hambatan multiplikasi pada tahap maturasi
(Blazquez et al. 2016). Berdasarkan hasil penelitian
yang telah dilakukan, pengembangan lebih lanjut obat

Parkinson sebagai terapi infeksi WNV yang poten perlu
dilakukan untuk melihat efikasi obat secara klinis baik
pada hewan maupun manusia.

Inhibitor Protein Kinase C (PKC) seperti
Chelerythrine dan Calphostin C dapat menjadi kandidat
antivirus yang potensial untuk pengobatan infeksi
WNV. Chelerythrine dan Calphostin C mampu
menginduksi penurunan multiplikasi WNV secara
signifikan pada percobaan in vitro. Chelerythrine
bekerja pada regio Kkatalitik C-terminal yang conserved
sehingga chelerythrine mampu menghambat semua
bentuk isoform PKC. Calphostin C berinteraksi dengan
N-Terminal regulatory dari PKC dan berkompetisi
untuk terikat pada binding site DAG (diacylglycerol)
dan phorbol esters sehingga calphostin C menjadi
inhibitor yang lebih spesifik untuk PKC klasik dan
novel namun tidak untuk PKC dalam bentuk atipikal
(Blazquez et al. 2016; Blazquez et al. 2018).
Thiopurine dianggap mampu menghambat replikasi
sebagian besar virus dari famili flaviviridae termasuk
menghambat produksi WNV (Lim et al. 2011).

Minocyclin merupakan antibiotik tetrasiklin yang
mampu menghambat replikasi WNV dan apoptosis sel
saraf manusia melalui hambatan signaling c-Jun N
terminal kinase (JNK) secara in vitro. Minocyclin yang
memiliki sifat neuroprotektif menjadi senyawa antiviral
dan antiinflamasi untuk terapi encephalitis yang
disebabkan oleh virus. Berkaitan dengan sifatnya yang
aman dan murah, minocycline dapat menjadi kandidat
terapi antiviral WNV untuk dikembangkan lebih lanjut
di masa mendatang (Michaelis et al. 2007). Lycorine
merupakan senyawa alkaloid dengan efek biologis

menghambat  sintesis protein dan DNA serta
menghambat pertumbuhan dan pembelahan sel.
Lycorine dilaporkan memiliki aktivitas antiviral

melalui penekanan replikasi RNA virus (Zou et al.
2009).

Kombinasi alcohol monoterpene (CMA) yang
didapatkan dari Melaleuca alternifolia menghasilkan
aktivitas virusidal, penurunan titer virus dan presentasi
sel terinfeksi secara in vitro. Aktivitas tersebut
didapatkan dari mekanisme induksi siklus sel pada fase
GO/G1. Sedangkan secara in vivo, CMA menyebabkan
penurunan morbiditas, hambatan penurunan berat
badan dan penurunan titer virus di otak (Pliego Zamora
et al. 2016). Molekul oligomer antisense mampu
menghambat virus dengan mekanisme pengikatan
RNA pada sekuen spesifik. Molekul seperti
phosporodiamidate morpholino  oligomer (PMO)
memiliki aktivitas inhibitor pada beberapa flavivirus
termasuk WNV secara in vitro dan in vivo. Efikasi
PMO secara in vivo terhadap infeksi WNV
membutuhkan konjugasi dengan peptide Arg-rich
(PPMO). Penggunaan PPMO sebagai sebagai terapi
antiviral WNV dicapai dengan dosis 100-200 ug/hari
yang menghasilkan perlindungan pada hewan coba
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tikus secara parsial dari infeksi WNV, sedangkan dosis
300 ug/hari PPMO dapat menimbulkan toksisitas pada
hewan coba (Diamond 2005; Deas et al. 2007).

Derivat imino sugar seperti deoxynorjirimycin
(DNJ) atau castanospermine memiliki  aktivitas
antiviral dengan mekanisme hambatan pada retikulum
endoplasmik a-glukosidase 1 dan 2 pada inang yang
esensial untuk sekresi virus (Diamond 2009). Derivate
DNJ dengan rantai samping hydroxylated cyclohexyl
yaitu OSL-9511 juga memiliki aktivitas antiviral
terhadap WNV dengan mekanisme hambatan yang
sama, kemudian novel derivate imino sugar CM-9-78
yang memiliki atom oksigen dalam rantai samping
memiliki efikasi antiviral yang lebih baik jika
dibandingkan dengan OSL-95I1 (Chang et al. 2009).

Metabolisme lipid berkaitan erat dengan infeksi
flavivirus karena kolesterol terlibat dalam infektivitas
WNV. Terapi dengan lovastatin dapat mengehentikan
infeksi secara in vitro. Penambahan lovastatin dan
kolestrol eksogen pada media kultur mampu
menurunkan replikasi replikon WNV hingga 89%. Efek
lain yang dihasilkan adalah penurunan replikasi virus,
produksi virus yang infeksius dan pembentukan
struktur membran yang diinduksi virus pada sel yang
diinfeksi WNV. Terapi dengan lovastatin dan kolestrol
pada pasien yang terinfeksi WNV dapat menjadi
pilihan yang aman dan murah untuk uji klinis di masa
mendatang (Mackenzie et al. 2007).

Tahap replikasi RNA WNV sangat bergantung
dari proses sintesis asam lemak dengan bantuan enzim
kunci asam lemak sintase. Pemberian inhibitor enzim
asam lemak sintase yaitu cerulenin dan C75 dianggap
mampu menurunkan infeksi seluler WNV secara in
vitro. Cerulenin dan C75 mampu menurunkan produksi
WNV ketika ditambahkan ke media kultur pada O atau
3 jam setelah infeksi, hal tersebut menunjukkan bahwa
cerulenin dan C75 memiliki pengaruh pada stadium
replikasi virus dibandingkan dengan tahap viral entry.
Hambatan produksi virus pada 3 jam setelah infeksi
dicapai dengan penurunan sintesis RNA virus (Martin-
Acebes et al. 2011).

Asam mikofenolik merupakan inhibitor yang
poten untuk WNV dengan mekanisme hambatan enzim

inosine monophosphate dehydrogenase. Brequinar
yang merupakan inhibitor enzim dihydroorotate
dehydrogenase, enzim kunci dalam biosintesis

pirimidin de novo, dapat menghambat sintesis RNA
virus, perakitan dan pelepasan virion secara in vitro
(Qing et al. 2010). Senyawa 6-azauridin merupakan
inhibitor enzim orotidine monophosphate
decarboxylase, enzim yang berperan dalam biosintesis
pirimidin, mampu mengontrol infeksi WNV dengan
mekanisme hambatan replikasi virus secara in vitro.
Cyclosporine yang merupakan isomerase peptidyl-
prolyl bekerja dengan mengganggu interaksi antara
NS5 dan cyclophilin A yang dibutuhkan virus untuk
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menginfeksi inang (Qing et al. 2009; Krishnan &
Garcia-Blanco 2014). Pengembangan terapi antiviral
yang memiliki target pada komponen utama
metabolisme nukleotida dapat menjadi terapi antiviral
untuk WNV yang menjanjikann di masa mendatang.
Pengembangan obat antiviral terus dilakukan
khususnya untuk terapi pasien dengan gangguan sistem
kekebalan tubuh dan jika vaksin yang sesuai belum
dihasilkan.

PERKEMBANGAN VAKSIN

Salah satu tindakan pencegahan terhadap infeksi
virus adalah dengan melakukan vaksinasi. Vaksinasi
dapat menjadi program eradikasi yang baik jika
dikombinasikan dengan metode pengendalian lain.
Beberapa sifat vaksin yang ideal memiliki sifat poten
dan stabil, dosis tunggal, tidak menyebabkan efek
samping yang berlebihan serta antibodi yang terbentuk
dapat dibedakan dengan antibodi dari infeksi alam
(Peyre et al. 2009).

Berbagai kandidat vaksin WNV masih dalam
tahap pengujian. Vaksin terlisensi saat ini hanya
tersedia untuk kuda, sedangkan vaksin untuk manusia
seperti vaksin VLA (live attenuated), DNA dan
platform lainnya masih dalam tahap pengembangan
(Gould & Fikrig 2004). Terdapat 4 jenis vaksin untuk
kuda yang tersedia di pasaran yaitu tiga vaksin inaktif
utuh dan satu vaksin live chimera Canarypox yang
mengekspresikan protein PrM dan E dari WNV
(Barrett  2018).  Keseluruhan  vaksin  tersebut
membutuhkan dosis ganda pada awal pemberian
dengan booster yang berulang setiap tahun (Kaiser &
Barrett 2019).

Perkembangan vaksin WNV pada manusia masih
terus berlanjut, hingga saat ini terdapat 6 buah kandidat
vaksinn WNV yang masih dalam tahap uji klinis.
Kandidat vaksin tersebut diantaranya Hydrovax-001,
Inactivated WNV, Chimerivax-WNO02,
rWN/DEN4del30, HBV-002 atau WN-80E dan VRC
WNV (Ulbert 2019).

Kandidat vaksin Hydrovax-001 merupakan vaksin
inaktif dengan virus utuh yang berbasis hidrogen
peroksida. Kandidat vaksin ini masih dalam tahap I uji
klinis pada manusia dan membutuhkan uji Kklinis
lanjutan untuk mengetahui kemampuan
imunogenitasnya. Berbeda dengan kandidat vaksin lain
yang menggunakan strain WNV NY99, Hydrovax-001
menggunakan strain  virus Kunjin yang telah
teratenuasi secara alami. Respon antibodi dihasilkan
dengan pemberian dosis berganda dari kandidat vaksin
ini (Woods et al. 2019). Kandidat vaksin inaktif WNV
NY99 merupakan kandidat vaksin yang telah melalui
tahap uji /Il secara Klinis. Kandidat vaksin ini
menggunakan strain  WNV NY99 yang berbasis
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formaldehid dan berhasil menimbulkan respon imun
tertinggi setelah pemberian 3 dosis (Barrett et al. 2017).

Kandidat vaksin chimera WNV ChimeriVax-
WNO02 merupakan virus Yellow Fever 17-D yang
mengekspresikan protein PrM dan E dari WNV NY99.
Kandidat vaksin ini merupakan generasi kedua dari
ChimeriVax-WN dengan 3 mutasi protein E pada
residu 107, 316 dan 440 yang menghasilkan
peningkatan atenuasi (Arroyo et al. 2004). Vaksin
ChimeriVax-WNO02 mampu meningkatkan respon imun
humoral pada hamster. Pada kera, vaksin ini
menyebabkan viremia sementara, menginduksi antibodi
ternetralisasi dan melindungi dari virus tantang West
Nile wild type yang diinfeksikan secara intraserebral.
Vaksin chimera dapat menginduksi sel CD4+ dan
CD8+ terhadap infeksi WNV pada manusia. Puncak
respon antibodi diperoleh dengan dosis tunggal.
Berdasarkan uji Klinis fase Il, kandidat vaksin ini
dianggap aman dan efektif pada manusia dengan
kelompok umur yang bervariasi (Monath et al. 2015;
Kaiser & Barrett 2019).

Kandidat vaksin chimera live attenuated
WNV/Dengue serotype 4 (WN/DEN4) menghasilkan
respon antibodi netralisasi yang kuat dan melindungi
kera dari viremia ketika dilakukan uji tantang. Vaksin
ini merupakan virus chimera yang mendapat gen
protein struktural PrM dan E dari WNV strain NY99
(Gould & Fikrig 2004). Sedangkan kandidat vaksin
chimera rWN/DEN4delta30  merupakan  vaksin
chimera WN/DEN4 yang didapat dari 2 mekanisme
yaitu chimerisasi antigenik WNV dengan non-
neuroinvasive virus dengue serotipe 4 dan delesi 30
nukleotida pada 3’UTR (Pierce et al. 2017). Baik
vaksin chimera WN/DEN4 dan rWN/DEN4delta30
dengan dosis tunggal 103 FFU menghasilkan
perlindungan sebesar 90-100% ketika ditantang dengan
WNV. Sedangkan dosis yang lebih tinggi (104 FFU)
dari kedua wvaksin chimera tersebut menghasilkan
perlindungan yang lengkap terhadap uji tantang WNV
(Pletnev et al. 2002). Berdasarkan uji klinis fase I,
kandidat vaksin ini dianggap menjanjikan dari segi
keamanan dan imunogenisitasnya (Kaiser & Barrett
2019).

Kandidat vaksin lain adalah WN-80E atau HBV-
002 yang dibuat berdasarkan protein E terlarut yang
tidak memiliki domain transmembran pada sistem
ekspresi dalam sel Drosophila melanogaster dengan
atau tanpa pemberian protein NS1 WNV. Vaksin ini
terbukti dapat menginduksi antibodi pada beberapa
hewan coba seperti hamster dan non-human primates.
Pada uji Klinis tahap I, netralisasi antibodi dicapai
setelah minggu ke-2 post vaksinasi. Kandidat vaksin ini
memiliki efektivitas dan imunogenisitas yang rendah
pada pasien diatas umur 45 tahun (Watts et al. 2007,
Siirin et al. 2008; Brandler & Tangy 2013; Kaiser &
Barrett 2019).

Kandidat vaksin VRC-WNV merupakan kandidat
vaksin dengan plasmid DNA yang mengekspresikan
fragmen protein PrM/E WNV. Kandidat vaksin ini
terdiri dari CMV-302 dan CMV 303. Kandidat CMV
302 menggunakan promotor Cytomegalovirus untuk
meningkatkan ekspresi gen, sedangkan kandidat CMV
303 menggunakan  promotor  Human  T-cell
Leukimiavirus Tipe 1 untuk ekspresi gen lebih lanjut.
Berdasarkan uji klinis fase I, kandidat vaksin ini
menghasilkan netralisasi antibodi (> 90%) yang dicapai
setelah tiga kali pemberian dosis pada kelompok usia
pasien yang berbeda (Kaiser & Barrett 2019).

Kandidat vaksin lainnya yang masih dalam tahap
pengembangan adalah vaksin rekombinan subunit.
WNV-like particle dikembangkan pada sel insekta
dengan menggunakan rekombinan Baculovirus yang
mengekspresikan  protein  struktural PrM/E atau
C/PrM/E WNV. Vaksin tersebut terbukti dapat
menurunkan morbiditas dan mortalitas pada mencit
setelah dilakukan uji tantang dengan WNV. Imunitas
terhadap WNV dihasilkan tanpa disertai dengan
viremia (Qiao et al. 2004). Kandidat vaksin
rekombinan yang mengandung domain Ill protein E
WNV pada vektor ekspresi E. coli mampu
meningkatkan produksi antibodi dan menghasilkan
imunitas yang protektif terhadap infeksi WNV dan
encephalitis pada mencit (Chu et al. 2007). Kandidat
vaksin rekombinan yang menggunakan virus Measles
(MV) strain Schwars (MVSchw-sEWNV) mampu
mengekspresikan protein E WNV strain virulen 1S-98-
ST1. Vaksin ini menghasilkan perlindungan pada
mencit dari uji tantang dosis letal WNV dan mampu
menghasilkan antibodi  spesifik terhadap WNV
(Despreés et al. 2005). Kandidat vaksin rekombinan lain
(TRIP/SEWNVe) menggunakan vektor Lentivirus yang
mengekspresikan protein E/PrM dari WNV strain
virulen 1S-98-ST1. Kandidat vaksin ini berhasil
memberikan perlindungan mencit terhadap uji tantang
WNV dengan dosis letal dan berhasil meningkatkan
imunitas yang protektif dan tahan lama dengan dosis
tunggal (Iglesias et al. 2006).

Pengembangan vaksin chimera live attenuated
lainnya menggunakan virus JE strain SA14-14-2
sebagai genetic backbone yang mengekspresikan gen
PrM dan E dari WNV (ChinWNV). ChinWNV
menghasilkan replikasi yang efisien pada sel vero,
stabilitas genetik secara in vitro dan profil atenuasi
secara in vivo pada mencit. Dosis tinggi ChinWNV
menghasilkan respon imun humoral yang kuat dan
segera pada mencit sehingga  menghasilkan
perlindungan yang baik dari virus tantang West Nile
yang bersifat letal (Li et al. 2013). Sedangkan
pengembangan vaksin dengan virus subtipe WNV-
Kunjin berbasis virus DNA mampu memberikan
perlindungan pada mencit terhadap uji tantang dengan
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dosis letal WNV (Hall et al. 2003; Brandler & Tangy
2013).

PROSPEKTIF PENELITIAN WEST NILE VIRUS

Kasus infeksi WNV telah dideteksi di Indonesia
pada tahun 2014, namun data penunjang penelitian
masih sangat terbatas. Beberapa penelitian yang
dilakukan di Indonesia masih difokuskan pada kejadian
wabah asal manusia. Surveilans dan monitoring virus
ini baik pada vektor (nyamuk), reservoir (burung),
manusia dan hewan lain seperti kuda sangat diperlukan
untuk melihat perkembangan virus ini di lapangan
mengingat WNV memiliki diversifitas yang tinggi,
variasi fenotip yang luar biasa, sirkulasi endemis di
beberapa negara di dunia dan kemampuan mutasi yang
mungkin dapat menyebabkan wabah suatu saat nanti
(Rizzoli et al. 2015).

Kondisi negara Indonesia yang memiliki iklim
tropis sangat mendukung perkembangbiakan vektor
WNV (nyamuk) (Bartlow et al. 2019). Kedekatan
antara  reservoir-vektor-inang insidentil menjadi
tantangan dalam pengendalian penyakit ini di
Indonesia. Selain itu, peningkatan populasi vektor
dihubungkan dengan peningkatan resistensi produk
insektisida yang digunakan untuk mengendalikan
populasi nyamuk. Kesenjangan pengetahuan mengenai
aspek penting dari virus, disertai dengan belum
tersedianya vaksin dan pengobatan khusus untuk
manusia membatasi kemampuan dalam memprediksi,
mencegah dan mengendalikan infeksi WNV di
Indonesia. Penelitian lanjutan sangat diperlukan untuk
memonitoring perkembangan virus ini di lapangan
serta sebagai upaya untuk penemuan vaksin dan
antiviral untuk infeksi WNV di masa mendatang.

KESIMPULAN

Karakterisasi biologi protein struktural dan non-
struktural virus West Nile perlu dilakukan secara
berkesinambungan  untuk  dapat = memprediksi,
mencegah dan mengendalikan infeksi virus West Nile
baik pada vektor, hewan peka dan manusia. Kejadian
mutasi pada protein struktural dan non-struktural dapat
menyebabkan peningkatan efisiensi penularan virus
West  Nile, namun beberapa mutasi bersifat
menguntungkan dan menghasilkan atenuasi virus yang
dimanfaatkan dalam pengembangan vaksin west Nile
virus di masa mendatang. Pengembangan obat antiviral
terus dilakukan khususnya untuk terapi pasien dengan
gangguan sistem kekebalan tubuh dan jika vaksin yang
sesuai belum dihasilkan.
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ABSTRACT

Coccidiosis is a parasitic disease caused by the protozoan of the order Coccidia, the family Eimeriidae of the genus Eimeria
which breeds rapidly in the digestive tract and is the most difficult disease to be controlled on cattle farms. Eimeria spp. in cattle
can cause high economic losses and increase susceptibility against infectious diseases. Therefore, coccidiosis in cattle needs
attention from the government. This paper describes a number of diagnostic methods that can be used in the detection of Eimeria
spp. in cattle based on the goals and objectives of the examination. The coccidiosis cases often do not show any clinical
symptoms but can cause sudden death in livestock. The diagnostic method that still used at present is based on its morphology
that should not be used in identifying Eimeria species because the morphological characteristics Eimeria spp. have similar shape
and size structures between species (resembling morphology). An appropriate diagnostic method for Eimeria is needed in the
context of controlling coccidiosis strategically.

Key words: Diagnose, coccidiosis, Eimeria spp., cattle, Indonesia

ABSTRAK

Koksidiosis merupakan penyakit parasitik yang disebabkan oleh protozoa ordo Koksidia, famili Eimeriidae genus Eimeria
yang cepat berkembang biak di saluran pencernaan dan paling sulit dikendalikan di peternakan sapi dibandingkan dengan
protozoa gastrointestinal lainnya. Infestasi Eimeria spp. pada sapi dapat menimbulkan kerugian ekonomi yang tinggi dan dapat
meningkatkan kerentanan terhadap adanya infeksi penyakit menular lainnya sehingga penyakit koksidiosis pada sapi perlu
mendapat perhatian dari pemerintah. Tulisan ini mengulas tentang koksidiosis pada sapi dan beberapa metode diagnosis yang
dapat digunakan dalam deteksi Eimeria spp. pada sapi sesuai dengan sasaran dan tujuan pemeriksaan. Kasus koksidiosis sering
tidak menunjukkan gejala klinis dan tiba-tiba dapat langsung menyebabkan kematian ternak. Metode diagnosis yang masih
sering digunakan sampai saat ini adalah identifikasi morfologi yang sebenarnya tidak dapat dijadikan acuan dalam identifikasi
spesies Eimeria, karena karakteristik morfologi Eimeria spp. memiliki struktur bentuk dan ukuran yang mirip antar spesies
(resembling morphology). Diperlukan metode diagnosis spesies Eimeria yang tepat dalam rangka strategi pengendalian penyakit
koksidiosis.

Kata kunci: Diagnosis, koksidiosis, Eimeria spp. sapi, Indonesia

PENDAHULUAN

Ternak sapi potong di Indonesia merupakan salah
satu komoditas peternakan yang menjadi tumpuan
pemerintah dalam rangka memenuhi kebutuhan protein
hewani per kapita di Indonesia. Direktorat Jendral
Peternakan dan Kesehatan Hewan menyebutkan bahwa
populasi sapi potong di Indonesia mengalami
peningkatan dari tahun ke tahun. Data statistika
menunjukkan populasi sapi pada tahun 2018 mencapai
17.050.000 ekor (Kementan RI 2018). Kendati
demikian, pemeritah Indonesia masih terus berusaha
untuk meningkatkan populasi sapi potong dengan

mengimplementasikan Upaya Khusus Sapi Indukan
Wajib Bunting (UPSUS SIWAB).

Manajemen pemeliharaan sapi potong tidak lepas
dari kendala yang berpotensi menghambat produksi
daging ataupun menurunkan daya reproduksi ternak,
seperti gangguan kesehatan akibat penyakit tertentu.
Jonsson et al. (2011) dan Lassen et al. (2014)
melaporkan bahwa salah satu penyakit yang sering
dijumpai pada industri sapi potong adalah koksidiosis,
yaitu penyakit parasitik pada saluran pencernaan yang
disebabkan oleh Eimeria spp. Parasit ini mampu
menyebabkan diare akut dan sekitar 75% kasus
koksidiosis pada pedet berakhir dengan kematian
(Daugschies & Najdrowski 2005; Bruhn et al. 2011).
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Ekawasti et al. (2019) melaporkan prevalensi
koksidiosis di Banten mencapai 63,9% pada pedet,
75% pada sapi berumur 1 — 2 tahun dan 42,3% pada
sapi berumur lebih 2 tahun. Sebagian besar kasus
koksidiosis disebabkan oleh jenis Eimeria patogen,
yaitu Eimeria bovis dan E. zuerni.

Eimeria spp. adalah salah satu protozoa saluran
pencernaan yang susah untuk dikendalikan di industri
peternakan.  Penyakit ini  dilaporkan mampu
mempengaruhi  pertumbuhan, produktivitas serta
tingkat morbiditas dan mortalitas ternak (Astiti et al.
2011; Marquez 2014). Sejauh ini, lebih dari 20 spesies
Eimeria yang telah diidentifikasi pada ternak dan 13
diantaranya menyerang sapi, yaitu E. alabamensis, E.
auburnensis. E. bovis, E. brasiliensis, E.
bukidnonensis, E. canadensis, E. cylindrica, E.
ellipsoidalis, E. illinoisensis, E. pellita, E. subspherica,
E. wyomingensis dan E. zuernii (Sanchez et al. 2008;
Bruhn et al. 2011). Adapun spesies Eimeria spp. pada
sapi yang memiliki tingkat patogenitas tinggi adalah E.
bovis dan E. zuernii karena kedua spesies tersebut
dapat menyebabkan kematian, terutama pada ternak
muda (Rehman et al. 2011; Koutny et al. 2012).

Walaupun Eimeria spp. yang non patogen tidak
menimbulkan kematian, namun spesies-spesies tersebut
menyebabkan kerusakan pada jaringan sehingga
meningkatkan kepekaan terhadap infeksi penyakit
menular lainnya. Ekawasti et al. (2019) menyatakan
bahwa koksidiosis berpotensi sebagai pembuka pintu
terhadap agen-agen penyakit lainnya, seperti virus,
bakteri, jamur atau parasit lainnya. Oleh karena itu,
manajemen strategi pengendalian koksidiosis pada
industri  peternakan harus diperhatikan, terutama
melakukan deteksi untuk mengetahui spesies Eimeria
yang berdistribusi di peternakan tersebut. Strategi
pengendalian yang kurang tepat akan meningkatkan
kasus kosksidiosis karena oosista akan terus mencemari
lingkungan dan berpotensi menjadi sumber penularan
bagi ternak, khususnya ternak muda.

Teknik diagnosis yang akurat juga memegang
peranan penting dalam strategi pencegahan dan

pengendalian koksidiosis pada sapi (Heidari &
Gharekhani 2014). Selama ini, diagnosis koksidiosis di
lapang banyak berdasarkan teknik parasitologis, yaitu
menggunakan uji apung (whitlock) dengan melakukan
pengamatan morfologi dibawah mikroskop. (Ananta et
al. 2014; Hamid et al. 2016). Namun demikian, teknik
ini memiliki beberapa kelemahan karena karakteristik
morfologi antar spesies Eimeria mempunyai ciri bentuk
dan ukuran yang hamper sama (Sanchez et al. 2008).
Oleh Kkarena itu, para peneliti mengembangkan
beberapa modifikasi teknik pemeriksaan spesies
Eimeria baik secara parasitologis maupun molekuler
untuk meningkatkan sensitivitas dan spesifisitas teknik
diagnosis yang digunakan di laboratorium. Tulisan ini
mengulas tentang penyakit koksidiosis pada sapi di
Indonesia dan beberapa pengembangan teknik deteksi
Eimeria spesies yang mulai banyak digunakan
dinegara-negara maju dan sedang berkembang.

EIMERIA SPP. PADA SAPI

Eimeria spp. merupakan protozoa obligate
intracellular yang menyerang sel-sel epitel dan
kelenjar-kelenjar pada saluran pencernaan sehingga
menyebabkan koksidiosis pada hewan (Makau 2014).
Oosista Eimeria spp. berbentuk bulat, ovoid dan elips
dengan permukaan dinding oosista halus, homogen,
dan transparan. Umumnya oosista tidak berwarna,
namun beberapa diantaranya mempunyai warna kuning
muda (Gambar 1). Ukuran panjang oosista Eimeria
spp. berkisar antara 10 sampai 50 pm dan memiliki
shell refractil. Beberapa spesies memiliki granula
kutub, oosista dan mikrofil atau pori kecil di salah satu
ujung yang tertutup oleh topi mikrofil. Setiap oosista
dari spesies Eimeria mempunyai 4 sporosista dan
masing-masing sporosista terdiri atas 2 sporozoit.
Sporozoit berisi inti sporozoit, gelembung refractil
yang jernih dari bahan protein, residu sporosista dan
badan stida terdapat pada ujung sporozoit (Gambar 1;
Daugschies & Najdrowski 2005).

10{ um
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Gambar 1. Struktur oosista Eimeria spp. bersporulasi

Sumber: Florido et al. 2016 (Modifikasi)
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Perbedaan beberapa spesies Eimeria ditentukan
menurut bentuk, ukuran, warna oosista, waktu dan
tempat sporulasi, keberadaan mikrofil dan ketebalan
dinding oosista serta karakter fisiologisnya. Struktur
oosista Eimeria spp. yang telah bersporulasi dapat
dilihat pada Gambar 1. Bentuk dan ukuran Eimeria
spp. mirip satu sama lain sehingga sulit diidentifikasi
secara mikroskopis. Struktur internal dari oosista yang
telah sporulasi merupakan ciri yang dapat digunakan
untuk membedakan Eimeria dengan protozoa dari
famili Eimiriidae yang lainnya seperti isospora
(Oluwadare 2004).

Siklus hidup Eimeria spp. terjadi di dalam tubuh
inang (endogenus) dan di lingkungan (eksogenus)
(Gambar 2). Eimeria spp. hanya membutuhkan inang
tunggal untuk melengkapi seluruh proses siklus
hidupnya yang bersifat langsung. Parasit ini tidak
memerlukan vektor biologis untuk perkembangbiak-
annya, tetapi vektor mekanik seperti lalat atau insekta
lainnya dilaporkan membantu dalam menyebarkan
oosista infektif dari tinja ke lingkungan yang baru
(Indraswari et al. 2017).

Siklus hidup Eimeria spp terdiri atas skizogoni,
gametogoni dan sporogoni. Fase siklus hidup ini
Eimeria spp. dimulai dari tertelannya oosista infektif
oleh ternak melalui air minum atau pakan yang
terkontaminasi (Indraswari et al. 2017). Selanjutnya,
dinding oosista Eimeria spp. pecah dan melepaskan
sporosista, kemudian sporozoit yang ada di dalam

sporosista diaktifkan oleh tripsin agar keluar dari
sporosista untuk mengalami fase perbanyakan/
multiplikasi secara aseksual (skizogoni) di usus halus.
Sporozoit menginfeksi sel epitel usus dan membulat
menjadi  meront dan memulai fase seksual
(gametogoni) menjadi gametosit jantan (mikrogamet)
dan  betina  (makrogamet).  Mikrogamet dan
makrogamet mengalami proses fertilisasi  untuk
menghasilkan zigot. Zigot akan terlapisi dinding sista
membentuk oosista yang akan keluar melalui tinja ke
lingkungan dan mengalami sporulasi pada kondisi
optimal membentuk oosista infektif di lingkungan
(Makau 2014; Keeton & Navarre 2018).

Tahap sporulasi (sporogoni) terjadi di luar tubuh
inang dengan waktu sporulasi selama beberapa hari
hingga beberapa minggu tergantung pada spesies,
ketersediaan oksigen, kelembaban dan suhu. Selama
proses sporulasi, sitoplasma sel akan rusak dan terjadi
perkembangan sporozoit di dalam sporosista (Lassen &
Jarvis 2009; Makau 2014; Keeton & Navarre 2018).
Oosista  infektif ~ memiliki  protoplasma  yang
mengandung massa nukleus dengan dinding pelindung
yang tahan terhadap pengaruh fisik, kimia ataupun
terhadap aktivitas bakteri di lingkungan (Lassen &
Jarvis 2009). Oosista Eimeria spp. infektif (berspora)
dapat bertahan dalam waktu yang lama di bawah
kondisi lingkungan baik ataupun ekstrim (Lassen et al.
2014; Indraswari et al. 2017).

sigot membentuk 0ottt

-
® . .'®
menginfeksi sel baru dan b B
transformasl menjacdi miro dan )
makrogamet .&.

Lingkungan
Oosista unsporulas
keduar bersama feses 4 -
- vektor mekanik
. -
ferulsas mikro dan \
makrogamet menghaulian Ootists

Beberaps merazoit akan K- '.::’ S =
A0 e terdiri dan

Soorosinta yang

. 1porooNt keluw &

vivs ke

Sporoeont Wm‘n’a\ sel pada usus ke ol dan transformasl mengadi merozon

Merozort melskuban multiplikasi asetsusl kemudian skan menginfeksl sel baryu dan
dapat berulang bederaps kali

Tubuh hewan

Gambar 2. Siklus hidup Eimeria spp

Sumber: Keeton & Navarre 2018 (modifikasi)
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Faktor predisposisi

Faktor pendukung yang dapat mempengaruhi
kejadian koksidiosis dengan variasi gejala klinis, yaitu
jumlah oosista yang tertelan, keadaan hewan dan
lingkungan (Maas 2007; Makau 2014). Jika jumlah
oosista per gram (OPG) tinja diatas 5.000 oosista yang
tertelan, maka dapat menimbulkan gejala Klinis
koksidiosis pada sapi (Bangoura et al. 2012).

Faktor hewan

Tingkat kejadian koksidiosis dipengaruhi oleh
kondisi atau karakter hewan seperti ras, umur dan jenis
kelamin (Malek & Kuraa 2018). Bovine Eimeria
umumnya dapat menginfeksi semua ras sapi (Makau
2014), namun pada kejadian koksidiosis di Nigeria,
sapi potong memiliki nilai prevalensi lebih tinggi
dibanding sapi perah (Oluwadare 2004). Laporan lain
menyebutkan  bahwa  koksidiosis  lebih  tinggi
dibandingkan dengan jenis ras sapi lainnya di Brazil
(Bruhn et al. 2011). Ditinjau dari status biologisnya,
umur anak sapi kurang dari satu tahun, mulai dari usia
3 minggu sampai 6 bulan lebih rentan terinfeksi
Eimeria spp. karena tingkat imunitasnya yang masih
rendah sehingga mudah tertular dari sapi yang lebih
dewasa apabila dicampurkan dalam satu kandang
(Bruhn et al. 2011; Davoudi et al. 2011; Heidari &
Gharekhani 2014). Oosista mulai dapat ditemukan pada
tinja pedet umur 5 minggu dengan prevalensi infeksi
mencapai 20-35% dan meningkat hingga 60-70% pada
pedet berumur 7 minggu (Matsubayashi et al. 2009).
Sapi dewasa umumnya relatif lebih tahan dari
koksidiosis karena telah memiliki tingkat kekebalan
(imunitas) yang cukup dari paparan infeksi Eimeria
spp. sebelumnya sehingga sistem imunitas meningkat
secara sempurna (Heidari & Gharekhani 2014). Sapi
betina dilaporkan lebih rentan terhadap infeksi Eimeria
spp. dibanding sapi jantan (Khan et al. 2013; Fitriastuti
et al. 2011). Kondisi ini terkait dengan keadaan
fisiologis, stress dan berhubungan dengan masa
kebuntingan atau kelahiran (Manya et al. 2008).
Namun pada daerah tertentu, kejadian koksidiosis lebih
tinggi pada sapi jantan dibanding sapi betina (Dawid et
al. 2012; Doviansyah 2015; Sufi et al. 2016), karena
kandang sapi jantan relatif jarang dibersihkan
dibandingkan dengan kandang sapi betina yang selalu
dibersihkan pada saat pemerahan (Doviansyah 2015).

Faktor lingkungan

Faktor lingkungan yang terdiri dari kondisi musim
atau iklim (suhu dan kelembaban) dan manajemen
peternakan dapat mempengaruhi tingkat prevalensi
kejadian koksidiosis (Matsubayashi et al. 2009).
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Koksidiosis sering terjadi pada musim dingin atau
hujan dibandingkan dengan musim kering (Makau
2014), karena memiliki suhu dan kelembaban yang
cocok terhadap perkembangan oosista infektif (Lassen
& Jarvis 2009; Keeton & Navarre 2018).

Pola manajemen pemeliharaan dan perkandangan
juga sangat mempengaruhi angka prevalensi kejadian
koksidiosis, seperti kepadatan kandang, kepadatan
populasi di area pengembalaan, kadar oksigen dan
pencahayaan dalam kandang, sanitasi, drainase, sistem
pemberian pakan dan sumber air minum (Bangoura et
al. 2012). Prevalensi infeksi dan intensitas infestasi
Eimeria spp. lebih tinggi pada sapi yang digembalakan
dibandingkan sapi yang dikandangkan, karena resiko
kontaminasi Eimeria spp. lebih kecil terjadi di
kandang. Sapi yang dikandangkan dapat memiliki
peluang kontaminasi lebih besar jika menggunakan alas
kandang tanpa semen dibandingkan menggunakan alas
semen karena tipe alas kandang tanpa semen sulit
dibersinkan (Rehman et al. 2011; Bangoura et al.
2012).

Selain faktor hewan dan lingkungan, tingkat
kejadian koksidiosis juga dipengaruhi oleh tipe
patogenitas spesies Eimeria. Disamping itu, variasi
tingkat patogenitas spesies Eimeria pada sapi dapat
mempengaruhi tingkat keparahan dan variasi gejala
klinis. Tipe patogenitas Eimeria spp. didasarkan oleh
beberapa faktor, antara lain jumlah sel atau jaringan
inang yang rusak, jumlah merozoit dan lokasi parasit di
dalam jaringan sel inang (Mundt et al. 2005). Satu
oosista Eimeria spp. patogen dapat menyebabkan
kerusakan 50 juta sel usus halus yang disebabkan oleh
akumulasi dari proses peradangan dan gangguan pada
lapisan sel sehingga menyebabkan kebocoran sel dan
pendarahan (haemorhagi). Akibatnya, sapi mengalami
kehilangan banyak darah, air dan protein yang
menyebabkan proses penyerapan nutrisi tidak efisien
bahkan dalam kondisi yang parah dapat menyebabkan
kematian (Pedersen 2013).

Gejala klinis

Perjalanan klinis penyakit ini bervariasi antara 4 -
14 hari (Oluwadare 2004; Daugschies & Najdrowski
2005). Eimeria spp. dapat menginduksi terjadinya
enteritis serta mengakibatkan terjadinya diare pada
ternak. Umumnya infeksi ringan ditandai dengan
terjadinya diare ringan yang berlangsung sekitar 5 - 7
hari (Daugschies & Najdrowski 2005). Pada infeksi
berat dapat menyebabkan pertumbuhan rambut pada
kulit hewan menjadi kasar, anoreksia dan diare yang
hebat dengan tinja cair bercampur mukus dan darah
yang berwarna merah sampai kehitaman. Reruntuhan
sel-sel epitel yang bercampur tinja cair sering
mengotori daerah sekitar perianal, kaki belakang dan
pangkal ekor. Kematian dapat terjadi akibat diare parah
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yang disebabkan oleh depresi, dehidrasi, bobot badan
menurun, kehilangan elektrolit, pendarahan usus atau
adanya infeksi sekunder dari mikroorganisme lain dan
pada saat kondisi diare, hewan terus merejan sehingga
mengakibatkan prolapsus rektum pada sapi (Fraser
2006).

Mundt el al. (2005) menyatakan bahwa gejala
klinis tergantung pada keseimbangan antara imunitas
dengan dosis infeksi. Diagnosis koksidiosis yang
didasarkan pada gejala klinis saja dapat dikelirukan
dengan gejala klinis dari penyakit intestinal lainnya.
Sebagai contoh, diare berair pada ternak tidak hanya
disebabkan oleh Eimeria spp. tetapi dapat disebabkan
oleh agen penyakit yang lain, seperti giardiasis dan
cryptosporidiosis. Dalam beberapa kasus, sapi tidak
menunjukkan gejala klinis meskipun terdapat oosista
Eimeria pada tinjanya. Walaupun sapi menunjukkan
gejala subklinis, namun tetap menyebabkan lesi-lesi
pada saluran pencernaan sapi yang merusak mukosa
usus. Kerusakan mukosa usus disebabkan oleh fase
seksual Eimeria spp. yang dapat mengakibatkan
gangguan penyerapan nutrisi sehingga memengaruhi
kesehatan, produksi dan performa sapi (Lassen &
Jarvis 2009).

KOKSIDIOSIS PADA SAPI DI INDONESIA

Kejadian koksidiosis di Indonesia telah dilaporkan
di beberapa daerah di Indonesia. Pengujian koksidiosis
berdasarkan pengamatan morfologi oosista Eimeria
spp. pada sampel tinja. Fitriastuti et al. (2011)
melakukan pemeriksaan pada sapi potong yang diambil
dari Provinsi Gorontalo, Sulawesi Utara, Sulawesi
Selatan, Sulawesi Tenggara, Sulawesi Tengah,
Kalimantan Barat, Kalimantan Timur, Kalimantan
Tengah dan Maluku dengan hasil 10% negatif, 2%
infeksi berat dan 88% infeksi ringan. Kejadian
koksidiosis juga dilaporkan di Cibungbulang, Bogor,
Jawa Barat sebesar 20% (Dewi et al. 2016).

Survei yang dilakukan oleh Balai Veteriner
Subang pada tahun 2013 menunjukkan tingkat kejadian
koksidiosis di Jawa Barat sebesar 47,8% (B-Vet 2013)
dan survei yang dilakukan oleh Fakultas Kedokteran
Hewan Institut Pertanian Bogor menunjukkan bahwa
tingkat prevalensi koksidiosis pada sapi potong di
peternakan rakyat di Jawa Barat dilaporkan sangat
bervariasi, yaitu Sumedang 59,2%, Tasikmalaya 4,1%,
dan Cianjur, Ciamis, Sukabumi dan Subang, yaitu
berkisar antara 19,1% sampai 23,7% (IPB 2012), serta
di Sekolah Peternakan Rakyat (SPR) Kecamatan
Kasiman Kabupaten Bojonegoro sebesar 41.7% (Taryu
2015). Sufi et al. (2016) melaporkan kejadian
koksidiosis yang dapat terjadi juga pada sapi perah di
Koperasi Peternak Sapi Bandung Selatan (KPBS)
mencapai 44,75%.

Kejadian koksidiosis juga telah dilaporkan di
beberapa wilayah di Jawa Tengah, meliputi lokasi
Wonogiri 43,2% (Nugroho 2013), Boyolali 48,3%
(Sumiarto 2013), Klaten 41,4% (Budiharta 2013), dan
Sleman 78% (Raharjo 2013) serta di beberapa
kabupaten, yaitu Kabupaten Karanganyar 38,7%
(Istiyani 2013), Kabupaten Wonogiri 43,24% (Ardianto
2013), Kabupaten Sragen 38,78% (Nanditya 2014), dan
Kabupaten Boyolali 48,2% (Wicaksana 2013).

Menurut Taryu (2015) berdasarkan identifikasi
morfologi oosista secara konvensional infeksi Eimeria
yang terjadi di SPR Bojonegoro disebabkan oleh 10
spesies vyaitu E. subspherica, E. zuernii, E.
ellipsoidalis, E. bovis, E. brasiliensis, E. pellita, E.
wyomingensis, E. auburnensis, E. canadensis dan E.
bukidnonensis. Infeksi tertinggi disebabkan oleh E.
bovis 77.5% sedangkan infeksi terendah disebabkan
oleh E. subspherica 4.5%. Sebanyak 64.9% terjadi
infeksi campuran 2 sampai 6 spesies Eimeria di setiap
sampel. Prevalensi Eimeria zuernii dan Eimeria bovis
yang juga dideteksi melalui pengamatan morfologi
oosista dari tinja sapi di Bandung berkisar 3,7% sampai
8,7% (Iskandar 2007).

Laporan prevalensi koksidiosis pada sapi secara
molekuler dengan menggunakan PCR di Pulau Jawa
pertama Kkali di publikasi oleh Ekawasti et al. (2019).
Berdasarkan penanda molekuler yang spesies spesifik
mampu dideteksi prevalensi koksidiosis menurut
spesiesnya, antara lain 10.4% E. bovis, 2.8% E.
ellipsoidalis, 2.1% E. alabamensis, 1.4% E. zuernii,
1.1% E. auburnensis, dan 0.4% E. cylindrica, serta
infeksi campuran 2 sampai 4 spesies Eimeria sebanyak
26,3%. Data yang dilaporkan menunjukkan bahwa E.
bovis (Eimeria patogen) memiliki prevalensi yang
paling tinggi dibandingkan dengan spesies yang
lainnya.

Perkembangan teknik diagnosis koksidiosis

Diagnosis suatu penyakit secara umum dapat
diawali dengan pengamatan gejala klinis dan tingkat
kematian yang terjadi pada sapi (Suardana & Budiharta
2007). Namun demikian, menurut Maas (2007) bahwa
penegakan diagnosis koksidiosis tidak disarankan
hanya berdasarkan gejala klinis saja. Perlu dilakukan
uji lanjutan di laboratorium dengan metode yang tepat.
Beberapa metode pemeriksaan  koksidiosis  di
laboratorium dapat dilakukan secara konvensional
maupun molekuler, yang meliputi pemeriksaan secara
kuantitatif dan kualitatif. Pemilihan metode yang tepat
perlu dipertimbangkan sesuai sasaran dan tujuan
pemeriksaan karena masing-masing teknik diagnosis
memiliki kelemahan dan keunggulan yang berbeda.
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Metode konvensional

Deteksi oosista Eimeria spp dalam sampel tinja
adalah kunci utama untuk menegakan diagnosis
koksidiosis.  Sejauh ini, metode konvensional
merupakan metode yang paling popular dan banyak
digunakan di laboratorium melalui pemeriksaan
mikroskopis dengan pengamatan morfologi bentuk,
ukuran dan warna oosista Eimeria. Selain sederhana
dan murah, metode ini juga mudah dilakukan (Hamid
et al. 2006; Ekawasti et al. 2019). Beberapa teknik
konvensional memerlukan waktu yang lebih lama
dalam proses identifikasi dan tingkat akurasi yang
rendah. Umumnya, infeksi Eimeria spp. pada ternak
terjadi dalam bentuk infeksi campuran (infeksi lebih
dari satu spesies). Namun demikian, karakteristik
morfologi dan perubahan patologisnya masing-masing
spesies Eimeria spp relatif serupa sehingga sulit untuk
dideteksi spesies Eimeria secara akurat melalui metode
konvensional (Mirani et al. 2012).

Selain berdasarkan pengamatan morfologi oosista,
deteksi spesies secara patologi anatomi juga dapat
dilakukan berdasarkan lokasi lesi-lesi yang ditimbulkan
oleh Eimeria spp. Beberapa spesies tertentu dilaporkan
memiliki daerah predileksi yang khas. Spesies Eimeria
spp. pada sapi berdasarkan karakteristik morfologi dan
lokasi lesi pada usus dapat dilihat pada Tabel 1.

Oosista Eimeria merupakan oosista yang memiliki
berat jenis lebih ringan daripada berat jenis air,
sehingga pada metode konvensional ini digunakan
garam atau gula jenuh untuk mengapungkan oosista
Eimeria spp. (flotasi tinja) sehingga mudah untuk

menjadi dua metode, yaitu secara kuantitatif dan
kualitatif.

Metode kuantitatif

Teknik Mc. Master dan whitlock merupakan meto-
de kuantitatif dengan menghitung jumlah oosista pada
sampel tinja untuk mendapatkan jumlah ookista per
gram tinja (OPG) yang dapat membantu dalam
mengetahui tingkat keparahan koksidiosis sebagai
penyebab penyakit klinis (Mundt et al. 2005). Metode
kuantitatif ~yang  memiliki  keunggulan  dapat
mengetahui derajat keparahan koksidiosis, namun juga
memiliki kelemahan, yaitu kurang sensitif dan hanya
terbatas pada identifikasi arah genus. Oleh karena itu,
teknik ini hanya dapat digunakan sebagai uji skrining
terhadap koksidiosis (Ekawasti et al. 2019).

Metode kualitatif

Pemeriksaan sampel secara kualitatif dengan
menentukan positif dan negatif keberadaan oosista
Eimeria spp. dapat dilakukan dengan metode apung
sentrifus atau dengan apusan langsung (natif) (Zajac &
Conboy 2006). Metode apung modifikasi merupakan
metode konsentrasi yang lebih sensitif terhadap
diagnosis oosista koksidia dan memerlukan jumlah
sampel yang lebih sedikit dibandingkan dengan metode
kuantitatif (Ekawasti et al. 2019). Namun, teknik
diagnosis ini juga hanya terbatas pada identifikasi
oosista Eimeria tingkat genus, sehingga diperlukan uji

dikoleksi ~ dan  diperiksa. ~ Pemeriksaan  secara |anjutan untuk menentukan spesies Eimeria.
konvensional (coprological examination) terbagi
Tabel 1. Karakteristik oosista Eimeria spp. pada sapi
. Ukuran (pm) o
Spesies 5 . Bentuk Lokasi Predileksi
Eimeria alabamensis 12-24 11-16 Ovoid/piriform/asimetri  Usus kecil (usus halus, sekum, kolon)
Eimeria auburnensis 32-46 20-25 Ovoid/ellipsoid kLJJ:vL\J/Z:Z(:rIi(LIJ_s%I;?SI sepertiga bagian tengah dan
Eimeria bovis 23-34 17-23 Ovoid/subellipsoidal k';’{;‘;rlggig'rrfl’r{:ﬂjg:lulf:jrﬁeg:n Gametogon! dI
Eimeria ellipsoidalis ~ 20-26 13-17 Ellipsoid/silindris I::ﬁ%g;f[}%gs‘;g'sda” gametogoni ada di usus
Eimeria cylindrica 16-27 12-15 Ellipsoid/subssilindris I?Sfﬁgﬁrogom dan gametogoni berada di
Eimeria zuernii 13-22 13-18 Subspherical/ellipsoid Usus besar, sekum, dan rektum sapi muda

(ditemukan di lamina propis ileum bawah).

Sumber: Daugschies &Najdrowski (2005) dan Slobodian et al. (2017) (Modifikasi)

P = panjang; L= lebar
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Adapun metode kualitatif lain melalui metode
pengukuran panjang dan lebar oosista secara morfologi
yang telah dikembangkan adalah metode komputerisasi
Coccimorph. Metode ini dilakukan dengan cara
pengambilan fotomikrograf (foto digital) oosista
Eimeria spp yang bersporulasi dengan perbesaran 400
X. ldentifikasi Eimeria spp. dilakukan dengan
menggunakan perangkat lunak Coccimorph (http:
/lwww.coccidia.icb.usp.br/coccimorph/). Perangkat
lunak dapat diunduh secara online dari internet yang
selanjutnya dicocokkan dengan gambar-gambar oosista
berdasarkan spesies pada software tersebut. Eimeria
spp. diidentifikasi oleh perangkat lunak dalam setiap
sampel dicatat (Gussem 2007).

Aplikasi  komputerisasi ~ Coccimorph  dapat
digunakan untuk mengganti metode konvensional
manual di laboratorium Klinis dan fotomikrograf yang
diunggah melalui internet sudah cukup untuk
mendapatkan diagnosis spesies (Gussem 2007; Eassa et
al. 2019). Secara ekonomis, metode ini terbilang murah
dan lebih hemat jika diaplikasikan di laboratorium,
terutama laboratorium yang tidak memiliki fasilitas
biologi molekuler. Namun apabila ditinjau dari segi
identifikasi ke arah spesies, keakuratan deteksinya
tergantung dari kualitas fotomikrograf yang dihasilkan.
Metode ini lebih sesuai digunakan untuk skrining kasus
koksidiosis pada suatu peternakan.

Metode molekuler

Berbeda dengan metode konvensial, identifikasi
secara molekuler bertujuan menentukan mendeteksi
spesies Eimeria spp. dan keragaman genetik baik
intraspesies atau interspesies (Kokuzawa et al. 2013).
Metode molekuler yang sering digunakan untuk
mendiagnosis Bovine Coccidiosis antara lain Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Western Blot,
Polymerase Chain Reaction (PCR) dan Loop-mediated
Isothermal Amplification (LAMP)

ELISA

Jenis  Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) yang sering digunakan adalah Antibody
Immunosorbent Enzyme-linked, vyaitu teknik yang
menggabungkan antara antibodi spesifik dengan enzim
spesifik secara sederhana. ELISA memberikan
pengukuran antigen atau antibodi yang relatif efektif
dan memberikan hasil data kuantitatif. Metode ini
dilaporkan mampu mendeteksi keberadaan antigen
Eimeria spp yang dikenali oleh antibodi atau
digunakan untuk menguji antibodi yang mengenali
antigen. Ahmed & Hasan (2007) menyatakan bahwa
serodiagnosis ELISA dapat membuktikan terjadinya
potensi infeksi Eimeria spp. pada sapi yang lebih

sensitif dibandingkan dengan pemeriksaan secara

konvensional. Beberapa kasus koksidiosis yang
dinyatakan  negatif pada pemeriksaan  secara
konvensional dikoreksi menjadi positif terinfeksi
Eimeria spp berdasarkan pemeriksaan ELISA

(Partially Purified Antigen). Laporan ini membuktikan
bahwa tingkat sensitivitas ELISA lebih tinggi
dibandingkan dengan metode konvensional. Namun
demikian, kit ELISA Eimeria spp belum banyak di
pasar dan secara ekonomis harganya relatif mahal dan
memerlukan operator dengan keahlian khusus (Toaleb
et al. 2011).

Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel
Elektroforesis (SDS-PAGE) dan Western Blot
(Immunoblotting)

Metode ini ditujukan untuk mendeteksi ekspresi
protein (antigen) suatu organisme, termasuk Eimeria
spp. Elusi fraksi antigen Eimeria spp. dilakukan
menggunakan SDS-PAGE. Berat molekul standar
diaplikasikan dalam gel yang sama untuk menghitung
molekul bobot komponen yang diperiksa. Fraksi
protein yang dipisahkan secara elektroforesis diwarnai
dengan pewarna Commassie blue yang terang (Toaleb
et al. 2011). Umumnya teknik SDS PAGE ini
dilanjutkan dengan metode Western Blot.

Western blot adalah teknik analisis yang banyak
digunakan dalam biologi molekuler dan imunogenetika
untuk mendeteksi protein spesifik dalam sampel
menggunakan elektroforesis gel sehingga terjadi
fraksinasi protein berdasarkan bobot molekulnya oleh
jarak polipeptida atau oleh struktur 3-D protein.
Selanjutnya, protein yang telah terfraksinasi tersebut
ditransfer ke membran sesuai dengan antibodi terhadap
target protein. Uji imunoblot digunakan untuk
mendeteksi pita imunoreaktif dari fraksi terisolasi
menggunakan serum sapi yang terinfeksi Eimeria
secara alami. Fraksi yang paling imunogenik (F1)
memiliki satu pita imunogenik yang dapat digunakan
untuk diagnosis koksidiosis (Toaleb et al. 2011).

Setelah elektroforesis, antigen Eimeria spp.
diblotting ke nitroselulosa dalam sistem blotting.
Membran nitroselulosa diinkubasi dengan sera positif
Eimeria sapi yang telah dimurnikan dengan filtrasi gel
kromatografi. Fraksi immunogenik (F1) adalah yang
paling kuat seperti nilai ELISA yang menggunakan dari
tiga pita bobot molekul 225, 198, 114,5 KDa sebagai
antigen Eimeria spp (Ahmed & Hassan 2007).

Polymerase Chain Reaction (PCR)
Teknik PCR primer spesifik merupakan metode

diagnosis yang efektif dan terpadu untuk mendeteksi
spesies Eimeria baik secara individu atau simultan
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dalam suatu reaksi (Ekawasti et al, 2019; Kawahara et
al. 2010). Penanda molekuler (primer DNA) gen
Internal Transcribed Spacer 1 (ITS-1) dikenal lebih
unggul dan sensitif untuk mendeteksi spesies Eimeria
pada sapi dibanding pemeriksaan konvensional
(Ekawasti et al. 2019; Kawahara et al. 2010). Malek &
Kurra (2018) membandingkan metode konvensional
dan PCR (ITS-1) untuk mendeteksi kasus diare pada
pedet yang terjadi di Aussiut — Mesir. Data yang
diperoleh menunjukkan bahwa PCR (ITS-1) mampu
meningkatkan sensititivitas deteksi koksidiosis hingga
42 %, yaitu prevalensi 46, 7% berdasarkan metode
konvensional meningkat menjadi 88,00 % berdasarkan
metode molekular. Sementara Al-Saadoon & Al-
Rubaei (2018) menyatakan bahwa teknik PCR mampu
mendeteksi 70%, sedangkan metode konvensional
hanya sekitar 50% pada sampel tinja sapi yang
dikoleksi di Irag.

Teknik PCR dikembangkan untuk mengatasi
keterbatasan pemeriksaan secara morfologis. Penanda
molekuler dapat dirancang secara khusus sehingga
mampu mendeteksi parasit hingga ke aras spesies.
Sebanyak delapan spesies Eimeria berhasil dideteksi
dengan teknik ini pada pedet yang mengalami diare
secara alami. Berdasarkan spesiesnya, infeksi E. zuerni
(51,4%) dan E. bovis (31,4%) dilaporkan sebagai dua
spesies Eimeria patogen yang mendominasi kejadian
diare pada pedet tersebut (Malek & Kurra 2018). Hasil
yang serupa juga disimpulkan oleh Lee et al. (2018)
yang berhasil mendeteksi E. bovis dan E. zuerni
sebagai penyebab utama diare pada sapi di Korea
berdasarkan penanda molekular ITS-1.

Umumnya, kasus koksidosis pada ternak yang
terinfeksi secara alami disebabkan oleh lebih dari satu
spesies Eimeria. Keadaan ini memicu pengembangan
teknik duplex atau multiplex PCR untuk memotong alur
identifikasi menggunakan PCR konvensional sehingga
teknik deteksi Eimeria spp. menjadi lebih cepat dan
murah  (You 2014). Malek & Kurra (2018)
menyimpulkan bahwa 48,6% kasus diare koksidiosis
pada pedet disebabkan oleh infeksi tunggal, namun
sekitar 51,4% merupakan infeksi campuran.

Dari segi ekonomis dan waktu yang dibutuhkan,
pemeriksaan koksdiosis berdasarkan teknik duplex atau
multiplex PCR akan menjadi lebih murah dan cepat
dibandingkan dengan PCR tunggal (Ekawasti et al.
2019). Penggunaan beberapa reagen kimia yang
dibutuhkan juga relatif lebih hemat dibandingkan
dengan teknik PCR konvensional untuk pemeriksaan
sampel ke arah spesies dalam waktu yang bersamaan.
Kelemahan metode PCR adalah biaya yang dibutuhkan
relatif mahal, memerlukan mesin Thermocycler (mesin
PCR) dan membutukan operator yang terlatih.

140

Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP)

Pengembangan teknik LAMP ditujukan untuk
memberi kemudahan bagi laboratorium yang tidak
memiliki mesin PCR. Metode ini dikembangkan
berdasarkan kebutuhan teknologi deteksi yang mampu
mengamplifikasi basa nukleotida lebih cepat, sensitif
dan spesifik untuk mendiagnosis suatu penyakit
infeksius. Disamping itu, metode LAMP dilaporkan
lebih murah dibandingkan dnegan PCR (Barkway et al.
2011). Prinsip metode LAMP didasarkan pada suhu
isotermal yang dapat dilakukan dengan water bath
sehingga tidak mesin thermocycler yang harganya
mahal. Keunggulan metode LAMP adalah tidak
memerlukan tahap isolasi dan purifikasi DNA seperti
pada PCR, sehingga metode ini dapat lebih praktis dan
efisien waktu. Metode sangat menjanjikan untuk
diaplikasikan sebagai metode diagnosis penyakit
infeksius, khususnya di negara-negara berkembang
(Pooja et al. 2014; Feranisa 2016).

Ekstraksi DNA dilakukan dengan cara sederhana

menggunakan metode merebus. Deteksi  dapat
dilakukan dengan pengamatan mata telanjang
menggunakan pewarna interkalasi (cyber green).

Secara keseluruhan, metode ini dapat dikatakan sebagai
molekuler konvensional yang efektif dan hemat biaya
sebagai alternatif pengganti PCR untuk diagnosis
infeksi Eimeria pada ternak (Barkway et al. 2011).
Namun, teknik LAMP juga memiliki keterbatasan,
yaitu kurang sensitif dibandingkan dengan PCR untuk
sampel yang kompleks, karena perbedaan enzim
polimerase yang digunakan, yaitu enzim Bst DNA
polymerase untuk LAMP dan enzim Taq polymerase
untuk PCR. Disamping itu, metode LAMP
menggunakan 4 sampai 6 pasang primer untuk
mendeteksi 6 atau 8 target sekuen gen vyang
menyebabkan penyusunan primer menjadi cukup rumit
(Torres et al. 2011; Nurwidayati 2015).

Potensi pengembangan teknik Biosensor

Perkembangan teknologi yang berbasis digital di
era revolusi industri 4.0 sangat pesat, termasuk piranti
diagnosis  penyakit  berbasis  biosensor  untuk
mendeteksi organisme-organisme yang patogen (Yoo
& Lee 2016). Metode biosensor telah dikembangkan
sekitar 32 tahun yang lalu dan banyak diaplikasikan di
berbagai negara karena metodenya sederhana, dapat
dibuat dalam piranti yang mudah dibawa, umumnya
bentuknya mini, sedikit mengunakan bahan dan hasil
yang diperoleh dengan metode ini sangat cepat (real
time analysis) serta dapat dihubungkan dengan
perangkat android (Fournier-Wirth et al. 2010; Bahadir
& Sezginturk 2015).
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Secara prinsip, biosensor akan mengenali
biomarka (penanda biologis) yang spesifik melalui
elemen yang tidak bergerak (immobilized sensing
element) (Vashist et al. 2014). Elemen ini disebut
dengan bioreseptor (pengenal dari bahan bilogis) yang
dapat berupa antibodi monoklonal, RNA, DNA, glikan,
lektin, enzim, jaringan atau sel utuh. Bioreseptor yang
memiliki sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi
merupakan titik krusial yang penting dalam mengenali
biomarka. Komponen bioreseptor juga harus mampu
mencegah adanya hambatan (inhibitor) dan interfensi
yang berasal dari organisme bukan target yang
mungkin terkandung pada sampel yang diuji. Interaksi
kimia antara bioreseptor dan biomarka akan dikirim
dalam bentuk signal elektronik pada piranti elektronik
khusus sehingga hasil analisis dapat diketahui pada
waktu itu juga (real time) (Zhu et al. 2014).

Menurut Vidic et al. (2017) bahwa deteksi
Eimeria spesies berpotensi untuk dikembangkan ke
arah biosensor karena penelitian-penelitian molekuler
telah banyak dikembangkan. Hasil-hasil teknologi
molekular dengan marka DNA tertentu, atau hasil
teknologi ELISA, SDS PAGE maupun LAMP dapat
diadopsi untuk selanjutnya dikembangkan menjadi
piranti biosensor. Marka-marka biologis spesifik yang
telah diidentifikasi berpotensi dijadikan sebagai
kandidat bioreseptor yang efektif untuk mengenali
biomarka dari spesies Eimeria dari kasus-kasus diare
pada industri peternakan sapi. Pemikiran ini dapat juga
diterapkan untuk mengembangkan teknik-teknik
diagnosis penyakit ternak lainnya ke arah biosensor,
seperti penyakit-penyakit yang disebabkan oleh bakteri,
jamur maupun virus.

Berdasarkan uraian diatas diketahui bahwa
masing-masing teknik diagnosis memiliki keunggulan
dan kelemahan sehingga penggunaannya harus
disesuaikan dengan target dan tujuan pemeriksaan.
Apabila ditujukan untuk skrining koksidiosis pada
industri peternakan maka metode konvensional baik
secara  kualitatif ~ maupun  kuantitatif ~ dapat
diaplikasikan. Namun penegakan diagnosis didasarkan
pada identifikasi spesies Eimeria yang patogen, metode
molekuler  harus dilakukan  sehingga  strategi
pengendalian penyakit ini dapat ditentukan yang
berimplikasi positif terhadap peningkatan produktivitas
ternak.

KESIMPULAN

Kejadian koksidiosis pada peternakan sapi yang di
beberapa daerah di Indonesia sebagian besar hanya
berdasarkan karakteristik morfologi, yaitu bentuk dan
ukuran. Penegakan diagnosis dengan teknik tersebut
tidak mampu membedakan spesies Eimeria yang
patogen dan non patogen karena parasit ini memiliki
bentuk dan ukuran yang mirip. Kondisi ini dapat

diantisipasi dengan mengimplementasikan metode
molekuler yang mampu mendeteksi hingga ke aras
spesies. Oleh karena itu, kombinasi antara metode
konvensional dan molekular menjadi teknik diagnosis
koksidiosis yang ideal pada industri peternakan.
Metode biosensor perlu juga dikembangkan sebagai
teknik diagnosis alternatif yang cepat dan akurat dalam
mendeteksi koksidiosis sehingga strategi pengendalian
penyakit ini dapat segera ditentukan untuk
meningkatkan produksi ternak.
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ABSTRACT

Motility is a very important parameter to determine the quality of semen. Spermatozoa motility assessment can be done
manually (subjectively) or with CASA. The superiority of motility assessment using CASA compared to manually is more
objective, accurate, fast, efficient and able to provide detailed motility of spermatozoa. However, in implementation, assessments
with CASA produce varied data. So far, there has not been a spermatozoa motility standard with CASA, except by minimizing
variations in the factors that influence the results of analysis with CASA. The purpose of this paper is to describe factors that
affecting spermatozoa motility analysis using CASA to reach optimal motility analysis. Some influencing factors include: CASA
settings, semen diluent, spermatozoa concentration, chamber, analyst, sample preparation and analysis time. Recommendation
standard motility assessments using CASA include: experienced and consistent analysts, sample preparation properly (mixing,
pipeting and sampling), spermatozoa concentration of 20 million/ml, consistent in chamber type (conditioned 37°C), semen
diluents and CASA settings (frame rate of 60 Hz and frame per field 30) and fast implementation of analysis (<2 minutes).

Key words: Spermatozoa, motility, CASA, optimum

ABSTRAK

Motilitas merupakan parameter yang sangat penting untuk menentukan kualitas semen. Penilaian motilitas spermatozoa
dapat dilakukan dengan manual (subyektif) atau dengan CASA. Keunggulan penilaian motilitas menggunakan CASA
dibandingkan secara manual adalah lebih obyektif, akurat, cepat, efisien dan mampu memberikan gambaran motilitas
spermatozoa secara detail. Namun dalam pelaksanaannya, penilaian dengan CASA menghasilkan data yang bervariasi. Sejauh
ini, belum terdapat standar penilaian motilitas spermatozoa dengan CASA, kecuali dengan meminimalkan variasi pada faktor-
faktor yang mempengaruhi hasil analisis dengan CASA. Tujuan penulisan ini adalah menguraikan faktor-faktor yang
mempengaruhi analisis motilitas spermatozoa dan rekomendasi analisis motilitas spermatozoa dengan menggunakan CASA
untuk menghasilkan penilaian motilitas yang optimal. Beberapa faktor yang mempengaruhi hasil analisis motilitas spermatozoa
dengan CASA diantaranya: Pengaturan CASA, semen, pengencer semen, konsentrasi spermatozoa, chamber, analis, preparasi
sampel dan waktu pelaksanaan analisis. Rekomendasi standar penilaian motilitas dengan menggunakan CASA adalah: Analis
yang berpengalaman dan konsisten, preparasi sampel (mixing, pipeting dan sampling) yang tepat, konsentrasi spermatozoa 20
juta/ml, tipe chamber konsisten (dikondisikan 37°C), pengencer yang konsisten dan setingan CASA yang konsisten (frame rate
60 Hz dan frame per field 30) dan pelaksanaan analisis yang cepat (<2 menit).

Kata kunci: Spermatozoa, motilitas, CASA, optimal

PENDAHULUAN terhadap lingkungan, pakan terbatas, cekaman panas
dan penyakit ternak yang baik, fertilitas tinggi dan

Indonesia sangat kaya dengan sumber daya persentasi karkas yang tinggi (pada sapi Bali).

genetic dan salah satu diantaranya adalah sapi potong.
Penetapan rumpun sapi potong lokal telah ditetapkan
dalam Kepmentan No 325/Kpts/OT.140/1/2010 untuk
sapi Bali, Kepmentan No 3735/Kpts/HK.040/11/2010
untuk  sapi  Madura dan  Kepmentan  No
2841/Kpts/LB.430/8/ 2012 untuk sapi PO. Sapi potong
lokal Indonesia mempunyai banyak keunggulan,
diantaranya: kemampuan kerja baik, daya adaptasi

Produktivitas ternak secara garis besar ditentukan
oleh faktor sapi jantan dan sapi betina. Produktivitas
sapi pejantan menentukan produktivitas sapi betina.
Sapi pejantan fertil dibutuhkan untuk dapat
membuntingi  sapi  betina  sehingga  dihasilkan
keturunan. Standar fertilitas sapi pejantan dengan BSE
(Breeding Soundness Evaluation) diantaranya kualitas
semen dan lingkar skrotum (Bruner et al. 1995; Parker
et al. 1999). Jumlah produksi dan kualitas semen yang
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dihasilkan pada sapi potong dipengaruhi oleh banyak
faktor, diantaranya: genetik, bangsa ternak, umur dan
berat badan pejantan, pakan, suhu, musim, frekuensi
dan ejakulasi (Sarastina et al. 2006). Bangsa ternak
juga menentukan sifat semen yang dihasilkan,
diantaranya: motilitas spermatozoa, spermatozoa
normal dan jumlah abnormalitas primer spermatozoa
(Chenoweth et al. 1996).

Motilitas spermatozoa merupakan salah satu
parameter penting dalam penilaian kualitas semen.
Motilitas spermatozoa memegang peranan penting
dalam pencapaian spermatozoa ke oosit dan menembus
zona pellucida. Nilai motilitas menunjukkan status
daya hidup dan metabolisme spermatozoa serta status
dari membran sel spermatozoa. Spermatozoa motil
apabila mempunyai membran sel yang utuh, sedangkan
spermatozoa tidak motil mempunyai membran sel yang
tidak utuh atau rusak (Sarastina et al. 2006). Terdapat 2
faktor utama yang menentukan kemampuan fertilisasi
spermatozoa (Ducha et al. 2014). Keutuhan membran
mempunyai peran utama dalam membentuk ikatan
dengan zona pellucida, sedangkan peran motilitas
spermatozoa dalam upaya menembus cumulus dan
zona pellucida.

Penilaian motilitas spermatozoa dapat dilakukan
secara subyektif (biased) dan bersifat sangat peka
terhadap perubahan lingkungan. Penilaian motilitas
secara subyektif atau manual biasanya dilakukan oleh
lebih dari 1 analis yang sudah berpengalaman dalam
melakukan analisis motilitas spermatozoa. Parameter
motilitas spermatozoa meliputi beberapa kriteria,
diantaranya: persentasi spermatozoa motil progresif,
dan jumlah total spermatozoa motil. Terdapat prosedur
penilaian motilitas spermatozoa yang lebih obyektif
(unbiased) diantaranya dengan spektrofotometri, time-
lapse-photomicrography,  videomicrography  dan
computerized analysis (CASA). Prinsip kerja CASA
adalah menangkap gerakan obyek (spermatozoa) pada
lintasannya. Keunggulan penilaian motilitas
menggunaan CASA dibandingkan secara manual
adalah lebih obyektif, akurat, cepat, efisien dan mampu
memberikan gambaran motilitas spermatozoa secara
detail. Namun dalam pelaksanaannya, penilaian dengan
CASA menghasilkan data yang bervariasi. Banyak
faktor yang mempengaruhi diantaranya: setingan
CASA, semen, pengencer semen, konsentrasi
spermatozoa, chamber, analis, preparasi sampel dan
waktu pelaksanaan analisis. Sejauh ini, belum terdapat
standar motilitas spermatozoa dengan CASA, kecuali
dengan meminimalkan variasi pada faktor-faktor yang
mempengaruhi hasil analisis dengan CASA.

Tujuan penulisan ini adalah menguraikan faktor-
faktor faktor-faktor yang mempengaruhi analisis
motilitas  spermatozoa dan rekomendasi analisis
motilitas spermatozoa dengan menggunakan CASA
untuk menghasilkan penilaian motilitas yang optimal.
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PARAMETER MOTILITAS SPERMATOZOA
DENGAN CASA

Salah satu parameter penilaian fertilitas pada sapi
pejantan (breeding soundness evaluation) adalah
kualitas semen sapi pejantan dan lingkar skrotum.
Kualitas semen pada sapi pejantan diantaranya: volume
5-8 ml, motilitas 40-75%, konsentrasi 800-2000
juta/ml, spermatozoa normal mencapai 65-95% dan
rentang pH 6,4-7,8 (Garner & Hafez 2008). Syarat
seekor pejantan dapat digunakan sebagai sumber semen
adalah konsentrasi spermatozoa minimal 500 juta/ml,
motilitas progresif 50%, persentasi morfologi normal
spermatozoa minimal 80% dan abnormalitas
spermatozoa dibawah 20%. Balai Besar Inseminasi
Buatan (BBIB) menggunakan standar motilitas
progresif 70% untuk semen segar yang layak diproses
menjadi semen cair maupun semen segar, dengan
standar nilai motilitas setelah thawing mencapai 40%.

Dalam breeding soundness evaluation, parameter
kualitas semen yang paling utama pada adalah
morfologi spermatozoa dan motilitas spermatozoa.
Definisi  motilitas  spermatozoa adalah jumlah
spermatozoa motil yang hidup dan bergerak progresif
dengan kisaran nilai 0-100%. Computerized Assisted
Sperm Analyzer merupakan suatu metode analisis
spermatozoa dengan mengoptimalkan  perangkat
komputer. Mekanisme kerja CASA adalah melalui
identifikasi pola gerakan kepala spermatozoa dan pola
lintasan yang dilalui spermatozoa. Manfaat dan
keunggulan CASA diantaranya: obyektif, akurat, cepat,
efisien dan mampu memberikan gambaran motilitas
spermatozoa secara detail (Didion 2008). Dalam
penilaian motilitas dengan menggunakan CASA,
penilaian motilitas spermatozoa dapat dilakukan secara
lebih detail dengan parameter motilitas yang terukur
lebih banyak.

Beberapa parameter motilitas yang dapat terukur
dengan CASA dan batasan definisinya:

Motililitas

Definisi motilitas spermatozoa sangat bervariasi
dan mempunyai batasan kriteria tersendiri. Motilitas
spermatozoa merupakan spermatozoa yang bergerak
dengan kecepatan >5 um/s (Massanyi et al. 2008).
World Health Organization (WHO) mendefinisikan
motilitas spermatozoa sebagai persentasi spermatozoa
yang bergerak dengan VAP >0 pm/s, merupakan
penjumlahan dari 3 kategori gerakan spermatozoa
menurut WHO (fast progressive, slow progressive dan
motile non progressive). Standar motilitas WHO
tersebut dijadikan acuan untuk standar motilitas pada
hewan karena memang belum tersedia.
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Motilitas progresif

Sebagaimana dengan motilitas, definisi motilitas
progresif juga mempunyai banyak versi. Motilitas
progresif merupakan spermatozoa yang bergerak
dengan kecepatan >20 um/detik (Massanyi et al. 2008).
World Health Organization (WHO) mendefinisikan
motilitas spermatozoa progresif merupakan persentasi
spermatozoa yang bergerak dengan VAP >25 um/s,
merupakan penjumlahan dari 2 kategori gerakan
spermatozoa menurut WHO (fast progressive dan slow
progressive).

Hiperaktif spermatozoa

Hiperaktif spermatozoa merupakan suatu kondisi
yang menggambarkan spermatozoa bergerak dengan
sangat cepat namun kurang linear dan cenderung
memutar atau membentuk pola lintasan seperti bintang
(star shaped pattern). Parameter yang digunakan untuk
menggambarkan suatu kondisi spermatozoa hiperaktif
adalah VCL, LIN dan ALH. Terdapat banyak standar
kriteria spermatozoa hiperaktif. Spermatozoa dikatego-
rikan hiperaktif apabila mempunyai batas nilai VCL
>150 pm/s, LIN <50% dan ALH >5 pm; LIN <60%,
ALH >7,5 pm dan VCL >100 pum/s (Ripp et al. 2003);
LIN <60%, ALH >5 pm dan VCL>100 pm/s
(Shibahara et al. 2003); VCL>200 um/s dan LIN <20%
(Van der Horst 2014).

Distance Curve-Line (DCL), Distance Straight-Line
(DSL) dan Distance Average Path (DAP)

Komponen parameter jarak tempuh spermatozoa
menggunakan CASA diantaranya: DCL, DSL dan
DAP. Distance Curve-Line (DCL) merupakan jarak
yang dapat ditempuh oleh spermatozoa dalam satu
menit pada lintasan curve. Distance Straight-Line
(DSL) merupakan jarak yang dapat ditempuh oleh
spermatozoa dalam satu menit pada lintasan straight.
Distance Average Path (DAP) merupakan jarak yang
dapat ditempuh oleh spermatozoa dalam satu menit
pada lintasan rata-rata alur.

Velocity Curve Linear (VCL), Velocity Straight
Linear (VSL) dan Velocity Average Pathway (VAP)

Komponen parameter kecepatan spermatozoa
menggunakan CASA diantaranya VCL, VSI dan VAP.
Velocity Curve Linear berarti Curve Linear Velocity
(VCL) merupakan velocity spermatozoa dalam satu
menit pada lintasan curve (Sarastina et al. 2006).
Velocity Straight Linear (VSL) merupakan velocity
spermatozoa dalam satu menit pada lintasan straight
(Sarastina et al. 2006). Velocity Average Pathway

(VAP) merupakan velocity spermatozoa dalam satu
menit pada lintasan rata-rata alur.

Linearity (LIN), Straightness (STR) dan Wobble
(WOB)

Komponen parameter pola renang spermatozoa
dengan menggunakan CASA diantaranya LIN, STR
dan WOB. Linearity merupakan indikator kelurusan
lintasan curve linear. Straightness merupakan indikator
kelurusan lintasan rata-ratanya. Wobble merupakan
pengukuran osilasi lintasan sebenarnya, mengindikasi-
kan kuatnya goyangan spermatozoa selama satu detik.

Amplitude Lateral Head (ALH), Beat Cross
Frequency (BCF), Average Orientation dan Change
of Head (AOH)

Komponen parameter pola pergerakan kepala
spermatozoa menggunakan CASA diantaranya: ALH,
BCF dan AOH. Amplitude Lateral Head menunjukkan
lebar rata-rata dari osilasi (getaran atau vibrasi) kepala
spermatozoa saat berenang (Kathiravan et al. 2011).
Beat Cross Frequency merupakan frekuensi (banyak-
nya) lintasan spermatozoa melalui rata-rata alur per
detik. Average Orientation Change of Head (AOH)
merupakan rataan derajat perubahan gerakan kepala
spermatozoa (Sarastina et al. 2006).

FAKTOR-FAKTOR YANG MEMPENGARUHI
ANALISIS MOTILITAS SPERMATOZOA
DENGAN CASA

Computerized Assisted Sperms Analyzer (CASA)
merupakan instrumen yang sangat bermanfaat untuk
mengkarakterisasi gerakan spermatozoa karena bersifat
obyektif, independen (dari intepretasi teknisi) dan
mampu mengidentifikasi gerakan spesifik spermatozoa.
Setiap sampel spermatozoa dianalisis secara langsung
pada citra digital (digital image), diantaranya gerakan
kepala maupun kecepatan pergerakan spermatozoa
(Lange-Consiglio et al. 2013). Jenis atau tipe CASA
berpengaruh  terhadap hasil penilaian motilitas
spermatozoa. Hal ini disebabkan oleh setiap jenis/tipe
CASA mempunyai standar lintasan spermatozoa
(sperm trajectory) tersendiri dengan algoritma (cara
perhitungan) yang berbeda. Karakteristik hardware
yang digunakan setiap CASA juga berbeda. Beberapa
CASA vyang biasanya digunakan untuk analisis
motilitas spermatozoa, diantaranya:

e Sperm Class Analyzer, Microptic, Spain.
e Hamilton-Thorne Bioscience, Beverly, MA, USA.
e Sperm Vision, Minitube, Tiefenbach, Germany.
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e IVOS Il and CEROS II, IMV Technology,

France.

Upaya pemeliharaan CASA harus menjadi
perhatian khusus untuk menjamin data yang dihasilkan
akurat. Software dan hardware CASA harus divalidasi
secara rutin untuk menghindari data yang kurang akurat
atau presisi (Amann & Waberski 2014).

Hasil analisis motilitas spermatozoa menggunakan
CASA sangat bervariasi dan sejauh ini belum tersedia
standar protokol penilaian kualitas semen berbasis
CASA. Beberapa faktor yang berdampak pada
penilaian matilitas spermatozoa dengan CASA,
diantaranya: setingan CASA, pengencer semen,
konsentrasi spermatozoa, chamber, analis, preparasi
sampel dan waktu pelaksanaan analisis.

Setingan CASA (frame rate dan frame per field)

Frame rate merupakan jumlah frame/gambar
pergerakan spermatozoa yang diambil dalam waktu 1
detik. Frame rate berpengaruh terhadap VCL
spermatozoa. Frame rate 50-60 menghasilkan VCL
spematozoayang proporsional (Perreault 2002). Frame
rate 50-60 fps (Hz) artinya bahwa setiap gambar
diambil dalam waktu 1/50-1/60 detik sehingga semakin
tinggi frame rate menunjukkan semakin banyak
pergerakan spermatozoa yang dapat ditangkap. Banyak
setingan farme rate CASA yang lainnya, misal 25, 30,
40 atau 60. Hasil analisis motilitas spermatozoa dengan
frame rate yang berbeda, menghasilkan data yang
berbeda dan tidak dapat dibandingkan satu dengan
lainnya. Data hasil analisis dapat dibandingkan apabila
menggunakan setingan frame rate yang sama.
Beberapa CASA biasanya sudah diseting dengan
setingan perusahaan yang memproduksinya. Namun
demikian, tidak menutup kemungkinan bahwa setingan
yang ada dapat berubah untuk mengoptimalkan
penilaian. Frame rate 60 memberikan hasil penilaian
motilitas spermatozoa yang optimal. Kondisi ini
menghasilkan motilitas spermatozoa yang lebih riil
(sebenarnya). Frame rate yang semakin tinggi
berpengaruh  terhadap  peningkatan  kecepatan
pergerakan dan vigor spermatozoa, demikian berlaku
sebaliknya (Contri et al. 2010). Tardif et al. (1997) dan
Amann & Waberski (2014) menyarankan bahwa
setingan CASA harus divalidasi secara periodik untuk
menjamin data yang dihasilkan.

Frame per field juga mempunyai peran dalam
menghasilkan data motilitas spermatozoa dengan
CASA. Frame per field merupakan jumlah frame atau
gambar yang diambil dalam setiap bidang pandang.
Frame per field berkorelasi positif dengan waktu yang
dibutuhkan untuk melakukan analisis. Semakin tinggi
frame per field membutuhkan waktu yang lebih lama
untuk analisis. Hal ini berpengaruh terhadap spermato-
zoa yang diamati dan dapat menghasilkan data yang

148

bias. Beberapa studi menerapkan frame per field 30, 45
(Contri et al. 2010). Untuk menghasilkan data yang
lebih akurat, setingan frame per field yang lebih rendah
lebih direkomendasikan.

Pengencer semen

Semen yang mengandung spermatozoa harus
melalui proses pengenceran terlebih dahulu supaya
dapat dianalisis dengan optimal menggunakan CASA.
Pengencer yang dicampur dengan spermatozoa
berperan  dalam  menentukan  nilai  motilitas
spermatozoa (Lange-Consiglio et al. 2013; Contri et al.
2010). Pada dasarnya, semua pengencer dapat
digunakan sebagai pengencer spermatozoa. Syarat
kriteria pengencer yang layak harus dipenuhi terlebih
dahulu sebelum digunakan sebagai pengencer,
diantaranya berfungsi sebagai sumber energi, buffer,
mencegah cold shock, menambah masa dll. Perbedaan
jenis dan kuantitas komponen pengencer berpengaruh
terhadap motilitas spermatozoa yang dihasilkan.
Banyak pengencer semen yang dapat digunakan untuk
analisis motilitas dengan CASA, diantaranya: sodium-
sitrat (Islam et al. 2017); tris aminomethane, dan CEP-
2 (Ratnawati 2017); PBS dan NaCl 0,9% (Contri et al.
2010); CUE dan EYGT (Tardif et al. 1997).

Hasil observasi  sebelumnya  (unpublished),
pengencer dengan bahan dasar susu tidak disarankan
digunakan dalam pemeriksaan motilitas menggunakan
CASA. Penggunaan pengencer berbahan dasar susu
mengganggu tampilan spermatozoa pada layar. Dalam
tampilan layar CASA, akan terlihat partikel lain
berbentuk bulatan/debris yang berukuran lebih kecil,
sama atau mungkin lebih besar dari spermatozoa. Hal
ini akan membiaskan penilaian oleh CASA karena
ukuran yang sama dengan ukuran spermatozoa
sehingga teridentifikasi sebagai static  sperms.
Dampaknya adalah nilai motilitas yang bias atau tidak
mewakili motilitas yang sebenarnya. Selain itu,
keberadaan partikel tersebut mengganggu keleluasaan
spermatozoa untuk bergerak (motilitas rendah).

Faktor lain yang mempengaruhi tampilan
spermatozoa pada layar CASA dalam pengencer adalah
keberadaan bahan biologis. Dalam mengoptimalkan
fungsi pengencer, biasanya pengencer ditambahkan
bahan biologis tertentu. Kuning telur atau putih telur
biasanya menjadi komponen pengencer yang berfungsi
sebagai anti cold shock, cryoprotectant maupun
antioksidan.  Sejauh  pengamatan  (unpublished)
keberadaan bahan biologis dalam layar CASA tidak
mengganggu tampilan spermatozoa dalam layar.
Namun demikian, dibutuhkan teknik tersendiri dalam
menentukan titik pengambilan sampel. Pada semen cair
yang sudah melalui masa simpan, materi komponen
biologis dan spermatozoa mengendap di bagian bawah
sehingga dibutuhkan homogenisasi terlebih dahulu.
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Setelah campuran homogen, sebaiknya dibiarkan
beberapa saat dan dilakukan pipeting pada posisi
campuran yang tidak terlalu pekat (bagian atas). Hal ini
untuk menghindari terikutnya komponen biologi yang
berpotensi mengganggu pengamatan motilitas dengan
CASA.

Disarankan penggunaan pengencer spermatozoa
yang sama (konsisten) dapat mengurangi faktor
kesalahan penilaian motilitas spermatozoa dengan
CASA. Pengencer sederhana yang dapat digunakan
dalam penilaian dan mudah didapatkan diantaranya
PBS dan larutan isotonic (larutan 0,9% NaCl) (Contri
et al. 2010).

Konsentrasi spermatozoa

Konsentrasi spermatozoa merupakan jumlah
spermatozoa dalam setiap ml, berpengaruh dalam
penilaian motilitas dengan CASA. Konsistensi sampel
berpengaruh terhadap data analisis yang dihasilkan
CASA. Hal ini terkait langsung dengan konsentrasi
spermatozoa dalam  sampel (Perreault 2002).
Konsentrasi  spermatozoa yang terlalu tinggi
menyebabkan collision kepala spermatozoa saling
menempel (collision) dalam lintasannya (Lange-
consiglio et al. 2013; Contri et al. 2010; Pagl et al.
2006). Populasi yang padat menyebabkan pergerakan
spermatozoa juga terbatasi atau tidak leluasa sehingga
cenderung menurunkan potensi  motilitas  yang
sebenarnya. Kondisi ini menyebabkan CASA tidak
dapat menangkap semua pergerakan spermatozoa
(sperm trajectory) atau hanya sebagian saja, sehingga
hasil analisis motilitas yang dihasilkan tidak mewakili
kondisi yang sebenarnya dari pergerakan spermatozoa.

Konsentrasi  spermatozoa sebelum dianalisis
menggunakan CASA adalah 20 juta/ml dan tidak
disarankan konsentrasi spermatozoa 50 juta/ml dan 100
juta/ml (Contri et al. 2010; Lange-consiglio et al.
2013). Analisis motilitas juga dapat dilakukan pada
konsentrasi  spermatozoa yang lebih  rendah,
diantaranya 2-50 juta/ml (Peng et al. 2); 5 juta/ml, 10
juta/ml (Contri et al. 2010). Konsentrasi yang lebih
rendah menghasilkan hasil yang lebih baik dalam
penilaian motilitas menggunakan CASA karena setiap
lintasan spermatozoa dapat tertangkap oleh CASA dan
dianalisis dengan sempurna. Namun demikian,
konsentrasi spermatozoa 20 juta/ml lebih banyak
direkomendasikan untuk hasil analisis motilitas
spermatozoa yang lebih optimal.

Chamber/counting chamber

Terdapat berbagai macam tipe chamber yang
dapat digunakan dalam pemeriksaan motilitas
menggunakan CASA. Secara garis besar terdapat 2

jenis chamber, yaitu yang diisi dengan meneteskan
sampel (dropping) atau melalui kapiler (capillary
forces). Chamber dengan dropping diantaranya Makler
chamber dan Goldcyto chamber. Sedangkan chamber
dengan capillary forces diantaranya: ledja, microscope
slide, cover (Peng et al. 2017), zander spermometer,
leica (Massanyi et al. 2008). Semua chamber harus
dikondisikan pada suhu 37°C sebelum sampel
dimasukkan, hal ini untuk menghindari data hasil
analisis yang bias (Contri et al. 2010).

Setiap chamber mempunyai bentuk, kedalaman
dan kapasitas volume chamber tersendiri. Perbedaan ini
berpengaruh terhadap konsentrasi spermatozoa dalam
chamber (Peng et al. 2017) dan pergerakan
spermatozoa (Lange-consiglio et al. 2013; Contri et al
2010), baik nilai motilitas progresif atau parameter
kinetiknya. Penggunaan Makler chamber menghasilkan
hasil konsentrasi spermatozoa yang lebih tinggi (over
estimated) daripada chamber yang lain sehingga lebih
disarankan untuk digunakan dalam analisis motilitas
yang tidak menuntut akurasi yang tinggi. Salah satu
penyebab over-estimated perhitungan konsentrasi
adalah keterbatasan CASA dalam membedakan
spermatozoa dengan garis terang (bright grids) yang
berada dalam Makler chamber. Chamber dengan
penekanan kapiler (capillary forces) menghasilkan nilai
konsentrasi dan motilitas yang lebih rendah dari
kondisi yang sebenarnya. (Peng et al. 2017). Penyebab
konsentrasi yang lebih rendah ini adalah adanya efek
Segre-Silberberg yang menyebabkan perhitungan yang
lebih rendah pada bagian tengah dan atas chamber
daripada pada bagian bawah chamber. Motilitas yang
rendah disebabkan adanya efek toksik dari cat maupun
perekat terhadap spermatozoa yang menyebabkan
kerusakan pada membran sel spermatozoa dan aksi
kapiler yang menyebabkan kerusakan spermatozoa
sehingga motilitas yang dihasilkan rendah (Hoogewijs
et al. 2012; Gloria et al. 2013).

Penggunaan  ledja  menghasilkan  jumlah
spermatozoa non motil lebih tinggi spermatozoa yang
bergerak cepat lebih rendah (Contri et al. 2010). Hasil
pengamatan  sebelumnya  (unpublished)  bahwa
penggunaan ledja dan mikroskop slide tidak
menghasilkan motilitas spermatozoa yang berbeda,
kecuali nilai hiperaktif spermatozoa. Perbedaan
kedalamann chamber dan sifat adhesif permukaan
chamber yang menyebabkan perbedaan hasil analisis
motilitas spermatozoa. Setiap chamber mempunyai
kelebihan dan kekurangan tersendiri, namun untuk
meminimalisasi faktor kesalahan, penggunaan chamber
harus sama atau konsisten.

Analis laboratorium

Faktor analis dapat mempengaruhi hasil analisis
motilitas spermatozoa dengan menggunakan CASA.
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Penilain motilitas secara subyektif dengan mikroskop
cahaya, biasanya dilakukan oleh lebih dari 2 analis
yang berpengalaman untuk meminimalkan tingkat

kesalahan. Namun demikian, dalam melakukan
penilaian motilitas dengan CASA, seharusnya
dilakukan secara konsisten oleh seorang analis

(andrologis) yang berpengalaman. Hal ini juga
bertujuan untuk meminimalkan faktor kesalahan atau
variasi hasil analisis. Penggunaan jenis CASA yang
sama dengan setingan CASA, tipe chamber, pengencer,
konsentrasi yang sama dapat menghasilkan data yang
berbeda. Hal ini terkait dengan keahlian analisis dalam
preparasi sampel dan pemilihan field/ bidang pandang
pada layar CASA.

Preparasi sampel

Preparasi sampel berpengaruh terhadap hasil
penilaian dengan CASA (Contri et al. 2010),
diantaranya: pipeting dan mixing dan sampling sampel.
Mixing dan pipeting sampel semen mempunyai peranan
penting dalam menentukan hasil penilaian motilitas
menggunakan CASA. Mixing biasanya dilakukan pada
spermatozoa yang disimpan dalam suhu dingin atau
beku. Faktor penyimpanan menyebabkan spermatozoa
menumpuk di bagian bawah sehingga sebaiknya
sampel di mixing sebelum analisis dilakukan. Mixing
dilakukan dengan perlahan dan hati-hati, sampai
dengan homogen. Resiko mixing yang tidak homogen
berpengaruh  terhadap sampel vyaitu kepadatan
spermatozoa yang terlalu tinggi maupun terlalu rendah.
Spermatozoa yang terlalu padat menyebabkan lintasan
spermatozoa tidak dapat ditangkap oleh CASA secara
optimal.

Pipeting (cara pengambilan sampel dengan pipet)
dan sampling (cara pengambilan sampel) juga
mempunyai peran dalam menghasilkan data motilitas
menggunakan CASA. Pipeting merupakan kelanjutan
dari mixing, namun hasil akan lebih optimal apabila
diberikan jarak beberapa menit sebelum dilakukan
pipeting. Sampel yang telah homogen, kemudian
disampling dengan cara pipeting pada titik tertentu.
Cara pengambilan sampel dilakukan pada titik
pengambilan (collection site) dengan tingkat kepadatan
sedang, hal ini untuk menghindari konsentrasi
spermatozoa yang terlalu padat sehingga lintasan
spermatozoa dapat tertangkap oleh CASA secara
optimal (Perez-Sanchez et al. 1996). Preparasi sampel
harus divalidasi secara periodik untuk menjamin data
yang dihasilkan (Tardif et al. 1997; Amann &
Waberski 2014).
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Waktu pelaksanaan analisis

Waktu pelaksanaan analisis harus dilakukan
secepat mungkin, karena hal ini berpengaruh terhadap
hasil analisis motilitas spermatozoa yang dihasilkan.
Semakin lama pelaksanaan analisis maka kualitas
spermatozoa semakin menurun. Pelaksanaan analisis
motilitas dengan CASA harus mempertimbangkan
kesiapan setingan CASA, kesiapan sampel (pengencer
dan konsentrasi sampel), pemasukkan sampel ke
chamber. Disarankan waktu pelaksanaan analisis tidak
lebih dari 2 menit untuk menjamin data yang dihasilkan
valid (Contri et al 2010).

REKOMENDASI PENGGUNAAN CASA

Penggunaan CASA untuk analisis motilitas
memang mempunyai banyak keunggulan dibandingkan
penilaian secara manual. Namun demikian sejauh ini
banyak sekali faktor yang mempengaruhi hasil
penilaian motilitas dengan CASA. European Society of
Human Reproduction and Embryology (ESHRE)
Andrology Special Interest Group (1998) menyatakan
bahwa tidak ada sistem CASA maupun tipe chamber
yang sempurna dalam penilaian motilitas. Upaya
pendekatan  yang dapat  dilakukan  adalah
meminimalkan faktor-faktor yang mempengaruhi hasil
penilaian motilitas spermatozoa sehingga
meminimalkan faktor kesalahan.

Dari ulasan diatas dihasilkan suatu rekomendasi
standar penilaian motilitas dengan menggunakan
CASA diantaranya: dilakukan oleh analis yang
berpengalaman dan konsisten, preparasi sampel
(mixing, pipeting dan sampling) yang tepat, konsentrasi
spermatozoa 20 juta/ml, konsisten dalam tipe chamber
(dikondisikan 37°C), pengencer semen dan setingan
CASA (frame rate 60 Hz dan frame per field 30) dan
pelaksanaan analisis yang cepat (<2 menit).

PEMANFAATAN CASA DALAM BIDANG
REPRODUKSI SAPI POTONG

Dalam bidang reproduksi sapi potong, khususnya
dalam pelaksanaan analisis kualitas semen, CASA
semakin memberikan peranan yang besar saat ini.
Pemanfaatan CASA dalam analisis kualitas semen
diantaranya sebagai alat (tool) untuk menganalisis
motilitas (kinematik), konsentrasi morfologi, dan
morfometri. Versi baru CASA dapat digunakan untuk
analisis vitality, DNA fragmentasi, integritas dan reaksi
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akrosom (Van der Horst et al. 2018). Setiap fungsi
analisis CASA memberikan parameter yang lebih
banyak dan gambaran yang lebih detail terkait
spermatozoa sapi, sehingga hasil analisis dengan
CASA lebih baik daripada evaluasi secara visual
(subyektif). Pengulangan dalam pengukuran parameter
kualitas semen pada babi menggunakan CASA
menghasilkan koefisien variasi yang lebih rendah dari
10% dibandingkan dengan penilaian secara visual
(subyektif) sehingga hasilnya lebih akurat (Vyt et al.
2004; Broekhuijse et al. 2011).

Pemanfaatan CASA di Indonesia mulai banyak
digunakan dalam bidang penelitian maupun balai
inseminasi. Ratnawati (2017) menggunakan CASA
(SCA v.5.2) untuk mengobservasi kualitas semen cair
pada tiga bangsa sapi potong menggunakan tiga jenis
pengencer. Syarifuddin et al. (2018) menggunakan
CASA (Sperm Vision v.3.7.5) untuk menganalisis
kualitas semen sapi Bali dengan perlakuan pakan
berbeda. Sarastina et al. (2006) menggunakan CASA
(sperm vision) untuk menganalisis parameter motilitas
pada beberapa bangsa sapi potong.

Dalam  perkembangannya, metode analisis
spermatozoa dengan sistem CASA mengalami banyak
kemajuan. Pada manusia sudah ditemukan aplikasi
berupa sistem CASA berbasis smartphone (SEEM)
untuk menganalisis spermatozoa pada pria. Teknologi
ini dalam upaya menjawab tantangan bahwa analisis
spermatozoa  dengan  sistem CASA  ternyata
mempunyai  beberapa keterbatasan, diantaranya:
terbatasnya ruang dan waktu, mahal, tidak nyaman dan
tidak efisien karena membutuhkan tenaga analis.
Dengan teknologi CASA berbasis smartphone ini,
analisis fertilitas pria dapat dilakukan sendiri di rumah
(Cheon et al. 2019).

KESIMPULAN

Beberapa faktor yang mempengaruhi hasil analisis
motilitas spermatozoa dengan CASA diantaranya:
setingan CASA, semen, pengencer semen, konsentrasi
spermatozoa, chamber, analis, preparasi sampel dan
waktu pelaksanaan analisis. Rekomendasi standar
penilaian motilitas dengan menggunakan CASA
diantaranya: analis yang berpengalaman dan konsisten,
preparasi sampel (mixing, pipeting dan sampling) yang
tepat, konsentrasai spermatozoa 20 juta/ml, tipe
chamber konsisten (dikondisikan 37°C), pengencer
yang konsisten dan setingan CASA yang konsisten
(frame rate 60 Hz dan frame per field 30) dan
pelaksanaan analisis yang cepat (<2 menit).
Disimpulkan selain beberapa faktor baik manusia
maupun jenis alat yang berbeda yang mempengaruhi
hasil analisis motilitas spermatozoa, penggunaan
CASA juga memerlukan preparasi sampel termasuk

pengencer yang baik dan konsentrasi spermatozoa yang
tepat.
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ABSTRACT

The availability of land for forage development is important to support cattle and buffalo production in Indonesia. The
government is paying great attention to accelerate cattle and buffalo populations in Indonesia. One of the Ministry of Agriculture
programs, UPSUS SIWARB to increase cattle and buffalo population has been established. To support this program, sufficient
forage and concentrate are crucial. Usually, the development of forage is allocated on the sub-optimal land and one alternative to
sub-optimal lands is ex-coal mining land. The aim of this paper is to describe the utilization of ex-coal mining land for forage
development to support the livestock productivity, some problems in ex-coal mining area and strategies to encounter these
problems. There are several challenges in forage production including pH, the composition of organic matter, low soil
microorganisms and heavy metals. These problems can be minimized by adding organic matter, organic fertilizer, microorganism
such fungi mycorrhizae and phytoremediation. In conclusion, after the problems have been minimized, the ex-coal mining land
can be used for developing forages for livestock.

Key words: Forage, ex-coal mining, phytoremediation

ABSTRAK

Ketersediaan lahan untuk pengembangan pakan hijauan merupakan hal yang penting untuk menunjang produksi sapi dan
kerbau di Indonesia. Pemerintah menaruh perhatian besar untuk melakukan percepatan peningkatan populasi sapi dan kerbau
melalui UPSUS SIWAB. Untuk mendukung program tersebut, kecukupan hijauan dan konsentrat sangat krusial. Pada umumnya
pengembangan hijauan dialokasikan di lahan sub optimal dan salah satu alternatif lahan sub optimal adalah lahan bekas tambang
batubara. Tujuan makalah ini adalah mengulas pemanfaatan lahan bekas tambang batubara untuk budidaya tanaman pakan ternak
dalam mendukung produktivitas ternak dan beberapa kendala di lahan bekas tambang serta penanganannya. Beberapa masalah
dalam memproduksi hijauan di lahan bekas tambang batubara adalah pH, komposisi bahan organik, populasi mikrooragnisme
yang rendah dan adanya residu logam berat. Permasalahan tersebut dapat diatasi dengan pemberian kapur, bahan organik, pupuk
organik, mikroorganisme seperti fungi mikoriza dan fitoremediasi. Dapat disimpulkan bahwa sesudah masalah-masalah tersebut
diatasi, lahan bekas tambang batubara dapat digunakan untuk mengembangkan hijauan pakan ternak.

Kata kunci: Tanaman pakan ternak, lahan bekas tambang, fitoremediasi

penyediaan bibit atau benih hijauan pakan ternak,
penyediaan lahan, jenis hijauan pakan ternak sesuai
spesifik lokasi, dan ketersediaan air. Lahan optimal

PENDAHULUAN

Kebutuhan daging sapi 604.966 ton dalam satu

tahun, tetapi produksi saat ini hanya 354.770 ton
sehingga perlu impor 41% dari kebutuhan nasional
(BPS 2018). Berdasarkan Permentan no. 48 tahun
2016, pemerintah menetapkan Upaya Khusus
Percepatan Peningkatan Populasi Sapi dan Kerbau
Bunting (UPSUS SIWAB) sebagai percepatan populasi
sapi dan kerbau secara berkelanjutan. Pasal 26
Permentan no 48 tahun 2016 menyatakan untuk
mendukung UPSUS SIWAB diperlukan pakan yang
aman, berkualitas, cukup, dan berkelanjutan melalui
penguatan hijauan pakan ternak dan pakan konsentrat.
Penguatan hijauan pakan yang dimaksud meliputi

yang tersedia diperuntukkan untuk budidaya tanaman
pangan, sedangkan untuk tanaman pakan ternak (TPT)
diarahkan di lahan sub optimal, salah satunya lahan
bekas tambang batubara.

Beberapa daerah penghasil batubara antara lain
Tanjung Enim di Sumatera Selatan, Sorong di Papua,
Kalimantan Selatan serta Kalimantan  Timur.
Pertambangan batubara meningkatkan perekonomian
tetapi di lain pihak berdampak negatif bagi lingkungan
seperti kerusakan besar pada flora, fauna, hidrologi dan
biologi tanah (Fatmawati et al. 2018; Kumar & Pandey
2013). Selain itu, lahan bekas tambang batubara
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mempunyai pH, bahan organik, unsur hara, dan
populasi mikrooranisme yang rendah. Oleh karena itu,
diperlukan upaya khusus bila akan digunakan untuk
pengembangan tanaman pakan ternak di lahan bekas
tambang batubara. Makalah ini akan mengulas
pemanfaatan lahan bekas tambang batubara untuk
budidaya tanaman pakan ternak dalam mendukung
peningkatan populasi ternak.

KONDISI LAHAN BEKAS PERTAMBANGAN
BATUBARA

Penambangan batubara dilakukan dengan dua
metode: 1) open cut mining (penambangan permukaan
atau ‘terbuka’, 2) underground mining (tambang bawah
tanah atau ‘dalam’). Pemilihan metode penambangan
ditentukan oleh letak unsur geologi endapan batubara.
Tambang terbuka dilakukan jika lapisan batubara
berada dekat dengan permukaan tanah. Sebaliknya
tambang bawah tanah jika lapisan batubara berada
cukup dalam. Di Indonesia, penambangan batubara
pada umumnya dengan metode terbuka. Metode ini
dilakukan dengan memotong bagian lapisan top soil
tanah, yang berakibat berubahnya bentang alam, sifat
fisik, kimia dan biologis dari tanah. Kondisi ini
menyebabkan menurunnya tingkat kesuburan tanah.

Lahan bekas tambang dicirikan dengan pH
masam, bahan organik dan kesuburan tanah rendah,
tanah tidak stabil dan kondisi keseimbangan ekosistem
permukaan tanah yang terganggu (Harmini et al. 2019;
Kurniawan et al. 2014). Hal ini dapat dilihat pada Tabel
1 yang menampilkan kandungan kimia tanah di lahan
bekas tambang batubara. Pemanfaatan rumput dan
legum sebagai tanaman pioner dan bahan organik dapat
memperbaiki lahan bekas tambang (Ahirwal & Maiti
2016). Keberadaan logam berat pada lahan bekas
tambang (LBT) batubara perlu dikelola dengan tepat
sehingga tidak berdampak negatif terhadap lingkungan
maupun makhluk hidup. Logam berat yang terdeteksi
pada LBT batubara antara lain Cr (V1), Cu, Zn, Ni, Hg,
Pb (Saidy & Badruzsaufari 2009; Daru 2009). Ternak

Tabel 1. Kandungan kimia tanah di lahan bekas tambang batubara

yang mengkonsumsi hijauan (Siratro dan Brachiaria
decumbens) di LBT batubara, ditemukan logam berat
Cu, Zn dan Hg di daging dan jeroan diatas ambang
batas yang diijinkan, tetapi logam berat Cr, Hg Pb
dalam ambang batas normal (Daru 2009). Logam berat
Cu dan Zn ditemukan juga di daging dan jeroan diatas
ambang batas yang diijinkan dari ternak yang
mengkonsumsi hijauan di LBT nikel, sementara Cd dan
Pb dalam ambang batas normal. (Purnama 2014).
Logam berat As, Hg dan Pb ditemukan dalam ambang
batas pada susu sapi perah yang mengkonsumsi hijauan
dari LBT batubara (Harmini, in press). Tabel 2
memperlihatkan ambang batas logam berat pada
produk hasil ternak (mg/kg) berdasarkan Badan
Standarisasi Nasional.

UPAYA REKLAMASI LAHAN BEKAS
PERTAMBANGAN

Salah satu penyebab rendahnya tingkat kesuburan
lahan bekas tambang adalah rendahnya mikro-
organisme di dalam tanah. Untuk mengatasi hal ini,
dapat digunakan Fungi Mikoriza Arbuskula (FMA)
yang merupakan agen hayati untuk membantu
rehabilitasi lahan bekas tambang, dengan simbiosis
mutualisme antara cendawan dengan tanaman. Ukuran
hifa yang lebih halus dari bulu-bulu akar
memungkinkan hifa untuk menyusup ke pori—pori
tanah yang paling kecil sehingga jaringan hifa eksternal
dari FMA akan memperluas bidang serapan air dan
hara, sehingga hifa bisa menyerap air pada kondisi
kadar air yang rendah. Oleh karena itu, tanaman yang
berasosiasi dengan mikoriza lebih mudah untuk
menyerap hara tanah (Setiadi & Setiawan 2011; Rillig
& Mummey 2006). FMA dapat melindungi tanaman
dari unsur tertentu yang bersifat racun seperti logam
berat, meningkatkan toleransi tanaman terhadap logam
berat Pb, serta meningkatkan akumulasi Pb di akar dan
menghambat akumulasi Pb pada batang dan daun
(Arisusanti & Purwani 2013; Killham 1994).

H Corg N total P KTK (cmol Kadar K Pb Fe Lokasi Sumber bacaan
P (%) (%) (ppm) (+kg)t  air (%)  tersedia  (ppm)  (ppm)

4,41 0,33 2,53 -
(sangat (rcazr;:cgigh) (sangat (sangat (riﬁgalh) 3,39 tad 2,24 430,87 S;Pgt’ta Har(rgg}llge)t al.
masam) rendah) rendah) 4

Mashud &
3,52- 11,47- 4,87- KPC, -
4,10-6,46 0,48-4,82 0,08-0,21 772 tad tad 92,80 13,40 tad Sangatta Manaroinsong
(2014)

4,02 0,61 0,08 0,04 .

(sangat (sangat (sangat (sangat tad tad tad tad tad Berau Ardh'?ggﬁ;] etal.
masam) rendah rendah) rendah)

Keterangan: tad = tidak ada
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Tabel 2. Ambang batas logam berat pada produk hasil ternak (mg/kg)

Jenis logam berat

Produk hasil ternak

Arsen (As) Cadmium (Cd)  Merkuri (Hg)  Timah (Sn) Timbal (Pb)
Susu dan hasil olahannya 0,10 - 0,03 - 0,02
Daging dan hasil olahannya 0,50 0,30 0,03 200,00 1,00
Jeroan 1,00 0,50 - - -

Sumber: BSN (2009)

Untuk menekan polutan dari lokasi bekas tambang
batubara atau tanah di sekitar penambangan batubara
yang kaya akan mineral sulfida biasanya dilakukan
dengan sistem mekanis/teknis, agronomis dan kimia,
untuk menghindari kontak langsung antara mineral
sulfida dengan udara dan air serta pengikatan besi
dengan asam sulfat yang terbentuk karena oksidasi
(Marganingrum & Noviardi 2010). Salah satu sistem
agronomis yang dapat dilakukan adalah revegetasi yang
memainkan peranan penting dalam meningkatkan sifat
fisik, kimia dan biologi tanah serta meningkatkan
biomassa dan bahan organik tanah. Proses revegetasi
lahan bekas tambang menjadi lahan pertanian
membutuhkan tiga tahapan yaitu: 1) Pemulihan fungsi
lahan yang kritis dan rusak melalui penanaman
vegetasi, 2) Peningkatan fungsi lahan yang sudah
direvegetasi menjadi lahan yang produktif untuk
pertanian.

Langkah awal revegetasi pada umumnya dengan
penanaman legume cover crops (LCC) untuk
melindungi dari erosi tanah dan aliran permukaan (run
off) serta meningkatkan bahan organik tanah.
Leguminosa merupakan tanaman yang menyuburkan
tanah karena mempunyai kemampuan mengikat N2
(dalam bentuk N yang tidak tersedia bagi tanaman) dan
mengubah menjadi N yang tersedia ketika berasosiasi
dengan rhizobium (Armiadi 2009). Budidaya
leguminosa di lahan bekas tambang batubara dilakukan
dengan pengolahan tanah dengan pengapuran 4 t/ha
dan pupuk kandang 10 t/ha (Purnamayani et al. 2017).
Calopogonium mucoinoides dan Pueraria javanica
dikombinasi dengan mikoriza dan rhizobium mampu
beradaptasi dengan baik pada overburden lahan bekas
tambang timah dengan kemampuan hidup mencapai
83,3% (Narendra & Pratiwi 2014). Keberhasilan
revegetasi lahan bekas tambang bisa dilihat dari
komposisi dan struktur vegetasi. Komposisi vegetasi
lahan bekas tambang emas PT. Newmont Minahasa
Raya (PT. NMR) masih didominasi oleh tanaman
introduksi seperti gamal (Gliricidia sepium), mahoni
(Swietenia  macrophylla),  lamtoro  (Leucaena
leucocephala) (Purnomo et al. 2018). Setelah
direklamasi selama 12 tahun, serta ditanami tanaman
sengon, akasia, kayu putih dan vegetasi alami maka

lahan bekas tambang tersebut baru layak digunakan
untuk tanaman pangan (Hermawan 2011).

Faktor pembatas lain dalam pemanfaatan lahan
bekas tambang adalah adanya logam berat yang
melebihi ambang batas. Fitoremediasi dikembangkan
untuk  menghilangkan  logam  berat  dengan
menggunakan tanaman. Fitoremediasi adalah teknik
mengurangi polutan dari area yang terkontaminasi oleh
polutan (Jeevanantham et al. 2019). Bana grass
(Pennisetum americanum x Pennisetum purpureum)
dan Papalum atratum dapat digunakan sebagai
fitoekstraksi untuk Cd dan Zn (Zhang et al. 2010).
Bana grass dan vetiver dapat digunakan untuk
fitoekstraksi pada kondisi polusi Cd yang rendah dan
moderat (Zhang et al. 2014). Daun dengan bulu daun
(trikoma), permukaan daun tidak rata, stomata lebih
banyak mampu menyerap Pb lebih tinggi dari udara
(Fathia et al. 2015). Penambahan logam berat pada
media tanam hidroponik pada sorgum dan alfalfa
terbukti menyerap logam berat Cr, Ni, Cd dan asam
etilena diamina tetraasetat (EDTA) pada bagian aerial
diatas ambang batas normal (Bonfranceschi et al.
2009).

Tanaman yang masih toleran terhadap logam berat
dalam level toksik dan mampu untuk berproduksi
dengan baik disebut hiperakumulator. Tanaman
hiperakumulator yang dapat digunakan untuk
fitoremediasi dilihat di Tabel 3. Beberapa tumbuhan
berpembuluh (vascular plants) hiperakumulator Cd,
Co, Cu, Pb, Mg, Ni, Zn masing-masing >0,01%, serta
konsentrasi logam berat di tajuk lebih besar dibanding
akar (Gratao et al. 2005; Baker & Brooks 1989).
Portulaca oleracea L. dapat digunakan untuk
menghilangkan kontaminasi logam berat pada tanah
karena jangkauan dan Kkarakteristik fitoremediasi
(Elshamy et al. 2019). Pennisetum sinese tidak dapat
digunakan untuk fitoekstraksi berbagai macam logam
berat meskipun dengan penambahan pupuk NH.CI,
tanaman ini mampu melepaskan Cd dan Zn dari tanah
tetapi kurang efektif untuk Pb (Chen et al. 2017).

Derajat kemasaman tanah yang rendah akan
berdampak pada tingginya logam berat dan rendahnya
mineral makro. Logam berat Cu, Zn, Se dibutuhkan
tanaman untuk pertumbuhan, tetapi jika berlebihan
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Tabel 3. Jenis mineral di akar, batang, daun tanaman hiperakumulator

Tanaman Akar Batang Daun Sumber pustaka
Trifolium alexandeinum Cd, Co, Fe, Pb, Fe Fe Cr, Cu, Mn, Zn, Fe Bhatti et al. 2018
Brassica juncea Zn, Pb, Cd, Cu Zn, Pb, Cd, Cu Zn, Pb, Cd, Cu Alietal. 2017

Helianthus annuus Pb Pb Pb Ali etal. 2017

Nicotiana tabaccum Hg Hg Hg Gratao et al. 2005
Pteris creatica As As As Gratao et al. 2005
Pteris longifolia As As As Gratao et al. 2005
Pteris umbrosa As As As Gratao et al. 2005

menjadi toksik untuk sel tanaman. Rendahnya pH di
lahan bekas tambang dapat diatasi dengan pemberian
kapur karena dapat meningkatkan pH tanah,
menurunkan kelarutan Al, meningkatkan Ca dan Mg,
memperbaiki dan memantapkan agregat tanah, serta
menurunkan tingkat erosi karena agregat tanah yang
mantap (Rosmarkam & Yuwono 2002). Pemberian
kapur (CaCl,) pada lahan di dekat shelter tembaga yang
diberi kompos dan telah tekontaminasi oleh limbah
irigasi selama lebih dari 30 tahun mampu
meningkatkan pH tanah dan menurunkan Cu dan Cd
ditanah (Cui et al. 2016).

Pemanfaatan tanaman lokal spesifik lokasi untuk
fitoremediasi perlu dipertimbangkan, karena tanaman
lokal lebih mudah untuk beradaptasi dengan kondisi
agroekosistem setempat. Pemilihan tanaman fitoreme-
diasi mempertimbangkan kecepatan pertumbuhan,
biomassa, siklus produksi dan  keberlanjutan
lingkungan. Berdasarkan familia Poaceae> Fabaceae>
Asteraceae> Apiceae sebagai tanaman fitoremediasi
(Guarino et al. 2017). Sorghum bicolor potensial untuk
fitoremediasi dan produksi biomassa (Al Chami et al.
2014). Pennisetum sinese Roxb tidak mampu untuk
memindahkan semua logam dari tanah meskipun
dengan pemupukan NH4Cl kecuali Cd dan Zn dan
sedikit Pb yang diikat (Chen et al. 2017). Tanaman
pakan yang digunakan untuk fitoremediasi diantaranya
turi  (Sesbania grandiflora) dengan mekanisme
rhizofiltration, gamal (Gliricidia sepium) menekan
logam berat di akar dan penggunaan biochar (arang
bio) mampu menekan Ni dan Mn, rumput bahia
(Paspalum spp) sebagai tanaman hiperakumulator Pb
termasuk Cu dan Zn namun dalam jumlah sedang,
vetiver (Vetiveria zizonoides) menyerap logam berat di
akar, dan rumput bermuda (Cynodon dactylon sebagai
translokasi logam berat dari akar ke batang selanjutnya
ke daun (Suelee et al. 2017; Kumarathilaka &
Vithanage 2017; Malar et al. 2014; Purwantari 2007;
Padmavathiamma & Li 2007; Shanab et al. 2007)

Pemberian kompos pada lahan bekas tambang
batubara merupakan salah satu cara untuk
meningkatkan ~ bahan  organik  tanah.  Ternak
menghasilkan kotoran ternak untuk kompos atau pupuk
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organik. Keberadaan ternak di lahan bekas tambang
akan saling menguntungkan antara ternak dan tanaman
di lahan bekas tambang karena ternak menghasilkan
kotoran sebagai pupuk organik untuk perbaikan tanah,
lahan dan tanaman dibudidayakan lahan bekas tambang
yang kandungan logam beratnya masih tinggi.
Penggunaan bahan organik (top soil, bokashi, kompos
Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS) mampu
memperbaiki kesuburan tanah (Amelia & Suprayogo
2018). Pemberian pupuk (kompos) diyakini merupakan
langkah yang potensial untuk meningkatkan ketersedia-
an hara tanah. Aplikasi kompos pada C. pubescens
mampu memasok hara pada tailing sebesar 19,62 kg N
ha-1 dan 7,89 kg P ha-1 sementara pada P. javanica
sebesar 9,7 kg N ha-1 dan 7,04 kg P ha-1 (Budianta et
al. 2013).

PENGEMBANGAN TANAMAN PAKAN
TERNAK PADA LAHAN BEKAS TAMBANG
BATUBARA

Lahan bekas tambang batubara dapat dimanfaat-
kan untuk pertanian termasuk peternakan, serta
pariwisata. Lahan harus direklamasi  sebelum
dimanfaatkan untuk budidaya tanaman pakan maupun
pangan (Licina et al. 2016). Pemilihan tanaman pakan
ternak (TPT) untuk dikembangkan di lahan bekas
tambang harus diperhatikan beberapa hal diantaranya:
1) toleran kekeringan, hara rendah, dapat membentuk
bahan organik sehingga mempercepat remediasi tanah
pH masam; 2) Produksi biomassa tinggi; 3) palatabel
untuk ternak; 4) sumber bahan organik; 5) sistem
perakaran kuat; 6) kualitas nutrisi cukup baik (Gizikoff
2003). Errington (2002) menambahkan tanaman pakan
ternak di lahan bekas tambang batubara harus
beradaptasi dengan baik dan kandungan logam berat
dalam ambang batas aman. Vetiver (Vetiveria
zizanioides) merupakan TPT yang dapat digunakan
untuk fitoremediasi karena mampu memanfaatkan
limbah organik sebagai sumber nutrisi (Komarawidjaja
& Garno 2016). Rumput gajah dapat digunakan untuk
tanah yang terkontaminasi Cu, lebih baik ditambahkan
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fosfat (Liu et al. 2009). Penggunaan Brachiaria
brizantha cv.Mulato meningkatkan fungsi mikroba
tanah  dalam  menggunakan  karbon  sehingga
memperbaiki kesuburan tanah (Brandan et al. 2017).
Akumulasi logam berat pada bagian tanamn rumput
bervariasi dari rendah sampai tinggi (Tabel 4). Produksi
hijauan di lahan bekas tambang batubara tergolong
rendah, tetapi kandungan bahan kering cukup tinggi
(Harmini et al. 2019; Garsetiasih & Heriyanto 2017;
Ardhiansyah et al. 2014; Riyanto et al. 2001).

Pada lahan bekas tambang sistem penananam
rumput bersama leguminosa penting untuk dilakukan.
Rumput berfungsi sebagai tanaman fitoremediasi dan
penutup tanah yang mampu beradaptasi dengan baik
pada lahan marginal, sedangkan leguminosa mampu
mempertahankan stabilitas tanah. Sistem penanaman
rumput dapat dilakukan dengan alley cropping
(pertanaman lorong), intercropping, atau monoculture.
Intercropping dilakukan dengan menanam dua atau
jenis tanaman pada tempat dan waktu yang sama.
Sistem penanaman ini mampu meningkatkan kesuburan
dan bahan organik tanah, memperbaiki struktur tanah,
mengurangi pemupukan, memperbaiki kualitas rumput
dengan meningkatkan kadar protein pada rumput yang
dihasilkan, serta kandungan bahan kering pada hijauan
(Kremer et al. 2011; Lithourgidis et al. 2011; Koten et
al. 2007). Intercropping legume dengan sereal dapat
digunakan sebagai alternatif sistem pertanaman yang
dikombinasi pada tanah lempung berpasir karena
meningkatkan fiksasi N, kandungan bahan kering, serta
protein kasar tanaman (Lithourgidis et al. 2007). Alley
cropping alfalfa dengan black walnut meningkatkan
mortalitas hama alfalfa (alfalfa weevil) sehingga
meningkatkan produksi biomassa alfalfa yang pada

akhirnya meningkatkan keuntungan ekonomi (Stamps
et al. 2009).

Salah satu lokasi lahan bekas tambang batubara
yang telah dimanfaatkan untuk tanaman pakan ternak
(TPT) adalah di Kaltim Prima Coal (KPC). Sistem
tanam TPT di lahan bekas tambang batubara di KPC
dengan sistem monokultur. Di Peternakan sapi perah
terpadu (PESAT) di KPC tanaman pakan ternak yang
dibudidayakan adalah rumput gajah dan indigofera
(Gambar 1 dan 2).

Budidaya rumput di lahan bekas tambang batubara
pada prinsipnya sama dengan di lahan non bekas
tambang batubara. Perbanyakan rumput secara
menggunakan biji (generatif) dan stek atau sobekan
(pols) (vegetatif). Pemberian bokashi 30 t/ha
memberikan pertumbuhan dan produksi tertinggi
dibandingkan dosis 10 t/ha dan 20 t/ha (Kusuma 2013).
Umur potong berpengaruh terhadap kandungan nutrisi
rumput gajah. Indigofera, jenis leguminosa pohon yang
adaptif untuk lahan bekas tambang batubara. Indigofera
dapat tumbuh dengan baik pada ketinggian 0-2200 m
dpl, total produksi segar 52 ton/ha/tahun, PK 27,60%
secara agronomis mudah untuk dikembangkan, tahan
terhadap pemangkasan sehingga mampu mengeliminir
stress kekeringan dengan jalan mengurangi proses
transpirasi pada daun (Abdullah 2014; Herdiawan &
Krisnan 2014; Herdiawan et al. 2012). Pueraria
javanica mempunyai kemampuan adaptasi pada lahan
bekas tambang batubara yang lebih baik dibanding C.
pubescens, C. muconoides, C. juncea, sedangkan C.
juncea merupakan leguminosa yang paling responsif
terhadap penambahan bahan organik (Ardhiansyah et
al. 2014).

Tabel 4. Kandungan logam berat pada akar dan jaringan tanaman di lahan bekas tambang batubara

Logam Daun Menjelang  Rumput potong
Jenis rumput berat  Akar (ppm) Batang (ppm) (ppm) berbunga (ppm) Sumber bacaan
(ppm)
P.americanum x Cd 5,944 28+3 56+1 14+1 47+2 Zhang et al. 2010
P.purpureum Zn 26704219 1819+36 1383+57 335+44 1590+140 Zhang et al. 2010
P. atratum Cd 349+16 Tad Tad Tad 46+1 Zhang et al. 2010
Zn 9439+104 Tad Tad Tad 1056+141 Zhang et al. 2010
Rumput raja Cd 95,04+1,1 6,6+0,2 12,1+0,7 Tad 13,5+0,1 Chen etal. 2017
(P. sinese Roxb) Pb 163,145 3,1£0,4 5,240,9 Tad 4,240,3 Chen et al. 2017
Zn 1513,9+14 611,6+42,1 107,447,1 Tad 343,8+26,2 Chen et al. 2017
Rumput gajah Hg 0,143 0,341 0,071 Tad Tad Harmini et al. 2019
As <0,002 <0,002 <0,002 Tad Tad Harmini et al. 2019
Pb 4,252 4,477 11,811 Tad Tad Harmini et al. 2019
Fe 2342,710 45,941 40,790 Tad Tad Harmini et al. 2019
Mn 206,388 22,926 36,612 Tad Tad Harmini et al. 2019

Keterangan: Tad= tidak ada data
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Gambar 1. Kebun rumput gajah di lahan bekas tambang
batubara di Peternakan sapi perah terpadu
(Pesat), Sangatta, Kaltim

Gambar 2. Kebun rumput Indigofera di lahan bekas tambang
batubara di Peternakan sapi perah terpadu (Pesat),
Sangatta, Kaltim.

KESIMPULAN

Lahan bekas tambang batubara dapat digunakan
sebagai lahan untuk pengembangan tanaman pakan
ternak setelah dilakukan reklamasi dan rehabilitasi.
Tanaman pakan ternak relatif dapat beradaptasi dengan
baik di lahan bekas tambang terutama lahan bekas
tambang batubara. Hijauan pakan yang dapat
dikonsumsi oleh ternak adalah tanaman pakan yang
mempunyai mekanisme fitostabilisasi dan fito-
degradasi.
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