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Direktorat Jenderal Pendidikan Tinggi {Dikti), Depertemen Pertanian {Deptan) 
dan Kementrian Negara Riset dan Teknologi (K.NRT) dirr.ana sebanya..lc 293 judul 

penelitian terscbut telah dipresentasikan dala.a.-n Seminar Hasil Penelitian IPB 
yang dilaksanak:an pada tanggal 22 -- 23 Desember 2009 di Institut Pertanian 

Bogor 
Hasil penelitian tersebut sebagian telah dipublikasikan pada jurnal 

dalam/luar negeri, dan sebagian dipublikasikan pada prosiding dengan nama 
Prosiding Seminar Hasil-hasil Penelitian IPB 2009, yang terbagi menjadi 6 
( enam) bagian yaitu : 

1. Bidang Pangan dan Energi 
· 2. Bidang Sumberdaya Alam dan Lingkungan 

3. Bidang Kesehatan 
4. Bidang Sosial dan Ekonomi 
5. Bidang Teknologi dan Rekayasa Pangan 
6. Bidang Teknologi dan Rekayasa Non Pangan 

Melalui hasil penelitian yang telah dipublikasikan ini, runutan dan -
perkembangan penelitian IPB dapat diketahu~ sehingga road map penelitian IPB 
dan lembaga mitra pen.:elitian IPB dapat dipetak:an dengan baik.. 

Kami ucapkan terima kasih pada Rektor dan W akil Rektor IPB yang telah 
mendukung kegiatan Seminar Hasil-Hasil Penelitian ini, p~a Reviewer dan 
panitia yang dengan penuh dedikasi telah bekerja mulai daii persiapan sampai 
pelaksanaan kegiatan seminar hingga penerbitan prosiding ini. 

Semoga Prosiding Seminar Hasil-Hasil Penelitian IPB 2009 ini dapat 
bermanfaat bagi semua. Atas perhatian dan kerjasama yang baik diucapkan 
terima kasih. 

Bogor, Maret 20 10 
Kepala LPPM IFB, 

Prof.Dr.Ir. Bambang Pramudya N., M.Eng 
NIP 19500301197603 1 001 
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PEMBUATAN "RAPID TEST" MENGGUNAKAN TEKNIK 
"KOAGLUTINASI TIDAK LANGSUNG" UNTUK DETEKSI ANTffiODI 

FLUBURUNG 
(Preparation of Rapid Test using Indirect Coagglutination for Detecting Antibody 

against Bird Flu) 

I Wayan Teguh Wibawan, Titiek Sunartatie 
Dep Penyakit Hewan dan Kesehatan Masyarakat Veteriner, 

Fakultas Kedokteran Hewan. IPB 

ABSTRAK 

Sa111>ai saat ini belum tersedia uji aglurinasi cepat untuk mendeteksi keberadaan virus 
pada suatu individu karena ukuran partikel vims yang sangat kecil. Dengan teknik 
pembentukan agegat kompleks Staphylococcus aureus yang diikatkan pada antibody 
kelinci anti lgG marmot anti virus avian influenza (AI) HSNl, aglu.tinasi antibodi 
terhadap virus tersebut dapat divisualisasi. Untuk merancang prototype kit ini, S. aureus 
diikatkan pada serum kelinci anti IgG marmot anti virus AI HSN 1. Prctokol ini mampu 
mendeteksi secara jelas keberadaan antibodi spesifik terhadap virus AJ.. HSNl pada 
serum ayam, kelinci dan marmot, berupa reaksi aglutinasi cepat dan jelas pada gelas 
objek. Reaksi ini tidak dijurnpai j:ika d.igunakan serum yang tidak mengadung antibodi 
terhadap virus AI HSN 1. Dihan1pkan prototype kit ini dapat dikembangkcm dau 
digunakan untuk mendetek!::i ant:lbodi spesifik terhadap virus AI H5Nl. 

Kata bmci: Rapid test, koag1utinasi tidak langsang, antibOOi HSNl. 

ABSTRACT 

Until now, there is no rapid agglutination test to detect antibodies to virtJSes due to the 
ultra-microscopic character of viral particles. By the help of complex tOrma.tion of 
Staphylococcus aureus bearing protein A with rabbit IgG-anti guinea pig"IgG which 
preiously innnunized with avian influenza (AI) virus of H5N1, agglutination of 
ant:lbodies to viruses can be visualized. To design the prototype of the test, the bacterial 
cells of S. aureus were coupled to a complex compound consisting of rabbit IgG-guinea 
pig IgG-AI H5N1antigen. This protocol is able to detect clearly the presence of AI H5Nl 
antibody in sera of chicken, rabbit and guiea pig, showing the rapid, clear and distinct 

Keywords: Rapid test, indirect coagglutination, H5Nl antibody. 

PENDAHULUAN 

Saat ini penyakit flu burung telah bersifat enzootic pada ayam, sehingga 

peluang kontaminasi lingkungan oleh virus avian influenza H5Nl sangat tinggi. 

Masalah yang dihadapi dalam pemantauan virus AI H5Nl adalah beragamnya uji 

yang digunakan, rumit, mahal dan sering membutuhkan keahlian khusus. Melihat 

dan merespon permasalahan di atas maka dalam usulan penelitian ini akan dicari 
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suatu upaya untuk mempermudah aplikasi uji yang digunakan, serta dapat 

digunakan secara praktis, cepat, murah dan aman untuk setiap jenis induk 

semanglhost yang akan diuji. Dengan memanfaatkan kemampuan Protein A yang 

dapat berinteraksi dengan Fc-fraksi · lgG. Berdasarkan sifat biclogis ini 

kemungkinan besar dapat dibuat matriks pembeban (Staphylococcus aureus utuh 

kaya protein A) yang telah diaktifkan dengan IgG kelinci anti IgG marmot dan 

matriks ini dapat digunakan sebaga.i reagen ag/utinator dalam uji koaglutinasi 

tidak langsung (indirect coagg!utination). 

Pada indm;tri biologis, misalnya pada perusahaan Farmasi keberadaan 

ayam yang bersifat specified pathogenic fret! (SPF) sangat dan mutlak dibutuhkan. 

Ayam-ayam SPF ini secara rutin harus selalu dipantau keberadaan antibodinya 

terhadup st:jumlah patogen tertentu agar kondisi SPF-nya dapat dipertahankan. 

Beberapa alasan penggunaau ayam SPF dalam industri biologis: (1) untuk uji 

keamanan suatu produk, (2) mendapat hasil pcrcobaan yang baik tanpa intervensi 

agen penyakit lain, (3) untuk memproduksi vaksin dan pengawasan mutu vaksin. 

Dalam produksi vaksin campak misalnya, WHO dalam Technical Series Report 

(TRS) No. 840 ( 1994) menetapkan bahwa ayam SPF yang digunakan harus bebas 

dan tidak pernah kontak terhadap virus Adeno, Reo, ILT, reticuloendotheliosis, 

IBD, Marek, ND, Coryza, influenza, para influenZa, Salmonella, Mycoplasma, 

Retro, Avian Encephalitis dan POX. Untuk pemantauan ini maka uji serologis 

sangat dibutuhkan untuk dilakukan secara berkala sesuai dengan prosedur yang 

berlaku (Fujikara eta/., 1993). , 

Protein A diketahui sebagai komponen permukaan yang umum ditemukan 

pada permukaan dinding sel S. aureus (Sherris et al., 1984; Kusunoki et al., 

1992}. Protein A merupakan polipeptida dengan berat molekul 13-45 kDa (kilo 

Dalton), yang terikat secara kovalen pada lapisan dinding sel S. aureus (Forsgren, 

1970; Boyle dan Reis, 1987; Kusunoki et al., 1992; Takeuchi et al., 1995). 

Secara biologis protein A berperan sebagai faktor virulensi bakteri, yaitu mampu 

berikatan kuat pada bagian Fe (fragment crystallizable) dari hampir semua 

subklas imunoglobulin G (IgG) berbagai spesies, kecuali lgG3 (manusia); IgG1 

(mencit); IgG1, IgG2a, IgG2b (tikus); dan tidak berikatan pada Fe Ig ayam (IgY) 

dan kambing (Boyle eta/., 1985; Harlow dan Lane, 1988). Protein A juga dapat 
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berikatan dengan bagian Fe IgA dan IgM pada beberapa spesies {Arbuthnott et al., 

1983). Bagian Fab (fragment antigen binding) pada !gG yang terikat pada protein 

A menghadap keluar dan bebas berikatan dengan Ag spesifik (Praseno, 1995; 

Jawetz et al., 1996). 

Protein A merupakan reagen penting dalam imunologi dan teknik 

diagnostik laboratorium. Sebagai contoh pada protein A yang berikatan dengan 

mo!ekul (IgG) yang diarahkan terhadap antigen (Ag) bakteri tertentu akan 

roengaglutinasi bakteri ya.1g meropunyai Ag itu (koaglutinasi) (Jawetz et aL 

1996). Menurut Wibawan dan Pasaribu {1993), uji koaglutinasi dengan 

menggunakan protein A merupakan metode yang sangat mudah untuk dilakukan, 

cepat {30 detik), hasil yang akurat sena murah. Dalam pene1itian ini akan dibuat 

prototype Kit Diagnostik dalam bentuk aglutinator yang terdiri dari IgG kelinci 

anti lgG marmot yang bereaksi spesifik dengan. virus AI H5N1, yang telah 

dibebani S. aureus- protein A. 

Tujuan penelitian ini adalah untuk menyiapkan prototipe Kit-Diagnostik 

Flu Burung dengan menggunakan prinsip-prinsip uji koag1utinasi dengan 

memperhatikan keandalan prototipe Kit-Diagnostik sehingga layak digunakan di 

lapangan. Pada akhimya diharapkan hasil penelitian ini dap~t digunakan sebagai 

informasi dasar dalam pengembangan dan produksi Kit Diagnostik Cepat (Rapid 

Test) terhadap Flu Burung. 

METODE PENELITIAN 

Isolat Bakteri 

Dalam penelitian ini akan digunakan isolat lapang S. aureus yang telah 

diketahui memiliki protein A dari penelitian sebelumnya. Bakteri ditumbuhk.an 

pada perbenihan agar darah selama 18 jam pada 37°C, bentuk koloni dan pola 

hemolitik yang dihasilkan dia..-nati secara makroskopik. Susunan dan bentuk sel 

diamati secara mikroskopik dengan pewarnaan Gram (Carter, 1986). Selanjutnya 

penentuan spesies bakteri, dilakukan dengan cara : uji glukosa, manito!, katalase 

dan koagulase. 
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Penentuan S. aureus yang Kaya Protein A 

Untuk menentukan kandidat isolat S. aureus yang kaya protein A 

digunakan teknik serum soft-agar. Isola! bakteri yang akm diuji diinakulasi ke 

dalam 10 ml serum soft-agar (Brain Heart Infussion IBin+.15% agar dan 1 OOul 

serum kelinci), diagitasi dan kemudian diinkubasikan dalam suhu 37oC selama 18 

jam. Perubahan bentuk koloni difus menjadi kompak adalah indikator keberadaan 

protein A pada permukaan sel baktcri (Djannatun, 2002). 

Produksi Serum Spesifik HSNl pada Manno~ 

Produksi antibody spes1fik pada marmot dilakukan dengan menyuntikkan 

vaksin AI H5N1 Close 1 (IPB-Shigeta) yang dilakukan secara berkala sesuai 

dengan rekomendasi pabrik. Aplikasi vaksin yang pertama dilakukan dengan 

menyuntikkan vaksin 0.5 m1 secara intra muscular, dan diulang bosster 2 minggu 

kemudian. Keberadaan antibodi spesifik H5N1 dalam serum ditentukan dengan 

uji haeminhibition agglutination test (Ill Test) dan agar gel presipitation test 

(AGPT). 

Preparasi Ig G keHnci anti terhadap IgG Marmot 

Kelinci divaksinasi dengan sediaan IgG marmot yang tdah dimurnikan (1 

mg/ml) yang telah disiapkan sebelumnya dengan metode berurutan (sequential 

method) yaitu vaksinasi minggu I sebanyak 0,5 ml, diulang minggu II berturut-

turut tiga kali sebanyak 1 m1 kemudian diulang lagi minggu III berturut-turut tiga 

kali sebanyak 1 ml (Zhou et al., 1994). lnj~ksi dilakukan melalui vena 

auricularis. Satu minggu setelah vaksinasi terakhir darah diambil dari arteri 

auricularis. Darah yang didapat diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam 

kemudian diinkubasi pada suhu 4°C selama 18-24 jam Serum dipisahkan dan 

disimpan dalam tabung Eppendorf untuk kemudian keberadaan antibodi terhadap 

IgY ayam diuji dengan Agar Gel Precipitation Test (AGPT). 
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Preparasi Aglutinator 

Preparasi matriks pembeban menggunakan bakteri utuh S. aureus yang 

kaya protein A dan padanya diikatkan IgG murni anti IgG marmot. Bakteri utuh 

sebelum digunakan sebagai pembeban terlebih dahulu diawetkan dengan 

formaldehid dan secara berkala diuji kelayakannya. Dalam proses ini dilakuk:an 

optimalisasi komposisi antara bakteri dengan IgG dengan box titration sehingga 

tidak terjadi self agglutination. Pada akhir aktivitas tahap ini akan diperoleh 2 

macam reagen yakni reagen matriks pembeba_fJ. (sediaan A) dan reagen antigen 

H5Nl yang tel:ili diaktivasi dan terik.at dengan IgG marmot (sediaan B). Kedua 

reagen inilah diharapkan nantinya dapat digunakan sebagai prototipe Diagnostik 

Kit. 

Uji KoaglutiYJ.asi 

Uji keandalan prototipe diagnostik kit dalam mendeteksi antibodi terhadap 

H5Nl pada ayam, marmot dan kelinci. 

HASIL DAN PEMBAHA.SAN 

Semua isolat bakteri S. aureus yang digunakan bersifat inesofil aerobikal, 

tumbuh dengan baik setelah diinkubasi dalam media BHI selama 24-48 jam pada 

suhu 35 ± 1° C. Dalam pewarnaan Gram semua isolat berbentuk bulat (kokus), 

Gram +, motil, aerobik dan aerobik fakultatif, memiliki aktifitas katalase, 

koagulase dan oxidase serta dapat memfertasikan manito I, koagulase. 

Untuk menentukan kandidat isolat S. aureus yang kaya protein A 

digunakan teknik serum soft-agar (SSA). Setelah dilakukan identiftkasi bakteri 

dapat ditentukan 13 isolat S. aureus, kemudian ·dilakukan uji SSA untuk 

mengetahui keberadaan protein A, hasil uji ini terlihat pada Tabell. 
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Tabe11. Penentuan keberadaan protein A pada permukaan se1 bakteri S. aureus 
menggunakan uji serum soft-agar 

No. Namalkode kultur 
Hasil Uji pada Serum Soft Agar 

Keterangan 
Tanpa Serum + serum kelinci 200!J.L 

1. SA-l Diffuse Diffuse 

2. SA-2 Diffuse Diffuse 
3. SA-3 Diffuse Kompak 
4. SA-4 Diffuse Kompak 
5. SA-5 Diffuse Kompak Kandidat 

6. SA-6 Diffu::;e Kompak 
7. SA-7 Diffuse Diffuse 
3. SA-8 Diffuse Diffuse 
9. SA-9 Diffuse Diffuse 
10. SA-10 Diffuse Diffuse 
11. SA-11 Diffuse Kompak kandidat 
12. SA-12 Diffuse Diffitse 
13. SA-l3 l)itfu~e Diffuse 

Teknik serum soft-agar menggunakan serum ke1inci, dapat memisahk.an 

bakteri S. aureus yang memiliki dan tidak memi1iki protein A pada permukaan 

se1nya. Isn1at SA 3, 4, 5, 6 dan 11 bentuk ko1oni kompak pada serum soft-agar, 

sedangkan iso1at S. aureus 1ainnya tetap memmjukkan ko1oni difus pada serum 

soft-agar (Gambar 1). 

Gambar 1. Perubahan bentuk ko1oni difus (sebe1um penambahan serum ke1inci) 
menjadi kompak pada S. aureus SA5 dan SAil pada uji serum soft­
agar menggunakan serum ke1inci 

Seluruh iso1at yang digunakan dalam pene1itian ini menunjukkan 

pertumbuhan keruh pada media cair THB. Dari 13 isolat S. aureus, 5 isolat 

mengekspresikan keberadaan protein A dan 8 iso1at tidak menunjukkan ekspresi 

protein A pada permukaan selnya. Dari 5 iso1at yang memi1iki protein A dipilih 2 

isolat yakni SA 5 dan SA 11, sebagai kandidat pembeban matriks berdasarkan 

kualitas perubahan koloni yang ditampilkan Selanjutnya untuk keamanan dan 

kenyamanan pekerjaan selanjutnya, kedua isolat ini dibiakkan pada media agar 
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darah dan digunakan sebagai isolat kerja dan dibuat puia isolat untuk disimpan 

yang akan digunakan bilamana diperlukan. 

Protein A diketahui merupakan komponen permukaan yang umulT'_nya 

ditemukan pada S. aureus (Sherris eta/., 1984; Kusunoki et al., 1992). Protein A 

merupakan polipeptida dengan berat molekul 13-45 .kDa (kilo Dalton), yang 

terik.at secara kovalen pada lapisan dinding sel S. aureus (Forsgren, 1970; Boyle 

dan Reis, 1987; Kusunoki et al., 1992; Takeuchi et al., 1995). Secara biologis 

protein A berperan sebagai faktor virulensi bakteri, yaitu ma_rnpu berikatan kuat 

pada bagian Fe (fragment crystallizable) dati harnpir semua subldas 

imunoglobulin G (IgG) berbagai spesies, kecuali IgG3 (manusia); IgG1 (mencit); 

lgG1, IgG2a, IgG2b (tikus); dan tidak berikatan pada Fe Ig ayam (IgY) dan 

kambing (Boyle et al., 1985; Harlow dan Lane, 1988). Protein A juga dapat 

berikatan dengan bagian Fe IgA dan IgM pada beberapa spesies (Arbuthnott et al., 

1983). Bagian Fab (fragment antigen binding) pada lgG yang terikat pada protein 

A menghadap keluar dan bebas berikatan dengan Ag spesiftk (Praseno, 1995; 

Jawetz et al., 1996). 

Pada serum marmot yang disuntik dengan vaksin AI H5N1 setelah · 

dilakukan booster kedua, titer antibodi spesiftk H5N1 dapat ditentukan sebesar 27 

dan reaksi presipitasi dapat didemonstrasikan pada uji AGPT dan dilakukan 

. permurnian IgG marmot secara afinitas khromatgrafi menggunakan protein A­

Sepharose. Sediaan A diperoleh dengan mencampurkan suspensi SA 5 (109 c.fu) 

dengan serum kelinci anti IgG marmot dengan perbandingan 4: 1.(v/v), diinkubasi 

dalam waktu 60 menit. Sediaan B diperoleh dengan melakukan pencampuran 

antara antigen (virus AI) dengan serum marmot anti virus AI H5N1, optimalisasi 

racikan dilakukan melalui box titrasi, sehingga pencampuran tadi tidak 

menimbulkan aglutinasi. 

Tabel2. Teknik SA dan SSA untuk menguji keberadaan protein A pada S. aureus 

Sifat tumbuh Bentuk Bentuk ko1oni pada 
dalam THB koloni SSA menggunakan 

No Kode Isolat padaSA serum: 
A yam Kelinci 

1 Isolat SA 3, 4, 5, 6 dan 11 keruh Difus difus kompak 

2 Iso1at SA 1, 2, 7, 8, 9, 
10, 12, 13 keruh Difus difus difus 

3 S. aureus Cowan 1 (kontro/ +) keruh difus difus kompak 
S. epidermidis (kontrol -) keruh difus difus difus 
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Prototipe Diagnostik Kit adalah merupakan reaksi antara sediaan A dan 

sediaan B, dengan perbandingan tertentu, sehingga diperoleh suatu suspensi yang 

tidak menunjukkan reaksi aglutinasi. Ilustrasi prototipe Diagnostik Kit 

ditampilkan pada Gambar 2. 

Gambar 2. Prototipe satu partikel koaglutinat Diagnostik.-Kit unt>.1k identiftkasi 

antibodi avian influenza H5Nl 

Untuk. aplikasi uji maka dilakukan pengujian terhadap serum ayam 

yang sebelumnya telah diketabui memiiiki antibodi terhadap AI H5Nl. Antibodi 

da1am serum ayam ini diperoleh dari vaksinasi. Sebagai pembanding digunakan 
- . 

. darah ayam yang tidak mengandung antibodi terha.dap AI H5Nl. Hasil 

menunjukkan bahwa uji koaglutinasi tidak langsung ini mampu mengidentiftkasi 

serum yang mengandung antibodi AI (Gambar 6) dan sebaliknya tidak bereaksi 

dengan serum ayam yang tidak memiliki anibodi ter~p AI H5Nl. Reaksi dapat 

· dibaca dalam waktu 3-5 detik., adanya gumpalan seperti pasir menunjukkan reaksi 

positip dan sebaliknya reaksi negatip ditu~jukkan oleh suspensi yang tetap 

homogen. Butiran aglutinat dapat diperjelas dengan jalan memberikan zat 

pewarna yang umum digunakan dalam pewarnaan bakteri, misalnya Methylen 

Blue. 

Prototipe kit ini dapat mendeskriminasi beberapa serum yang mengandung 

antibodi spesifik terhadap H5Nl dengan serum yang tidak mengandung antibodi 

spesifik ini. Dengan menggunakan masing-masing 5 ekor ayam, 5 ekor kelinci 

dan 5 ekor marmot yang sebelumnya disensitisasi dengan vaksin inaktif H5Nl, 

keberadaan antibodi dapat dideteksi pada semua serum hewan tersebut. Hal ini 
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ditunjukkan dengan adanya reaksi koaglutinasi yang jelas dalam waktu 5 detik 

pengamatan. Reaksi ini tidak dijumpai jika kit direaksikan dengan serum yang 

tidak mengandU!lg antibodi terhadap AI H5Nl dari masing-masing 5 ekor hewan 

yang tid&k divaksin AI H5Nl (Tabel3). 

Tabel3. Reabi koaglutinasi antara prototipe kit dengan serum yang mengandung 
antibodi AI H5Nl pada berbagai jenis hewan. 

Reaksi :J(oaglutfuasi 
---- Kdinci Marmot Ayam 

Serum basil vaksinasi menggun&kan 
vaksin AI HSNl * +++ +++ +++ 

Serum normal* 

* Keterangan: masing-masing serum dia.ni>il dari 5 ekor 

Penelusuran penulis terhadap informasi ilmiah yang telah dipublikasikan, 

belum menemukan adanya publikasi yang memuat tentang prinsip penggunaan 

metode tidak langsung dalam uji koaglutinasi. Pengguna8.n prinsip uji tidak 

langsung banyak diguna.kan untuk teknik heamaglutinasi (indirect 

haemagglutination), ELISA (indirect EUSA), inderect immunomagttetic 

separation (IWJ.S) dan indirect immunofluorescent (Del Rio et al., 2003, Datta et 

al.; 2008, Rulli, 1980, Jesudoson, 2005). 

Gambar 3. Suatu contoh reaksi aglutinasi (kin)· ~tara serum ayam yang 

mengandung antibodi spesifik dengan suspensi aglutiruit homolognya 

dan reaksi negatif (kanan) pada serum ayam normal 

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa protein A tidak dapat 

berinteraksi dengan Fc-fraksi IgY ayam tetapi dapat berinteraksi dengan Fc-fraksi 

igG kelinci (Halimah, 2001; Djannatun, 2002). Hal ini berarti lgY ayam tidak 
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dapat langsung berkatan dengan sel bakteri S. aureus, dengan demikian teknik 

koaglutinasi tidak langsung mutlak dibutuhkan. 

KESIMPULAN 

Prototipe Diagnostik Kit dengan prinsip Koaglutinasi tidak langsung 

menggunakan S. aureus sebagai pembeban dapat ciigunakan sebagai uji cepat 

(rapid tesi) untuk mendetekasi keberadaan antibodi tertentu (avian influenza) 

dalamserom 

Teknik ini dapat dikembangkan untuk mendeteksi keberadaan antibodi 

atau antigen tertentu dalam serum dan dapat digunakan untuk rnendeteksi antibodi 

dalam berbagai serum hewan dan manusia. 
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