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Aspergillosis paru klinik (APK) merupakan infeksi paru kronik yang disebabkan oleh

jamur Aspergillus sp.'? faktor resiko utama APK adalah penyakit paru kronik yang disertai dengan

kerusakan jaringan paru misalnya TB paru, penyakit paru non-Mycobacterium tuberculosis,

penyakit paru obstruktif kronik (PPOK), serta penyakit paru kronik lainnya.'* Diagnosis APK

masih menjadi tantangan besar saat ini. Dalam mendiagnosis APK terdapat berbagai metode salah

satunya melalui pemeriksaan serologi dilakukan dengan metode ELISA dan Western Blot (WB).

Teknik WB menggunakan antigen glikoprotein 4. fumigatus dengan berat molekul 16 kD, 18-20
kD dan 30 kD.*

A. Alat dan Bahan
1. Bahan

Bahan yang digunakan dalam pelaksanaan WB IgG Aspergillus spp. sebagai berikut;
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: strip

: Sample buffer

: anti IgG conjugate
: substrat NBT/BCIP

: washing solution = diencerkan 10x= 10 ml washing solution: 90 mL aquades

steril. Washing solution yang diencerkan disimpan suhu 2-8° C, bertahan 2 bulan. Suhu

kamar, bertahan 1 minggu.

R10 : serum kontrol positif

Kertas saring

Gunting/cutter, penggaris

Tisu

Aluminium foil



2. Alat

Alat alat yang diperlukan dalam pelaksanaan WB IgG Aspergillus spp. sebagai berikut;

a. Mikropipet 1000uL, 200 pL, 10 pLL
b. Rocking platform

c. Pipet pasteur

d. Pinset

Tip kuning, tip biru

f. Mixer sample

B. Prosedur pengujian jamur Aspergillus spp. Pada serum IgG Western Blot

Langkah dalam pelaksanaan WB IgG untuk Aspergillus spp. sebagai berikut;

1.
2.

Menyiapkan sampel dan kontrol positif (Reagen R10);

Memotong strip (R1) sesuai kebutuhan dengan menggunakan cutter dan penggaris yang
bersih, kering, dan transparan;

catatan : memberikan masing-masing reservoir/channel keterangan yang sama dengan no.
sampel agar lebih mudah dalam pembacan hasil;

Menambahkan 1,2 mL buffer sampel (R2) pada masing-masing reservoar/channel,
Mendiamkan strip selama 2 menit, dengan posisi nomer strip terlihat menghadap ke atas,
serta menggoyangkan channel/reservoar agar merendam strip dalam buffer dengan merata;
Menambahkan control positif (R10) pada channel kontrol sebanyak 10 pL dan
menambahkan sampel pada masing-masing channel sesuai nomer sampel sebanyak 10 pL.
Menggoyangkan channel secara perlahan, kemudin meletakkan channel ke rocking
platform (nampan rotator) serta menginkubasi selama 90 menit £+ 5 menit suhu 18-25°C;
Mengosongkan isi reservoir dengan pipet Pasteur kemudian mambahkan 2-3 mL larutan
washing yang telah diencerkan pada masing-masing channel. Menginkubasi pada rocking
platform selama 3 menit. Mengulangi tahap ini sebanyak 2 kali, kemudian mengkosongkan
isi reservoir/channel;

Menambahkan 1,2 mL anti IgG conjugate (R3) pada masing-masing channel. Meletakkan
channel ke rocking platform kemudian menginkubasi sampel selama 60 menit + 5 menit

suhu 18-25°C;

. Mengulangi tahap no 6 sebagai tahapan pencucian;



9.

10.

11.

12.

Menambahkan 1,2 mL substrat NBT/BCIP (R5) pada masing-masing channel. Meletakkan
channel ke rocking platform kemudian menginkubasi tertutup selama 60 menit + 5 menit
suhu 18-25° C. Melindungi channel dari cahaya langsung dengan menggunakan
alumunium foil;

Catatan : memperhatikan perkembangan warna strip. Perkembangan warna strip dapat
dihentikan apabila background strip berwarna gelap sehingga tidak menganggu pembacaan
(kualitas pencucian mempengaruhi background warna strip)

Menghentikan reaksi dengan mengambil substrat NBT/BCIP menggunakan pipet pasteur
atau membalikkan reservoir/channel. Kemudian menambahkan 2 mL air destilasi/aquades
steril dalam channel. Mengulangi tahapan pencucian seperti tahap no 6 lebih dari 1 kali;
Mengeringkan strip hasil pembacan dengan cara mengambil strip menggunakan pinset
serta mengeringkannya diatas kertas saring. Menunggu sampai kering, warna strip akan
terlihat setelah kering.

Menyimpan stip hasil pembacaan.

C. Pembacaan Hasil

Berdasarkan hasil uji WB yang dilakukan pada sampel maka akan diperoleh pola

distribusi antigen Aspergillus (Gambar 1.).
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Gambar 1. Hasil pembacaan IgG Asp. Metode WB



Interpretasi hasil:
Positif : timbul/tampak > 2 pita antara P 16, P 18-20, P 22, dan P30

Negatif : tidak muncul pita sama sekali, atau pita yang muncul < 2
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