WARTAZOA Vol. 26 No. 1 Th. 2016 HIm. 039-050 DOI: http://dx.doi.org/ 10.14334/wartazoa.v26i1.1272

Peranan Point-of-Care Test dalam Pengendalian Highly Pathogenic
Avian Influenza di Indonesia

(The Role of Point-of-Care Test to Control Highly Pathogenic
Avian Influenza in Indonesia)

Simson Tarigan

Balai Besar Penelitian Veteriner, JI. RE Martadinata No. 30, Bogor 16114
simsont@me.com

(Diterima 11 Mei 2015 — Direvisi 16 Februari 2016 — Disetujui 8 Maret 2016)

ABSTRACT

Rapid diagnosis followed by stamping out protocol has proven to be the most effective means of eradicating Highly
Pathogenic Avian Influenza (HPAI) H5N1. The standard of Al tests are PCR and virus isolation, however their results often take
times to initiate rapid eradication protocol. For that reason, a point-of-care (POC) test which is a rapid test used at the location of
outbreak (where mortality and morbidity of poultry occur), to help field officer for identification of Al. This paper describes
several techniques for detection of HPAI H5N1 virus, POC test and principal mechanism of lateral flow immunoassay which has
been generally used in POC test. At present, POC test for HPAI H5N1 rather low sensitivity and expensive, therefore, further
research is needed to improve its sensitivity of the tool.
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ABSTRAK

Penanggulangan Highly Pathogenic Avian Influenza (HPAI) yang paling efektif adalah mendeteksi keberadaan penyakit
dengan cepat diikuti dengan tindakan pemusnahan unggas tertular atau tersangka. Hasil uji standar Al, PCR dan isolasi virus,
sering memakan waktu relatif lama untuk memulai langkah pemberantasan cepat. Oleh karena itu, uji point-of-care (POC) yang
merupakan tes cepat dapat digunakan di lokasi wabah, dimana mortalitas dan morbiditas unggas sudah terjadi untuk membantu
petugas lapang mengidentifikasi Al. Makalah ini menguraikan beberapa teknik untuk mendeteksi virus HPAI H5N1, uji
diagnostik POC dan prinsip kerja lateral flow immunoassay yang banyak dipakai untuk uji POC. Saat ini, sensitivitas uji POC
HPAI H5N1 masih kurang baik dan harganya mahal. Oleh karena itu, diperlukan penelitian lebih jauh untuk meningkatkan
sensitivitas alat uji.

Kata kunci: H5N1, point-of-care test, lateral flow immunoassay

PENDAHULUAN ditentukan oleh ketersediaan alat diagnosis yang dapat
memberikan hasil dengan cepat dan akurat. Tulisan ini
Pada akhir tahun 2003 masyarakat dunia membahas penyebaran penyakit HPAI H5N1 akibat
dikejutkan dengan kemunculan penyakit Highly kegagalan diagnosis dan tindakan penanggulangan
Pathogenic Avian Influenza (HPAI) H5N1 yang cepat dimulai dari awal munculnya di Provinsi
menimbulkan  kerugian ~ sangat besar  karena Guangdong Tiongkok dan pada awal munculnya di
menyebabkan kematian jutaan ekor unggas dan Indonesia. Pembahasan didominasi oleh alat diagnosis
ketakutan karena dapat menular pada manusia dengan terutama yang dapat dilakukan di tempat kejadian
case fatality rate yang tinggi (Sims et al. 2005). Dalam penyakit secara cepat.
waktu singkat 63 negara tertular penyakit tersebut
tetapi sebagian besar berhasil memberantasnya dan
menjaga negara tersebut tetap bebas penyakit hingga
sekarang (FAO 2013). Kunci keberhasilan tersebut
terletak pada deteksi penyakit dengan cepat diikuti
pemushahan semua unggas yang tertular atau dicurigai
tertular dan memonitor penularan lanjutan. Semua
tindakan diatas membutuhkan keterampilan dalam
mengenali penyakit dengan cepat dan akurat, serta

PEMUNCULAN DAN PENYEBARAN VIRUS
HPAI SUBTIPE H5N1

Virus penyebab panzootik HPAI H5N1 berasal
dari Provinsi Guangdong Tiongkok. Penampakan
pertama virus ini berupa wabah penyakit pada
peternakan angsa di Provinsi Guangdong, Tiongkok
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Selatan pada tahun 1996 dengan gejala perdarahan,
gangguan saraf dan kematian sekitar 40% pada
peternakan yang tertular. Virus influenza subtipe H5N1
belum pernah diisolasi di daerah tersebut sebelumnya
(Wan 2012; Guan & Smith 2013). Asal mula virus
tersebut tidak diketahui dengan pasti tetapi diduga dari
suatu galur Low Pathogenic Avian Influenza (LPAI)
yang diintroduksi oleh burung migrasi yang singgah di
tempat tersebut dan kemudian mengalami reasortan
sedemikian rupa sehingga patogen pada angsa.

Setelah bersirkulasi selama beberapa tahun pada
angsa, virus menyebar ke itik. Hal ini diketahui dari
hasil suatu investigasi tahun 2000 dimana virus H5N1
banyak diisolasi dari itik di Tiongkok Selatan (Guan et
al. 2002; Neumann et al. 2010). Virus HPAI H5N1
Guangdong, yang direpresentasikan oleh
AJGoose/Guangdong/1/96 (H5N1), mengalami
reasortan dengan virus LPAI yang terdapat pada itik
dan menghasilkan beberapa galur yang sangat patogen
pada ayam (Guan & Smith 2013). Hal ini terbukti
dengan munculnya wabah HPAI H5N1 dengan
mortalitas tinggi pada tahun 2002 di Tiongkok Selatan
(Neumann et al. 2010). Setelah itu, virus menyebar
dengan cepat sehingga pada waktu yang hampir
bersamaan (Desember 2003-Januari 2004) wabah
terjadi di delapan negara Asia Timur dan Tenggara
(Sims et al. 2005). Dalam beberapa tahun, penyakit
tersebut menyebar di 63 negara yang menimbulkan 400
juta kematian ayam dengan kerugian ekonomi ditaksir
sebesar US$ 20 milyar (FAO 2012).

Sampai bulan Desember 2015, HPAI H5N1 telah
menelan korban sebanyak 167 jiwa di Indonesia dari
199 total kasus yang terkonfirmasi dan 449 orang
korban dari 844 kasus diseluruh dunia. Tiga tahun
belakangan ini kasus penyakit di Indonesia menurun
drastis, hanya 2-3 kasus per tahun yang dilaporkan ke
WHO (WHO 2016). Kasus pada unggas juga
mengalami penurunan yang signifikan, yakni dari
2.293 kasus yang tecatat pada tahun 2009 menjadi 123
kasus pada tahun 2015.

Seandainya penyebab wabah pada angsa di
Guangdong dapat diidentifikasi dan penyakit diberantas
tuntas dengan cepat maka panzootik dengan kerugian
yang sangat besar tersebut bisa dihindarkan. Bahkan
biaya yang dikeluarkan untuk memberantas tuntas pada
awal wabah sangat kecil dan mudah dibandingkan
dengan kerugian yang harus ditanggung banyak negara
dan kesulitan yang dihadapi mengendalikan penyakit
setelah  menjadi  panzootik.  Penyebab  tidak
diberantasnya penyakit saat masih pada stadium
terbatas pada angsa di Guangdong karena beberapa
faktor dan salah satu diantaranya mungkin
keterlambatan diagnosis. Jeda antara timbulnya wabah
dan penyebab diketahui dengan pasti cukup panjang,
yakni sekitar tujuh bulan, karena wabah pada angsa
mulai terjadi sekitar bulan Februari 1996 dan penyebab
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penyakit baru dilaporkan pada tanggal 6 Oktober 1996
di suatu pertemuan ilmiah nasional Tiongkok. Pada
pertemuan tersebut penyebab penyakit dilaporkan virus
influenza subtipe H5N4 tetapi setelah di-typing ulang
dinyatakan sebagai H5N1. Jeda yang panjang tersebut
cukup membuat virus beradaptasi di itik menjadi
patogen pada ayam dan menyebar di wilayah yang
lebih luas (Wan 2012).

Penyebaran virus HPAI H5N1 ke Indonesia diduga
berasal dari Provinsi Hunan melalui introduksi tunggal
di Jawa Timur yang diperkirakan terjadi beberapa saat
setelah bulan November 2002. Virus menyebar dari
Jawa Timur ke tempat lain di Pulau Jawa dan keluar
Pulau Jawa (Wang et al. 2008; Sonnberg et al. 2013).
Sama seperti kejadian di Tiongkok saat munculnya
HPAI H5N1, jeda antara munculnya wabah dan
teridentifikasinya penyebab penyakit sangat panjang
(Forster 2009). Kejadian tersebut seharusnya tidak
terlampau sulit diantisipasi karena negara lain di Asia
Timur dan Tenggara sudah lebih  dahulu
mengidentifikasinya dan  keterlambatan  tersebut
menimbulkan korban manusia dan kerugian ekonomi
yang sangat besar (Sims et al. 2005).

Wabah penyakit yang dicurigai HPAI H5N1 mulai
diberitakan di media massa pada bulan Juli 2003 tetapi
pemerintah baru mendeklarasikan secara resmi pada
tanggal 25 Januari 2004 setelah penyakit menyebar
secara luas di pulau Jawa, Bali, Kalimantan dan
Sumatera Selatan (Forster, 2009; Wibawan, 2012).
Pada awal wabah, para pakar dan praktisi kesehatan
hewan di Indonesia belum sepakat mengenai penyebab
penyakit, sebagian menduga HPAI H5N1 tetapi
sebagian lagi meyakini very virulent Newcastle Disease
(Forster 2009). Kesulitan penentuan penyebab penyakit
pada awal terjadinya wabah kemungkinan akibat
beberapa kendala dan salah satu diantaranya adalah
belum diterimanya metode biologi molekuler dalam
mengidentifikasi virus wabah dan belum tersedianya
alat diagnosis yang praktis saat itu.

DIAGNOSIS HPAI H5N1
Definisi kasus

Gejala Klinis HPAI dapat dikelirukan dengan
Newcastle Disease (ND) dan Infectious Bursal Disease
(IBD) virulent dan kedua penyakit ini juga endemik
pada ayam buras di Indonesia (Alders et al. 2009).
Disamping itu, gejala klinis HPAI juga bisa mengalami
perubahan mengikuti tingkat patogenitas virus dan
status immunologis populasi ayam. Perubahan gejala
klinis ini jelas terlihat pada ayam terinfeksi H5SN1 di
Indonesia pada saat puncak wabah tahun 2006 dan
setelahnya (Wibawan 2012). Pengamatan gejala klinis
diperlukan untuk  mengarahkan pemeriksaan
laboratoris. Sejumlah gejala klinis yang dapat dipakai
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sebagai kriteria untuk menduga atau mengarahkan
kepada pemeriksaan lebih lanjut disebut sebagai
clinical case definition atau definisi kasus. Definisi
kasus untuk HPAI H5N1 yang disepakati di Indonesia
pada awal program Participatory Disease Surveillance
and Response (PDSR) adalah kematian ayam secara
mendadak, empat jam atau lebih awal sejak munculnya
gejala klinis. Kematian mendadak merupakan satu-
satunya gejala klinis yang konsisten untuk HPAI H5N1
pada ayam yang tidak memiliki kekebalan. Jadi,
definisi kasus tersebut diatas ditujukan hanya untuk
unggas sektor 4 (ayam buras dan itik yang dipelihara
secara ekstensif) yang tidak divaksin. Gejala Klinis
berupa petechiae atau cyanosis pada jengger, petechiae
di kulit dada atau paha, pembengkakan kepala, salivasi,
eksudat pada hidung, gejala syaraf, anoreksia dan
penurunan produksi telur digunakan untuk memperkuat
definisi kasus tetapi tidak dipakai sebagai definisi
kasus karena pada banyak kasus HPAI H5N1 gejala
tersebut tidak muncul (Robyn et al. 2012; Wibawan
2012). Diagnosis yang dibuat petugas lapang PDSR
berdasarkan definisi kasus diikuti dengan alat tes cepat
(produksi  Korea) menghasilkan diagnosis dengan
sensitivitas yang cukup memuaskan (84%) dan
spesifisitas yang mendekati sempurna (=100%) (Robyn
et al. 2012). Definisi kasus HPAI H5N1 dapat
digunakan untuk unggas baik yang divaksin ataupun
tidak setelah disempurnakan menjadi: (1) Kematian
mendadak pada satu ekor ayam atau lebih (sektor 4)
yang tidak divaksin dalam satu kandang dengan atau
tanpa gejala Kklinis; (2) Kematian pada ayam komersial
yang tidak divaksin tanpa diketahui penyebabnya, di
atas 1% dalam waktu dua hari; dan (3) Kematian,
penyakit parah atau penurunan produksi pada ayam
komersial yang menerapkan program vaksinasi HSN1
(OIE 2014a).

Isolasi virus

Isolasi virus dilakukan dengan cara menumbuhkan
virus yang terdapat pada spesimen ulas kloaka atau
orofarings atau organ pada telur ayam tertunas atau
biakan sel. Isolasi virus merupakan cara konfirmasi
diagnosis yang paling akurat dan karenanya dipakai
sebagai golden standard test (Spackman et al. 2008).
Kelemahan utama isolasi virus sebagai alat diagnosis
adalah panjangnya waktu yang diperlukan untuk
mendapatkan hasil yakni antara 1-2 minggu, mahal,
membutuhkan laboratorium BSL-3 dan tenaga yang
terampil (Spackman et al. 2008). Walaupun demikian,
isolasi virus tidak bisa digantikan teknik lain karena
hasil yang diperoleh dari isolasi bukan saja diagnosis
akurat tetapi virus yang diisolasi tersebut selanjutnya
dapat dianalisis lebih detail seperti untuk pathotyping,
analisis molekular epidemiologis, dijadikan sebagai
bahan pembuatan alat diagnosis atau vaksin (Spackman

et al. 2008). Protokol pelaksanaan isolasi virus beserta
bahan dan peralatan yang dibutuhkan telah diuraikan
secara lengkap (Terregino & Capua 2009; OIE 2014b).

Polymerase chain reaction

Polymerase chain reaction (PCR) adalah teknik
yang sangat sensitif untuk mendeteksi keberadaan
material genetik virus karena menggandakan secara
eksponensial segmen nukleotida virus sehingga
jumlahnya berlipat triliunan Kkali. Disamping sangat
sensitif, hasil pemeriksaan juga dapat diperoleh dalam
hitungan jam. Disamping itu, PCR juga dapat
dimodifikasi untuk mendapatkan informasi lebih
banyak. Misalnya, PCR dapat dikembangkan menjadi
tes multiplex sehingga deteksi beberapa subtipe virus
influenza atau beberapa penyakit dapat dideteksi
sekaigus (Phan et al. 2005; Zou et al. 2007). Masalah
utama PCR adalah spesifisitas yang sering rendah
karena kesulitan menghindari kontaminasi silang
sampel yang diperiksa. Sumber utama kontaminasi
adalah produk amplifikasi pemeriksaan sebelumnya
atau carryover contamination (Aslanzadeh 2004).
Masalah tersebut dapat dikurangi secara signifikan
dengan real time reverse transcriptase PCR (RRT
PCR) karena hasil amplifikasi secara langsung
dianalisis oleh mesin thermal cyclernya. Disamping itu,
sensitivitas dan spesifisitas RRT PCR lebih tinggi
dibandingkan dengan reverse transcriptase PCR biasa,
bahkan dilaporkan mendekati virus isolasi, yakni di
atas 90% (Cattoli et al. 2004; Roa et al. 2011). Selain
sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi, waktu yang
diperlukan untuk mendapatkan hasil juga lebih singkat
(Roa et al. 2011). Oleh karena itu, RRT PCR sering
dipakai sebagai standar konfirmasi dan bahkan sering
dipakai sebagai golden standard test untuk penentuan
sensitivitas dan spesifisitas immunochromatographic
rapid test (Loth et al. 2008; Al Johani et al. 2011).
Protokol standar pelaksanaan PCR, baik reverse
transcriptase PCR maupun real time reverse
transcriptase PCR, secara lengkap telah tersedia
(Cattoli & Monne 2009; Terregino & Capua 2009; OIE
2014b). Protokol standar dengan RRT PCR sudah
umum digunakan dengan mengambil sampel darah dari
lapang dan dibawa ke laboratorium untuk dianalisis
apakah unggas terinfeksi oleh virus HPAI H5NL1.

POINT-OF-CARE TESTING

Point-of-care (POC) test adalah uji diagnostik
yang pemakaiannya di tempat pasien, hasil pemeriksaan
diperoleh dalam waktu singkat (<60 menit), hasilnya
mudah diinterpretasi dan langsung dipakai untuk
menentukan tindakan terhadap pasien (Pai et al. 2012).
Point-of-care test di bidang kedokteran sudah banyak
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dipakai, tetapi dibidang veteriner masih jarang. Pen-
side test atau flock-side test adalah istilah yang sering
digunakan pada bidang veteriner sebagai pengganti
istilah POC atau bed-side test (Manzoor et al. 2008;
Soliman et al. 2010). Manfaat utama dari pen-side test
adalah tindakan penanggulangan dapat dilakukan
dengan segera sehingga penyebaran penyakit dapat
dicegah. Karena tujuannya untuk mengambil tindakan
cepat maka pelaksanaan pengujian di tempat kejadian
penyakit sangat penting. Bila pengujian harus dilakukan
di laboratorium, sekalipun dengan tes cepat, hasil
pemeriksaan biasanya agak lama sampai kepada
pelaksana  pengambil tindakan penanggulangan
penyakit. Dengan demikian, pengujian yang dilakukan
di laboratorium, sekalipun dilakukan dengan alat
diagnosis cepat tidak dapat dikategorikan sebagai POC
testing (Pai et al. 2012).

Pentingnya uji POC untuk penanggulangan
penyakit pada manusia sangat besar. Sebagai contoh,
penggunaan sebuah uji POC sederhana di Afrika untuk
menentukan diagnosis seorang anak terinfeksi bakteri
dapat menyelamatkan sekitar 150.000 anak dari
kematian setiap tahun (Lim et al. 2006). Menyadari
pentingya uji POC, berbagai negara dan yayasan
seperti Bill & Melinda Gates Foundation, US National
Institutes of Health, Wellcome Trust, UK Department
of International Development dan European
Commission telah menyediakan dana yang sangat besar
untuk pengembangan uji POC yang dapat dipakai
untuk penanggulangan penyakit menular di negara-
negara berkembang (Peeling & Mabey 2010).

Kriteria uji POC yang ideal sesuai rekomendasi
WHO Special Programme for Research and Training in
Tropical Diseases (WHO/TDR) tahun 2003 adalah
sebagai berikut: (1) Affordable, harganya terjangkau;
(2) Sensitif; (3) Spesifik; (4) User friendly,
penggunaanya mudah yakni hanya beberapa tahapan
saja dan dapat digunakan oleh personel tanpa atau
setelah menjalani pelatihan singkat; (5) Rapid and
robust, reagen untuk tes dapat disimpan dalam suhu
ruangan dan hasil pemeriksaan dapat diperoleh dalam
waktu kurang dari 30 menit; (6) Equipment-free, alat
tes mudah dibawa dan pemakaianya tidak
membutuhkan fasilitas yang biasanya tidak tersedia di
lapang seperti aliran listrik, air dan ruangan khusus;
dan (7) Deliverable to the users, dapat disalurkan
kepada pemakai dengan mudah (Kettler et al. 2004).
Kriteria di atas, yang disingkat ASSURRED
(Affordable, Sensitive, Specific, User friendly, Robbust,
Rapid, Equipment-free, Deliverable) adalah kriteria
yang ideal tetapi dalam kenyataanya jarang sekali ada
uji POC yang dapat memenuhi kriteria tersebut dengan
lengkap (Peeling & Mabey 2010).
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Uji POC untuk penyakit influenza

Penyakit influenza adalah salah satu penyakit
menular yang memiliki uji POC paling banyak. Di
Amerika Serikat saja terdapat belasan produk uji POC
komersial yang sudah mendapat lisensi dari Food and
Drug Administration (FDA) (CDC 2012; 2015).
Minimal terdapat dua penyebab mengapa uji POC
begitu banyak untuk influenza. Pertama, penyakit
influenza pada manusia prevalensinya tinggi. Secara
global, sebanyak 500.000-1.000.000 orang meninggal
akibat influenza setiap tahun (Layne et al. 2001).
Kedua, penyakit influenza, tidak seperti kebanyakan
penyakit viral lain, dapat diobati. Jika pengobatan
dilakukan 36-48 jam setelah munculnya gejala Klinis,
hasilnya sangat memuaskan. Oleh karena itu,
ketersediaan uji POC sangat penting (Gavin &
Thomson 2003).

Performans uji POC untuk influenza pada manusia
beragam tetapi umumnya mempunyai spesifisitas
tinggi dengan sensitivitas relatif rendah (Tabel 1).
Implikasi dari spesifitas tinggi tersebut adalah
kemungkinan kekeliruan diagnosis sangat rendah
apabila hasil uji positif. Sedangkan implikasi dari
sensitivitas yang rendah adalah tidak dapat
mengesampingkan kemungkinan pasien tidak terkena
influenza bila hasil uji negatif. Walaupun performans
dari uji POC beragam, target deteksi dari hampir semua
uji POC adalah sama, yakni nucleoprotein, protein
struktural virus influenza yang relatif conserved (de
Boer et al. 1990; Gavin & Thomson 2003). Variasi dari
sensitivitas analitis uji POC tersebut kemungkinan
akibat dari keragaman affinitas atau aviditas antibodi
terhadap nucleoprotein yang digunakan (CDC 2012).

Sensitifitas diagnostik dari uji POC selain
ditentukan oleh sensitifitas analitik juga ditentukan
oleh kandungan antigen virus dalam sampel dan
kandungan antigen dalam sampel ditentukan oleh
stadium penyakit, jenis spesimen dan umur penderita
(Gavin & Thomson 2003). Kandungan antigen tertinggi
terdapat pada sampel yang diambil antara 24-72 jam
setelah munculnya gejala klinis dan pada jenis sampel
berupa aspirat nosofarings atau sputum dan terendah
pada sampel ulas tenggorokan (CDC 2012).
Kandungan antigen pada spesimen dari anak-anak lebih
tinggi dibandingkan dari yang dewasa (Gavin &
Thomson 2003).

Uji POC influenza untuk unggas dan hewan
jumlahnya jauh lebih sedikit dibandingkan dengan
yang diperuntukkan  untuk  manusia, namun
dibandingkan dengan penyakit hewan lain, Al
merupakan salah satu penyakit hewan yang memiliki
uji POC paling banyak. Sensitivitas dan spesifisitas
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Tabel 1. Uji POC influenza pada manusia

Nama tes Jumlah dan jenis spesimen Sensitivitas  Spesifitas Sumber
Directigen EZ (Becton Dickinson) 81, nasal wash 75% 100% Atmar et al. (1996)
Directigen EZ (Becton Dickinson) 100, respiratory sputum 96% 100% Barger et al. (2005)
Directigen EZ (Becton Dickinson) 175, ulas nasofaring 73,3% 100% Leonardi et al. (2013)
Flu-OIA (BioStar Inc.) 100, respiratory sputum 48-100% 93-97% Barger et al. (2005)
Flu-OIA (BioStar Inc.) 145, respiratory sputum 52-56% 97% Hindiyeh et al. (2000)
Flu-OIA (BioStar Inc.) 404, ulas alat pernafasan atas 80% 73% Covalciuc et al. (1999)
Flu-OIA (BioStar Inc.) 146, ulas faring 54% 74% Boivin et al. (2001)
Quidel quick vue 122, ulas hidung 78-85% 97-98% Agoritsas et al. (2006)
Quidel quick vue 175, ulas nasofaring 73,3% 96% Leonardi et al. (2013)
Quidel quick vue 1092, ulas nasofaring 7% 96% Simmerman et al. (2007)
Remel X-pect 100, respiratory sputum 94% 100% Barger et al. (2005)
Wampole clear view 100, respiratory sputum 75% 100% Barger et al. (2005)
Sofia 175, ulas nasofaring 80% 100% Leonardi et al. (2013)
Binax now flu A 455, nasal wash 65% 98% Fader (2005)

berbagai uji POC untuk Al disajikan dalam Tabel 2.
Sama seperti yang diuraikan sebelumnya pada
influenza manusia, sensitivitas uji POC relatif rendah
dibandingkan dengan uji yang lain seperti PCR atau
isolasi virus. Nilai sensitivitas diagnostik uji POC
ditentukan oleh spesies unggas, jenis spesimen dan
waktu pengambilan spesimen. Sensitivitas uji POC
jauh lebih tinggi pada ayam dibandingkan pada itik
karena shedding viruspada itik jauh lebih rendah (Chua
et al. 2007). Apakah jumlah virus yang terkandung
lebih banyak pada ulas orofaring dibandingkan dengan
kloaka atau sebaliknya masih menjadi perdebatan.
Sebagian peneliti melaporkan kandungan virus lebih
tinggi pada ulas kloaka (Spackman et al. 2009) tetapi
sebagian yang lain melaporkan sebaliknya (Chua et al.
2007). Uji POC hanya sensitif pada sampel yang
diambil sekitar 2-4 hari pascainfeksi (Spackman et al.
2009) dan biasanya tidak sensitif untuk sampel yang
diambil dari unggas yang terinfeksi secara subklinis
(Chua et al. 2007). Pengaruh patogenitas virus terhadap
jumlah virus yang dieksresikan belum diketahui dengan
pasti. Woolcock & Cardona (2005) melaporkan bahwa
jumlah shedding virus pada unggas yang diinfeksi
dengan low pathogenic H6N2 berada di bawah deteksi
uji POC untuk semua stadium infeksi. Hal serupa
belum pernah dilaporkan pada infeksi HPAI.
Rendahnya sensitivitas uji POC, selain akibat yang
diuraikan di atas, mungkin juga disebabkan oleh mutasi
virus atau perbedaan homologi protein virus.

Dampak rendahnya sensitivitas uji POC pada
unggas tidak separah pada manusia. Pada manusia,
hasil pemeriksaan digunakan menentukan diagnosis
dan tindakan pengobatan pada level individu,

sedangkan pada unggas diagnosis dan tindakan pada
level flock bukan individu. Sensitivitas diagnosis untuk
level flock dapat ditingkatkan dengan menambah
jumlah unggas sakit/mati yang diperiksa (Loth et al.
2008). Jadi, uji POC tidak dapat melacak keberadaan
virus Al pada unggas yang secara klinis sehat.

Peranan uji POC untuk pemberantasan HPAI di
Indonesia

Pada saat pemerintah Indonesia mendeklarasikan
keberadaan HPAI H5N1 awal tahun 2004, penyakit
sudah tersebar luas, di Pulau Jawa, Bali, Kalimantan
dan Sumatera. Karena HPAI H5N1 sudah menyebar
luas, cara penanggulangannya dengan stamping out
tidak mungkin lagi dilakukan, maka pemerintah
memutuskan melakukan vaksinasi massal untuk
seluruh unggas. Unggas pada sektor 1, 2 dan 3
dilakukan oleh pemilik usaha sedang unggas sektor 4
dilakukan oleh pemerintah. Kriteria untuk masing-
masing sektor unggas dibuat berdasarkan kesepakatan
bersama negara-negara anggota FAO (FAO 2006).
Vaksinasi pada sektor 1, 2 dan 3 berjalan dengan baik
dan dapat menekan kematian dan penyakit Klinis
(Siregar et al. 2007). Akan tetapi, vaksinasi massal
pada unggas sektor 4 tidak fisibel dilakukan karena
kekebalan yang diperolen dari vaksinasi tidak
memuaskan dan biaya untuk pelaksanaanya sangat
tinggi (USAID Indonesia 2011). Program vaksinasi
massal pada unggas sektor 4 dilaksanakan hanya
selama dua tahun dan itu pun tidak pernah mencapai
target (Siregar et al. 2007).

43



WARTAZOA Vol. 26 No. 1 Th. 2016 HIm. 039-050

Tabel 2. Uji POC influenza pada unggas

Nama tes Jenis unggas Jumlah dan jenis spesimen  Sensitivitas  Spesifitas Sumber
Anigen™ Ayam ras dan 164, ulas orofaring dan 76% 97% Boland et al. (2006)
buras kloaka
Anigen™ Ayam buras 65, ulas orofaring 70% 93% Soliman et al. (2010)
Anigen™ Ayam buras 65, ulas kloaka 76,5% 87,5% Soliman et al. (2010)
Anigen™ Ayam buras 65, feather 65,1% 92% Soliman et al. (2010)
Anigen™ Ayam buras 174, ulas orofaring 69% 98% Loth et al. (2008)
Quidel quick vue Ayam buras 65, ulas orofaring 70% 93% Soliman et al. (2010)
Quidel quick vue Ayam buras 65, ulas kloaka 75% 100% Soliman et al. (2010)
Quidel quick vue Ayam buras 65, ulas kloaka 65,1% 92% Soliman et al. (2010)
Flu detect Ayam buras 174, ulas orofaring 71% 98% Loth et al. (2008)
Biota flu Ayam ras dan 164, ulas orofaring dan 70% 90% Boland et al. (2006)
buras kloaka
Directigen (EZ, BD) kalkun 232, ulas trakea 88,9% 95,7% Cattoli et al. (2004)
Directigen (EZ, BD) Ayam ras dan 144, ulas orofaring dan 63% 97% Boland et al. (2006)

buras kloaka

Sebagai pengganti program vaksinasi massal,
pemerintah Indonesia dengan bantuan FAO dan
sejumlah negara-negara donor, menerapkan program
PDSR sebagai program pengendalian HPAI H5N1
pada unggas sektor 4. Program ini diawali dengan
program Participatory Disease Surveillance (PDS) dan
Participatory Disease Response (PDR) secara terpisah
tetapi kemudian digabungkan menjadi satu PDSR.

Uji POC, Anigen™ yang digunakan oleh setiap
petugas PDSR untuk mengkonfirmasi kasus yang
memenuhi  definisis kasus, hanyalah salah satu
komponen kecil dari proyek PDSR. Sebagian besar
tempat kejadian wabah jauh dari laboratorium
diagnostik, seperti Balai Pengujian Veteriner (BPVet),
laboratorium tipe B atau C, sehingga bila konfirmasi
harus dilakukan di laboratorium tersebut dibutuhkan
waktu yang sangat lama sampai tindakan pengendalian
dapat dilakukan. Dengan diperlengkapinya staf PDSR
dengan uji POC, Anigen™, selang waktu antara
laporan masyarakat sampai tindakan pengendalian
penyakit dilaksanakan sangat singkat rata-rata hanya
1,5 hari (Hawkes et al. 2014).

Lateral flow immunoassay

Lateral flow immunoassay (LFIA) atau
immunochromatographic assay adalah jenis uji
imunologis yang banyak dipakai untuk uji POC.
Lateral flow immunoassay pertama kali diproduksi
pada pertengahan tahun 1970an sebagai alat uji
kehamilan dan hingga saat ini masih digunakan di
seluruh dunia (Rivas et al. 2014). Sukses LFIA untuk
uji kehamilan menginspirasi pengembangan LFIA
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untuk bidang kedokteran, veteriner, makanan, pakan
dan lingkungan. Pasar global LFIA pada tahun 2010
adalah sebesar US$ 3,36 milyar dengan pertumbuhan
pasar 7% per tahun maka tahun 2015 nilai pasar global
untuk LFIA ditaksir sebesar US$ 4,675 milyar
(O’Farrell 2013). Nilai pasar yang begitu besar
merupakan bukti bahwa LFIA merupakan jenis uji
POC sesuai dengan kebutuhan konsumen. Sekalipun
cocok dipakai sebagai uji POC, harga tes LFIA
komersial sangat mahal. Bahkan, menurut sebuah
perhitungan di Italia, biaya pemeriksaan Al dengan
Directigen™ (Becton Dickinson) mencapai €19,43 per
sampel, lebih mahal dua kali lipat dibandingkan dengan
real time PCR yang hanya €9,53 per sampel (Cattoli et
al. 2004).

Komponen dan prinsip kerja LFIA

Komponen LFIA terdiri dari sample pad,
conjugate pad, membrane strip, adsorbent pad dan
rumahan atau plastic cassette (Gambar 1). Sample pad
pada umumnya terbuat dari selulosa dan berfungsi
mengkondisikan sampel dengan cara mengontrol
kecepatan aliran, kekentalan dan pH sampel
sedemikian rupa sehingga analit (material yang
dideteksi) bereaksi secara optimum dengan antibodi
konjugat dan antibodi penahan (capture antibody).
Conjugate pad biasanya terbuat dari cross-linked silica
berfungsi memberikan ruang dan kondisi yang
optimum untuk analit bereaksi dengan antibodi
konjugat dan melepasnya ke dalam membrane strip
dengan efisien. Membrane strip yang biasanya terbuat
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Gambar 1. Lateral flow immunoassay
Sumber: YDepartment of Analytical Chemistry (2010); 2UNSM (2015)

dari membran nitroselulosa mempunyai dua sifat
penting, yakni mempunyai pori sehingga cairan yang
mengandung analit dapat mengalir dari sample pad ke
absorption pad dengan gaya kapiler dan dapat
mengikat protein sehingga di dalamnya dapat
diimobilisasi capture antibodies. Ada dua antibodi yang
diimobilisasi dalam bentuk garis tegak lurus terhadap
lintasan sampel pada membran strip yakni antibodi
terhadap analit dan antibodi antispesies terhadap
antibodi konjugat. Absorption pad biasanya terbuat dari
selulosa dan berfungsi sebagai penyerap cairan dari
membran strip sehingga memperbesar volume cairan
yang dapat mengalir melalui membran strip.

Sampel yang akan diperiksa, seperti supernatan
ulas trakea atau kloaka, diteteskan pada lubang sampel
yang di bawahnya terdapat sample pad (Gambar 1A
dan 1B). Sampel merembes ke conjugate pad, yang
berisi  antibodi  terhadap analit yang telah
dikonjugasikan dengan nanopartikel seperti gold,
polystyrene berwarna atau karbon. Jika sampel yang
diperiksa mengandung analit maka analit akan
berikatan dengan antibodi. Analit bersama konjugat
merembes ke membran strip dengan gaya kapiler
menuju absorption pad (Gambar 1C).

Berdasarkan jenis analit yang dideteksi, dikenal
dua format LFIA, format sandwich dan competitive.
Format sandwich dipakai untuk analit yang memiliki
sekurang-kurangnya dua epitope, satu epitope untuk
antibodi konjugat dan satu lagi untuk capture antibody
yang diimobilisasi pada membran strip. Bila sampel
mengandung analit, analit tersebut akan berikatan
dengan antibodi konjugat dan kompleks analit-antibodi-
konjugat ini akan tertahan (di-captured) oleh captured

antibody yang diimobilisasi pada membran strip. Oleh
karena itu, reaksi positif pada format ini ditandai
dengan terbentuknya garis pada captured antibody atau
test line (Gambar 1C). Format competitive digunakan
untuk analit molekul kecil yang hanya memiliki satu
epitope. Berbeda dengan format sandwich, pada
membran strip diimobilisasi senyawa yang sama
dengan yang dideteksi dan antibodi antispesies. Bila
sampel tidak mengandung analit yang dideteksi maka
antibodi konjugat akan tertahan pada senyawa yang
diimobilisasi. Dengan demikian, hasil negatif ditandai
dengan terbentuknya garis pada test line (kebalikan
dengan format sandwich). Bila sampel mengandung
analit, analit akan berikatan dengan antibodi konjagat
sehingga antibodi konjugat tidak dapat lagi berikatan
dengan senyawa yang diimobilisasi, akibatnya garis
tidak terbentuk pada test line (O’Farrell 2009).

Keunggulan uji POC terletak pada pelaksanaan tes
yang mudah, dapat dilakukan di tempat kejadian
penyakit dan membutuhkan waktu kurang dari 30
menit. Cepatnya pelaksanaan uji LFIA karena tidak
memerlukan tahapan inkubasi dan pencucian, berbeda
dengan tes imunologis pada umumnya seperti ELISA,
immunoblot dan sebagainya.

Antibodi yang diperlukan untuk LFIA influenza
ada tiga macam vyaitu: (1) Antibodi terhadap
nucleoprotein  yang dikonjugasikan dengan gold
nanoparticle dan akan ditempatkan pada conjugate
pad; (2) Antibodi terhadap nucleoprotein tetapi
mengenali epitope yang berbeda dengan antibodi
pertama; dan (3) Antibodi antispesies terhadap antibodi
pertama. Kualitas antibodi yang digunakan yang
dinyatakan oleh afinitas dan spesifisitas antibodi
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tersebut terhadap target antigen yang dideteksi. Biaya
untuk antibodi tersebut sangat tergantung apakah
diproduksi sendiri atau dari sumber komersial.

Produksi uji POC influenza dalam negeri

Satu satunya cara mengatasi persoalan mahalnya
uji POC adalah dengan memproduksi sendiri dalam
negeri. Bahan habis pakai, kecuali antibodi, harganya
murah dan mesin-mesin untuk produksi massal telah
tersedia secara komersial.

Kendala terbesar untuk memproduksi LFIA
adalah ketidak tersediaan sumber monoklonal antibodi
untuk HPAI. Sekalipun antibodi poliklonal dapat saja
digunakan untuk LFIA (Jiang et al. 2011), penggunaan
antibodi monoklonal memiliki berbagai keuntungan.
Uji yang menggunakan antibodi  monoklonal
mempunyai repeatibility dan reproducibility jauh lebih
tinggi dibandingkan dengan yang menggunakan
poliklonal. Mengingat Indonesia belum mempunyai
pengalaman yang memadai dalam memproduksi
antibodi  monoklonal, maka pemerintah melalui
lembaga riset baik di lingkungan kementerian maupun
universitas dapat mendukung riset  produksi
monoklonal antibodi untuk pemenuhan reagen uji
diagnostik terutama untuk penyakit strategis.

Kualitas monoklonal antibodi yang memenuhi
syarat untuk LFIA influenza tipe A antara lain memiliki
afinitas yang tinggi, berikatan dengan epitope yang
merupakan domain yang conserved pada nucleoprotein
atau protein M1 virus influenza dan hibridoma yang
menghasilkannya stabil. Sejumlah publikasi yang
mudah diakses tentang produksi antibodi monoklonal
terhadap virus influenza seharusnya sangat bermanfaat
untuk program produksi antibodi monoklonal dalam
negeri (Bhat et al. 2013; He et al. 2013).

Aptamer sebagai alternatif antibodi monoklonal

Sejumlah penelitian membuktikan bahwa aptamer
dapat dipakai sebagai pengganti antibodi monoklonal
dalam immunoassay (Toh et al. 2015). Aptamer adalah
sintetik oligonucleotida sepanjang 25-80 basa (RNA
atau DNA) utas tunggal yang dapat berikatan dengan
molekul target dengan afinitas dan spesifisitas tinggi
layaknya antibodi dengan antigen. Oleh karena itu,
aptamer disebut juga sintetik antibodi (Toh et al. 2015).
Aptamer diproduksi secara in vitro dengan teknik yang
disebut Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment (SELEX). Secara ringkas prosedur SELEX
meliputi sintesis pool library oligonucleotida. Library
tersebut direaksikan dengan target molekul yang
diimobilisasi pada solid support. Nukleotida yang
terikat kepada molekul target diamplifikasi dengan
PCR. Setelah proses pengikatan target dan amplifikasi
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diulangi sebanyak 8-15 Kkali, diharapkan diperoleh
nucleotida yang memiliki afinitas dan spesifisitas yang
tinggi. Selanjutnya, nucleotida disekuens dan
diproduksi secara sintetik menjadi aptamer (Song et al.
2008; Kedzierski et al. 2013).

Aptamer  mempunyai  banyak  keunggulan
dibandingkan dengan antibodi. Aptamer lebih stabil
dibandingkan dengan antibodi yang dapat mengalami
denaturasi yang ireversibel. Aptamer dapat dihasilkan
untuk target yang lebih beragam bahkan untuk molekul
yang kecil seperti logam, sedangkan antibodi hanya
dapat dihasilkan terhadap target yang imunogenik.
Berbeda dengan antibodi yang dihasilkan secara in
vivo, aptamer dihasilkan secara sintetis sehingga lebih
mudah dikontrol untuk memperoleh hasil dengan
reprodusibilitas dan kemurnian yang jauh lebih tinggi
(Song et al. 2008; Toh et al. 2015).

Aptamer yang dapat mengenali hemaglutinin virus
influenza dari berbagai subtipe, H5N1, HIN1 dan
H3N2 dengan afinitas yang tinggi telah berhasil
diproduksi (Shiratori et al. 2014). Aptamer yang
spesifik terhadap hemaglutinin subtipe H5 dan H7,
subtipe highly pathogenic atau berpotensi menjadi
highly pathogenic, juga telah diproduksi (Suenaga &
Kumar 2014). Aptamer dengan spesifisitas yang sangat
tinggi yakni hanya mengenali hemaglutinin dari subtipe
H5N1 dan tidak ada reaksi silang bukan saja dengan
hemaglutinin dari subtipe non-H5 tetapi juga dengan
hemaglutinin H5 non-H5N1 (H5N2, H5N3 atau H5N9)
juga telah dihasilkan (Wang et al. 2013). Aptamer yang
disebutkan terakhir ini memiliki spesifisitas yang lebih
tinggi dibandingkan dengan monoklonal antibodi
(Wang et al. 2013).

Mengingat potensinya sebagai bahan utama
pengembangan alat diagnostik yang sangat besar, usaha
untuk memproduksi aptamer dalam negeri seharusnya
juga segera dimulai. Sampai saat ini, penelitian ke arah
produksi aptamer dalam negeri belum dilakukan.
Penelitian aptamer di negara lain di Asia seperti
Tiongkok, Jepang, Korea dan Singapura sudah sangat
maju, bahkan, berdasarkan publikasi yang dihasilkan,
penelitian aptamer di Malaysia juga berkembang pesat
(Omar et al. 2013; Toh et al. 2015).

Uji POC influenza di masa depan

Kelemahan utama uji POC influenza yang ada
saat ini, seperti telah diuraikan di depan adalah
sensitivitasnya yang relatif rendah. Rendahnya
sensitivitas  tersebut  dalam  berbagai  kondisi
mengharuskan konfirmasi lebih lanjut dengan alat
diagnosis standard seperti RRT PCR atau isolasi virus.
Usaha yang ditempuh untuk meningkatkan sensitivitas
dan spesifisitas uji POC adalah dengan cara
miniaturisasi dari uji standar. Miniaturisasi PCR
sehingga dapat dipakai sebagai uji POC adalah dengan
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teknik amplifikasi isothermal tanpa menggunakan
thermal cycler tetapi dengan inkubator portabel kecil
bertenaga baterai kecil yang disebut loop-mediated
isothermal amplification methods (LAMP) (Imai et al.
2007; Niemz et al. 2011). Miniaturisasi PCR yang lebih
canggih lagi adalah miniaturisasi menggunakan
teknologi mikrofluidik. Dengan teknologi ini semua
tahapan PCR, mulai dari preparasi sampel sampai
analisis hasil dilakukan dalam sebuah chip kecil
sehingga disebut juga lab-on-a-chip (Park et al. 2011;
Su et al. 2015). Pelaksanaan PCR dalam chip ini
memungkinkan pelaksanaan tes lebih cepat dan reagen
yang digunakan jauh lebih sedikit tetapi hasilnya akurat
(Park et al. 2011; Su et al. 2015). Walaupun saat ini
harga chip tersebut masih mahal tetapi dengan
berkembangnya teknologi material atau teknologi nano
suatu saat di masa depan harganya diharapkan dapat
terjangkau.

KESIMPULAN

Penanggulangan HPAI yang paling efektif adalah
mendeteksi keberadaan penyakit dengan cepat diikuti
dengan tindakan pemusnahan unggas tertular atau
tersangka. Deteksi dan pemberantasan penyakit yang
cepat hanya dapat terlaksana bila petugas lapangan
dilengkapi dengan alat diagnosis POC. Alat diagnosis
POC dipakai untuk mengkonfirmasi di tingkat lapang
dugaan keterlibatan virus Al pada kejadian mortalitas
dan morbiditas pada unggas sehingga tindakan
penanggulangan dapat diambil dengan cepat. Alat
diagnosis POC HPAI yang merupakan barang impor,
harganya  sangat  mahal. Untuk  menjamin
penanggulangan HPAI H5N1 di Indonesia yang
berkelanjutan maka produksi uji POC influenza dalam
negeri harus diupayakan.
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