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DENGAN UJI ELISA
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ABSTRAK

Telah dilakukan standarisasi pengujian Brucellosis dengan uji ELISA  Analisis hasil dilakukan

dengan membandingkan dengan OD target pada pemberian substrat ABTS dengan TMB, EIA (Enzym

Immunoassay) Unit, dan membandingkan rata-rata negatif pada pengenceran serum | 200 dan | 500
dengan ABTS substrat

Hasil yang diperoleh bahwa substrat ABTS pada pengenceran serum sampel, kontrol positif dan

kontrol negauf 1 = 500 dan dibaca pada ELISA Reader dengan filter 414 nm didapatkan hasil sesuas
dengan OD target

I PENDAHULUAN

Enzyme - Linked Immunosorbent Assay (ELISA) merupakan salah satu uji serologis
yang saat ini banyak dimanfaatkan untuk berbagai tujuan. Dalam diagnosis penyakit infeksi,
ELISA dapat diarahkan untuk mendeteksi adanya antigen (virus, bakteri, parasit atau Jamur)
atau terhadap antibodinya. Demikian pula pada penyakit non infeksi, ELISA dapat digunakan
untuk evaluasi program vaksinasi, memonitor hormon, obat-obatan, antibiotika, toksin,
pestisida, komponen serum, protein onkofetal, sitokin ataupun penyakit-penyakit autoimun
(Suwamo, dkk, 2003). Salah satu tujuan ELISA adalah sebagai uji konfirmasi untuk
Brucellosis.

Sejak diperkenalkan pada tahun 1971, ELISA telah mengalami banyak perkembangan
sesuai dengan tujuan asalnya. Pada dasamya ELISA dapat dibagi menjadi 3 (tiga) jenis
menurut komponen yang dilabel enzim, yakni pelabelan pada antibodi (Ab), antigen (Ag) atau
anti-imunoglobulin (Anti-Ig).

Pada ELISA Brucellosis digunakan [nderect FLISA yang mana antigen Brucella
ditempelkan pada dinding lubang plate, kemudian ditkuti penambahan serum. Setiap antibodi
yang spesifik akan bereaksi dengan antigen, dan rabbit anti-bovine conjugated to horseradish
peroxidase sewaktu ditambahkan akan bereaksi dengan antibodi. Sebagai indikator

warna, ditambahkan substrat dan setelah bereaks: akan timbul wama dalam waktu tertentu.
Pembacaan dilakukan dengan menggunakan Elisa Reader.
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1L MATERI DAN METODA

Sampel serum untuk pengujian diencerkan 1200 dan 1500 dengan PBST, juga kontrol
serum positif dan kontrol serum negatf.  Kontrol positifl  diencerkam mula [ 2000 sebaga
kontrol strong positive (positif kuat), 14000, 1- 8000, 11 16 000 sebagar kontrol weak positive

(posiuf lemah), 1: 32.000, 1: 64.000 sebagai Cut of Value (rata-rata kontrol negatif) dan 1-
128.000.

Antigen yang digunakan dengan pengenceran 1° 3000 dengan coating | (satu) jam.
conjugate dengan pengenceran 1: 1000, sedangkan substrat yang digunakan adalah ABTS
untuk serum dengan pengenceran 1: 500 kemudian dibaca pada filter 414 nm dan TMB untuk
serum pengenceran 1: 200 dengan pembacaan pada filter 450 nm. Hasil diperoleh dengan

menghitung :
EIA (Enzyme Immunoassay) Unit =

OD Sampel vang terbaca — Rata-Rata OD Negauf x 100/1
OD Rata-Rata OD Strong Positif — Rata-Rata OD Negatif
Sampel dikatakan positif jika diperoleh hasil lebih atau sama dengan 20 EIA Unit,
dengan target OD strong positive + 1,20 dan weak positive + 0,40 dan OD negatif + 0,2.

Analisis hasil dengan membandingkan OD target pada pemberian substrat ABTS dan
TMB, EIA Unit dan membandingkan rata-rata OD negatif pada pengenceran serum 1: 200 dan 1
: 500 dengan pemberian ABTS substrat.

Tabel 1. Keterangan sampel pada plate
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L HASIL DAN PEMBAHASAN

Dari hasil uji ELISA diperoleh OD sampel, kontrol positif, dan kontrol negatif seperti
pada tabel berikut :




Inagnosa Vetenmer. Vol |, No 2, 2003, 22 - 27

Tabel 2. Hasil Pemba

cann pada filter 414 dengan ABTS Subtrat
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Grafik 1. Pengenceran Kontrol Positif (A) pada kolom 1 dan (B) pada kolom 2
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Dari hasil pembacaan pada filter 414 nm dengan pemberian substrat ABTS diperoleh
OD strong positive (positif kuat) dengan rata-rata 1,515, OD weak positive (positif lemah)pada

pengenceran 1 : 8000 0,556 dengan EIA Unit 25, rata-rata OD negatif 0,223, sedangkan larutan
blanko didapatkan rata-rata 0.1 17.

Tabel 5. Hasil Pembacaan pada filter 450 dengan TMB Subtrat
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Tabel 7. Intepretasi Hasil (Positif jika E1A Unit > 20)
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Dan hasil pembacaan pada filter 450 nm dengan pemberian substrat TMB  diperoleh
OD strong positive (positif kuat) dengan rata-rata 1,577, OD weak positive (positif lemah) 1,260
pada pengenceran 1 : 8000 dengan EIA Unit rata-rata 59, rata-rata OD negatif 0,791, sedangkan
larutan blanko didapatkan OD rata-rata 0,249. Pemberian substrat ABTS hasilnya lebih baik
dari pemberian TMB. Hal ini terlihat dari OD target yang diperoleh, baik dari kontrol positif,
kontrol negatif maupun sampel. Standarisasi dengan menggunakan ABTS substrat dapat juga
dibandingkan antara pengenceran 1 : 200 dan 1 : 500 pada serum negatif RBT dan CFT yang
diup ELISA. Dan hasil uji ELISA didapatkan rata-rata OD negative pada pengenceran 1 : 200
dan 1 : 500 masing-masing sebagai berikut :

Tabel 8. Perbandingan Rata-Rata OD Negatif pada Serum Pengenceran 1 : 200 dan 1 : 500 dengan ABTS Substrat

pada Pembacaan filter 414 nm
| Pengenceran Rata-Rata OD Negatif
i 1200 0,571
-
| 1500 0249 i
J

Dalam Alton et al, 1988, disebutkan bahwa pada pemberian ABTS substrat target OD
kontrol neganf adalah 0.2, jadi pengenceran serum | . 500 digunakan ABTS substrat dan dibaca
pada filter 414 nm.

v. KESIMPULAN

Dari hasil pengujian ELISA didapatkan bahwa penggunaan substrat ABTS pada
pengenceran serum sampel, kontrol positif dan kontrol negauf 1 . 500 dan dibaca pada ELISA
Reader dengn filter 414 nm, diperolch hasil sesuai dengan target OD.
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