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KATA PENGANTAR

Dengan mengucap syukur alhamdulillah, Seminar dan Workshop Nasional 2014 
dalam rangka memperingati Lustrum XII Universitas Negeri Malang dan Jurusan 
Biologi FMIPA Universitas Negeri Malang, dapat terlaksana. Seminar dan Workshop 
Nasional dengan tema Peran Biologi dan Pendidikan Biologi/IPA dalam 
Menyiapkan Generasi Unggul dan Kompetitif di Abad 21 membahas peran biologi 
dan pendidikanbiologi/IPA dalam menunjang peningkatan kualitas Bangsa Indonesia 
dalam menghadapi tantangan abad 21.

Abad 21 disebut pula abad pengetahuan yang ditandai dengan kemajuan teknologi 
informasi yang diterapkan dalam berbagai bidang. Kehidupan generasi abad 21 
bertumpu pada kemajuan biologi. Riset dan temuan di bidang biologi diperlukan untuk 
memecahkan berbagai permasalahan dan tantangan yang dihadapi oleh manusia saat ini, 
yaitu kesehatan, pangan, lingkungan dan energi. 

Bersamaan dengan tumbuhnya biologi, berkembang pula pendidikan biologi. 
Kemajuan pendidikan biologi memiliki peran penting untuk menyiapkan generasi 
unggul yang siap memecahkan permasalahan yang muncul di abad 21 ini.Oleh sebab itu 
Seminardan Workshop Nasional yang diselenggarakan ini memiliki makna penting 
untuk mewadahi, menyebarluaskan, dan menyosialisasikan hasil-hasil penelitian dan 
praktik-praktik yang baik, dalam bidang biologi maupun pendidikan biologi/IPA yang 
memiliki prospek dalam menyiapkan manusia Indonesia yang cerdas, bermartabat, 
kompetitif, dan maju.

Penyelenggaraan seminar dan workshop ini dapat terwujud karena dukungan dari 
berbagai pihak. Oleh sebab itu kami mengucapkan terima kasih kepada semua pihak 
yang telah mendukung terlaksananya kegiatan ini baik secara langsung maupun tidak 
langsung, terutama kepada seluruh peserta seminar dan workshop yang datang dari 
berbagai daerah di Indonesia, seluruh narasumber, segenap panitia, dan jajaran pimpinan 
di Universitas Negeri Malang.

Akhirnya, semoga seminar ini dapat mencapai tujuan dan memberi manfaat bagi 
kemajuan pendidikan di Indonesia.

Malang, 1 November 2014
Panitia

              Dr. Hadi Suwono, M.Si
NIP. 19670515 199103 1 007
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EFEKTIFITAS PENGGUNAAN PROTEIN EKSKRETORI-SEKRETORI 
ANTIGEN Toxoplasma gondii HASIL PEMBIAKAN IN VIVO  PADA MENCIT 

SEBAGAI BAHAN PEMBUATAN IMMUNOCRHOMATOGRAPHY TEST  
UNTUK DIAGNOSIS  TOKSOPLASMOSIS  

 
Mufasirin1, Lucia Tri Suwanti1, Suwarno2, Hani Plumeriastuti3, Dewa Ketut Meles4 ,  

Zainul Muttaqin5 

1. Departemen Parasitologi Veteriner FKH Unair, 2. Departemen Mikrobiologi Veteriner  
2. FKH Unair,  

 3. Departemen Patologi Veteriner FKH Unair, 4. Departemen Ilmu Kedokteran Dasar Veteriner 
FKH Unair, . 5Unit Riset Biomedik Rumah Sakit Umum, Provinsi NTB 

1,2,3,4. Kampus C Unair, Jl. Mulyorejo, SURABAYA, Telp. 031-5992785 (Psw. 203). 
5. Jl. Pejanggik No. 6 Mataram, NTB. 
Email: mufasirinfkhunair@gmail.com 

 
 

Abstrak 
Tujuan penelitian ini adalah mengetahui efektifitas penggunaan protein ekskretori-sekretori 

antigen (ESA) Toxoplasma gondii hasil pembiakan in vivo pada mencit sebagai bahan 
pembuatan alat immunochromatography test (ICT) untuk diagnosis toksoplasmosis. Sejumlah 82 
sampel serum darah manusia digunakan sebagai sampel uji ICT. Serum darah sampel diteteskan 
pada alat ICT, dibiarkan beberapa menit sampai pita kontrol terlihat. Hasil pemeriksaan 
kemudian dibandingkan dengan uji ELISA sebagai gold standard. Sensitivitas dan spesifitas alat 
dihitung untuk menentukan tingkat efektifitas alat. Hasil penelitian didapatkan bahwa alat ICT 
yang dibuat untuk diagnosis toksoplasmosis dengan menggunakan protein ESA T. gondii  hasil 
pembiakan in vivo pada mencit dengan spesifikasi kadar antigen 2,5 ng dan pengenceran serum 
sampel 10-2 mempunyai sensitivitas 63% dan spesifisitas 83%.  
 
 
Kata kunci: Toxoplasma gondii, ekskretori-sekretori antigen, immunochromatography 
 
 
Pendahuluan 

Toxoplasma gondii adalah parasit obligat 
intraseluler yang menyerang semua hewan 
berdarah panas, termasuk manusia. Kucing 
sebagai inang utama merupakan kunci 
penularan toksoplasmosis pada hewan dan 
manusia. Diagnosis toksoplasmosis dapat 
ditegakkan berdasarkan ditemukan parasit  
atau antibodi dalam spesimen. Beberapa 
teknik untuk diagnosis toksoplasmosis antara 
lain dengan teknik imunohistokimia (Szeredi 
dan Bacsadi, 2002) dan polymerase chain 
reaction (PCR) (Kijlstra et al., 2008; Montoya 
et al., 2008). Uji lain adalah dengan uji 
biologis dengan menginokulasikan pada 

hewan coba (Montoya et al., 2008), indirect 
fluorecence, enzyme linked immunosorbent 
assay (ELISA) (De Craeye et al., 2008; Liu et 
al., 2008), Sabin Fieldman dye test (Karaca et 
al., 2007), indirect haemaglutination (IHA), 
direct agglutination test (Dubey et al., 2008), 
indirect agglutination test (IAT) ( Liu et al., 
2008), latex aglutination, modified 
aglutination (Da Silva et al., 2008), 
complement fixation test (CFT), uji kulit 
(Center for Food Security and Public Health, 
2005), radio immuno assay (RIA) (Sukthana, 
1999), immunosorbent aglutination assay 
(ISAGA) (Sukthana, 1999) dan 
immunoblotting (Wongkamchai   et al., 1999). 
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Isolasi T. gondii dapat berasal dari tinja 
kucing, jaringan otak, otot dan darah kucing 
dan ternak. Isolasi T. gondii dapat dilakukan 
dengan mempasasekan material yang diduga 
ke hewan coba atau telur ayam bertunas 
(Soulsby, 1986). Diagnosa cepat 
toksoplasmosis menggunakan perangkat 
diagnostik seperti test imunokromatografi 
(ICT) sampai sekarang belum banyak 
dilaporkan. 

Di lapangan, diagnosis toksoplasmosis 
pada umumnya didasarkan atas ditemukan 
antibodi terhadap T. gondii dalam darah 
(dalam serum). Uji serologis yang sering 
digunakan adalah ELISA sebagai gold 
standard. Uji ini memiki sensitivitas dan 
spesifitas tinggi, tetapi dibutuhkan waktu yang 
lama, peralatan dan teknisi khusus serta biaya 
yang mahal. Di lain pihak, beberapa uji 
imunologis yang memanfaatkan teknologi 
kromatografi (imunokromatografi) sudah 
banyak dilakukan seperti test kehamilan, 
diagnosis HIV (Beristain et al.,  2005), 
penyakit demam berdarah (Adnin, 2002) dan 
malaria (Arum dkk, 2006). Keuntungan uji 
serologis menggunakan teknik 
immunokromatografi  adalah waktu cepat 
(beberapa menit), biaya murah dan mudah 
(praktis) digunakan. Salah satu model teknik 
imunokromatografi adalah ICT,  merupakan 
model deteksi antigen atau antibodi yang 
penggunaannya dengan diteteskan atau 
dicelupkan pada material sampel (analit) dan 
hasil deteksi berupa warna yang dapat dilihat 
dengan mata telanjang. 

Salah satu protein yang dikembangkan  
sebagai antigen yang digunakan untuk  bahan 
diagnostik toksoplasmosis adalah protein 
Ekskresi-Sekresi Antigen (ESA) T. gondii, 
adalah protein yang dikeluarkan pada saat 
parasit menginfeksi inang. Beberapa peneliti 
telah melaporkan bahwa protein ESA T. 
gondii  hasil isolasi dengan pemecahan 
takizoit mampu membangkitkan respons 
kekebalan inang tetapi untuk pengembangan 
produksi menemui beberapa kendala antara 

lain biaya yang tidak sedikit dan protein yang 
dihasilkan mempunyai potensi yang lebih 
rendah dibandingkan dengan protein yang 
diekskresi dan disekresikan secara alami. 
Kekurangan lain protein ESA T. gondii hasil 
pemecahan takizoit dibanding dengan protein 
ESA T. gondii  yang disekresikan secara alami 
adalah sering terkontaminasi dengan material 
sel induk semang. Protein ESA T. gondii juga 
membangkitkan respons imun pada inang 
yang terinfeksi T. gondii, sehingga protein 
ESA dapat digunakan sebagai bahan untuk 
pembuatan kit diagnostik.  

Tujuan penelitian ini adalah menguji 
prototipe ICT yang dibuat menggunakan ESA 
T. gondii dari pembiakan in vivo sebagai 
antigen untuk diagnosis toksoplasmosis pada 
manusia. Diharapkan dengan adanya alat ICT, 
diagnosis toksoplasmosis pada manusia dapat 
dilakukan dengan cepat, mudah dan murah 
sehingga penanganan pasien dapat segera 
dilakukan. 
 
Metode Penelitian  

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium 
Protozoologi Departemen Parasitologi 
Veteriner, Laboratorium Biologi Molekuler 
Veteriner Fakultas Kedokteran Hewan 
Universitas Arlangga, Institut Tropical 
Disease, Unit Riset Biomedik, Rumah Sakit 
Umum Provinsi Nusa Tenggara Barat. Alat 
penelitian yang digunakan adalah perangkat 
kit diagnostik cepat ICT menggunakan antigen 
ESA T. gondii. Sebagai pembanding 
digunakan uji ELISA sebagai uji gold 
standard. Bahan penelitian adalah serum 
darah manusia.  

Pembuatan ICT diadopsi dari teknik gold 
immunochromatographic assay (Dewi, 2010). 
Sebelum pembuatan ICT, dilakukan optimasi 
jumlah antigen dan volume sampel yang akan 
digunakan. Optimasi jumlah antigen dilakukan 
dengan cara pengenceran antigen. Optimasi 
juga dilakukan pada volume sampel serum 
yang dapat digunakan. Antigen ditempelkan 
pada membran nitroselulose menggunakan 
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mesin dispenser BioJet XY Platform (Biodot, 
USA) yang akan membentuk garis tes, 
sedangkan garis kontrol berisi goat-anti-mouse 
IgG 1 ng/ L. Membran nitroselulose 
kemudian dikeringkan, kemudian dipotong 
menjadi bentuk strip. Optimasi volume serum 
menggunakan serum manusia sebagai kontrol 

Sebanyak 20 mikroliter sampel serum 
diteteskan pada bantalan di dekat zona 
kontrol, 1 tetes buffer. Sebanyak 2 tetes buffer 
juga diteteskan pada bantalan gold colloidal. 
Lembaran foto (kartu test) segera ditutup dan 
hasil reaksi dilihat 15-20 menit kemudian. 
Hasil positif apabila muncul 2 garis berwarna 
merah pada garis kontrol dan garis test dan 
negatif apabila hanya muncul 1 garis merah 
pada garis kontrol dan invalid apabila tidak 
muncul garis sama sekali atau hanya muncul 
garis tes.  

Sejumlah 82 sampel serum darah manusia 
digunakan sebagai sampel uji alat ICT. Serum 
darah sampel diteteskan pada alat ICT, 
dibiarkan beberapa menit sampai pita kontrol 
terlihat. Hasil pemeriksaan kemudian 
dibandingkan dengan uji ELISA sebagai gold 
standard. 

Data hasil uji alat ICT dibandingkan 
dengan uji ELISA dan dihitung sensitivitas 
dan spesifitas alat menggunakan tabel 2x2. 
 
Hasil dan Pembahasan 

Hasil Sebelum antigen digunakan dalam 
alat ICT dilakukan optimasi antigen ESA dan 
sampel. Hasil optimasi antigen ESA dan 
sampel serum didapatkan dapat antigen 
optimum yang dapat digunakan adalah 2,5 
ng/ L.  Kadar antigen di bawah tidak 
menunjukkan reaksi sedangkan di atas 2,5 
ng/ L menunjukkan artefak yang 
menunjukkan positif palsu. Demikian juga 
penggunaan volume sampel serum yang 
optimum untuk digunakan uji adalah 10-20 

L.  Di  bawah  nilai  tersebut  tidak  bereaksi  
dengan antigen dan timbul artefak. 

Hasil uji toksoplasmosis sampel darah 
manusia menggunakan alat ICT dibandingkan 
dengan uji ELISA dan hasil analisis 
perbandingan kedua uji tersebut dapat dilihat 
pada Tabel 1.  
 

 
Tabel 1. Hasil pemeriksaan dipstick (ICT) dan uji ELISA sebagai uji gold standard 

 Elisa 
 

ICT 

 Positif                 Negatif                    Jumlah 
Positif 10 11 21 
Negatif 6 55 61 
Jumlah 16 66 82 

        
Dari Tabel 1. didapatkan bahwa alat ICT 

mempunyai sensitivitas 63% dan spesifisitas 
83%. Dari hasil tersebut kemampuan alat 
tersebut untuk mendiagnosa secara benar 
manusia yang menderita toksoplasmosis hanya 
sebesar 63% dan tidak menderita 
toksoplasmosis sebesar 83%. Angka tersebut 
masih di bawah angka sensitivitas dan 
spesifisitas uji yang sama menggunakan 
antigen berbeda yang dilakukan oleh Huang et 
al. (2004)  yang melaporkan sensitivitas dan 

spesifisitas GICA bila menggunakan hasil 
ELISA sebagai referensi adalah 100% dan 
94.5% dengan menggunakan antigen 
rekombinan SAG2.  Sensitivitas yang rendah 
dapat disebabkan oleh beberapa faktor antara 
lain kemurnian antigen dan jumlah antigen 
yang digunakan.  Kedua faktor tersebut sangat 
berhubungan, yang dibuktikan dengan pada 
optimasi jumlah antigen. Antigen ESA T. 
gondii yang dapat digunakan maksimal 2,5 
ng/ L dan apabila lebih dari kadar tersebut 
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terjadi reaksi/artefak yang merupakan reaksi 
di luar reaksi yang dikehendaki. Reaksi 
artefak tersebut dimungkinkan antigen ESA 
masih mengandung protein A pada saat 
isolasi. Di lain pihak, penggunaan antigen 
yang rendah dimungkinkan tidak mampu 
menimbulkan reaksi yang dikehendaki karena 
jumlah antigen yang terbatas tidak mampu 
menangkap imunoglobulin yang tersedia 
sehingga tidak terjadi reaksi positif (negatif 
palsu). Demikian juga spesifisitas yang rendah 
diakibatkan karena protein A yang 
mengkontaminasi antigen sehingga 
menimbulkan positif palsu, sehingga banyak 
sampel yang negatif toksoplasmosis 
didiagnosis positif terinfeksi T. gondii.  

Untuk meningkatkan sensitifitas dan 
spesifisitas alat yang menggunakan protein 
ESA T. gondii yang didapatkan dari kultivasi 
in vivo diperlukan pemurnian lebih lanjut 
antara lain  dengan kromatografi afinitas 
protein A. Protein A kontaminan akan diikat 
oleh matrik  sehingga didapatkan sampel 
protein ESA T. gondii yang murni yang tidak 
tercemar dengan protein A.  Dengan 
peningkatan kadar antigen ESA optimal yang 
diikuti dengan kemurnian protein yang bebas 
protein A maka sensitivitas dan spesifisitas 
alat akan naik mendekati metode pemeriksaan 
standard (ELISA).  

Deteksi antibodi yang ada dalam serum 
darah akibat respons sistem kebal untuk 
eliminasi T. gondii dapat dideteksi dengan 
mereaksikan dengan antigen pemicu. Adanya 
antigen T. gondii yang dapat dikenali oleh 
inang dan respons antibodi baik IgM dan IgG 
dapat divisualisasikan dengan beberapa cara 
antara lain imunobloting maupun 
kombinasinya seperti imunokromatografi. 
Adanya protein ESA T. gondii yang bersifat 
antigenik dapat digunakan untuk coating baik 
pada ELISA maupun imunokromatografi 
(ICT). Hasil penggunaan metode tersebut 
adalah sama dapat mendeteksi adanya antibodi 
pada induk semang yang terinfeksi, hanya 
pada ELISA bersifat kuantitaif sedangkan 

pada ICT bersifat kualitatif sampai 
semikuantitatif. Uji imunokromatografi 
merupakan uji pengembangan kromatografi 
dengan imunologi. Prinsip imunokromatografi 
adalah reaksi antara antigen dan antibodi yang 
dikonjugasikan ke partikel warna, kompleks 
imun yang terbentuk kemudian mengalir 
melalui daerah reaksi membran. Hasil positif 
terjadi apabila terlihat warna. Keunggulan 
utama metode imunokromatografi adalah 
praktis dan membutuhkan waktu tidak lama 
(Sacher dan Pherson, 2004).   

Salah satu metode imunokromatografi 
baru adalah Gold Immunocromatographyc 
Assay (GICA), yaitu imunokromatografi yang 
menggunakan menggunakan membran 
selulose sebagai pembawa dan koloidal emas 
sebagai pelacak (tracer). Metode ini banyak 
digunakan untuk mendeteksi molekul bioaktif 
termasuk hormon dan haptens. Keuntungan 
metode ini adalah sederhana, cepat, murah dan 
tidak membutuhkan teknisi peralatan khusus 
untuk mendeteksi antigen atau antibodi (Peng 
et al., 2007). 

Metode imunokromatografi sudah banyak 
digunakan untuk diagnosis penyakit. Graham 
dan Reddy (2001) mendeteksi antibodi 
terhadap Helicobacter pylori dalam air 
kencing. Adnin (2002) membandingkan uji 
serologi demam berdarah menggunakan 
ELISA dan imunokromatografi. Dalam 
penelitian tersebut digunakan dua macam kit 
yang saat ini banyak dipasarkan yaitu kit 
dengue duo IgM capture and IgG capture 
ELISA dan kit dengue fever IgM and IgG 
rapid immunochromatographic test. Prinsip 
dari kedua uji ini didasarkan atas adanya 
antibodi IgM dan IgG terhadap virus dengue 
di dalam serum penderita. Waktu yang 
diperlukan untuk uji ini cukup singkat, dengan 
menggunakan ELISA memerlukan waktu 
sekitar 2,5 jam, sedangkan tes 
imunokromatografi hanya memerlukan waktu 
lebih kurang 7 menit. Sampel penelitian ini 
adalah 60 orang penderita demam berdarah 
dengue dewasa dengan tes HI positif, 
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sedangkan untuk kelompok kontrol digunakan 
25 orang penderita demam tifoid dengan tes 
HI negatif yang dirawat di RSCM Jakarta. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa deteksi 
terhadap IgM dan IgG dengan ELISA dan 
imunokromatografi, baik menggunakan serum 
akut maupun ganda tidak menunjukkan 
perbedaan yang bermakna (p>0,05). Hasil 
ELISA terhadap IgM dan IgG menggunakan 
serum akut memberikan sensitivitas sebesar 
68,3%, sedangkan uji Imunokromatografi 
terhadap IgM dan IgG memberikan 
sensitivitas 65% dengan spesifisitas masing-
masing 96%. Dibandingkan dengan uji HI 
menggunakan serum akut, sensitivitas dari 
kedua uji ini sedikit lebih tinggi (sensitivitas 
tes HI 51,7%). Bila pada ELISA dan 
imunokromatografi digunakan serum ganda 
maka sensitivitas meningkat menjadi 98,3% 
dengan spesifisitas 96%. Secara tersendiri 
sensitivitas IgM serum akut dan ganda pada 
uji imunokromatografi lebih tinggi dari 
ELISA dan menunjukkan perbedaan yang 
bermakna (p<0,05). 

 Protein ESA adalah protein yang 
diekskresi dan disekresikan T. gondii saat 
berkembang biak, termasuk saat penempelan, 
penembusan dan perkembangan di dalam 
vakuola parasitoforus. Segera setelah T. gondii  
masuk ke induk semang, beberapa protein 
diekskresikan dan disekresikan oleh organel 
roptri (ROP), micronema (MIC) dan granula 
(GRA). Protein ESA T. gondii hasil isolasi 
dari pembiakan in vivo  pada mencit dapat 
digunakan untuk pengembangan teknik 
diagnosis imunokromatografi setelah melalui 
beberapa proses pemurnian (kromatografi 
afinitas). Alat ICT  merupakan metode yang 
mudah, cepat dan murah dapat dikembangkan 
lebih lanjut untuk alat diagnosis 
toksoplasmosis. 
 
Simpulan  

Alat ICT yang dibuat untuk diagnosis 
toksoplasmosis dengan menggunakan protein 
ESA T. gondii  hasil pembiakan in vivo pada 

mencit dengan spesifikasi kadar antigen 2,5 ng 
yang dilekatkan dan penggunaan sampel 
serum manusia dengan pengenceran 10-2 
mempunyai sensitivitas 63% dan spesifisitas 
83%.  
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