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Teknologi Diagnosis Penyakit; teknologi Protein

Tujuan;

1. Mahasiswa mampu menjelaskan Teknologi ekspresi protein

2. Mahasiswa mampu menganallisis kaitan teknologi ekspresi protein dengan diagnosis
suatu penyakit

3. Mahasiswa mampu menjelaskan berbagai teknologi ekspresi protein

A. URAIAN
1. Pendahuluan

Penegakan diagnostic suatu penyakit infeksius lebih akurat jika dilakukan uji
pemeriksaan ekspresi protein antigen penginfeksi. Semakin banyak berkembangnya berbagai
macam penyakit, maka semakin perlu uji analisis protein yang akurasinya lebih tinggi.
Seseorang yang diduga terinfeksi virus tertentu, penegakan diagnostiknya tidaklah cukup jika
hanya memeriksa fisik badan pasien, maka perlu penegakan diagnostic dengan ekspresi
protein virus tersebut sehingga hasil diagnostiknya lebih akurasi. Diagnostik dengan tingkat
akurasi tinggi dapat memberikan terapi dan pengobatan yang tepat untuk pasien sehingga
factor kesembuhan lebih tinggi.

Beberapa Teknik ekspresi protein antara lain; western blot, imunohisitokimia, Teknik
elisa, SDS page dan teknik lainnya yang prinsipnya mengidentikasi protein penginfeksi. Setiap
teknik memiliki tujuan dan cara berbeda. Teknik yang banyak digunakan di laboratorium Klinik
untuk penegakan diagnostic pasien adalah teknik Elisa, yang menggunakan reaksi antibody
dan antigen. Protein virus atau agen penginfeksi sebagai antigen yang kita ambil dari darah
atau cairan pasien sedangkan antibodynya merupakan protein sintetis yang dapat berikatan

dengan antigen.
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Gambar 1. Hasil SDS Page identifikasi protein berdasarkan berat molekul protein
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Gambar 2. Metode Western blot sebagai lanjutan dari SDS Page
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Gambar 3. Imunohistokimia untuk identifikasi letak ekspresi pada preparat histologi

2. Metode diagnosis dengan uji ekspresi protein metoda elisa

ELISA adalah suatu teknik biokimia yang menggunakan prinsip ilmu imunologi untuk
mendeteksi kehadiran antibodi atau antigen dalam suatu sampel. ELISA telah digunakan
sebagai alat diagnostik dalam bidang medis, patologi tumbuhan, dan juga berbagai bidang
industri. Penggunaan ELISA melibatkan setidaknya satu antibodi dengan spesifitas yang lebih
tinggi dibandingkan metode imun lainnya dan dapat diukur secara kuantitas.

Metoda diagnosis dengan metoda Elisa menggunakan prinsip perlekatan antigen dan
anrtibodi yang akan dindentifikasi reaksi tersebut melalui uji Elisa. Rekasi antara antigen dan
antibody dipelajari dalam imunonologi. Imunologi merupakan ilmu yang mempelajari sistem
imunitas tubuh manusia maupun hewan. Dalam imunologi dipelajari berbagai pencegahan
dan pengobatan penyakit infeksius dengan prinsip ikatan antigen dan antibody secara spesifik
sehingga dapat dijadikan diagnostic dan terapi. Pada uji diagnostic dapat dilakukan secara
serologi yaitu melihat reaksi antigen antibody secara invitro dengan pengambilan sampel
darah pasien. Pemeriksaan serologik merupakan upaya untuk menegakkan diagnosis.
Walaupun saat ini pemeriksaan serologik tidak terbatas pada penyakit infeksi, namun untuk
menunjang diagnosis penyakit infeksi lebih mudah untuk dilakukan uji secara in vitro terhadap
perubahan kompleks antigen-antibodi (Ag-Ab).

Uji ELISA atau Enzyme-linked immunosorbent assay merupakan uji penetapan kadar
imunosorben taut-enzim. Uji Elisa berupa uji serologis yang umum digunakan di berbagai
laboratorium imunologi. Uji ini memiliki beberapa keunggulan seperti teknik pengerjaan yang
relatif sederhana, ekonomis, dan memiliki sensitivitas yang cukup tinggi. ELISA diperkenalkan
pada tahun 1971 oleh Peter Perlmann dan Eva Engvall untuk menganalisis adanya interaksi
antigen dengan antibodi di dalam suatu sampel dengan menggunakan enzim sebagai pelapor

(reporter label). Interaksi antara antigen dan antibody ini ditandai dengan suatu enzim yang

Universitas Esa Unggul
http://esaunggul.ac.id


http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Serologi&action=edit&redlink=1
http://id.wikipedia.org/wiki/Imunologi
http://id.wikipedia.org/wiki/Antigen
http://id.wikipedia.org/wiki/Antibodi
http://id.wikipedia.org/wiki/Enzim

berfungsi sebagai pelapor/ reporter/ signal yang dapat divisualisasikan dan
didokumentasikan.

Teknik ELISA umumnya digunakan untuk mendeteksi antigen pada suatu sampel
cairan biologis berdasarkan kompleks antigen-antibodi yang terbentuk. Teknik ELISA ini
banyak diaplikasikan sebagai uji diagnostik berbagai penyakit yang disebabkan oleh virus

maupun bakteri seperti diagnosis penyakit AIDS, hepatitis, antraks, dan malaria.
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Gambar 4. lkatan antibody dan antigen

Beberapa keuntungan menggunakan metode ELISA yaitu prosedurnya cepat, tidak
memerlukan purifikasi sampel, cukup spesifik karena antibodi monoklonal hanya akan
melekat pada antigennya, lebih aman karena tidak menggunakan senyawa radioaktif.
Kelemahan teknik ELISA yaitu menggunakan antibodi monoklonal yang mahal dan sulit dicari
yang spesifik sehingga dapat mengakibatkan kesalahan deteksi (false positive) bila larutan
blocking yang digunakan tidak efektif karena dapat menyebabkan perlekatan non-spesifik
antara antigen maupun antar antibodi. Reaksi antara enzim dan substrat hanya terjadi dalam
waktu cukup singkat sehingga harus segera dibaca absorbansinya sesuai waktu standar yang
ditetapkan untuk mendapatkan hasil.

Umumnya ELISA dibedakan menjadi dua jenis, yaitu competitive assay yang
menggunakan konjugat antigen—enzim atau konjugat antobodi—enzim, dan non-competitive
assay yang menggunakan dua antibodi. Pada ELISA non-competitive assay, antibodi kedua
akan dikonjugasikan dengan enzim sebagai indikator. Teknik kedua ini sering kali disebut
sebagai "Sandwich" ELISA. Jenis ELISA yang sering digunakan yaitu Dual Antibodi Sandwich
ELISA (DAS ELISA), direct ELISA, indirect ELISA, dan competitive ELISA. Pada umumnya

teknik ini yang akurat. Terdapat empat metode ELISA deteksi parasit malaria, namun metode
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DAS ELISA lebih untuk meningkatkan akurasi deteksi. Pada prinsipnya, semua metode ELISA

tersebut berfungsi untuk mendeteksi antigen namun dengan teknik yang sedikit berbeda.
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Gambar 5. Teknik ELISA dengan metode ikatan antara antigen dengan menggunakan

antibody primer dan antibody sekunder yang ditangkap oleh subrat yang berlabel sehingga

bisa diidentifikasi ada tidaknya antigen tersebut

Pada teknik DAS ELISA, dinding sumur dilekatkan dengan antibodi, lalu dimasukkan
sampel yang berisi antigen kemudian ditambah antibodi kedua terkonjugasi enzim. Jika pada
sampel terdapat antigen maka akan terjadi kompleks antigen-antibodi. Terjadi ikatan antara
antigen dengan antibodi primer 1, antibody peimer 1 dengan antibodi primer 2, maka sinyal
pertama antara antigen-antibodi kedua terkonjugasi enzim. Selanjutnya, dimasukkan substrat
enzim sehingga enzim akan memecah substrat dan menghasilkan warna. Hasil positif
dideteksi dengan melihat nilai absorbansi dan dapat diamati secara visual. Hasil positif ini
berbanding lurus dengan semakin banyak antigen pada sampel maka semakin banyak

antibodi yang terdeteksi dan semakin tinggi nilai densitas optikalnya.
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Gambar 6 Teknik direct ELISA

Pada teknik direct ELISA, sampel antigen dilekatkan pada sumur lalu ditambahkan
dengan antibodi terkonjugasi enzim, dan selanjutnya ditambahkan substrat yang akan
dipecah oleh enzim. Pembacaan nilai absorbansinya berbanding lurus, bila terdapat banyak
antigen pada sampel maka nilai absorbansinya juga semakin besar. Teknik ini digunakan jika
tidak tersedia antibodi monoklonal dan hanya terdapat antibodi poliklonal.
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Gambar 7 Teknik indirect ELISA

Pada teknik indirect ELISA, sampel antigen dilekatkan pada sumur dan ditambahkan
dengan antibodi pertama sehingga akan membentuk kompleks antigen-antibodi pertama.
Setelah dilakukan pencucian untuk membuang antibodi berlebih, maka ditambahkan antibodi
kedua yang telah terkonjugasi dengan enzim. Antibodi kedua ini akan berikatan spesifik

dengan antibodi pertama sehingga akan terbentuk kompleks antigen-antibodi pertama-
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antibodi kedua terkonjugasi enzim. Sebagai tahap akhir, pada sumur akan ditambahkan
substrat enzim yang akan dipecah oleh enzim kemudian diukur nilai absorbansinya.

Pada teknik competitive ELISA, diawali dengan mencampurkan antigen sampel
dengan kompleks antigen terkonjugasi enzim yang telah diketahui konsentrasinya. Campuran
ini dimasukkan ke dalam sumur yang dindingnya telah dilekatkan dengan antibodi. Campuran
kedua jenis antigen tersebut akan berkompetisi untuk berlekatan dengan antibodi pada
dinding sumur. Selanjutnya, substrat enzim ditambahkan ke dalam sumur plate ELISA.

Substrat enzim hanya akan dipecah oleh antigen terkonjugasi enzim. Sehingga pada
sampel yang banyak antigen, semakin sedikit antigen terkonjugasi enzim yang dapat
berlekatan pada dinding sumur maka akan semakin sedikit pula substrat enzim yang dipecah,
demikian pula sebaliknya. Oleh karena itu, pembacaan nilai densitas optikalnya akan
berbanding terbalik dengan jumlah antigen pada sampel sehingga semakin banyak jumlah
antigen sampel dan semakin kecil nilai densitas optikalnya. Sedangkan semakin sedikit
jumlah antigen sampel maka akan semakin besar nilai densitas optikalnya. Pada umumnya,
enzim yang digunakan ialah enzim horseradish peroxidase (HRP).

Prinsip dasar dari teknik ELISA adalah perlekatan antigen atau antibodi yang hendak
diuji pada suatu permukaan yang berupa microtiter. Penempelan tersebut dapat dilakukan
melalui dua cara, yaitu penempelan secara non spesifik dengan adsorbs ke permukaan
microtiter, dan penempelan secara spesifik dengan menggunakan antibody atau antigen lain
yang bersifat spesifik dengan antigen atau antibodi yang diuji (cara ini digunakan pada teknik
ELISA sandwich). Selanjutnya antibodi atau antigen spesifik yang telah ditautkan dengan
suatu enzim signal.

Antibodi yang digunakan disesuaikan dengan sampel, bila sampel berupa antigen,
maka digunakan antibodi spesifik, sedangkan bila sampel berupa antibodi, maka digunakan
antigen spesifik. Campuran ini dicampurkan ke atas permukaan sampel, sehingga terjadi
interaksi antara antibodi dengan antigen yang bersesuaian. Kemudian ke atas permukaan
campuran tersebut dicampurkan enzim yang bertaut dengan antibodi atau antigen spesifik
yang berinteraksi dengan dan menimbulkan suatu signal yang didapat. Pada uji ELISA terjadi
flouresensi.

Setiap teknik ELISA tersebut memiliki kelebihan dan kelemahan sehingga dapat dipilih
teknik ELISA sesuai keperluan deteksi. Teknik ELISA ini memiliki beberapa kelebihan, antara
lain, teknik pengerjaan relatif sederhana, relatif lebih ekonomis (karena jenis antibodi yang
digunakan hanya satu saja, sehingga menghemat biaya untuk membeli banyak jenis antibodi),
hasil sensitivitas yang cukup tinggi, dapat digunakan untuk mendeteksi keberadaan antigen
yang berkadar sangat rendah, serta dapat digunakan dalam banyak macam pengujian.
Sedangkan kekurangan dari teknik ELISA adalah jenis antibodi yang digunakan hanya jenis
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antibodi monoklonal (antibodi yang hanya mengenali satu antigen), harga antibodi monoklonal
relatif lebih mahal daripada antibodi poliklonal, sehingga pengujian teknik ELISA ini
membutuhkan biaya yang relatif mahal. Pada beberapa macam teknik ELISA, dapat terjadi
kesalahan pengujian akibat kontrol negatif yang menunjukkan respons positif yang
disebabkan inefektivitas dari larutan blocking sehingga antibodi sekunder atau antigen asing
dapat berinteraksi dengan antibodi bertaut enzim signal dan menimbulkan signal. Reaksi
antara enzim signal dan substrat berlangsung relatif cepat, sehingga pembacaan harus
dilakukan dengan cepat (pada perkembangannya, hal ini dapat diatasi dengan memberikan

larutan untuk menghentikan reaksi).

3. Beberapa kit diagnostic ELISA
Beberapa produk kit diagnostic telah diproduksi dan telah dipasarkan untuk
digunakan,.karena telah melewati uji klinis. Produk kit diagnostic ini didesain agar
penggunaanya mudah, praktis, akurat dan reaksinya cepat. Beberapa produk kit diagnostic
yang sudah diproduksi antara lain berikut ini.
a. Diagnostik penyakit Malaria
Pada deteksi parasit malaria digunakan metode DAS ELISA untuk mendeteksi protein
sirkumsporozoit. Protein sirkumsporozoit terdapat pada permukaan sel parasit pada fase
sporozoit dan merupakan protein dominan. Protein ini akan ditranslokasikan oleh sporozoit ke
dalam sitosol sel inang dan berperan mengenal protein oleh sel inang untuk pelekatannya.
Protein sirkumsporozoit ini bersifat imunogenik yaitu menginduksi sistem imun untuk

menghasilkan antibodi terhadap protein tersebut.
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Gambar 8. Kit diagnostic malaria
b. Kit Diagnostik penyakit Hepatitis
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Pemeriksaan imunoserologi untuk HBsAg umumnya dilakukan dengan metode ELISA
(Enzyme Linked Imunosorbent Assay), dan imunokromatografi. Metode ELISA merupakan
pemeriksaan HBsAg yang dijadikan standar baku namun masih jarang dilakukan di
laboratorium sederhana, hal ini disebabkan karena metode tersebut biayanya relatif mahal,
memerlukan peralatan khusus, rumit dan agak lama dibanding dengan metode

imunokromatografi.
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Gambar 9. Kit Diganostik Hepatitis

c. Kit Diagnostik penyakit HIV

Tes HIV adalah prosedur pemeriksaan yang dilakukan untuk mendeteksi infeksi HIV
pada tubuh pasien. Dengan terdeteksinya HIV, akan bermanfaat bagi dirinya sendiri untuk
terapi lebih intensif dan lebih berhati-hati agar tidak menyebarkan HIV kepada orang lain. Ada
dua metode dalam tes HIV, yaitu tes HIV yang memeriksa antibodi yang diproduksi oleh
sistem kekebalan tubuh sebagai reaksi terhadap infeksi HIV, dan tes HIV yang memeriksa
keberadaan virus tersebut dalam tubuh melalui uji protein virus HIV, sehingga lebih spesifik.
Tes HIV memiliki beberapa fungsi penting antara lain untuk mencegah penyebaran HIV,
mendeteksi infeksi HIV sejak dini, serta mendeteksi darah, produk darah, atau organ dari
pendonor sebelum diberikan kepada pasien lain. Deteksi sejak dini sangat diharpakan dapat

melakukan pengobatan menjadi lebih cepat, serta risiko penularan virus dapat diturunkan.
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Gambar 10. Pemeriksaan sampel pasien HIV/AIDS

d. Tes Diagnosisi penyakit Toxoplasma

Toxoplasma gondii menyebabkan penyakit toksoplasmosis pada manusia. Parasit ini
merupakan patogen yang berbahaya selama masa hamil dan pada periode perinatal. Pada
wanita hamil yang mendapat infeksi primer dapat terjadi abortus, kelahiran mati atau bayi
dilahirkan dengan toksoplasmosis kongenital, yaitu lahir cacat seperti hidrosefalus, retardasi
mental dan motorik, kebutaan serta ketulian.

Akhir-akhir ini parasit tersebut ditemukan sebagai salah satu penyebab penyakit
susunan saraf pusat pada penderita AIDS. Prevalensi zat anti T. gondii di Indonesia berkisar
antara 2-63%. Kelainan kongenital karena T. gondii telah dilaporkan sejak tahun 1976 di
Indonesia, dan dari 99 bayi dengan kelainan kongenital ternyata 18,2% menderita
toksoplasmosis kongenital. Laporan tentang toksoplasmosis kongenital ini menunjukkan
pentingnya infeksi ini.

Karena toksoplasmosis pads orang dewasa pada umumnya tanpa gejala Klinis,
sedangkan pada bayi gejala klinisnya beraneka ragam. Oleh karena itu untuk diagnosis
toksoplasmosis perlu pemeriksaan laboratorium. Deteksi antibodi secara serologi dapat
menentukan adanya infeksi akut atau kronis. Deteksi positif titer zat anti IgG dan IgM atau
meningkat pada wanita hamil kurang dari 2 bulan menunjukkan adanya infeksi primer.
Dampaknya adalah risiko janin terinfeksi sehingga pengobatan profilaktis dapat segera
dimulai. Bila ditemukan IgM pada neonatus, diagnosis toksoplasmosis kongenital dan
pengobatan harus segera dimulai. Analisis immunoblotting diharapkan menjadi suatu tes

diagnostik yang lebih spesifik dan akurat.
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Deteksi diagnosis toksoplasmosis dilakukan dengan uji IgM dan IgG secara spesifik
dengan teskit ELISA. Tingginya harga tes kit serta persediaan kit yang masih import, maka
dilakukan uji ELISA buatan sendiri. Diharapkan biaya uji ELISA menjadi lebih murah, sehingga
kasus toksoplasmosis kongenital dan kasus wanita hamil yang mungkin terinfeksi dapat
dibuat diagnosisnya dan dapat dipertimbangkan pengobatannya.

Walaupun hasil tes diagnostik yang dikembangkan mungkin tidak sama
sensitivitasnya dengan tes kit buatan luar negeri yang dianggap sebagai standard, namun
diharapkan akan diperoleh sensitivitas sekitar 85-90%. Pada tahun pertama dari penelitian
selama 3 tahun dikembangkan uji ELISA dengan antigen buatan sendiri untuk mendeteksi
zat anti IgG. Antigen T. gondii dibuat di Bagian Parasitologi FKUI dengan membiakan T. gondii
strain RH pada mencit albino. Dilakukan pengumpulan takizoit T. gondii, memecahkan takizoit
T. gondii dengan ultrasonifikasi, memisahkan serpihan sel dengan sentrifuse dan menentukan
kadar protein supernatan.

Konsentrasi antigen, serum dan konjugat yang akan digunakan ditentukan dulu
dengan "checkerboard titration". Batas OD positif ditentukan dengan memeriksa sejumlah
serum dengan titer IgG negatif terhadap Toxoplasma pada uji ELISA Toxonostika (nama
produk test diagnostika uji ELISA dengan antigen buatan peneliti Indonesia). DD serum
positif untuk serum kontrol ditentukan dengan menggunakan 10 serum dengan titer 1gG
terhadap Taxoplasma 1:3200 pada uji ELISA Toxonostika. OD masing-masing serum
ditentukan dengan uji ELISA lokal dan digunakan untuk koreksi variasi pada setiap

pemeriksaan.
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Gambar 11. Kit diagnostic toxoplasma
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e. Test diagnostik Kehamilan

Pada hari kesepuluh setelah sel telur dibuahi oleh sperma pada saluran Tuba fallopi,
sel telur akan bergerak menuju Rahim dan melekat pada dinding Rahim tersebut. Sejak saat
itulah plasenta akan mengalami perkembangan dan hCG mulai diproduksi. Human Chorionic
gonadotropin (hCG) pada dasarnya merupakan hormone glikoprotein yang diproduksi oleh
sel normal trofoblat pada plasenta selama kehamilan yang dapat ditemukan dalam darah dan
air seni.

Hormon hCG terdiri dari 2 subunit polipeptida yang terikat secara nonkovalen dengan
berat molekul total 39 kD. Subunit rantai identic dengan subunit rantai dari hLH (human
Luteinizing Hormone), hFSH (human Follicle Stimulating Hormone) dan hTSH (human
Thyreoidea Stimulating Hormone). Subunit bertanggung jawab pada efek hormonal molekul
hCG. Pengukuran hCG yang sempurna dan keberadaan subunit memberi hasil yang sama
pada darah dan urin, tapi tidak pada subunit . Produksi hormone hCG akan bertambah banyak
selama trimester pertama, dimana level hCG yang sempurna mempunyai rentang dari 20000
mIU/ml sampai 50000 mIU/ml (1 ng = 15 miU).

Keberadaan hCG sudah dapat dideteksi dalam darah sejak hari pertama
keterlambatan haid, yaitu kira-kira hari keenam sejak pelekatan janin pada dinding Rahim.
Kadar hormone tersebut akan terus-menerus bertambah hingga minggu ke 14-16 kehamilan,
terhitung sejak hari terakhir menstruasi. Sebagian besar ibu hamil akan mengalami
penambahan kadar hormone hCG sebanyak dua kali lipat setiap 3 hari.

Peningkatan kadar hormone ini biasanya ditandai dengan mual dan pusing yang
sering dialami oleh para ibu hamil. Selanjutnya kadar hCG akan menurun terus secara
perlahan, dan hamper mencapai kadar normal beberapa saat setelah persalinan. Pengetesan
dapat dilakukan pada saat wanita mengalami keterlambatan siklus haid atau kira-kira 7 hari
setalah berhubungan.Sampel yang sigunakan pada umumnya adalah urin. Biasanya
dianjurkan menggunkan air seni yang keluar pertama kali setelah bangun pagi, karena pada
saat tersebut konsentrasi hormone hCG relatif tinggi. Sebenarnya uji darah pada tes
kehamilan yang dilakukan di laboratorium juga memiliki prinsip kerja yang relatif sama, yait
mendekati kadar hCG. Namun, tes darah mempunyai kelebihan berupa kemampuan untuk

mendeteksi usia janin bertumbuh di dalam Rahim seorang ibu.
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Gambar 12. Perkiraan Kadar hCG dalam Darah Kehamilan Trimester kedua

Perempuan yang tidak hamil dan laki-laki | <Urang dar S UL
(international units per liter)
24-28 hari setelah haid terakhir 5-100 IU/L
4-5 minggu (1 bulan) setelah haid terakhir 50-500 IU/L
Ibu hamil: | 5-6 minggu setelah haid terakhir 100-10.000 I1U/L
14-16 minggu (4 bulan) setelah haid
terakhir 12.000-270.000 1U/L
kehamilan trimester ketiga 1.000-50.000 1U/L
Perempuan pasca menopause Kurang dari 10 IU/L

Keuntungan test kehamilan dengan menggunakan uji kadar hormone hCG antara lain,
analisa yang hemat dan efektif dengan kualitas tinggi dan harganya memadai. Keuntungan
lainnya adalah efisien dan fleksibel: sampel yang berbeda dapat dianalisa secara stimulant

dengan jumlah cekungan uji yang fleksibel. Test diagnostic kehamilan ini spesifik pada
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sepasang antibody mempunyai selektivitas tinggi secara spesifik berikatan dengan -hCG
serta prosedur yang sederhana.

Dalam pengaplikasian teknik ELISA, serum hCG selain dapat digunakan sebagai test
kehamilan untuk mengetahui keberadaan janin dalam Rahim, juga dapat digunakan untuk
berbagai uji kehamilan lainnya, antara lain untuk prediksi kehamilan yang multiple/ lebih dari
1, diagnosis kehamilan yang abnormal, penentuan fase kehamilan/ masa kehamilan,
diagnosis diferensial pada infertilitas/ ketidaksuburan pada wanita atau pria, serta invertigasi
lanjut setelah terapi untuk tumor trofoblastik.

Alat tes hCG yang menggunakan teknik ELISA tersedia dalam 2 bentuk di pasaran,
yaitu berupa alat yang digunakan dengan cara memaparkannya pada aliran urin saat pertama
berkemih di pagi hari selama beberapa saat dan tetes serum pada mikrotiter. Jenis diagnostic
yang pertama sangat umum digunakan, karena dijual bebas di apotek, dan penggunaannya
mudah. Cara kerjanya adalah pada saat alat tes mulai bekerja, akan muncul garis pada jedela
berbentuk lingkaran (Jendela control). Garis tersebut merupakan garis konttrol yang
menunjukkan bahwa tes bekerja secara benar. Jendela berbentuk persegi akan menunjukkan
hasil tes. Apabila garis muncul pada jendela berbentuk persegi (jendela hasil) maka alat tes
telah mendeteksi adanya hormone hCG dan mununjukkan adanya kehamilan. Hasil negative
menunjukkan adanya satu garis pada jendela kontrol (berbentuk lingkaran) menandakan
bahwa anda tidak hamil dan tes telah dilakukan dengan benar. Hasil positif akan menunjukkan
2 garis pada jendela control (berbentuk lingkaran) dan jendela hasil (berbentuk persegi)
menandakan anda hamil. Hasil tidak valid akan terjadi jika garis pada jendela control tidak
muncul berarti tes tidak dilakukan dengan benar.

Metoda tes diagnostic kehamilan dengan cara membubuhi beberapa tetes serum pada
mikrotiter biasannya dilakukan di laboratorium. Test ini mengandalkan antibody -hCG yang
terimbolisasi pada media padat yang berikatan dengan -hCG yang bebas dari sampel
(urin)Antibodi kelinci anti- -hCG berkonjungsi dengan horseladish peroxidase (HRP) sebagai
larutan konjugasi antibody-enzim. Sampel tes dibiarkan untuk bereaksi simultan dengan
antibody, menghasilkan -hCG antara fase padat denga antibody-enzim. Setelah inkubasi,
cekungan dibilas untuk membilas antibody-enzim yang tidak terikat. Kemudian substrat HRP,
TMB, ditambahkan untuk menghasilkan warna biru. Perkembangan warna dihentikan dengan
penambahan stop solution yang akan mengubah warna kuning. Konsentrasi -hCG secara
langsung proporsional terhadap intensitas warna yang dihasilkan dan diukur absorbansinya

dengan spektrofotometer.
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