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Pendahuluan

Timbulnya suatu penyakit
infeksi dipengaruhi oleh interaksi
antara daya tahan tubuh dan faktor
virulensi mikroorganisme. Infeksi
dapat disebabkan oleh bakteri,
virus, jamur, dan parasit. Patogen
ini bisa didapat dari lingkungan
atau mahluk hidup lain (eksogen)
maupun  dari  flora normal
(endogen). Spesimen diseleksi
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sesuai perjalanan penyakiinya,
sebelum penatalaksanaan dengan
bahan antimikroba. *

Diagnosis penyakit ditegak-
kan berdasarkan pemeriksaan fisik
dan penunjang, mulai dari sejarah
kesehatan, radiografik, dan data
laboratoris. Identifikasi mikro-
organisme penyebab dapat diten-
tukan sebelum pemberian anti-

arasites. The di%
£ASe Process, &

ntaechnigues such as 1

3 gs' d genetic pro
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mikroba yang dapat dilakukan
dengan berbagai cara, yaitu
dengan pemeriksaan mikroskopis,
penggunaan substrat karbohidrat,
aktivitas enzimatik, serodiagnosis
dan probe genetik. Prosedur
dengan tehnik imunohistokimia,
yaitu dengan pewarnaan
imunofluoresensi dan imunope-
roksidase saat ini mulai banyak

ifik penyakit infeksi.
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digunakan untuk mendeteksi agen
mikroba spesifik.'*

Tehnik  immunohistokimia
(IHK) adalah suatu metode yang
bertujuan untuk mengidentifikasi
sel-sel spesifik berdasarkan kom-
ponen antigenik atau produk
selulernya dengan reaksi kom-
pleks antigen-antibodi. Dengan
kata lain. imunohistokimia di-
gunakan sebagai dasar penegakan
diagnosis dan identifikasi tipe sel
berdasarkan detail sitomorfologi,
terutama sering digunakan pada
kasus-kasus tumor dan keganas
Dalam tehnik ini dapat dibefi;
tehnik  imunofluoresg
imunoenzim.”*

Pemahaman
dasar beberapa
saan imunologi 3
agar dapat
riksaan  yai

diagnosis,

nyakit, dat
vang dilz
khusus.'

dibedakan a
yaitu tehnik imunofl
tehnik imun

metode,
sensi dan
ehnik ini

merupakan salad angySaat.
ini banyak d w‘ ‘

mendeteksi  antige
penyakit infeksi.

Identifikasi mikrorganis
nyebab penyalkit

Metode laboratoris penting di-
gunakan  untuk  meneniukan
mikroorganisme spesifik penye-
bab penyakit. Prosedur ini dimulai
dari tanda dan gejala yang
tampak, pengambilan spesimen,
sampai identifikasi aktivitas in
vitro bahan antimikroba sesuai
mikroorganisme penyebabnya.
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1gen-antibodi awal. Test aglutinasi dengan partikel
apisi antibodi-antigen, untuk mendeteksi antigen spesimen

Tehnik Imunohistokimia dan
Prinsip Realksi Antigen-Antibodi

Pemeriksaan spesimen seca-
ra langsung ini dapat dengan cepat
mengindikasikan infeksi mikroba,

vaitu prosedur imunologi dan
tehnik  hibridisasi. Sensitivitas
suatu tehnik umumnya tergantung
pada jumlah dan morfologi khas
mikroorganisme secara mikros-
kopis, maupun kekhasan antibodi
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atau  probe  genetik  untuk
mikroorganisme penyebab. Imu-
nohistokimia dan antibodi fluo-
resensi pada potongan jaringan
beku merupakan test yang spe-
sifik, karena menggunakan reagen
spesifik virus (antibodi) yang
mendeteksi target khusus, yaitu
VIIus.

Sebelum dilakukan reaksi,
penting untuk melakukan fiksasi
dan persiapan yang tepat, guna
mengawetkan zat kimia dan
struktur  jaringan yang akag
dilihat. Dengan fiksasi 1y
kerangka protein akan di
Namun karena efek
protein  menyebabk;
besar enzim menjad
atau lepas. Q@
diperlukan fik]
untuk meli
Reaksi i
harus terlih
tidak larut.
atau  be
penyinara

Pengp anti-

gen-antibod gar ber-
bagai uji } ik. ber-
dasarkan i antigen
dengan a terjadi
hanya pada kondisi ntu, yaitu
1) antibodi h si dengan

antigen spesifi

jadi ikatan yan#
key fif), 2) antibodi_n
ikatan nonkovalen
spesifiknya (i

pada antigen lertentu, 4) Jumiah
yang seimbang pada daerah mul-
tivalen, 5) konsentrasi yang tepat
antara antigen-antibodi, 6) faktor
lingkungan yang sesuai.

Untuk mendeteksi antigen
mikroba secara imunologi, aglu-
inasi partikel lateks, koaglutinasi.
dan enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) merupakan tehnik
vang paling banvak digunakan.
Antibodi mengikat  antigen

Tabel 1. Berbagal uji untuk mendeteksi mikroorganisme pada berbagai

spesimen

TABLE 10-1 Rapid Tests Commonly Used ta Detect- Microorganisms in Spccimuna

Specimen Tast A'ppllc_nli'nn
8locd Giemsa Plasmodia, micrordane
EIA Hmﬂﬂﬂnand B virus, human
immunodediciency virus
Cerebrospinal fluid Gram stain Bactera
LA COA H sy Noitsor
India ink veet menn| ar LA Straplococcus pngumonine,
Lrypiococcus neclormans
Wound exudatos, p Gram sialn 'ﬁnchﬂa :
Respratory so Gram swin Bacteria
iehalist Slyin Mycobacteris, nocardiac
giic probo Legienella species, 51
5
Fungl

wet mount, tnchre
L LA, EI&

Y

.

Abbreviglign
agglutinatia

bstance

W T EIA. anzymo immun®

Fungi. Poeumocystis cacni
Respiratory syncytial vinig

teria

ia gonomhosae
a irachomatis, papitlomavitisses

alka-

ents

ine phosphatase

spesifik pada partikel lateks atau
pada protein A yang memproduksi
aglutinasi. Beberapa pendekatan
pada ELISA, yaitu dengan
menggu-nakan antigen - antibodi
spesifik yang terikat pada fase
solid (lateks metal atau plastic

/nies such as alka-

roplate s

Tubes or
tivity by

a scintillation

horescent

icroscobe
Measurement of
light (photon)
scattering by
[uminometer
Antigen Detection of dark-
embedded colored lines on the
strips strips visually

tray). Tehnik ini dilengkapi
dengan  penambahan  second
antigen-spesific antibody, pada
suatu enzim yang akan bereaksi
dengan substrat untuk mengha-
silkan suatu pewarnaan.
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Tabel 3. Perbandingan imnuofluoresensi dan imunoperoksidase

Imunofluoresensi

Imunoperoksidase

Mikroskop fluoresensi

FEvaluasi detail morfologi kurang
jelas

Spesimen tdk permanen (limited
storage)

Baik pd spesimen frozen section
tapi tdk w/ spesimen formalin
Sensitivitas relatif rendah

Mikroskop cahaya
Evaluasi detail morfologi jelas

Dapat untuk spesimen permanen
Spesimen frozen section / formalin

Sensitivitas : titer Ab 100-1000 kali
lebih besar

Fase Pelabelan Immunohssay

Pelabelan pada i
tidak hanya untuk
atau kuantifikasi antif
organisme dan antibo
dalam berbagai
namun juga d
mendeteksi b
cairan tubu ¢
enzim, obat,
lainnya. Mol¢c
digunakan
antibodi
laboratoriur gan
regio Fc hur globulin
(misalnya
human IgG

chlamydia
imunoasai
pelabelan
seperti contoh pada
ini, '

Tehnik Imunofluoresensi
~ Tujuan penggunaan tehni
ini adalah pengenalan antigen
dengan antibodi spesifik dan
visualisasinva ~ dengan  label,
contohnya fluorescin, rhodamin
atan  enzim yang direksikan
dengan substrat kromogenik.
Tehnik ini disebut juga Fluo-
rescence Immunoassay (FIA).
Ada dua macam cara, vaitu cara
langsung, yang digunakan untuk
menemukan antigen, imunoglo-
bulin atau komplemen, yang me-
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transim AT yang
direfleksikan Ke*spesimen, Dalam
transmisi  cahaya  mikroskop

fluoresensi, sinar pertama melalui
filter pembangkit yang secara
selektif memblok panjang ge-
lombang tertentu, Terutama efek-
tif untuk merangsang fluoresensi
pada spesimen yang diwarnai
dengan fluorokrom.

Pelabelan  dengan  fluoro-
krom dapat digunakan untuk men-

deteksi antigen dalam berbagai
preparat sel dan jaringan. Sel-sel
vang diperoleh melalui perusakan
mekanis spesimen jaringan atau
sel eksfoliatif, eksudat, aspirasi
biopsi, darah dan kultur sel
jaringan, dapat diwarnai (staining)
dengan imunofluoresensi. Sel-sel
tersebut  dipersiapkan  sebagai
Jresh-frozen  atau  potongan
jaringan  segar beku  yang
terfiksasi.

Imunofluoresensi langsung,
ccara mikroskopik relatif kurang
itif, sehingga sebagian besar

tBdalam  bentuk jaringan
(fresh-frozen) atau
P yang tidak difiksir
i diksatif crosslink

3 Kadang-kadang

dengan aseton,
gtanol  untuk
pi jaringan
patogen.
beku untuk
ir sama
an pada

fan  imuno-
aling ba-
ebih cepat
naan yang
asil reaksi
odi berlabel
dalam  suatu
ini  dicapai
peinaparan  substrat
uk se! atau potongan
e ochrom-labelled
Pengenalan antibodi-
spesifik akan membuat
iKatan JSluorochrome-labelled
antibody ke preparat pada tempat
antigen berada. Antibodi yang
tidak terikat dicuci dengan buffer
netral dan tempat ikatan antibodi
diidentifikasi dengan mikroskop
fluoresensi.””

Jenis  fluorokrom  vyang
banyak digunakan adalah fluo-
rescein dan rhodamin. Keduanya
dapat berikatan secara kovalen
dengan antibodi tanpa merusaka
aktivitas biologiknya. Fluorescein

dan sederha
tampak m ka
dari fluorok




mengabsorbsi  sinar biru dan
memancarkan sinar hijau, se-
dangkan rhodamin mengabsorbsi
sinar hijau dan memancarkan
sinar merah.

Tehnik imunofluoresensi
mempunyai kelebihan yaitu relatif
mudah  pengunaan reagennya
dengan prosedur kerja vang
simpel. Hanya tahap pencucian
dibutuhkan setelah  pelabelan
antibodi dan tidak membutuhkan
reagen seperti dalam prosedur
imunoenzim. Kekurangan tehnik
ini adalah membutubkan mi
kop khusus yang mah:
tidak bersifat perma
harus segar) d:
gambaran sitomig
jelas.

Tehnik I

Defi
adalah s
berdasar]
1). Ikats
spesilik
conjugaies

tibody
ntienzim

antibodi dengan
enzim h kompleks
enzim-an eseluruhan

tehnik ing an  secara
histologi visualisasi/
pelabelan sp

1 gAringan®da
untuk menget d@ ’
Imunoperoksidase :

suatu tehnik i
menggunakan peroksi
nya horseradish
(HRP) yang direaksikan
substrat spesifik ( H202),"ha
produknya ditambah  substrat
kromogen sehingga didapatkan
hasil  reaksi  oksidasi  yang
berwarna. Prinsip imunoperok-
sidase ini adalah antigen dalam sel
atau jaringan diidentifikasi dengan
antibodi spesifik dan kompleks
antigen-antibodi  dikenal oleh
label enzim (peroksidase).
Aktivitas enzimatik
menginduksi perubahan warna
yang tampak dalam substrat dan
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kromogen pada lokasi kompleks
antibodi-enzim diantara jaringan,
yaitu tempat reaksi antigen-
antibodi spesifik. Enzim HRP
adalah prototipe dari metode
imunoenzim, namun sistem enzim
lain seperti glucose oxidase dan
alkaline phosphatase juga sering
digunakan.  Banyak  sumber
komersil  yang  menawarkan
enzim-antibodi konjugasi yaitu
kromogen sal  bahan/ per-
engkap engandung
e OK 5@

il

cliputi

| diinkubasi
Irogen pk-
cn Wi n0-
untuky meng-

3 aksi 1gan
dapht | dilihat

Kelebihan ™p dur tidak lang-
sung ini adalah kemampuan
menggunakan satu preparat kon-
jugasi  enzim-antibodi  untuk
mengikat berbagai antibodi primer
dari spesies yang digunakan.>®

3. Tehnik Enzim-antienzim
Antibodi  primer  tidak

dilabel. sebagai gantinya antibodi

antienzim digunakan untuk mem-

bentuk jembatan antara antibodi
primer dan enzim. Tehnik ini
mencegah perlunya konjugasi
enzim pada antibodi, suatu
prosedur yang dapat mengurangi
aviditas pengikatan antigen dan
sering sulit dikerjakan. Pero-
xidase-antiperoxidase (PAP) dila-
porkan oleh Stemberger (1970),
mempunyai sensitivitas 100 sam-
pai 1000 kali lebih besar daipada
tehnik  konjugasi.  Kompleks
PAPadalah reagen tersier yang
terdiri dari kompleks antibodi
ang stabil melawan horseradish
dxidase (HRP) dan antigen
R tibodi primer berkem-
wan antigen manusia,
igen jaringan pada
Reagen sekunder
nf)  sebaliknya,
Atdsjembatan mole-
antibodi primer dan
i am kompleks
P dan antibodi
dazil spesies yang
en sekunder
spesies lain
spesifisitas

agen primer
s

menunjukkan
atan antara avidin
otin adalah suatu
dengan berat molekul
dapat berikatan
antibodi  primer
menghasilkan  konjugat
nylated yang bila ditambah-
Kan ke potongan jaringan, akan
menempatkan pada lokasi antigen
di jaringan tersebut. Avidin, suatu
glikoprotein putih telur, mem-
punyai 4 binding sites untuk
biotin. Oleh karena itu avidin di-
gunakan sebagai jembatan antara
komponen-komponen multilayer
dalam pewarnaan imunoenzim.
Secara kimia, avidin yang
berkonjugasi pada HRP akan
membuat ikatan kuat dari avidin
ke antibodi biotinylated, sehingga
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menempatkan peroksidase pada
tempat reaksi antigen-antibodi
dalam potongan jaringan. Metode
ini lebih cepat dan digunakan
- sebagai prosedur tidak langsung,
namun tidak sesensitif metode
PAP. 3,6

3. Immunogold Silver Staining
Tehnik ini banvak digunakan
untuk menghilangkan masalah
terhadap aktivitas endogenous
enzim. Visunalisasi perak yang
dipertinggi oleh emas melalui
epipolarisasi, akan meningkatks
sensitivitasnya. Beberapagika
pleks logam-besi dan w
protein seperti ferritin, d3
merkuri telah digunaks Al
penanda dalam T,
tokimia, karena
dalam mikroskop
terdeposit dals
imunogold-sil 2 :
tidak langsung
tinggi dima w

di serap ke f

Proses Fiks

Fiksasi
menentukan
staining yang
bahwa metode penat
jaringan seperti P
ding akan mengurai
antigen vang terg
imunohistokimia. A
gen permukaan sel dapat did
dalam jumlah yang kecil jari
segar beku. Antigen permukaa
limfosit biasanya labil dan
dibutuhkan patogen cryostat.
Availibitas jaringan yang cocok
untuk demonstrasi antigen adalah
dijamin hanya jika bagian dari
tiap  spesimen biopsi dalam
keadaan segar beku. Proses fiksasi
mempunyai  beberapa  tehnik

unci yang
imuno-
Ada bukti

ualita

berbeda, diantaranya 1) tehnik
Jreezing, 2) fiksasi dengan
formaldehid, dan 3) fiksasi

dengan microwave.
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Untuk prosedur pewarnaan,
pada beberapa tahap prosedur
imunoperoksidase dapat menim-
bulkan kesulitan atau kegagalan.
Sebagai contoh, kegagalan untuk
memblok aktivitas peroksidase
endogen dan  peroxidase-like
enzyme dapat menyebabkan hasil
vang false positif. terutama bila

menggunakan jaringan  segar
beku. Jaringan konektif dan
kolagen juga g mengalami

kegagalap arnaan

G 1 Sy,

uhu
besar

r gmelebihi
el wak

false nega posmf
I ' an
primer Spada 4 emetiukal
konsegtrasi a ng remgah,
unt lemin

. '1=mm|ﬂ 2 diuji.

untuk mendapat onstras pada
hasil cetak pada kenyataannya
tidak selalu  berhasil baik.
Diaminobenzidine adalah kromo-
gen yang paling banyak di-
gunakan untuk meningkatkan
kontras pada produk brown
reaction.

Hasil Sajian Imunostain

Melalui  identifikasi dan
lokalisasi antigen spesifik dalam
jaringan, imnuhistokimia meru-
pakan informasi yang bersifat
kualitatif. Kuantitasi imunostain
dibentuk  melalui  subjective
grading. Karena jumlah sel atau
struktur imunolabel juga penting,
imunohistokimia dapat digunakan
untuk mengevaluasi kepadatan
volume dari sel-sel yang
mengekspresikan antigen spesifik,
n dalam bentuk rata-rata.
gemi-kuantitatif imuno-
ingan dapat ditun-
hasil atau jumlah

Arnaan  dan  per-
} if atan struktur
ali8 ve  digunakan
konsentrasi
; antlgen

apal diguna-
kan antigen
selular?
Seti
peroksi
kontrol.
ngan nor
kan sejuml
leblh balk

imuno-

esar amntigen, atau
a jaringan
gjumlah kecil
yntrol ini dapat
ebagai standar
Sedangkan
T dibuat tanpa
ajian ini dibuat dari

fatan  antibodi  primer
dengan serum non-imun atau

antibodi yang tidak relevan
spesifitasnya.
Kesimpulan

Tehnik immunohistokimia

adalah suatu metode yang
bertujuan untuk mengidentifikasi
sel-sel  spesifik  berdasarkan
komponen antigenik atau produk
selulernya dengan reaksi kom-




pleks antigen-antibodi. Dengan
kata  lain,  imunohistokimia
digunakan scbagai dasar pene-
gakan diagnosis dan identifikasi
tipe sel berdasarkan  detail
sitomorfologi, terutama pada
kasus-kasus tumor dan keganasan.
Pada tehnik ini dapat digolongkan
dengan tehnik imunofluoresensi
dan imuno-enzim. Prinsip tehnik
imunofluo-resensi adalah
pengenalan  antigen  dengan
antibodi spesifik dan
visualisasinya  dengan  labg
contohnya fluorescin, rhod
atau enzim vang di
dengan  substrat
Sedangkan tehni
adalah suatu
berdasarkan
1). Ikatan enz
spesifik (e
gated), b
" antienzim,
antigen de

-
Y

-l

Tehnik imunohistokimia sebagai pendeteksi antigen spesifik penyakit infeksi

(peroksidase), yang akan meng-
hasilkan perubahan warna dengan
substrat dan kromogen spesifik.
Keseluruhan tehnik ini digunakan
secara histologi untuk visualisasi/
pelabelan spesimen jaringan dan
untuk mengetahui letak antigen.
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