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PENGARUH SHAKER PADA ELISA MAKRO DAN MIKRO
PADA PENENTUAN IMUNOGLOBULIN G YANG SPESIFIK
TERHADAP MIKCBAKTERIUM

Jusalk N, Indro H.
Lab. Patologi Klinik F.K., Unair Surasbaya.

PENDAHULUAN

Penentuan kadax IgG spesifik terhadap mikobakteri-
um telah diketahui dapat membantu menegakkan diagnosa pe
nyakit tuberkulosis (3),

Kardjito dengan cara Elisa mikro memperoleh hasil sensi-
tifites = 62 % den spesifisitas = 74 % (5).

Handojo I (4) telah menemukan uji PAP ( peroksidase anti
peroksidase ) untuk penentuan IgG spesifik.

Ternyata PAP merupakan sarana diagnostik yang terandal

( Sensitifitas = 98,3 % dam spesifisitas = 94,2 % ).

Chandler telah mengembangkan metoda Elisa yang le-
bih spesifik dan lebih cepst dengam "reflow" melelui pi-
pa kapiler untuk penentuan B-HCG (1).

Terbukti "reflow" ini dapat meningkatkan penangkapan an-
tigen oleh antibodi yang dilekatkan pada dinding dalam
tsbung kapilerx.

Psda metoda Elisa, dengan memakai "shaker" selama
masa inkubasi diharapkan depst meningkatkan kemungkinan
pertemuan emtara antigen dan antibodi sehingga dapat me-

ningkatkan sensitifitss dari tes Elisa terhadap Mikobak=

terium.
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Sebagai bahan dipakai serum dari kelompok normal dan
kelompok penderita tuberkulosis. Serum-serum ini dibagi du
a yaitu yang akan diperiksa dengan Elisa ( makro dan mi-
kro ) tanpa shaker selama inkubasi dan yang akan diperiksa

memakai "shaker" selama inkubasi.

Sebagai kelompok normal dipilih perawat dan dokter
yang bekerja pada BP4 Malang yang disaring melaluji uji PAP,
Sebagai kelompok penderita dipilih dari penderita baru
vang dewasa ( usia 15 tshun ) yang datang ke BP4 dengan
pemeriksaam mikroskopis dahak positif, biakan dahak posi=-

tif dan pemeriksaan radiologis foto toraks.

Serum yang didapat disimpan dalam aliquot kecil - ke
cil pada minus 20 derajat Celcius ( beku ) sampai pelaksa-

maan tes.

Penentuan kadar IgG dengam Elisa mikro dilakukan de-
ngan cara yang sama seperti Elisa mikro yang dilakukan o=
leh Handojo I dkk danm Kardjito dkk (5) dari cara Nassau
dan Grange (3).

Elisa makro dilakukan seperti Elisa mikro dengan beberapa
modifikasi yaitu dipakai tabung polistiren sebagai penggapn
ti "microtiter plate" dan volume reagens yang dipakai se-

banyak 3 kali dari yang dipakai Elisa mikro.

Cara pemeriksaan Elisa mikro ( Nassau dan Grange )

0,2 ml antigen kedalam "microtiter plate”.
b. Inkubasi dalam kotak lembab selama semalam pada suhu

4 C.

Dilakukan pencucian 3 kali dengam dapar PBS=tween dan

dikeringkam.

d. 0,2 ml serum penderita ditipiskan 1 : 500 dengan dapat

PBS-tween, dimasukkan masing-masing ke sumur,



e. "Mikrotiter plate" dimasukkan dalam kotak lembab sam=-
bil dilskukan pengocokan dengan "shaker" dengan kece-
patan 100 putaran per menit. Kemudian dilakukan pen=-
cucian dengan PBS-tween tiga kali seperti ad c.

f. Masukkan 0,2 ml konjugat yang dilapisi oleh HRPO ke-
dalam sumux.

g. Inkubasi selama semalam kemudian dilakukam pencucianm
seperti ad. e,

h. Taembahkan substrat ABTS sebanyak 0,2 ml ke dalam su=
mur dan inkubasi selama 1 jam.

i. Tambahkan larutan NaF 50 ul ke dalam sumur untuk meng
hentikan resksi. Warna dibaca pada panjang gelombang
410 nm dengan "Microtiter plate reader" dam Double

beam spectrophotometer.

HASIL PENELITIAN

Hasil penelitian pada Elisa mikro adalah sebagai berikut:

N __Non_Sheker_ ! _ _Shaker_ __ pair
Mean ! SD ' Mean ' SD t
Normal 36 0,068 0,025 0,030 0,179 * -9,91

Patologis 42 0,299 0,206 0,244 0,195 * -6,09
Total 78 0,193 0,191 0,146 0,179 * =9,01

* = p 0,001

Tampak adénya perbedaan nilai sbsorben tanpa "sha-

ker" dengan yang memakai "shakexr" ; baik pada kelompok

orang normal maupun penderita.
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Hasil pada Elisa makro adalah sebagai berikut :
N —=io8 Shakex o e ghaker . pair
Mean ! SD ! Mean ! SD t
Normal 37 0,306 0,138 0,244 0,134 * =3,556
Patologis 39 1,402 0,405 1,445 0,427 * 1,592
Total 76 0,868 0,629 0,860 0,682 **-0.456

* = p 0,001
** = p < 0,100

Dari deta di atas tampak bahwa pada kelompok nor-

mal terdapsat perbedéan yvang bermakna pada nilai absorben

tal tidak didapatkan perbedaan yang bermakna.

Bila diambil mean + 2 SD pada kelompok normal se-
bagai nilai cut-coff, meka didapatkan nilai cut off untuk
Elisa mikro tanpa "shaker" = 0,1174 sedangkan pada Eli-
sa mikro dengan "shaker" = 0,0695.

Untuk Elisa makro tanpa "shaker" didapatkan nilai cut-
off = 0,583 dan dengan "Shaker" = 0,513,

Dengan patokan ind untuk menentukan abnormalitas tes, m3
ke pada kelompok patologis didapatkan sensitifitas Elisa
mikro tanpa "shakexr" = 33/42 X 100 % = 78,59 % dan sen-
sitifitas Elisa mikro dengan shaker = 36/42 X 100 % =
85,71 %. Sensitifitas Elisa makro tanpa "shaker" =
38/39 X 100 % = 97,435 % dan sensitifitas Elisa wakro dg
ngan "shaker" = 38/39 X 100 % = 97,435 % .
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PEMBAHAS AN

Pada Elisa fase padat kecepatan penukaram antara fa
se cair dan fase padat sangat menurun ketika kadar anali;
menurun setelah kontsk dan ditangksp oleh fase padat.
Kecepatan penangkapan ini dibatasi oleh laju diffusi ang=-
lit di dalam tabung. Valkers dan Barton (6) berusaha me-~
niqgkatkan sensitifitas dengan memekatkan analit dengam
penangkapan antibodi yang dilekatkan pada membram nilon.
Ussha lain yang dilakukan oleh Chen (2) yaitu dengan mem-
berikan rangsangan ultrasonik selama inkubasi untuk mem-
percepat pengikatan pada fase padat.

Chandler (1) memakai modifikasi dengan "reflow" melalui
tabung kapiler. Keuntumgan memakai "ghaker" yaitu prese =
durnya sederhana dan tidak memerlukan alat yang cénggih.
Selain meningkatkan pertemuan antigen-antibodi kocaokan
ini dapat melepaskan perlekatan yang tidak spesifik pada
dinding tabung sehingga diharapkan dapat meningkatkan spe

sifisitas tes.

Dari hasil penelitian ini ternyata pengaruh "shakex"
lebih nyata pada Elisa mikro. Mungkin hal ini disebabkan
pada Elisa mikro volume sampel dan reagensnya masih texr=-
lalu sedikit untuk menghasilkan tes yang sensitifitasnya
tinggi. Telah diketahui bahwa besarnya volume sampel bex-
pengaruh pada sensitifitas tes.

Pada Elisa makro diperkirakan volume sampel dan reagens -
nya telah cukup memadai untuk memperoleh hasil tes vang

optimal karena jumlah antibodi yang dapat ditangkap tam=-
paknya lebih banyak.
Sayangnya pada penelitian ini belum sempat dicari

lama dan kecepatan "shaker" yang paling optimal.
Melihat adanya penurunan absorben pada tes dengan "shaker"

maka kemungkinan ada sejumlah ikatan antigen antibodi speg

sifik yang ikut terlepas.
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Mungkin dengan penggunaan "shaker" yang "intermittent"

dan pada waktu yang tidak terlalu lama dapat memper -

baiki memperoleh sensitifitas dan spesifisitas yang pa=-
ling optimal.

Bila prosedur "shaker" yang optimal sudah ditemukan, i~
ni dapat dijadikan pemeriksaam standar dan diinformasi-
kan pada laboratorium-lasboratorium yang melakukan <tes
Elisa ini agar diperoleh tes yang lebih sensitif
lebih spesifik,

dan .

KESIMPULAN:

Terdapat perbedaan absorben yang bermakna dengan
digunakannya "shaker" selama masa inkubasi.
Penurunan ini tampak lebih nyata pada Elisa mikro, di-
perkirakan "shaker" ini mengurangi terjadinya perleka =
tan antibodi langsung pada dinding tabung, sehingga
vang terjadi hanyalah ikatan yang spesifik saja.
Pada Elisa makro pengaruh "shaker" ini kurang begitu
nyata, mungkin volume reagems dan sampelnya sudsh cukup

optimal untuk menghasilkan detektibilitas yang tinggi.

Perlu penelitian lebih lanjut tentang kecepatan
dan lamanya "shaker" yang paling optimal dan dilakukan
pula penelitiam pada kelompok=kelompok penderita penya
kit bukesn tuberkulosis untuk menentukan spesifisitas

kliniknya.
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RINGKASAN

Untuk menilai pengaruh "shaker" pada Elisa fase pa
dat, telah dilakukan uji laboretorium terhadap 78 serum

terdiri dari 36 serum normal dan 42 serum patologis un-
tuk Elisa mikro dan 76 serum terdiri dari 37 serum nor -

mal dan 39 serum patologis untuk Elisa makro.

Serum normal diambil dari perawat sehat di BP4 Ma-
lang. Serxrum patologis diambil dari penderita tuberkulo-
sis paru. Konformasi diagnosa dilakukan dengan pemerik-

saan dahak, biakan dahak,

grafis yang positif,

uji PAP dan pemeriksaan radio=-

Pengaruh shaker tampak pada Elisa mikro berupa pe-
nurunan absorben, sedangkan pada Elisa makro tidak ada
perbedaan absorben yang bermakna. Penurunan absorben pa
da Elisa mikro berakibat menurunnya nilai "cut off" se-
hingga dipercleh sensitifitas tes yang lebih tinggi.
Sayangnya pada penelitian ini belum dicari kondisi "sha-
ker" yang paling optimal. Kami yakin bahwa penggunaan
"shaker" pada Elisa mikro dapat memperbaiki sensitifitas

dan spesifisitas tes.



SUMMARY

To determine the influence of shaker to macro and
micro Elisa we tested 78 sera consisted of 36 normal and
42 abnormal sera for micro Elisa and 76 sera consisted

of 37 normal and 39 abnormal sera for macro Elisa.

Normal sera were obtained from healthy nurse wor -
king at BP4 Malang and abnormal sera were collected from
patients suffering from pulmonary tuberculosis.

Diagnose was confirmed by positive bacteriologic exami -
nation of sputum, culture of sputum, PAP test and chest

radiography.

The effect of shaker as decreased absorbance was
prominent on micro Elisa, while there was no effect
shown on macxro Elisa.

The decreased absorbance on micro Elisa resulted in de-
creasing cut off value so we got higher sensitifity by
using shaker.

It is necessary to further continue this investigation

by search an optimum shaker condition.

We believe that use of shaker can make micro Elisa test

more sensitive and spesific.
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ABSTRACT

To determine the influence of shaker to macro and
micro Elisa we tested 78 sera consisted of 36 normal
and 42 abnormal sera for micro Elisa and 76 sera consis

ted of 37 normal and 39 abnormal sera for macro Elisa.

‘Normal sera were obtained from healthy nurse wor-
king at BP4 Melang and abnormal sera were collected
from patients suffering from pulmonary tuberculosis.
Diagnose was confirmes by positive bacteriologic exami-
nation of sputum, culture of sputum, PAP test and chest

radiography.

The effect of shaker as decreased absorbance was
prominent on micro Elisa, while there was no effect
shown on macro Elisa.

The decreased absorbance on micro Elisa resulted in de=—
creasing cut off value so we got higher sensitivity by
using shaker. ) .

It is necessary to further comtinue this investigatiocn
by search an optimum shaker condition,

We believe that use of shake? can make micro Elisa test

more sensitive and spesific.



ABSTRAK

Untuk menilai pengaruh "shaker" pada Elisa fase
padat, telah dilakukan uji laboratorium terhadap 78 se-
rum terdirxi dari 36 serum normal dan 42 serum patologis
untuk Elisa mikro dan 76 serum %terdiri dari 37 sexum

normal dan 39 serum patologis untuk Elisa makro.

Serum normal diembil dari peraswat sehat di BP4 Mg
lang. Serum patologis diambil dari penderita tuberku -
losis paru.

Konformasi diagnosa dilakukan dengan pemeriksaan dahak,
biakan dahak, uji PAP dan pemeriksaan radiografis yang

positif.

Pengaruh shaker tampak pada Elisa mikro berupa pg
nurunan absorben, sedangkan pada Elisa makro tidak ada
perbedaan absorben yang bermakna. Penurunan absorben pa
da Elisa mikro berakibat menurunnya nilai "cut off" se-
hingga diperoleh sensitifitas tes yang lebih tinggi.
Sayangnya pada penelitisn ini belum dicari kondisi
"shaker" yang paling optimal.

Kami yakin bahwa penggunaan "shaker" pada Eliss mikxro

dapat memperbaiki sensitifitas dan spesifisitas tes.
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