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ABSTRACT

Suwarso, Endang Tri Paterani, Budi Mulyono - Sensitivity of rapid test for detection of hepatms surface

antigen (HBsAg) in patients with hepatitis-B virus

A new rapid-test, sandwich immunochromatography assay technique has been recently introduced for the
routine, rapid, qualitative detection of the presence hepatitis-B surface antigen (HBsAg). To evaluate the
sensitivity of rapid test, we studied 39 sera positive. and one sera negative for HBsAg with conventional ELISA
method. The study found that the minimal detectable level of HBsAg with rapid test was 4.03 ng/ml (range
3,25-4,03 ng/ml), it was 8 times less sensitive than conventional ELISA method (4,03 vs 0,47 ng/ml). Many
factors such as “eddy diffusion” and structure of HBsAg, humidity, direct contact with sunlight and sera of
borderline-low level of HBsAg with conventional ELISA had a potency for lower sensitivity of rapid test;
conversely, technical factors such as adhesion, migration and viscosity of the samples do not.
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PENGANTAR

Infeksi hepatitis virus-B (HVB) merupakan
masalah kesehatan yang serius di dunia termasuk
Indonesia. Sampai tahun 1990 diduga terdmspat
300 juta pengidap HVB kronis, dan 50% dari
. pengidap tersebut meninggal lebih awal akibat
" kronisitas atau hepatomal. Menurut  kriteria
WHO, Indonesia termasuk daerah dengan preva-
lensi infeksi sedang-tinggi, dengan angka pengi-
dap HBsAg berkisar antara 3-20%2.

Dengan meningkatnya upaya pencegahan un-
tuk kesehatan masyarakat, maka peran deteksi
HBsAg dalam arti klinis tidak hanya untuk
diagnosis dan pemantauan keberhasilan terapi
atau perjalanan penyakit, tapi juga untuk sarana
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penapis infeksi HVB pada donor darah, pada ibu
hamil dan pada individu yang akan diimunisasi
dengan vaksin HVB (pravaksinasi). Dengan de-
mikian tidak mustahil bahwa sarana laboratorium
untuk mendeteksi HBsAg banyak dikembangkan
oleh berbagai ahli dengan modifikasi teknik yang
komplek menjadi sederhana, dari yang dulu
hanya dapat dikerjakan di laboratorium besar

" sampai dapat dikerjakan di lapangan. Salah satu

usaha tersebut adalah dikembangkannya teknik
pemeriksaan HBsAg dengan kimia kering (dry
chemistry). Sarana ini sangat sederhana, cepat
dan dapat dikerjakan di lapangan, namun sebagai .
sarana penapis, dituntut memiliki sensitivitas

“tinggi schingga hasil-hasil n 3gatlf palsu dapat

ditekan seminimal mungkin’. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui besarnya sensitivitas
pereaksi rapid-test, sehingga besarnya nilai
negatif palsu dan antisipasinya dapat ditentukan.
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BAHAN DAN CARA

Bahan

Bahan pemeriksaan berupa 40 sampel serum
yang diperoleh dari penderita yang dikirim ke
Laboratorium Klinik RSUP Dr.Sardjito bagian
Imunologi. Terdiri dari 39 dan 1 sampel yang ma-
sing-masing diperiksa dengan mikro ELISA kon-
vensional (ME-Organon” Hepanostika Uni-
form-II) positif dan negatif HBsAg. Serum dida-
pat dari Januari-Maret 1996, dan disimpan dalam
freezer sampai dipergunakan.

Cara penetapan kadar HBsAg
Kadar HBsAg diperoleh dengan membanding-
kan rasio OD/CO serum sampel dengan OD se-
rum standar. Di sini digunakan serum standar
PPMP-DSPK (Program Pemantapan Mutu Pro-
- fesi Dokter Spesialis Patologi Klinik), yang kadar
HBsAgnya masing-masing untuk serum standar
HBsAg(+), HBsAg(x) dan HBsAg(-) telah
diketahui 1,55, 0,55, dan 0,13 ng/ml. Karena
pemakaian alat ukur yang berbeda, maka kadar
HBsAg sampel serum penderita HBsAg positif
dan negatif dengan ELISA konvensional (ME-
OrganonR Hepanostika Uniform-II) diperoleh
melalui tiga tahap cara. '
Pertama membuat kurve atau garis konversi
kadar sampel serum standar PPMP-DSPK keda-
lam OD-IMx serum standar (ODstd-IMx). Se-
lanjutnya melalui tiga titikk OD berbagai kadar
(OD-IMx pada kadar 1,55, pada kadar 0,55 dan
pada kadar 0,13 ng/ml) ditemukan persamaan
garis linear dengan sumbu-Y sebagai sumbu
ODstd-IMx dan sumbu-X sebagai kadarnya.
Kedua membuat kurve atau garis konversi
OD-IMx sampel serum penderita (ODs-IMx)
yan%\ dengan ELISA konvensional (ME-Orga-
non Hepanostika Uniform-II) diketahui HBsAg
positif kedalam kadarnya. Dengan mengkonver-
sikan ODs-IMx pada berbagai pengenceran (25x,
50x, dan 200x) ke dalam ODstd-IMx, dan dengan
~ memasukkan nilai-nilai ini pada persamaan garis
yang ditemukan pada tahap-I tersebut di atas,
maka kadar HBsAg pada setiap ODs-IMx dapat
diketahui. Persamaan garis konversi ODs-IMx ke
kadar HBsAgnya dibuat melalui nilai-nilai
ODs-IMx dalam tiga pengenceran tsb.
Ketiga mengkonversi rasio OD/CO ELISA
konvensional (ME_—OrganonR Hepanostika Uni-
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form-1I) ke dalam ODs-IMx, seterusnya dengan
memasukkan nilai ODs-IMx ke dalam persamaan
garis tahap-II tersebut di atas, maka kadar HBsAg
pada setiap nilai rasio OD/CO ELISA konven-
sional dapat ditentukan. Dan persamaan garisnya
dapat dibuat melalui tiga nilai rasio OD/OC pada
pengenceran 25x, 50x, dan 200x.

Cara konversi

1. Pembuatan kurva konversi kadar HBsAg
serum standar PPMP-DSPK ke dalam nilai
serapan (ODstd-IMx).

Serum standar dengan kadar HBsAg 1,55
(HBsAg(+)), 0,55 (HBsAg()), dan 0,13 ng/ml
(HBsAg(+)) diukur serapannya (ODstd-IMx)
dengan alat automatic-IMx. ODstd-IMx dari
kadar-kadar ini kemudian diplotkan ke dalam
kertas grafik sehingga ditemukan persamaan garis
linear dengan sumbu-Y sebagai nilai ODstd-IMx,
dan sumbu-X sebagai kadarnya (TABEL 1,
GAMBAR 1).

2.  Pembuatan kurve konversi OD-IMx serum
penderita (ODs-IMx) yang dengan ELISA
konvensional (ME—OrganonR—Hepanostika
Uniform-II) diketahui HBsAg positif ke da-
lam kadarnya.

Satu sampel serum penderita yang dengan
ELISA  konvensional (ME-Organo_nR-Hepa-
nostika Uniform-II) diketahui HBsAg positif
diencerkan dengan buffer MxR sebanyak 25x,
50x, dan 200x, dan dengan automatic-IMx diukur
ODs-IMxnya. ODs-IMx dikonversi ke ODstd-
IMx, dan dengan menggunakan persamaan garis .
tersebut di No.1, maka kadar-kadar HBsAg pada
masing-masing ODs-IMx ketiga pengenceran tsb
ditentukan. Persamaan garis linearnya dibuat
melalui tiga titik nilai ODs-IMx pada ketiga
pengenceran tsb (TABEL 2, GAMBAR 2).

3. Pembuatan kurve konversi rasio OD/CO
serum penderita HBsAg positif dengan
ELISA konvensional (ME—OrganonR—Hepa-
nostika Uniform-I) ke dalam kadarnya.

Satu sampel serum penderita seperti di no-
mor 2 tersebut di atas diencerkan tapi dengan
buffer OrganonR Teknika sebanyak 25x, 50x dan
200x, dan resapannya (Ratio OD/CQO) ditentukan
dengan spekirofotometer dari OrganonR. Rasio
OD/CO dikonversi ke ODs-IMx, dan dengan
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menggunakan persamaan garis tersebut di No.2
kadar-kadar HBsAg pada masing-masing Rasio
OD/CO dari ketiga pengenceran tersebut diten-
tukan. Persamaan garis konversi linearnya dibuat
melalui tiga titik rasio OD/CO dari ketiga
pengenceran (TABEL 3, GAMBAR 3).

Pemeriksaan

Secara sandwich immunochromatography
adanya HBsAg pada serum penderita yang telah
diencerkan akan berdifusi melalui bantalan
pereaksi hingga mencapai zone reaksi pada jen-
dela pembacaan hasil (jendela-B) dan jendela
pembacaan kontrol (jendela-C). Pada zone reaksi
HBsAg serum penderita akan bereaksi secara
sandwich dengan antibodi spesifiknya (antibodi
mono dan poliklonal) membentuk komplek AgAb
yang warnanya merah muda dan dapat diamati di
jendela pembacaan hasil (jendela-B).

Singkatnya serum penderita diencerkan de-
ngan NaCl 0,9% sampai batas pengenceran ter-
tinggi (batas pengenceran yang masih memberi
hasil tes positif). Teteskan 7 tetes (6-8 tetes)
serum ke jendela sampel (jendela-A), inkubasi 15
menit (10-20 menit), amati reaksi warma yang
timbul pada jendela reaksi (B) dan kontrol (C).

Hasil dikatakan :

Positif (+), jika pada jendela-B dan C timbul garis
merah muda

Positif kuat (++), jika intensitas warna merah
jendela-B>C '

Indeterminate (%), jika intensitas warna merah

" jendela-B<C
- Negatif (-), jika pada jendela-B tidak timbul garis

merah muda, dan pada jendela-C timbul.
Gagal, jika pada jendela-C tidak timbul garis me-
rah muda.

HASIL

1. Konversi kadar HBsAg serum standar
PPMP-DSPK ke dalam nilai serapan
(ODstd-IMx).

. Konversi kadar HBsAg serum standar PPMP-

DSPK ke dalam ODstd-IMx yang diukur dengan

alat automatic-IMx ditemukan 50,8; 18,3 dan 9,9
berturut-turut untuk serum standar dengan kadar
HBsAg 1,55 (HBsAg(+)), 0,55 (HBsAg(+)), dan
0,13 ng/ml (HBsAg(-)). Garis regresi linear yang
mengkorelasikan hubungan antara nilai serapan
(ODstd-IMx) dengan kadar HBsAgnya ditunjuk-
kan dengan persamaan Y= 29,47X + 4,42 dengan
r=0,9954 (TABEL 1, GAMBARI1)

TABEL 1. — Serapan (ODstd-IMx) serum standar PPM-
DSPK dalam berbagai kadar.

HBsAg Standard Kadar (ng/ml) OD (%)
Positif 1,55 50,8
Indeterminate 0,55 18,3
Negatif 0,13 9,9

2. Konversi OD-IMx serum penderita (ODs-
IMx) yang dengan ELISA konvensional
(ME-OrganonR-Hepanostika Uniform-II)
diketahui HBsAg positif ke dalam kadar.

ODs-IMx " serum HBsAg positif yang diukur
dengan automatic-IMx pada pengenceran 25x,

50x, dan 200x berturut-turut 98,6; 52,2, dan 22,6.

Dengan menggunakan persamaan garis Y=

29,47X + 4,42 konversi ODs-IMx ke dalam kadar

HBsAgnya ditemukan 3,2; 1,62; dan 0,62 ng/ml

berturut-turut untuk nilai ODs-IMx 98,6, 52,2 dan

22,6. Dan persamaan garis linear yang dibuat

melalui tiga tittk ODs-IMx dari ketiga pengen-

ceran tsb ditemukan Y = 29,45X + 4,40 dengan r

=0,9999 (TABEL 2, GAMBAR 2).

60

50+

’ 0 T T T
0 0.13 0.55 ’ 1.55

Kadar (ng/mi)

GAMBAR 1. - Konversi kadar serum standar PPM-DSPK
ke dalam serapan (ODstd-IMXx).



TABEL 2. — Serapan (ODs-IMx) dan kadar HBsAg serum
penderita HBsAg positif pada berbagai pengenceran.

Pengenceran ODs-IMx (%) Kadar (ng/ml)
T 25x 98,6 3,20
50x 52,2 1,62
200x 22,6 0,62
120 ]
100 1
80
€
a %07
(o]
40
20 ]
0 T T 1
0 0.62 1.62 3.20

Kadar (%)

GAMBAR 2. — Konversi serapan (ODs-IMx) serum pen-
derita HBsAg positif ke dalam kadarnya.

3. Konversi rasio OD/CO serum pende-
rita yang dengan ELISA konvensional
(ME-OrganonR-Hepanostika Uniform-II)
HBsAg positif ke dalam kadarnya.

Rasio OD/CO serum HBsAg positif pada
pengenceran 25x, 50x dan 200x yang dibaca
dengan spektrofotometer-OrganonR berturut turut
1,98; 1,81 dan 1,16. Karena ODs-IMx dari sam-
pel-sampel ini telah diketahui di nomor 2 tersebut
di atas, maka kadar HBsAgnya adalah identik
dengan di nomor 2 yakni 3,2; 1,62; dan 0,62
ng/ml berturut-turut untuk ratio 1,98 (identik
dengan ODs-IMx = 98,6), 1,81 (identik dengan
ODs-IMx = 52,2), dan 1,16 (identik dengan
ODs-IMx = 22,6). Persamaan garis linear yang
dibuat melalui tiga titik ratio OD/CO dari ketiga
pengenceran tsb ditemukan Y = 0,30X + 1,11
dengan r = 0,8983 (TABEL 3, GAMBAR 3).

- TABEL 3. — Rasio OD/CO, ODs-IMx, dan kadar HBsAg
serum penderita HBsAg positif pada berbagai pengenceran.

Pengenceran Rasio OD/CO  ODs-IMx (%) Kadar (ng/ml)
25x 1,98 98,6 3,20
Sox - 1,81 52,2 1,62
200x 1,16 22,6 0,62
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GAMBAR 3. — Konversi rasio OD/CO serum penderita
HBsAg positif ke dalam kadarnya.

Dengan mengkonversikan rasio OD/CO ke
dalam kadarnya (GAMBAR 3) ditemukan bahwa
kadar HBsAg dari 39 sampel serum yang dengan
ELISA konvensional (ME-OrganonR-Hépanos-
tika Uniform-II) positif bervariasi dari kadar
minimal 0,47 sampai tertinggi 28,40 ng/ml (16,82
+ 6,8 ng/ml), dan hasil konversi rasio OD/CO
dari satu sampel serum yang dengan ELISA kon-
vensional negatif ditemukan kadar HBsAgnya
0,17 ng/ml. Dengan demikian sensitivitas atau
kadar HBsAg minimal yang masih dapat di-
deteksi dengan ELISA konvensional yaitu antara
0,17-0,47 ng/ml (TABEL 4).

Dengan rapid test (Hepa—BR Rapid Test) kadar
HBsAg antara 0,17-0,97 ng/ml (3 sampel (7,7%))
terdeteksi sebagai hasil negatif, antara 2,40-3,25
ng/ml (28 sampel (71,8%)) terdeteksi sebagai
indeterminate (hasil t), kadar > 4,03 ng/ml (6
sampel (15,4%)) terdeteksi positif (hasil +), dan
kadar > 20,43 ng/ml (2 sampel (5,1%)) terdeteksi
sebagai positif kuat (hasil ++). Dengan demikian
sensitivitas atau kadar HBsAg minimal yang
nyata-nyata masih dapat terdeteksi dengan Rapid
test yaitu antara 3,25-4,03 ng/ml (TABEL 4).

Validitas rapid test memenuhi, sebab reaksi
warna muncul (merah muda) pada jendela-C dari
39 dan satu serum yang masing-masing HBsAg
positif dan negatif.

DISKUSI

Dengan ELISA konvensional (ME-OrganonR-
Hepanostika Uniform-II) ditemukan bahwa kadar
HBsAg dari 39 serum positif HBsAg bervariasi
dari terendah 0,47 ng/ml dan tertinggi 28,40



;
i
}

Suwarso et al. 1996 Sensitivitas rapid test untuk mendeteksi hepatitis surface antigen (HBsAg) padapenderita

hepatitis-8

ng/ml. Sedangkan serum dengan kadar HBsAg
0,17 ng/ml (serum negatif) dengan ELISA kon-
vensional tidak terdeteksi adanya HBsAg, dengan
demikian kadar HBsAg minimal yang masih
dapat dideteksi dengan ELISA konvensional ada-
lah 0,47 ng/ml (range 0,17-0,47 ng/ml). Hasil ini
sesuai dengan hasil yang didapat oleh pabrik
pembuat (0,45 ng/ml dalam Leaflet Organon-
Teknika 1994) (TABEL 4).

Sementara dengan rapid test (Hepa—BR Rapid
Test) ditemukan bahwa serum dengan kadar
HBsAg antara 0,17-0,97 ng/ml (tiga sampel
(7,7%)). terdeteksi sebagai hasil negatif, antara
2,40-3,25 ng/ml (28 sampel (71,8%)) terdeteksi

sebagai indeterminate (hasil 1), kadar > 4,03
ng/ml (enam sampel (15,4%)) terdeteksi positif
(hasil +), dan kadar > 20,43 ng/ml (dua sampel
(5,1%)) terdeteksi sebagai positif kuat (hasil ++).
Dengan demikian sensitivitas atau kadar HBsAg
minimal yang nyata-nyata masih dapat dideteksi
dengan rapid test adalah 4,03 ng/ml (range
3,25-4,03 ng/ml) (TABEL 4), mirip dengan hasil-
hasil yang ditemukan oleh "Veda-Lab" (2,0-3,5
ng/ml sebagai hasil indetermz'nate)4.
Dibandingkan dengan ELISA konvensional
hasil penelitian disini memperlihatkan bahwa
sensitivitas rapid tes + 8x lebih rendah daripada
sensitivitas ELISA konvensional (4,03 vs 0,47

TABEL 4. — Sensitivitas atau kadar minimal HBsAg yang masih dapat dideteksi oleh ELISA
konvensioanal dan rapid test.

ELISA Konvensional Kadar Rapid Test

No Sex ng/ml
OD/CO Hasil Pengenceran Kadar Hasil
1 L 1,16 - 0,17 - 0,17 -
2 P 1,25 + 0,47 - . 047 -
3 P 1,26 + 0,50 - 0,50 -
4 P 1,40 + 0,97 - . 0,97 -
5 P 2,32 + 4,03 - 4,03 +
6 L 3,11 + 6,67 - 6,67 +
7 P 342 + 7,70 - 7,70 +
8 P 436 + 10,83 - 10,83 +
-9 L 5,90 + 15,96 - 15,96 +
10 L 6,68 T4+ 18,56 - 18,56 +
11 L 7.24 + 20,43 - 20,43 ++
12 L 9,63 + 28,40 _— 28,40 ++
13 P 6,87 + 19,20 8x 2,40 ot
14 L 8,38 + 24,23 10x 2,42 +
15 P 8,54 + 24,76 10x 247 +
16 L 6,39 + 17,60 CTx 2,51 +
17 P 7,17 + 20,20 8x 2,52 +
18 L 6,57 + 18,20 7x 2,60 +
19 P 6,60 + 18,30 7x 2,61 +
" 20 P 6,62 + 18,36 7x 2,62 +
21 L 7,42 + 21,03 8x 2,63 +
22 L - 8,31 + 24,00 9x 2,66 +
23 L 8,32 + 24,03 9x 2,67 +
24 P 7,52 + 21,36 8x 2,67 +
25 L 6,72 + 18,70 Tx 2,67 +
26 P 6,73 + 18,73 7x 2,67 +
27 L 5,13 + 13,40 . 5x 2,68 +
28 L 5,14 + 13,43 5% 2,68 +
29 L 6,76 + 18,83 Tx 2,69 +
30 P 6,78 + 18,90 7x 2,70 +
31 L 6,80 + 18,96 7x 2,71 -
32 L 5,99 + 16,26 6x 2,1 +
33 P 6,87 + 19,20 7x 2,74 +
34 L 6,05 + 16,46 6x 2,74 +
35 L 7,78 + 22,23 8x 2,77 *
36 L 7.81 + 22,33 8x 2,79 +
37 P 7,07 + 19,86 Tx 2,83 +
38 L 7,09 + 19,93 Tx 2,85 +
39 P 7,13 + 20,07 Tx 2,87 +
40 L 5,01 + 13,00 4x 3,25 +
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ng/ml) (TABEL 4), mengkonfirmasikan hasil-
hasil serupa yang telah dipublikasi oleh peneliti-
peneliti terdahulu™®.

Perbedaan sensitivitas ini lebih mungkin
disebabkan karena perbedaan metode. Sebab sen-
sitivitas metode . TLC (thin layer chromato-
graphy) rapid test ketika digunakan untuk men-
deteksi molekul-molekul lain yang lebih seder-
hana dari pada HBsAg (asam amino) ada antara
100-500 ng/m17. Ketelitian atau presisinya juga
- moderat antara 5-10%, dan hanya dengan kon-
disi-kondisi tertentu di bawah kontrol yang ketat
dapat mencapai ketelitian 1-2%S.

Kemungkinan kegagalan migrasi sehubungan
tidak cocoknya diameter partike]l HBsAg dengan
diameter pori-pori kromatografi tampaknya dapat
diabaikan, sebab diameter HBsAg jauh lebih kecil
daripada diameter terkecil dari berbagai macam
kromatografi (22nm vs 5000-10.000 nm) 6,9
Faktor-faktor fisis lain seperti difusi, adhesi dan
viskositas serum sampel juga dapat diabaikan
__sebab validitas tes yang ditunjukkan dengan mun-
culnya eaksi “warmia” ‘merah muda pada jendela

,kontrol C .ada, pada seluruh sampel yang diuji

Namun demikian peran eddy
sariasi. struktur HBsAg (filamen
atau sfens) tldak dapat dikesampingkan, sebab
pada eddy diffusion partikel-partikel HBsAg
dengan struktur yang sama belum tentu memiliki
jalur migrasi dan faktor hambatan (retensi atau
obstruksi) yang sama. Demikian pula dengan
variasi struktur HBsAg di mana HBsAg dengan
struktur filamen jauh lebih besar daripada struktur
sferis (100-700 vs 22nm) sehingga pada masa
inkubasi yang telah ditentukan (10-20 menit)
tidak semua partikel HBsAg mencapai zone
reaksi-B>5”.

Faktor-faktor seperti  kelembaban, kontak
langsung dengan sinar matahari dan kadar
HBsAg dengan ELISA konvensional ada pada
kadar borderline-rendah juga merupakan faktor-
faktor yang mungkin ada kaitannya dengan
keterbatasan sensitivitas rapid test. Sebab rapid
test merupakan salah satu metode yang sangat
sensitif terhadap kondisi lingkungan dan mudah
rusak”.

Sehubungan sensitivitasnya yang terbatas,
maka dalam aplikasi klinisnya rapid test tidak
cocok digunakan sebagai sarana penapis terutama
pada donor darah/organ sukarela, sebab akan
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banyak memberikan hasil negatif palsu yang akan
sangat membahayakan bagi penerimanya. Seba-
liknya akan lebih cocok jika digunakan pada
penderita-penderita dengan hepatitis-akut yang
secara klinis mencolok atau pada individu-
individu yang aktivitas transammasenya (ALT,
AST) meningkat mencolok’.

KESIMPULAN

Kepekaan atau sensitivitas teknik baru rapid-
test, Sandwich Immunochromatography assay

- dapat mendeteksi kadar HBsAg minimal 4,03

ng/ml (range 3,25-4,04), + 8x lebih kecil daripada
sensitivitas ELISA konvensional. Oleh karena itu
test ini kurang cocok jika digunakan sebagai
sarana penapis adanya infeksi HVB, tetapi lebih
cocok untuk diagnosis terutama pada penderita-
penderita dengan kenaikan enzim transaminase
atau hepatitis menyolok secara klinis. Eddy dif-
fusion dan struktur HBsAg merupakan faktor-
faktor keterbatasan kepekaan rapid test yang
perlu diteliti lebih lanjut.
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