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SECARA KIMIA DENGAN GLUTARALDEHID
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ABSTRAK

IMOBILISASI ANTIBODI Ty PADA TABUNG POLIPROPILEN SECARA KIMIA
DENGAN GLUTARALDEHID. Pemisahan fraksi antigen bebas dari fraksi terikat merupa-
kan tahap yang penting dalam penentuan radioimmunoassay. Pengembangan teknik pemi-
sahan menggunakan antibodi fase padat, sangat disukai pemakai RIA karena memud.ahk.arf
pengerjaan di laboratorium sehingga terasa lebih praktis dan sederhana. Pada penelitian ini
dilakukan teknik pemisah fase padat dengan mengikat antibodi T4 secara kimia pada tabung
plastik polipropilen yangsebelumnya dilapisi glutaraldehid. Antibodi yang akan ditempelkan
terlebih dahulu dimurnikan secara kromatografi afinitas menggunakan protein-A-sepharosa.
Hasil percobaan menunjukkan bahwa kondisi pelapisan tabung optimal diperoleh dengan
menggunakan larutan glutaraldehid 2,5%, pH 9-9,6 yang diinkubasikan pada tabung selama
72 jam pada suhu 37°C. Kadar antibodi T4 yang digunakan 15 pg/ml diinkubasikan pada pH
8-8,56 selama 72 jam pada suhu 25°C. Untuk memperoleh daerah kerja yang diinginkan,
ditentukan volume pereaksi dan waktu inkubasi optimal. Data percobaan menunjukkan
bahwa disain penentuan dengan menambahkan 20 pl larutan baku T4, 300 pl T4 bertanda
1251 pada tabung yang telah dilapisi dengan antibodi dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu
25°C dapat memberikan hasil yang cukup baik pada daerah kerja 14-780 nmol/l. Evaluasi
lebih lanjut dari hasil kinerja penentuan menunjukkan bahwa RIA-T4 dengan metode tabung
berlapis sebanding dengan kit RIA-T4 cara magnetik produksi Amer- sham. Uji kestabilan
berdasarkan harga-harga ikatan maksimum dan ikatan non spesifik, menunjukkan hasil
yang masih cukup baik hingga lima bulan penyimpanan.

ABSTRACT

CHEMICAL IMMOBILIZATION OF T4 ANTIBODY ON POLYPROPYLENE TUBE
COATED WITH GLUTARALDEHYD. The separation of free and bound fractions of antigen
is an essential step in radicimmunoassay. Solid phase antibody techniques have gained
popularity among radicimmunoassay users ag they are considered practical and simple. In -
the present study solid phase separation was carried out by chemical immibilisation of T4
antibodies on polypropylene tubes previously control with glutaraldehyde. Prior to immobi-
lisation, the antibodies were purified using affinity chromatography with protein A-sepharose.
Optimum conditions for the coating of tubes were found using a 2.5% glutaraldehyde solution,
pH9-9.5, incubation at 37° for 72 hours. The T4 antibody concentration used was 15 pg/ml
incubated at pH 8-8.5 and 25°C for 72 hours. Optimum reagent volumes and incubation time
were determined to obtain the desired working range. An acceptable working range between
14-780 nmol/L was obtained by adding 20 ul of T4 standard solution and 300 pl of *“*I-labelled
T4 to antibody coated tubes and incubating for 24 hours at 25°C. Further evaluation showed
that T4 assay performance using coated tubes is comparable to that using magnetic separation
RIA kits from Amersham. Stability testing based on maximum and non spesific bindings
indicated that the kits are reasonably stable for 5 months.

PENDAHULUAN

Pemisahan fraksi antigen bebas dari fraksi  glikol atau etanol; perbedaan adsorpsi pada sua-

terikat merupakan tahap yang sangat penting
dan menentukan dalam radioimmunoassay.
Untuk pemisahan tersebut, dapat digunakan
berbagai metode, yang pada prinsipnya berda-
earkan atas perbedaan alat kimiawi atau immu-

nologis antara kedua bentuk antigen tadi. Tek-

nik pemisahan yang banyak dipakai selama ini,
antara lain menggunakan prinsip perbedaan
pelarutan, misalnya pengendapan fraksi terikat
setelah penambahan pelarut seperti polietilen-

tu bahan padat, misalnya karbon aktif; atau
dengan pengendapan antibodi kedua, yang ber-
asal dari spesies hewan yang berlainan dari
yang digunakan untuk memperoleh antibodi
pertama,

Teknik pemisahan dengan antibodi fase
padat, yang dikembangkan kemudian sangat
disukai pemakai rndioimmunoassay, karena
memudahkan dan menyederhanakan penger-
jaan di laboratorium sehingga dirasakan lebih
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ktis- Pada pemisahan memakai pereaksi
dat ini, antibodi diimobilisasikan pada
cuatu fase yang t.idnk larut dan pada waktu
melakukan analisis, sesudah selesai inkubasi,
endapan fase padat d_‘PlSﬂhkifn dari superna-
tannya. Kompleks antigen-antibodi akan terda-
t dalam endapan fase padat, sedangkan anti-
gen yang bebas akan tinggal dalam larutan
supematan.

Berbagai macam bahan padat tak larut

dapat digunakan sebagai matriks, misalnya ke-
ingan (immobilised bead), serbuk (microimmo-
bilised bead), atau tabung reaksi (coated tubes).

Pada teknik tabung berlapis, antibodi
diimobilisasikan pada dinding bagian dalam
tabung. Pada waktu pemisahan RIA, kompleks
antigen-antibodi akan tetap melekat pada din-
ding tabung, sedangkan fraksi antigen bebas-
nya tertinggal dalam supernatan. Dalam halini,
ada dua macam cara imobilisasi yang dapat
dilakukan, yakni secara fisika atau secara ki-
mia. Secara fisika, imobilisasi antibodi dapat
dilakukan melalui adsorpsi pada permukaan
sebelah dalam tabung, misalnya tabung poli-
stiren atau polipropilen. Untuk keperluan ad-
sorpsi ini, antibodi yang dipakai dapat berasal
dari serum atau immunoglobulin yang telah di-
isolasi.

Imobilisasi antibodi pada dinding tabung
dapat pula dilakukan secara kimiawi. Dalam
penelitian ini, imobilisasi kimiawi dilakukan de-
ngan bantuan glutaraldehid yang sebelumnya
telah dilekatkan pada dinding tabung sebelah
dalam serta mengalami polimerisasi. Gugus
amino dari antibodi selanjutnya akan berikatan
secara kovalen dengan gugus aldehid yang
masih bebas.

BAHAN DAN PERALATAN
Bahan

Bahan-bahan yang digunakan adalah anti-
bodi T, hasil penelitian terdahulu [1], protein-
A-s.epharosa (IAEA). Glutaraldehid, etanol-
amin, albumin serum sapi, glisin, dapar-Tris,
HCI, asam borat, NaOH, NaH,PO,, Na,HPO,,
K2HPO4’ Na,CO,, NaHCO,, larutan pH indika-
or universal dari E.Merk. Kit RIA T, cara
Magnetik dan cuplikan kontrol T, kadarre ndah,
Menengah, dan tinggi diperoleh dari BATAN/
tmemham.Sebagai pereaksi penunjangdiguna-
anlarutan dapar fosfat 0,05 M; pH 7,5; pH 8.0;

"utan dapar fosfat 0,1 M; pH 7.4; larutan da-
Par karbonat 0,05 M; pH 9,5. Larutan dapar
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borat 0,05 M, pH 9,6, larutan dapar Tris pH 8,0;
dan larutan dapar glisin-HCI pH 2,8.

Peralatan

Peralatan yang digunakan adalah penca-
cah sinar y (Mini assay tipe 6-20), alat pH meter
(Metrohm Herisau E 520), alat spektrofo-
tometer UV, alat komputer IBM/PC, program
disket dari WHO, alat inkubator. Tabung poli-
propilen buatan lokal dengan ukuran diameter
1 cm dan panjang 5 cm, tabung dialisis, pipet
eppendorf dengan ukuran 10 ul, 20 pl, 25 ul, 50ul
100pl, 5004, 1000p], dan alat suntikan plastik
berukuran 2,6 ml.

TATA KERJA

Pemurnian antiserum Ts dengan protein-A- sepha-
rosa

Pemurnian anti serum T, dilakukan
dengan menggunakan kolom protein-A- sepha-
rosa [2). Ke dalam suntikan plastik berukuran
2,6 ml dimasukkan 0,3 g protein-A-sepharosa
dan 2 ml larutan dapar fosfat 0,1 M, pH 7,4.
Campuran dikocok dan dibiarkan mengembang
selama 15 menit. Setelah mengembang ke da-
lam kolom dimasukkan 500 pl antiserum T,
yang telah dilarutkan dalam 1 ml dapar fosfat
0,1 M, pH 7,4. Agar seluruh y globulin terad-
sorpsi ke dalam kolom protein-A-sepharosa, ma-
ka larutan antiserum dikocok bersama dengan
seluruh isi kolom dan dibiarkan selama 30
menit. Kolom kemudian dielusi dengan dapar
fosfat 0,1M, pH 7,4. Eluat ditampung sebanyak
9 fraksi, masing-masing volumenya 2ml. Setiap
fraksi ditentukan resapannya dengan spektro-
fometer UV pada panjang gelombang 280 nm.
Setelah resapan menurun, kolom dicuci dengan
3 ml NaCL 0,9%. Desorpsi IgG-T, dari isi kolom
dila- kukan dengan mengelusi kolom kembali
dengan larutan dapar glisin-HCIl pH 2,8.
Sebanyak 6 fraksi a 2 ml eluat ditampung ke
dalam vial berisi 1 ml dapar Tris. Fraksi yang
mengandung IgG dapat ditentukan resapannya
dengan spektrometer UV pada panjang gelom-
bang 280 nm. Fraksi IgG dikumpulkan dan didi-
alisis dalam dapar borat pH 9,6 selama 24 jam
pada suhu 4°C, Kadar IgG yang diperoleh diten-

tukan sekali lagi resapannya dan dibandingkan
dengan baku IgG.

Imobilisasi antibodi Ty pada tabung polipropilen
Mula-mula ke dalam tabung polipropilen
dimasukkan 2 ml larutan glutaraldehid (2 5%)
Tabungyangberisi larutan glutaraldehid k:amu:
dianditutup dandiinkubasiselama 24 jam pada
suhu 37°C. Sisa larutan glutaraldehid didekan-
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Ko dalam tabung yang telah borsalut antj.
bodi dongan borbngai konsentrasi ditambahigy,
100p] serum hebns dan 300l T, bertanda 126p
Campuran diinkubasi selnmn 24 jam pada syhy
knmar. Supornatan didekantasi, dan fraks;
yang terikat pnda tabung kemudian dieacah do.
ngnn penenenh sinar alpha. Selanjutnyn, dibuat
grafik antara prosen ikatan terhadap konsep.
trnsi antibodi, dan dari grafik dapat ditentukan
konsentrasi antibodi yang memberikan 509,
perunut terikat.

taal, dan ke dalam tabung yang telah borsalut
plutaraldehid komudinn ditambahkan sejuminh
tertontu antibodi T, yang tolah dimurnikan,
Renksi dilalukan solomn 24 jam padn suhu
knmar, Larutan antibodi yang tidak borenlsi
didokantasi dan tabung dicuci 3 kali dengan
akuadea, Untuk melindungi sisn gugus aldohid
yang bebas, ko dalam tabung bersalut antibodi
tersebut ditambahkan larutan otanolamin
0,3%. Inkubasi dilakukan selamn 8 jam pada
suhu kamar, kemudian didekantasi dan tabung
dicuci kombali 3 kali dengan larutan dapar fos-
fat. Ponyimpanan dilakukan pada suhu 4°C,
Untuk memperoleh kondisi penompelan
antibodi yang optimal dilnkukan variasi perco-

bann sesuni dengan protokel percobaan yang
tertera dalam Thbel 1.

Penentuan daerah kerja dengan kepekaaan yang
diinginkan

Setelnh diperoleh konsentrasi penempelan
antibodi ynng optimal, selanjutnya dilakukan
optimasi terhadap daerah kerja dan kepekaan
analisis. Untuk maksud ini dilakukan penen-

Tabel 1. Protokol percobaan I (amobilisasi antibodi)

Glutaraldehid Antibodi Etanolamin
Kadar pH Waktu | temp. pH Waktu | temp. | Kadar pH Waktu
(%) larutan |inkubasi|inkubasi| lnrutan |inkubasi|inkubasi (%) larutan |inkubasi
(jnm) (jam) (jam) (jnm) (jam)
ktrl 9,6 24 37 8,56 24 25 0,6 8 18
2,6 ktr)? 24 37 8,5 24 25 0,6 8 18
2,6 9,5 ktrld 37 8,6 24 25 0,5 8 18
2,56 9,6 24 ktrld 8,6 24 25 0,5 8 18
2,5 9,6 24 37 ktr]® 24 25 0,5 8 18
2,6 9,6 24 37 8,5 ktrl® 25 0,5 8 18
2,6 9,6 24 a7 8,5 24 ktrl? 0,6 8 18
2,6 9,5 24 37 8,5 24 25 ktrl® 8 18
2,6 9,5 24 37 8,6 24 25 0,5 ktrl? 18
2,6 9.6 24 37 8,5 24 25 0,5 8 ktrl10
l ele Wiy
Kontrol” : 1, 2,25, 3,4 Kontrol® ; 4; 25; 37
ﬁon:mi: ! ":: 25 9'.‘5,‘-5;010= 1 Kontrol” ; 24; .:a; 72; 06
ontrol™ : 4, 25, 37, 0 . L 09 N ’ .
Kontrol! : 24;4 8;72; 60 Kontrol ; 0,1; 0.2; 0.3;0,4; 0,6

Kontrol? ; 7,76,6;,9

5.~ 8. .
Kontrol” ; 7. 8; 8,6, 9 Konn.olw 1 G 18; 24

Penentuan konsentrasi antibodi optimum pada

tabung bersalut

Mula-mula ke dalam suatu seri tabung
polipropilen yang telah dilapisi dengan glutar-
aldehid ditambahkan larutan antibod; dongan
konsentrasi 6,25; 12,5; 25; 50; dan 100 pg/ml
(antibodi dilarutkan dalam dapar fosfat 0,06 M
pli 8,6), dan dibiarkan selama 24 jom pada suhy
kamar. Pengerjnan selanjutnya dilakukan se.
suni dengan prosedur No. 2,

tuan volume poreaksi optimasi dan waktu serta
suhu inkubasi optimal. Percobaan dilakukan
sesuni dengan protokol percobaan 2 yang tertera
pnda Tabel 2. Dari seluruh hasil percobaan ke-
mudian dibuat grafik antara fraksi terikat ter-
hadap konsentrasi larutan baku T,dan grafik
profil presisi,

Pengujian kualitas

Pengujinn beberapa parameter pengends®
mutu internaldilaksanakan denganmeng®
valunsi nilaibesaran: ikatan non spesifik (NSB)

linn
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Tabel 2. Variasi percobaan untuk menentukan
daerah kerja yang optimal

mol. serum Waktu Suhu inkubasi
_Eibis T, (ul) |inkubasi (jam) °C)
Ktrl® 24 25
20 Ktrlb 25
20 24 ktrle

mmn;nn : y
Kontrol" : 10, 20, 25, 50pl; Kontrol® : 1, 3, 6, 24 jam;
Kontrol® : 35, 37°C

ikatan maksimum (Bo/T), konsentrasi yang
memberikan 50% B/Bo (Ed 50), dan koefisien
variasi antar penentuan (interassay) cuplikan
kontrol serta profil presisi. Sebagai pembanding
digunakan kit-RIA-T, cara magnetik produksi
BATAN/Amersham.
Uji kestabilan

Penentuan uji kestabilan dilakukan terha-
dap tabung yang telah dilapisi antibodi. Untuk
maksud ini tabung disimpan dalam keadaan
kering pada suhu 4°C. Kemudian ditentukan
besaran karakteristiknya berturut-turut
dengan selang waktu 15 hari.

HASILDAN PEMBAHASAN

Hasil pemurnian antiserum T, dengan
menggunakan kolom protein-A-sepharosa dida-
pat IgG- T, murni dengan kadar 0,655 mg/ml.

Hasil penentuan konsentrasi optimum
IgG-T, dapat dilihat pada Gambar 1, harga 50%
perunut terikat didapat pada konsentrasi anti-
bodi 15 pg/ml.
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|
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Gambar 1. Titer antibodi fasa padat

konsentrasi antibodi  (Ga/ml)

Tema: Meninghkatkan Peranan Teknologi Nuklir
Menyongsony Pembangunan Jangha Panjang Tahap Kedua

Untuk memperoleh kondisi imobilisasi
antibodi T, yang optimal dilakukan percobaan
denganberbagai variasi parameter terhadap pe-
nempelan glutaraldehid, antibodi, dan etanol-
amin. Dari hasil optimasi terhadap penempelan
glutaraldehid, terlihat bahwa larutan glutaral-
dehid dengan kadar 2,6-3% memberikan hasil
yang optimum. Data pada Tabel 2, menun-
jukkan bahwa glutaraldehid dengan kadar lebih
dari 2,5% tidak akan memberikan kenaikan
harga prosen ikatan yang berarti, sebaliknya
apabila konsentrasi glutaraldehid terlalu tinggi
akan mempertinggi nilai ikatan non spesifik.
Hal ini disebabkan karena semakin banyak gu-
gus aktif dari glutaraldehid yang tersisa, yang
dapat menghasilkan ikatan senyawa bertanda
nonspesifik pada tabung sehingga akan menim-
bulkan kesalahan misklasifikasi.

Hasil optimasi penempelan glutaraldehid
terhadap pH, waktu, dan suhu inkubasi dapat
dilihat pada Tabel 3. Kondisi optimum penem-
pelan glutraldehid diperoleh pada pH 9-9,5 dan
waktu inkubasi selama 72 jam pada suhu 37°C

Tabel 3. Hasil percobaan optimasi penempelan
glutaraldehid

Parameter Bo/T (%) NSB (%)
Kadar

glutaraldehid (%)
1 "] 19,8+ 2,4 2,9+ 0,4
2 40,0= 6,1 2,6= 0,3
2,5 46,1= 4,8 2,4= 0,3
3 46,7+ 4,3 | 3,0= 0,4
4 46,9+ 7,2 7,4=0,9

pH glutaraldehid
7 14,0= 1,9 2,0= 0,3
8 19,6+« 2,2 2,5= 0,4
9 45,3= 54 2,5= 0,3
9,5 46,1= 4,8 2,4= 0,3
10 25,9+ 3,1 2,4+ 0,2
11 21,1+ 2,7 2,6+ 0,3

Suhu inkubasi (°C)
4 19,5« 2,7 3,2=0,5
25 37.4= 2,7 2604
37 46,1= 4,8 2,4+0,3
50 27,32 4,2 22+04

Waktu inkubasi
24 13,2+ 2,4 2,9+ 0,4
48 21,7« 3,2 2,603
72 46,1+ 4,8 2,4+ 0,3
96 46,4+ 3,6 2,6+0,2
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memberikan nilai i
Hal ini menunjukkan bahwa pada kondisi ter-
sebut, glutaraldehid telah mengalami adsorbsi
dengan sempurna karena dengan menaikkan
suhu dan melanjutkan inkubasi hingga 96 jam
tidak mempertinggi nilai ikatan maksimum.
Hasil optimasi penempelan antibodi dapat
dilihat pada Tabel 4. Data menunjukkan bahwa

Tabel 4. Hasil optimasi penempelan antibodi
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katan maksimum tertinggi. Tabel 5. Hasil optimasi pe

nempelan etanolamjy,

Parameter NSB (%)
T ———

Kadar etanolamin

0 14622

0,1 9,3+0,9

0,2 48+05

0,3 2,4+0,3

0,4 25204

0,5 2,4+02

pH etanolamin

7 6,709

8 24+03

8,5 3,004

9 4,2 0,6

Waktu inkubasi (jam)

6 11,9+12

18 2,4=03

24 2,3=02

Parameter Bo/T (%) NSB (%)
pH penempelan
antibodi
7 21,3+31 | 82=04
8 38,9=+3,9 2,9+0,4
8,5 46,1 = 4,8 2,4=0,3
9 34,5+2,9 2,602
Suhu inkubasi
(°C)
4 36,6 + 4,2 2,6=0,4
25 46,1 = 3,8 2,4+0,3
37 24,8+ 3,2 3,0=0,4
Waktu inkubasi
(am)
24 17,827 3,4+0,5
48 30,3+36 | 3,0=+0,4
72 46,1 = 4,8 2,4+0,3
96 38,0=+4,1 2,5+0,2

kondisi optimum penempelan antibodi diper-
oleh pada pH 8-8,5 dan waktu inkubasi selama
72 jam pada suhu kamar (25°C). Pada kondisi
ini telah terbentuk ikatan peptida antara gugus
karboksil dari glutaraldehid dengan gugus
amina dari antibodi. Faktor waktu dan suhu
merupakan parameter yang perludiperhatikan,
sebab bila inkubasi dilakukan terlalu lama atau
pada suhu tinggi, akan mengakibatkan keru-
sakan antibodi sehingga akan memperendah
nilai ikatan maksimum.

Untuk melindungi sisa gugus aldehid reak-
tif yang tidak bereaksi dengan antibodi dilaku-
kan penempelan etanolamin. Tujuan percobaan
ini untuk menekan nilai ikatan non spesifik
serendah mungkin. Hasil optimasi penempelan
etanolamin dapat dilihat pada Tabel 5.

Pada 0% etanolamin didapat nilai NSB yang

tinggi, dan konsentrasi optimum diperoleh pa-

da 0,3% etanolamin, akan memberikan nilaj
NSB yang cukup rendah (2,4%). Hasil variasi
pH, waktu, dan suhu inkubasi menunjukkan
bahwa kondisi optimum penempelan etanol]-

amin diperoleh pada pH 8-8,5 selama 18 jam
pada suhu kamar (25°C).

Dengan menggunakan kondisi percobaan
di atas, telah diperoleh tabung bersalut yang
siap digunakan untuk penentuan.

Untuk memperoleh hasil penentuan dan
kepekaan analisis yang optimal dilakukan
optimasi terhadap volume pereaksi, waktu, dan
suhu inkubasi. Mula-mula dibuat kurva baku -
dan profil presisi dari berbagai variasi
konsentrasi antibodi. Dari kurva baku dan profil
presisi (Gambar 2) terlihat bahwa antibodi de-
ngan konsentrasi 15 ug/ml memberikan nilai
ikatan maksimum yang cukup tinggi (61,1%),
serta daerah kerja yang cukup lebar untuk
penentuan T, yaitu antara 13-850 nmol/l.

Hasil optimasi volume larutan baku dapat
dilihat pada Gambar 3. Pengamatan menunjuk-
kan bahwa penggunaan 20 pl larutan baku
memberikan hasil yang cukup peka pada dae-
rah kerja yang diinginkan, yaitu antara 12,5-
800 nmol/l.

Optimasi waktu, dan suhu inkubasi me-
nunjukkan bahwa inkubasi selama 24 jam pada
S}lhu kamar atau 2 jam pada suhu 37°C membe-
rikan hasil penentuan yang cukup memuaskan-
Waktu inkubasi 24 jam pada suhu kamar (25°C)
memberikan daerah kerja yang lebih lebar (14
780) nmol/l dibandingkan dengan waktu inku-
basi 2 jam pada suhu 37°C yang memberika®
daerah kerja (16-460) nmol/l. Jadi, bila diing"™
kan penentuan pada konsentrasi yang le¥'

181

Dipindai dengan CamScanner


https://digital-camscanner.onelink.me/P3GL/g26ffx3k

e Scnxi!lﬂl' Sains dan 'l':‘-'-‘nnfn):i Nuklir

dings s 0 o p
procs BATAN Bandung, 16 - 18 Februori 1003
ppN -

100

=0

10 [ o

10 50 100 2!:0

——» Konsentrasi (nmol/1)

(a)

10

° 10 so 100 250

~—— ¥Konksentrasi (nmol/1)

(®)

Eetersngap :
D=5 ugiml Ab; X = 10 pg/ml Ab; e =15 pg/ml Ab;
£=25 yg/ml Ab .

Gambar 2. Kurva baku (a) dan profil presisi (b)
untuk berbagai konsentrasi anti-

bodi

.tlnzsi, inkubasi sebaiknya dilakukan selama 24
%M pada suhu kamar (25°C). Hasil selengkap-
™a dzpat dilihat pada Tabel 6.
di]ihauuil Pengujian kinerja penentuan dapat
tpada Tabel 7. Data percobaan menunjuk-
m:: ahwa penggunaan kit-RIA tabung bersalut
i arber'ka“ nilaiikatan non spesifik (NSI?) ber-
(fén‘:mam (2,64 0,27)%, ikatan maksimum
50). (-:1(64’2 +1,7)%. Konsentrasi 50% _B/Bo (E(%
ber £ 2.2) nmol/l diperoleh dari 10 kali
“Huan. Penentuan cuplikan kontrol antar
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e :
= 10 pl larutan baku; = 20 ul larutan baku;

= 25 pl larutan baku; = 50 pl larutan baku;

Gambar 3. Kurva baku (a) dan profil presisi (b)
untuk berbagai volume larutan
baku.

assay memberikan hasil (48,1 £ 1,4) nmol/l un-
tuk cuplikan kontrol kadar rendah (90,3 + 2,9)
nmol/l untuk cuplikan kontrol kadar menengah
dan (170,5 + 4,7) nmol/l untuk cuplikan kontrol
kadar tinggi. Untuk kit RIA-T, cara magnetik
produksi BATAN/Amersham diperoleh nilaij
NSB: (4,3 + 1,1)%, Bo/I} (60,3 + 2,0)%, Ed 50:
(56,8 + 3,2) nmol/l, dan untuk cuplikan kontrol
memberikan nilai: (45,7 £ 2,8) nmol/, (94,6 +
3,56) nmoVI dan (179,8 + 8,5) nmol/l berturut-
turut untuk kadar rendah, menengah, dan
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Tabel 6. Hasil optimasi penentuan untuk mem-
peroleh kepekann analisis. yang dii-

nginkan
Parameter Bo/T Ed 50 Batas
(%) (nmol/ly | profil
presisi
nmol/l
Konsentrasi
antibodi (pg/1)
5 31,3 30 10-170
10 54,6 43 12,6-225
15 61,1 49 13-850
25 67,0 105 32-500
Volume larut-
an baku(ul)
10 69,3 58 13,5-600
20 66,9 51 12,5-800
25 53,6 43 11,0-380
50 30,4 35 15,0-260
Wiaktu inku-
basi pada
25°C(jam)
1 35,7 30 9,0-400
3 38,8 44 12,0-250
6 62,9 55 24,0-380
24 67,4 52,5 14,0-780
Waktu
inkubasi pada
37°C(jam)
1 45 43 13,5-550
2 59,4 55 16,0-460
3 54,9 81 39,0-440

Tabel 7. Hasil penentuan besaran karakteristik
Kit-RIA T, metode tabung bersalut

dan metode magnetik
Besaran Tabungber- | Cara magne-
karakteristik | salut (PPTN) | tik (BATAN/
Amersham)
NSB (%) 26+03 43=1,1

Bo/T (%) 64,2+ 1,7 60,3+ 2,0

Ed 50 (nmol/l) | 51,2+22 56,8+3,2

QC A (nmol/l) 48,114 45,7+ 28

QC B (nmol/l) 90,329 94,6 =+ 3,6

QC C (nmol/l) | 170,6 4,7 1798 = 4,7

IP (nmol/l) 15 - 2600 3,0 - 1400

Tema: Meninghathan Peranan Tfkﬂ-l"lngg’ Nubi-
Menyongsong Pembangunan Jangha Panjang Tahap K"il‘lr
&
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tinggi. Dari hasil pengujian kinerja Penentuap
dapat disimpulkan bahwa kedua kit tersebys
mempunyai persamaan karena tidak menyp,.
jukkan perbedaan yang nyata.

Hasil uji kestabilan menunjukkan bahwa
untuk jangka waktu 6 bulan, tabung bersalyg
tersebut masih cukup stabil. Data sele':ng]m}:,nya
dapat dilihat pada Tabel 8.

Tabel 8. Hasil uji kestabilan

Lama penyimpanan | NSB (%) | BofT () |

(bulan)

0 2,6 672

0,5 2,4 €8.2

1 2,9 58,1

1,5 2.2 579

2 2,7 61,4

2,5 2.8 54,8

3 2,9 493

5 3.1 51.4
KESIMPULAN

Dari hasil penelitian ini dapat disimpul-
kan:

1. Imobilisasi antibodi T4 secara kimia dapat
dilakukan pada dinding tabung plastik yang
sebelumnya telah dilapisi dengan glutaral-
dehid.

2. Kondisi pelapisan tabung yang optimal di- .
peroleh dengan menggunakan larutan glu-
taraldehid 2,5% pH 9-9,5 yang diinkubasi-
kan pada tabung selama 72 jam pada suhu
37°C, kadar antibodi T4 yang digunakan 15
pg/ml, diinkubasikan pada pH 8- 8,5 selama
72 jam pada suhu 25°C. .

3. Hasil pengujian kinerja penentuan membe-
rikan nilai NSB: (2,6 + 0,3)%, Bo/T: (642 %
1,71%, Ed 50: (51,1 + 2,2)nmol/l, penentuan
cuplikan kontrol antar assay memberikad
hasil (48,1 + 1,4) nmol/l, (90,3 + 2,9) nmol
(170,5 + 4,7) nmol/l berturut-turut untuk
kadar rendah, menengah, dan tinggi.

4. Hasil analisis yang diperoleh dengan mf’“’de
pemisahan tabung bersalut memenuhi pe”
syaratan untuk penentuan RIA-T4, dan b:“ln
dibandingkan dengan hasil analisis mene
gunakan kit komersial tidak .memberika?
perbedaan yang nyata. tuk

5. Uji kestabilan menunjukkan bahwa U“lun
penyimpanan selama lebih kurang 5 bu:
masih memberikan hasil yang cukup ey
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