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ABSTRAK

STUDI TEKNIK DETEKSI ENZIM DAN RADIOISOTOF FADA IMMINGASSAY.
Suatu studi komperatif membandingkan sistem detsksi enz=im
dengan radioisotop pada immunoassay berdasarkan tinjauan pustaka.
Fembandingan terutama ditujukan terhadap prosedur perlakuan
pemipetan dan sistem reaksi imnologik. Sejumlah perlakusn
pemipetan dan deteksi dengan alat pencacah (spektrofotometer dan
gamma counter) merupakan sumber error eksperimental dan ervor
statistikal pencacahan. Erto—error ini  akan  mempengaruhi
ketelitian hasil tera. FPembandingan Jjumlah perlakuan pemipetan
pada EIA menunjukkan lebih banyak dari RIA, yaitu 9 : 4. Error
statistikal pencacahan pada EIA disebabkan oleh reaksi enzimatik

{perubahan warna) dan efisiensi spektrofotometer, sedang pada RIA |

hanya berasal dari efisiensi gamma counter. EBEerdasarkan evaluasi
immprecision proftile standar kurva T3 menunjukkan kesepadanan
antara teknik EIA dengan t=knik RIA, yaitit pada rentang
kon=entrasi 1,0 — 8,0 nmol/1 dewgan OV £ 10/. Konsentrasi minimum
yang dapat dideteksi, olsh IRMA  mewnjukkan lebih  kecil
dibandingkan dengan RIA. Ferbedaan ini  dissbabkan reaksi
immologik psda IRMA adalah non—kompetitif, sedangkan RIA adalah |
reaksi kompatitif.

ABSTRACT ]

THE STLDY OF TECHNIGES OF ENZYIME AND RADIOISOTUPE DETECTION
IN IMVINDASSAYS. The conparative shudy compared the system of
enzyme detection to the radioisotopes detection in immmoassay
according to the literatwres study. Especially the comparations
were concermed to the pipetting procedurses and the system of
immunologic reactions. The number of pipetting and measurements of
enzyme reaction and radicactivities using spectrophotometer or
gamma counter were the sowrces of noncomting statistics errors
(experimental errors) and conmting—statistics errors. Thos2 errors
vers able to influence the precisicn of assay producits. The number
of pipetting procedures in EIA wer= bigger comparing to the RIA,
2.i. 2 : &. The counting—statistics srrors in EIA were contributed
by the enzyme reactions (colowr reaction) and spectrophobtometer
efficiency, while the RIA caus=d by the gamma comitsr efficiency
only. In the evaluation of imprecision profile of T3 standard
curve showed the satisfactory precision of both assays at the T3
concentration between 1.0 — 8.0 nmol/l {ccefficients of variation
< 10 %). Th= minimun detectable doses of IRMA shosed smaller  than
RIA. Defferences of the minimum detectable doses of both IRMA and
RIA wer=2 basicslly defferent in the system of immunologic
reacticns, IRMA was noohcompetitive reaction and RIA wWas
compstitive reaction.
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FPENDAHULLIAN

Teknik iImnuoasssy sebagai metode analisis kuantitatif
in vitro untuk penteraan substansi biclogik konsentrasi  rendah
makin dikenal dan sangat berguma khususnya  dalam bidang
Endokrinologi juga telah meluas menunjang berbagai bidang biologi
lainnya. Pendetsksiannya juga telah berkembang dengan menggunakan
berbagai sistem seperti radioisotop, fluoresensi, aglutinasi,
presipitasi, dan enzimatik (1). Feranan radioisotop.flucressn dan
enzim adalah sebagal penanda atan tagging salah satu reagen
{(antigen atau antibodi) agar hasil imnuosssay dapat ditera secara
kuantitatif. Prinsip reaksi immunoasssy dengan berbegai  sistem
deteksi pada dasarmya adalah sama, yaibue reaksi immologik antara
Birder dengan L{igary, atau antara antibodi spesifik dengan
antigen menjadi ikatan komplek BlLL atau Ag.Ab (2). Perkembangan
MEQy lainnya ialah dalam sistaem cseparasi antara  ikatan
komplek dengan reagen bebas seperti dengan penambahan  karbon
aktif, double antibody (D.A), polyethylene glycol (FEB) atau
PEG + D.A, coating tubes atau partikel, dan magnetik—antibodi
{(2,4,5); sedang untuk peningkatan spesifisitas dan sensitivitas
digunakan antibodi moncklonal (5,6).

Dari perbedaan sistem deteksi, separasi dan senyawa bertanda
vang digunakan dalam Immooassay maka timbul berbagai nama
(akronim) seperti RIA (radioimmunoassay ) dan IRA

(immuroradiometric - assay), FIA (Flioroimnunosssay ), RLA
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(receptar—1 igard =53y ) viA (Viroimmunoassay)s EIA
(enzymeimmuncassay) atéu g.1sA (enzyme labbled immurasorbent
assay) dan tambahan nama yang menun jukkan ciri khas sistem
separasinya seperti C-AC (coat—A—count) dan MATA atau MAIACLONE
(magnetic jmmruaﬁ-:ay—nurx:nclonal antibagy), dan kadang—kadang
dirangkaikan pula dengan nama pabrik (contoh AMERLEX — produksi
Amersham) -

Dengan berbagal nama produk  Lmmunoass3y yang ditawarkan dan
dengan promosi kamggulan—ka.u'\ggularmya sering berdampak
menimbulkan keraguan dan polemnik di antara para pemakal
immunoassay dan tidak jarang pula perpindahan dari laboratorium
yang telah dirancang untuk metode immuncassay tortentu beralih ke
metode immunoassay Yang lain yang dianggap lebih unggul. Dalam
veadaan seperti ini sudah pasti akan menimbulkan kerugian bagi
laborai;.oriun penyelenggara Immmoroass]Y tersebut  karena dengan
metode  “baru®  yang menjadi  pilihannya berakibat perombakan
rancangan 1aboratorium, penggantian alat—alat deteksi  yang
harganya sangat mahal dan penyesuaian vembali keterampilan para
pelaksana yang telah terlatil;\ baik kepada cara kerja metode “baru”
ini. Setiap metode analisis in vivo dan in yitro sudah pasti akan
memiliki kamggulm—kamggulm dan kelemahan—kelemahan, apalagi
dengan immunoassay yang digunakan untuk meEntera sbstansi biologik
berkadar sangat rendzah dalam cairan Eh.

Dalam makalah ini akan diuraikan pembandingan Iimmurosssxy

(8}




sistém deteksi radioisotop (RIA dan IRMA) dengan immwerocassay
sistem deteksi enzim (EIA atau BLISA) karena ke dua sistem deteksi
ini sering menimbulkan polemik pro dan kontra. dan pembandingan

antara RIA dengan IRMA agar dapat dinilai secara objektif.

SMEER ERROR ASSAY IN VITRD

Setiap modifikasi dalam Immwosssay  bertujuan untuk
menyederhanakan perlakuan dan mempercepat mendapatkan hasil, dan
peningkatan kualitas hasil penteraan yang bersumber pada
peningkatan sensitivitas, spesifisitas, simplisitas dan  perluasan
aplikasi. Prinsip dasar semia immunocassay in vitro adalah sama,
yaitiu reaksi imunologik antara dua jenis substansi, binder
(antibody) dan ligand (antigen), untuk mentera jenis—jenis
substansi  lain,  yaitu asnalit (antigen atan antibodi). Sifat
kimiawi analit biasanya identik dengan ligard, tetapi pada as=ay
lain mmgkin juga identik dengan birder atau mungkin juga ketiga
jonis substansi dalam assay ini identik. Produk akhir atan hasil
dari assay ialah kuantitas analit tertera.

Setiap analisis kuantitatif selalu berkaitan dengan faktor
kesalahan atau error dan ketepatan hasil penteraan hanya dapat
diterima apabila faktor error yang menyertainya telah diketahui
dan dikendalikan (7).

Error dalam statistika dibedaken atas dua tipe, yaitu error

sistematik dan error acak. Error sistematik (bizs) ialah apabila




sumber ernror memberikan hasil cenderung menuju ke satu arah
besaran, naik atau tuwrun ; contoh : dalam prosedur analisis
penteraan T3, akan terjadi pula respon terhadap T4, sshingga pada
hasil penteraan T3 sebenarmya mengandung T4, atau sebaliknya.
Errci- acak ialah apabila sumber error memberikan hasil  turunnaik
atau tidak stabil; contoch : error pemipstan reagen, dissbabkan
olsh pipet yang tidak permah dikalibrasi atau srror dari
pelaksananya (hunan ervor) .«

Sumber Ertor Acak

Dalam tera in vitro terdapat banyak sumber error, seperti

dari sistem pencacahan, pemipetan, manipulasi bahan kimia, inter
aksi  antigen—antibodi (imunologik), waktt  inkubasi, subu
lingkungan, dan ssbagainya. Sumber—sumber error acak dikelompokan
menjadi dua kelompok ervor yaitn errorstatistika pencacahan
{deteksi : radiocisotop atau enzim) dan  error—statistika
non—pencacahan atau experimenitzsl ernrors=.
1. Ervor statistika psnhcacahan

Sistem deteksi radioisotop digunakan alat pencacah nuklir
(gamma atau beta counter) dan sistem deteksi enzimatik digunakan
spektrofotoneter dengan penjang gelombang tertentu. étatistika
pencacahan berkaitan dengan jumlah cacah yang terkumpal  (n)  per
satuan waktu (cacah psr menit = cpm) dengan cosfisien variasi (ov)

yang dipsroleh dengan rumas @ OV atan S ﬂ'/. . misalnya

VYn




apabila n = 15076 (bukan r‘ata—rata)‘, maka CV = 087% =

Variasi keoefisien (cv) dari rata—rata pencacah'.an ~merupakan total
CV termasuk pula error statistika nom—pencacahandengan (simbol R) .
sehingga kumpulan ervor pada sejumlah populasi data (replicatss)
digambarkan dengan rumus 1 (CV 'l:x:ﬂ:al):2 = R2 + 82 atalt  .osee s -

2 2 2
R~ = (QV total)” - §°

2. Error reaksi imunologik

Seperti diketahui balwa pada resksi Immurncasssy terjadi
proses pengikatan (birding) antara antibodi dengan antigen selama
inkubasi sampal mencapai keseimbangan (eguilibritm) konstan vyang
disebut afinitas, ssdang kekekalan ikatan antibodi dengan antigen
dis=but aviditas.

Afinitas bertubongan dengan lamanya inkubasi dan  sibu
lingkungan. Lamanya inkubasi yang tidak tepat (optimal) dan =au
lingkungan yang penJabah—ubah merupakan sumber error statistika
nm—pam’:acal:\an S Faktor afinitas dan aviditas merupakan
sensitivitas dari immenassay, sedangkan fakitor aviditas merupakan
specifisitas dari antibodi yang -dipengaruhi oleh  kemumnian
antigen, dan protein—protein identik dengan antigen dalam sampel .
Feaksi ikatan antibodi dengan protein—protein identik antigen
merupakan error sistematik, dan reaksi ikatan baban separasi
(D.A.. FEB) dengan antigen bertanda dikenal sebagai ikatan

rorspesifik (NSB). Semua peristiwa immologik yang diuraikan di




atas merupakan sumber error acak, kelompok ertor statistika

non—pencacahan.

3. Ertor kompetisi antigen bertanda

Antigen bertanda (radioisotop atau enzim) secara kimiawi dan
imnologik adalah “"sama" dengan antigen standar dan antigen dalam
sampel yang akan ditera. Froses penandaan (labelling) prot=in
antigen dengan radioisotop (yodium—125) dan enzim pada dasarmya
akan terjadi inkorporasi atom—atom yodium—125 atan enzim  kedalam
molekul antigen. Peristiwa ini akan mengakibatkan perubahan berat
molekul protein antigen, menjadi lebih berat dari antigen ssmuila.
Hal ini kemingkinan akan mampengaruhi sifat imawologiknya (efek
kimiawi), juga akan terjadi perubshan muatan listrik protein
antigen (sfek elekbtrostatik) (3).

Reaksi vyang terjadi pada RIA atae EIA adalah reaksi
kompetisi antara antigen bertanda dengan antigen sejenis yang
tidak bertanda untuk berikatan dengan antibodi (limited reagen).
Fada peristina  ini  dipertanyakan, benarkah sama sifat
immologik ke dua antigen terssbut. bandingkan dengan IRMA.

Efek kimiawi dan eslektrostatik pada antigen bertanda yang mumngkin
mempengaruhl reaksi kompetisi adalah merupakan error statistika

non—pencacahan.




4. Error reaksi enzimatik

Fada EIA atau ELISA, reaksi yang ter‘jadiv terdiri atas dua
tahap, yaitu reaksi immologik dan  reaksi enzimatik sshingga
mungkin akan menimbulkan dua sumber error (8,9).

Error reaksi enzimatik berkaitan dengan perubahan warma pada
produk yang dihasilkan. Perubahan warna ini akan dibaca lswat
spektrofotometer dengan panjang gelombang tertentu. Pada pembacazn
mungkin terjadi error karena perubahsn warma  belum cptimal ataun
inkubasi yang terlalu lama (perlakuan harus cepat). Serum
merupakan cairan biologik yang sangat komplek, mengandung banyak
substansi aktif yang dapat mengganggu  reaksi enzimatik, seperti
substrat atau kofaktor termasuk gH, bahan psngawet, kofaktor enzim
dan substrat enzim. Bahan—bshan pengganggu ini dapat menimbulkan

error statistika non—pencacahan pada produk penteraan.

STLDI mTIF
1. Prosedur perlakuan |

Fembandingan ini berdasarkan perlakusn sesual dengan
petunjuk protokol, seperti pemipetan reagen, inkubasi, reaksi yang
terjadi, kecepatan kerja, dan pengaruh lingkungan. [kmgan
membandingkan hal—hal tersebut di atas, maka akan diperoleh jumlah

sumber ervor yang mungkin mempengaruhi ketelitizn hasil.




Model yang akan diperbandingkan dalam studi komparatif ini,
yaitu tera total T_ - RIA, cAC (DFC, 1988) dengan = — E 188, E&6

(Ecehringer, 1982) Seperti tampak pada Tabsl 1.

Tabel 1. Pembandingan perlakuan

No. Ferlakuan Protokol Protokol
TERIA, CAC TS+HL1sA, cac
d= Femip=tan Std./Sampel ya va

e Femipatan bufer :

1251—17:'- atau TSEnzim ya ya
Sa Inkubasi 1 ya ya
4. Reaksi imunologik va ya
5 Isi tube dituang atau ya va

aspirat, cuci

5. Femipetan bufer — X ya
subatrat ABTS (sansi—
tif sinar matahari

T Inkubasi 2 X ; ya

8. Pencacahan : Radic — ya ya
isotop/Enzim (peru —
bahan warma)

I Ketat waktu = X va
Total ) ya = 4 va=¢9
Pembandingan suber error = (=) 2 b

Jumlah "va" memumjukkan banyaknya perlakuan yang dapat

mendatangkan error sehingga akan mempengaruhi terhadap produk atan




hasil tera. Dalam pembandingan prosedur perlakuan termyata pada
EIA atau ELIGA remngkinan kontribisi ervor—acak lebih  besar

dibandingkan dengan RIA.

2. Pembandingan imprecision profile
Untuk membandingkan imprecision prorile (i.p) RIA dengan EIA

digunakan data hasil penelitian OELLERICH dan HAINDL  (10),

sepertl tampak pada Gambar 1.

Z er
/2
10
8
6
4
2
0 o7 4% 3,07 6,15 268 semot/L

Konsentrasi T3

Bambar 1. Kurva imprecision profile RIA dan EIA

a = Imprecision profile T3ELISA
b = Imprecision profile T3RIA

Imprecision profile mewunjukkan gambaran ertor—acak nilai

tera sampel yang bersumber dari error stitistika pencacaban dan




error eksperimental pada sejumlah sampel. Dengan membandingkan ke
dua imprecision protile maka keunggulan—ksunmggulan ke dua metode

immuwoassay (radioisotop dan enzim) dapat dinilai.

Fada rentang komwsentrasi T3 antara 1,0 — 8,0 pmol/l
diperoleh OV tera ELISA = 3,6-10,2% dan CV tera RIA = I, 3274

pada rentang konsentrasi antara 0,9—7,51 nmol/l. Pendeteksian
konsentrasi minimum (lebih kecil dari 1 nmol/l) T3Elisa dan
TZRIA diperoleh OV lebih besar dari 104, sedang pendeteksian
koncsentrasi maksimum (lebih besar dari 2 nmol/l) diperoleh ©OV
lebih besar dari 12%4. Nilai yang dapat diterima apabila CV  lebih
kecil dari 104, yaitu terdapat pada rentang konsentrasi T= antara

i1—-—8nmol/l.

3. Pembandingan RIA dengan IRMA

Fembandingan ditugjukan pada prosedur perlakuan  vang
kemungkinan menjadi sumber ervor, dan sistem reaksi  imunologik.
Banjaknya pemipetan reagen kemungkinan menjadi salahsatu  sumber
error yang menpagaruhi hasil  tera, sedang sistem reaksi
immnologik menentikan sensitivitss penteraan.
3.1 Pemipetan reagen

Frotokol di bawah ini mswmjukkan banyaknya pemipetan szlama

perlakuan RIA dan IRMA.




Tabel 2. Pembandingan pemipetan

No. Ferlakusn RIA IRA
L. Femipetan Std./Sampel ya ya
2. | Pemipetan :*PrIpg ya ya
atan 1251—913
= Inkubasi - X ya
4. Femipstan antisera va X
S Inkubasi va X
&. Femipetan reagen va vVa
separasi
Total : ya=235 ya = 4

Il
on
>

Pembandingan pemipstan

Jumlah pemipetan tampak hanya selisih 1, RIA=S dan IRMA =4;
sedang pada RIA/CAC, jumlah psmipetan adalah sama. Jadi kontribosi
error pemipetan pada RIA dan IRMA dianggap tidak berbeda.

3.2 Sistem reaksi imunologik

Sistam reaksl RIA dan IRNMA tampak sangat berbeda; sistem
reaksi RIA adalah reaksi kompetisi, yaitu kompetisi antara antigen
normal (Ag) dengan antigen bertanda radioisctop (*Ag) untide
berikatan dengan antibodi (Ab) spesifiknya; sedang sistem  reaksi
IRMA adalah mon—hkompetisi, antigen normzl dengan bebas mecari
pasangamnya antibodi bertanda radicisotop (géb). Ke dua reaksi

tersebut dapat digambarkan seperti di bawsh ini.
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RIA = A+ *Ag + Ab - XAg_Ab + ¥Ag

(1limited resgent) Ag.Ab Ag
Ikatan Bebas

IRMA : Ag = Y —— ag T o+ X

(excess reacent) < Ikatan Eebas

Gambar 2. Bagan reaksi immologik

Teknik IRMA ditinjau dari prosedur perlakuan 1sbih mudah
dari teknik RIA dan sebagai metode tera in vitro, IRMA juga adalah
lebih teliti dan lebih sensitif. Berdasarkan kemampuan  deteksi,
IRMA mempunyai dosis deteksi minimum lsbih kecil dari RIA ==hingga
sangat berguna untuk tera hormon senum pasien dalam  keadasn hipo
(hypothyroidism). Untuk peningkatan spesifisitas telah dapat

dibuat antibodi momoklonal.

KESIMPLLAN

Eerdasarkan prossdur perlakuan (pemipetan, inkubasi, reaksi
enzimatik), teknik EIA atau ELISA tampak  mempnyai sumber  error
lebih banyak dari teknik RIA atau IRMA. Berdasarkan pembandingan
Impracision profile hasil penelitian studi koperatif OELLERICH dan
HAINDL (1980) termyata metode EIA atau ELISA masih  berpadanan
dengan metode RIA. Hal ini menunjukkan metode EIA dan RIA dapat
digunakan di laboratorium klinik saling menunjang, kelemahan EIA
diatasi oleh RIA dan ==baliknya.

Teknik IRMA sangat wunoggul pada penteraan substansi cairen

tumh dengan kensentrasi rendah (lebih kecil dari satu), dan  aksn




lebih sensitif bila digunakan antibodi monoklonal (mohospesifik),

s=dang RIA biasanya menggunakan antibodi poliklonal.

- SARAN — SARAN

Laboratorium yang telah menggunakan metode RIA atau  IRMA
secara rutin hendaknya tidak mengubah pemakaian metods vang telah
dikusainya dengan metode lain yang dianggap lebih unggul dan aman.
Tindakan parubahan pemakaian metode s=jenis sebenarmya  hanya
merupakan pemborosan dana dan daya. ’

Pada kegiatan pen=litian, sayogyanya digunkan metode RIA
atau IRMA karena akan menghemat wakbi, kemudahan—kemudahan dalam
perlakuan, dalam satu jalan perlakuan dapat ditera sejumlah

besar sampel, dan pencacahan dengan alat pencacah  radionuklida

(gamma counter) sangat sensitif dan tidak terpengaruh oleh cahaya.
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