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Abstract

Typhoid fever is an acute systemic infectious disease caused by Salmonella typhi. According
to the world health organization (WHO) 2003, is predicted there are about 17 million cases of
typhoid fever in the entire world with incidence 600,000 cases of deaths every year. In
Indonesia, is predicted there are about 900.000 cases with incidence >20.000 cases of deaths
every year. The diagnosis of typhoid fever is done clinically and by laboratory examination
especially by serodiagnostic test. Various serodiagnostic test that used to detect IgM anti
Salmonella typhi are TUBEX TF and ELISA. The present study was aimed to understand the
comparison interpretation TUBEX TF test and ELISA in detect IgM anti Salmonella typhi. This
study was observational analysis with cross sectional study design. Sampling technique used
was consecutive sampling. The total sample were 44 samples all examined with the TUBEX TF
and ELISA. Research results showed that 24 samples (54.5%) were positive and 20 samples
(45.5%) were negative with TUBEX TF examination, while 6 samples (13.6 %) were positive
and 38 samples (86.4%) were negative with ELISA examination. Statistical analysis from Mc
Nemar test showed that the two instruments differ significantly (p=0.000) and from Kappa
conformity test showed that the conformity of two instruments was low (0.233). Statistical
analysis from Spearman correlation test showed that TUBEX TF and ELISA had middleand
significant positive correlation (r=0.446; p=0.002). There was still different interpretation
between TUBEX TF test and ELISA in detect IgM anti Salmonella typhi.
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Abstrak

Demam tifoid adalah suatu penyakit infeksi sistemik akut yang disebabkan oleh bakteri
Salmonella typhi. Menurut data World Health Organization (WHO) tahun 2003, diperkirakan
terdapat sekitar 17 juta kasus demam tifoid di seluruh dunia dengan 600.000 kasus kematian
tiap tahun. Sedangkan di Indonesia, diperkirakan terdapat sekitar 900.000 kasus dengan
>20.000 kematian per tahun. Penegakan diagnosis demam tifoid dilakukan secara klinis dan
laboratoris terutama melalui uji serodiagnostik. Berbagai uji serodiagnostik yang digunakan
untuk mendeteksi IgM anti Salmonella typhi diantaranya adalah TUBEX TF dan ELISA.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perbandingan interpretasi hasil uji TUBEX TF dan
ELISA pada pemeriksaan IgM anti Salmonella typhi. Penelitian ini bersifat analisis
observasional dengan rancangan cross sectional. Teknik sampling yang digunakan adalah
consecutive sampling. Jumlah sampel sebanyak 44, semua sampel diperiksa dengan uji
TUBEX TF dan ELISA. Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat 24 sampel (54,5%)
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positif dan 20 sampel (45,5%) negatif dengan pemeriksaan TUBEX TF, serta terdapat 6 sampel
(13,6%) positif dan 38 sampel (86,4%) negatif dengan pemeriksaan ELISA.Analisis statistik
dengan uji Mc Nemar menunjukkan bahwa hasil dari TUBEX TF dan ELISA berbeda
signifikan (p=0,000) dengan nilai kesesuaian yang rendah (Kappa=0,233), sedangkan analisis
statistik dengan uji korelasi Spearman menunjukkan bahwa TUBEX TF dan ELISA memiliki
korelasi positif yang bermakna dengan kekuatan sedang (r=0,446; p=0,002).Dapat disimpulkan
bahwa masih terdapat perbedaan interpretasi antara hasil uji TUBEX TF dengan hasil uji
ELISA pada pemeriksaan IgM anti S. typhi.

Kata kunci: Salmonella typhi, demam tifoid, TUBEX TF, ELISA

PENDAHULUAN

Demam tifoid merupakan suatu penyakit infeksi sistemik akut yang disebabkan
oleh infeksi bakteri Salmonella enterica serovar typhi (S. typhi), yaitu suatu bakteri
gram negatif yang bersifat patogen fakultatif intraseluler (Jawetz,et al., 1996; Kaur&
Jain, 2012).

Demam tifoid hingga saat ini masih merupakan masalah kesehatan dunia, yang
masih dijumpai secara luas di berbagai negara berkembang yang terutama terletak di
daerah tropis dan subtropis seperti India, Nepal, Pakistan, Papua New Guinea,
Indonesia dan sejumlah area di sub-sahara afrika yang memiliki keterbatasan akses ke
sarana air bersih dan kurangnya sanitasi (Crump& Mintz, 2010; Siba,et al., 2012).
Diperkirakan jumlah penderita demam tifoid di dunia berkisar 17 juta kasus per tahun
dan 600.000 kematian per tahun (WHO, 2003). Di Indonesia, insiden penyakit demam
tifoid tidak diketahui secara pasti, diperkirakan terdapat 900.000 kasus dan > 20.000
kematian di seluruh nusantara per tahun (WHO, 2003).
Penyakit demam tifoid diawali dengan tertelannya S. typhi ke dalam tubuh manusia,
yang kemudian akan mengalami kolonisasi di usus halus dan akhirnya menyebar ke
aliran darah dan menetap di berbagai organ reticuloendotelial system (RES) seperti
hati, limpa dan sumsum tulang, proses ini biasanya membutuhkan waktu lama 1 atau 2
minggu (Raffatellu, et al., 2005). Pada tahap awal ini, S. typhi mudah dibasmi dari
sirkulasi, namun produksi antibodi baru saja dimulai, yang ditandai dengan munculnya
antibodi IgM. Seiring dengan berlanjutnya proses penyakit ke tahap lanjut dan pada
akhirnya sembuh, biasanya 3-4 minggu, S. typhi jarang beredar di sirkulasi, sementara
antibodi berlimpah ruah. Saat penyakit ini berakhir danS. typhi hilang seluruhnya dari
tubuh inang, kadar antibodi IgM yang spesifik untuk S. typhi pun terus menurun, namun
kadar 1gG dapat tetap tinggi hingga beberapa bulan ke depan (Yan,et al., 2011).

Deteksi cepat antibodi anti S. typhi masih merupakan tantangan dalam
penegakan diagnosis laboratorium demam tifoid. Salah satu penyabab hambatan
pendeteksian antibodi ini adalah masih rendahnya kadar antibodi saat pemeriksaan
laboratorium dilakukan, yang akan berdampak pada kesalahan diagnosis dan
tatalaksana penyakit. Berbagai metode diagnostik masih terus dikembangkan untuk uji
diagnosis demam tifoid berbasis deteksi antibodi yang telah secara luas dipasarkan di
berbagai negara, yaitu TUBEX TF S. typhi IgM (IDL Biotech, 2008) dan ELISA S.
typhi IgM (MyBioSource, 2010). Dari penelitian yang telah dilakukan oleh Kawano,et
al., (2007), diperoleh hasil sensitivitas TUBEX TF adalah 94,7 % dan spesifisitas 80,4
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%, sedangkan dari penelitian yang dilakukan oleh Quiroga,et al., (1992), diperoleh
hasil sensitivitas ELISA adalah 95 % dan spesifisitas 92 % (Kawano,et al., 2007;
Quiroga,et al., 1992).

TUBEX TF merupakan suatu test cepat dengan metode Inhibition Magnetic
Binding Immunoassay (IMBI) yang dapat mendeteksi IgM yang spesifik terhadap
antigen O9 S. typhi yang terdapat dalam serum penderita. Interpretasi dari hasil
pemeriksaan ini bersifat semikuantitatif, yaitu dengan membandingkan warna yang
timbul pada hasil reaksi pemeriksaan dengan warna standar yang memiliki skor yang
terdapat pada kit TUBEX TF (IDL Biotech, 2008).

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) merupakan salah satu metode
Indirect ELISA yang secara spesifik dipakai untuk mendeteksi IgM terhadap antigen
lipopolisakarida (LPS) S. typhi yang terdapat dalam serum penderita. Interpretasi dari
hasil pemeriksaan ini bersifat kuantitatif, yaitu dengan membandingkan indeks
antibodihasil pemeriksaan dengan indeks antibodi standar yang terdapat pada Kit
ELISA (MyBioSource, 2010).

Hasil pemeriksaan ELISA yang kuantitatif dan dibaca dengan ELISAReader
lebih memudahkan pengguna untuk mengetahui kepastian hasil negatif dan positif,
sedangkan hasil pemeriksaan TUBEX TF yang semikuantitatif dan dibaca secara visual
kurang dapat membedakannya, sehingga perlu dilakukan penelitian untuk
membandingkan interpretasi hasil uji TUBEX TF dan ELISA pada pemeriksaan IgM
anti S. typhi.

METODE

Penelitian ini merupakan penelitian analisis observasional dengan desain
penelitian cross sectional. Penelitian dilakukan pada bulan Nopember— Desember 2014
di bagian Patologi Klinik RSUD DR. Soetomo Surabaya. Pengambilan sampel
dilakukan secara consecutive sampling. Populasi dalam penelitian ini adalah seluruh
pasien yang dicurigai menderita demam tifoid pada bulan Nopember— Desember 2014
di bagian Laboratorium Patologi Klinik RSUD DR. Seotomo Surabaya. Sampel yang
dibutuhkan adalah 44 subjek penelitian berdasarkan rumus uji Kappa Cohen (Dahlan,
2013). Sampel serum pasien diperiksa dengan menggunakan uji TUBEX TF dan
ELISA.

TUBEX TF yang digunakan dalam penelitian ini adalah untuk pemeriksaan
IgM anti S. typhi. Prosedur pemeriksaan IgM anti S. typhi adalah masukkan 45 pl
brown reagent (detektor) ke dalam TUBEX TF reaction well strip, kemudian
masukkan 45 pl sampel pasien, setelah itu dilakukan pengadukan sebanyak 10 kali
dengan cara pipetting. Campuran tersebut diinkubasi di rak selama 2 menit. Kemudian
tambahkan 90 pl blue reagent (indikator), lalu dilakukan penutupan TUBEX TF
reaction well strip dengan menggunakan pita perekat TUBEX TF, kemudian TUBEX
TF reaction well strip dimiringkan dan digoyang-goyangkan (shake) selama 2 menit.
Selanjutnya TUBEX TF reaction well strip ditempatkan pada skala warna TUBEX
TF.Pembacaan hasil uji TUBEX dilakukan selama 5 menit, proses sedimentasi
partikel-partikel magnetik dengan magnet yang terdapat pada penyangga megnet
(Tamet al., 2008). Hasil dibaca secara visual dan dinilai secara
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semikuantitatifberdasarkan warna yang terlihat setelah reaksi pencampuran dilakukan
dan dibandingkan dengan skala warna yang terdapat pada kit TUBEX TF, dengan
rentang skor hasil yaitu dari O (warna merah, sangat negatif) hingga 10 (warna biru tua,
sangat positif).

Teknik ELISA yang digunakan dalam penelitian ini adalah untuk pemeriksaan
IgM anti S. typhi. Prosedur pemeriksaan IgM anti S. typhi adalah semua spesimen dan
kit reagen dibawa ke suhu ruang (18-26°C) secara perlahan. Selanjutnya diberi
nomor/kode sampel, kontrol positif, kontrol negatif pada sisi pegangan dari lapisan
strip sumur masing-masing. Setelah itu kontrol negatif, kontrol positif dan kalibrator
siap untuk digunakan. Selanjutnya disiapkan 1:101 larutan sampel, dengan
menambahkan 5 pl serum ke dalam 0,5 ml larutan pengecer sampel (sample diluent),
lalu dicampur rata. Kemudian larutan sampel, kalibrator, kontrol positif dan kontrol
negatif, masing-masing dipipet 100 pl kemudian dimasukan ke dalam sumur sesuai
kode masing-masing, kemudian untuk blanko reagen, dipipet 100 ul larutan pengencer
sampel kemudian dimasukan ke dalam sumur 1A, setelah itu diinkubasi selama 20
menit pada suhu ruang. Selanjutnya kelebihan cairan pada seluruh sumur dibuang,
kemudian masing-masing sumur dicuci sebanyak tiga kali dengan @ 300 pl buffer,
setelah itu cairannya dibuang dengan membalikkan posisi plate dan menekan-nekannya
di atas bantalan tissue. Kemudian pada masing-masing sumur ditambahkan 100 pl
konjugat enzim, setelah itu diinkubasi selama 20 menit pada suhu ruang. Selanjutnya
kelebihan cairan pada seluruh sumur dibuang, kemudian masing-masing sumur dicuci
sebanyak tiga kali dengan @ 300 ul buffer, setelah itu cairannya dibuang dengan
membalikkan posisi plate dan menekan-nekannya di atas bantalan tissue. Kemudian
pada masing-masing sumur ditambahkan 100 pl substrat TMB, setelah itu diinkubasi
selama 10 menit pada suhu ruang. Kemudian pada masing-masing sumur ditambahkan
100 pl stop solution. Selanjutnya baca OD pada panjang gelombang 450 nm
menggunakan ELISA reader dalam 15 menit. Hasil dinyatakan sebagai negatif atau
positif, berdasarkan indeks antibodi yaitu nilai hasil dari OD sampel dibagi dengan
nilai cut off. Nilai cut off ditentukan berdasarkan OD kalibrator dikali dengan kalibrator
faktor. Indeks antibodi ELISA berkisar dari <0,9 (negatif) hingga >1,1 (positif)
(MyBioSource, 2010).

HASIL

Hasil pemerikasaan IgM anti S. typhi dengan menggunakan TUBEX TF dan
ELISA tertera pada tabel 1. Sebanyak sampel serum yang berasal dari 44 orang
penderita, didapatkan dari pemeriksaan dengan kit TUBEX TF menunjukkan hasil 24
sampel (54,5%) positif dan 20 sampel (45,5%) negatif, sedangkan dari pemeriksaan
dengan kit ELISA menunjukkan hasil 6 sampel (13,6%) positif dan 38 sampel (86,4%)
negatif.

Tabel 1.Hasil pemeriksaan IgM anti S. typhi dengan menggunakan TUBEX TF dan
ELISA.
Metode Positif Negatif Total
TUBEX TF 24 (545%) 20 (45,5%) 44 (100%)
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ELISA 6(13,6%)  38(86,4%) 44 (100%)

Analisis uji Sperman untuk mengetahui korelasi hasil uji menggunakan Kit
TUBEX TF dan ELISA pada pemeriksaan IgM anti S. typhi tertera pada tabel 2 dan
gambar 1.Berdasarkan grafik korelasi antara skor TUBEX TF dan indeks antibodi dari
ELISA pada pemeriksaan IgM anti S. typhi, dapat dikatakan bahwa semakin tinggi skor
yang dihasilkan dari tes TUBEX TF, maka semakin tinggi indeks antibodi yang
dihasilkan oleh tes ELISA.

Tabel 2. Hasil uji korelasi Sperman skor TUBEX TF dan indeks antibodi ELISA pada
pemeriksaan IgM antiS. typhi.
Indeks antibodi ELISA

Skor TUBEX TF R 0,446
P 0,002*
N 44

*Nilai p < 0,01 menunjukkan bahwa korelasi antara skor TUBEX TF dan indeks
antibodi ELISA adalah bermakna.
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Gambar 1. Grafik korelasi ¢

Dengan melakukan tabulasi silang dari hasil pemeriksaan IgM anti S. typhi,

menggunakan kit TUBEX TF dan ELISA, didapatkan hasil seperti yang tertera pada
tabel 3.

Tabel 3. Tabulasi silang hasil pemeriksaan IgM anti S. typhi menggunakan kit
TUBEX TF dan ELISA.

ELISA Total
Positif Negatif
TUBEX TF Positif 6 18 24
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Negatif 0 20 20
Total 6 38 44

Dari hasil uji McNemar, nilai p yang didapatkan adalah 0,000 (<0,05). Nilai ini
menunjukkan bahwa hasil uji positif dan negatif dari TUBEX TF dan ELISA berbeda
secara bermakna.Uji kesesuaian Kappa dilakukan untuk mengetahui tingkat kesesuaian
antara hasil positif dan negatif dari TUBEX TF dan ELISA. Nilai Kappa yang
didapatkan adalah 0,233.

PEMBAHASAN

Dari total 44 sampel pada penelitian ini didapatkan hasil bahwa sampel berasal
dari penderita laki-laki sebanyak 31 (70,5%) dan perempuan sebanyak 13 (29,5%),
dengan rentang usia bervariasi yakni yang termuda 2 tahun dan yang tertua berusia 78
tahun.

Pemeriksaan dengan kit TUBEX TF dapat mendeteksi IgM anti S. typhi54,5%
positif dan 45,5% negatif, sedangkan pemeriksaan dengan kit ELISAdapat mendeteksi
13,6%positif dan 86,4% negatif. Kontrasnya hasil yang diperoleh antara kedua
pemeriksaan ini didukung oleh hasil uji McNemar, dimana didapatkan perbedaan yang
bermakna antara hasil uji TUBEX TF dengan uji ELISA pada pemeriksaan IgM anti S.
typhi, serta dari uji Kappa didapatkan tingkat kesesuaian yang rendah yaitu 0,233.
Menurut Dahlan (2014), interpretasi nilai Kappa untuk tingkat kesesuaian bervariasi
dari 0-0,2 (sangat rendah), <0,2-0,4 (rendah), >0,4-0,6 (sedang), >0,6-0,8 (kuat) dan
>0,8-1 (sangat kuat) (Dahlan, 2014). Hal ini tidak sesuai dengan pemeriksaan serupa
yang pernah dilakukan oleh peneliti lain, dimana terdapat kesesuaian yang sangat baik
antara hasil pemeriksaan TUBEX TF dan ELISA dengan hasil sensitivitas dan
spesifisitas yang sama (Lim,et al., 1998).

Hasil pemeriksaan uji ELISA menunjukkan bahwa persentase yang positif
demam tifoid cukup rendah yaitu 6 sampel (13,6%). Hal ini mungkin disebabkan oleh
nilai cut off tinggi dan sampel yang diperiksa kadar antibodi 1gG anti S. typhi tinggi.
Menurut Suwarno, et al., (2010), adsorbsi antigen terlarut pada fase padat merupakan
faktor utama yang menentukan sensitivitas suatu asai ELISA. Indonesia merupakan
daerah yang endemik tifoid, dimana kadar IgG anti S. typhi pada populasi cukup tinggi.
Tingginya kadar 1gG ini dapat menghambat reaksi IgM dengan antigen S. typhi pada
ELISA. Jadi untuk desain ELISA sebaiknya dipakai metode indirect Capture ELISA
atau IgG diikat terlebih dahulu pada fase padat (Suwarno, et al., 2010).

Pada uji ELISA hasil positif atau negatif ditentukan dari besar kecilnya indeks
antibodi (Indeks Ab). Deteksi pada ELISA menggunakan ELISA reader dengan
detektor khusus sehingga menghasilkan nilai yang akurat. Munculnya hasil angka yang
pasti ini menjadi kelebihan uji ELISA jika dibandingkan dengan uji TUBEX TF. Hasil
pemeriksaan positif pada TUBEX TF bisa menghasilkan negatif pada ELISA, hal ini
kemungkinan disebabkan TUBEX TF memiliki keterbatasan akurasi karena
pembacaan hanya memerlukan mata sehingga bisa menghasilkan positif palsu. Hal ini
terjadi terutama pada kadar IgM rendah yang hanya memunculkan warna yang samar
sehingga sulit menginterpretasikan hasil borderline.
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Selain itu, keterbatasan pada uji TUBEX TF yang menggunakan reaksi
kolorimetrik, sulit dalam menginterpretasi hasil pada serum yang lisis. Hasil positif
palsu pada pemeriksaan TUBEX TF juga dapat disebabkan akibat infeksi bakteri
Salmonella non-tifoid; seperti infeksi Salmonella enterica serotipe Enteridis, spesies
bakteri lain, dan pada kondisi lain seperti malaria, gangguan imunologis, penyakit hati
kronik serta hasil dari pengobatan antibiotik yang tidak tepat (Dong, 2007; Olsen,et al.,
2004).

Reaksi dasar dari uji TUBEX TF dan ELISA adalah reaksi imunologis antara
antibodi di dalam serum dengan antigen spesifik di dalam alat. Reaksi imunologis yang
terjadi dalam alat TUBEX TF adalah inhibition magnetic binding immunoassay
(IMBI), Sedangkan reaksi imunologis yang terjadi dalam alat ELISA adalah indirect
ELISA. Walaupun kedua alat tersebut sama-sama menggunakan antigen spesifik
terhadap antibodi IgM, namun setiap pabrik tentu mengembangkan sendiri antigennya
sehingga dapat memiliki tingkat sensitivitas dan spesifisitas tertentu. Terjadinya
hambatan pada reaksi imunologis sangat mempengaruhi hasil. Menurut Suwarno, et
al., (2010), yang dapat menyebabkan terjadi hambatan pada reaksi imunologis antara
lain adalah adanya antibodi heterofil, antibodi non spesifik lain, faktor rheumatoid. Hal
tersebut bisa menimbulkan negatif palsu atau positif palsu (Suwarno, et al., 2010).

Hasil uji Spearman antara skor TUBEX TF dengan indeks antibodi ELISA
adalah keduanya memiliki korelasi sedang, mempunyai hubungan yang signifikan dan
mempunyai hubungan yang positif/searah. Hasil tersebut dapat diartikan bahwa hasil
skor TUBEX TF dengan indeks antibodi ELISA memiliki hubungan yang berbanding
lurus. Hal ini dapat dilihat pada grafik hubungan skor TUBEX TF dan indeks antibodi
ELISA.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan
bahwa masih terdapat perbedaan interpretasi antara hasil uji TUBEX TF dengan hasil
uji ELISA pada pemeriksaan IgM anti S. typhi dengan tingkat kesesuaian yang rendah.
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