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ABSTRAK: Metode ELISA (Enzyme Linked Immunoassay) memiliki sensitivitas dan spesifisitas 

tinggi secara kualitatif maupun kuantitatif mendeteksi kadar Hepatitis B Surface Antigen (HBsAg), 

tetapi prosesnya lama, mahal, dan memerlukan keahlian khusus, dibandingkan dengan Rapid 

Diagnostic Test (RDT) sebagai tes cepat yang lebih praktis dan murah. Tujuan dari penelitian ini 
adalah untuk membandingkan sensitivitas dan spesifisitas dari Entebe Rapid Test Diagnostic 

(ERTD) produksi PT. Hepatika Mataram, dengan ELISA sebagai gold standar dalam mendeteksi 

HBsAg. Syarat interpretasi hasil sensitivitas dan spesifisitas sesuai standar World Health 

Organization (WHO) adalah minimal 95%. Pengujian dengan panel negatif 200 sampel dan panel 

positif sejumlah 21 sampel dari Papua tahun 2012 pada penyimpanan -80℃. Pengujian pada bulan 

April 2023 di Laboratorium Diagnostik Molekuler dan Riset, Rumah Sakit Universitas Mataram. 

Analisis statistik menggunakan piranti lunak MedCal. ERD HBsAg yang diproduksi PT. Hepatika 

Mataram memiliki sensitivitas 95,45%, spesifisitas 99,50%, nilai prediksi positif 93,59%, nilai 

prediksi negatif 99,65%, dan akurasi 99,21%. 

 

Kata Kunci: RDT, ELISA, Sensitivitas, Spesifisitas. 

 

ABSTRACT: The ELISA (Enzyme Linked Immunoassay) method has high sensitivity and 

specificity, qualitatively and quantitatively detecting Hepatitis B Surface Antigen (HBsAg) levels, 

but the process is long, expensive and requires special expertise, compared to the Rapid 

Diagnostic Test (RDT) as a rapid test which is more practical and cheaper. The aim of this study 

was to compare the sensitivity and specificity of the Entebe Rapid Test Diagnostic (ERTD) 

produced by PT. Hepatika Mataram, with ELISA as the gold standard in detecting HBsAg. The 

requirement for interpreting sensitivity and specificity results according to World Health 

Organization (WHO) standards is a minimum of 95%. Testing with a negative panel of 200 

samples and a positive panel of 21 samples from Papua in 2012 at -80℃ storage. Testing in April 

2023 at the Molecular Diagnostics and Research Laboratory, Mataram University Hospital. 

Statistical analysis using MedCal software. ERD HBsAg produced by PT. Hepatika Mataram has 
a sensitivity of 95.45%, specificity of 99.50%, positive predictive value of 93.59%, negative 

predictive value of 99.65%, and accuracy of 99.21%. 
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PENDAHULUAN 

Data Kementerian Kesehatan, bahwa 7,1% penduduk Indonesia atau 18 

juta orang terinfeksi Hepatitis B. Dari jumlah tersebut, 50% berisiko menjadi 

kronis, dan 900 ribu dapat berkembang menjadi kanker hati. Hepatitis B 

merupakan penyebab kematian keempat di Indonesia (Kemenkes, 2023). Virus 

Hepatitis B (HBV) merupakan virus yang khusus menyerang sel hati, namun 

potongan kecil DNA Hepatitis juga dapat ditemukan pada ginjal dan pankreas 

(Ahmad & Kusnanto, 2017) dan sel mononuklear (Wijayanti, 2016). Penularan 

Hepatitis kebanyakan melalui cairan tubuh, dan bisa berakibat fatal jika tidak 

ditangani dengan baik. Sebagian penderita sering tidak menyadari bahwa mereka 

mengidap penyakit tersebut, karena gejala yang terlihat dan tanpa gejala. Terdapat 

5% penduduk di dunia yang mengidap Hepatitis B tanpa gejala. Angka kejadian 

bervariasi tergantung pada kemampuan suatu negara dalam menangani penyakit 

Hepatitis B (Masriadi, 2017). Seseorang yang sedang terinfeksi virus Hepatitis B 

disarankan secara berkala ke fasilitas kesehatan agar mendapatkan pengobatan 

yang tepat, dan segera terdeteksi apabila terjadi suatu komplikasi (Zulfian et al., 

2019). 

Berdasarkan panduan World Health Organization tahun 2017, jenis 

pengujian untuk mendeteksi virus Hepatitis B dapat dilakukan dengan metode 

Enzyme Immunoassay (EIA), Enzyme Linked Immunoassay (ELISA), Enzyme 

Linked Flouroscent Assay (ELFA), Immunochromatography Test (ICT), Rapid 

Diagnostik Test (RDT) atau tes cepat, Radio Immunoassay (RIA), dan 

Chemiluminescent microparticle Immunoassay (CMIA). Sedangkan untuk 

mendeteksi adanya DNA virus dapat digunakan PCR. Teknik ELISA merupakan 

salah satu dari teknik imunologi yang bertujuan untuk mengetahui atau mengukur 

kadar dari aktivitas protein dan status reaksi imun dari reaksi individu (Santosa, 

2020). Keunggulan metode ELISA adalah memiliki sensitif dan spesivisitas yang 

cukup tinggi, karena ikatan antigen dan antibodi yang spesifik. Teknik ELISA 

digunakan untuk mendeteksi keberadaan antigen ataupun antibodi melalui 

perubahan warna yang diperoleh dengan menggunakan konjugat terkait enzim dan 

substrat enzim. Metode ELISA digunakan untuk mengetahui keberadaan dan 

konsentrasi molekul dalam cairan biologis, walaupun kadar antigen atau antibodi 

tersebut sangat rendah (Aydin, 2015). kekurangan dari teknik ELISA antara lain 

hanya menggunakan antibodi monoklonal, yaitu antibodi yang hanya mengenal 

satu antigen yang spesifik, sehingga biaya relatif mahal, karena antibodi 

monoklonal lebih mahal dari antibodi poliklonal. Dalam proses pengerjaannya 

membutuhkan waktu yang cukup lama, dan harganya lebih mahal dibandingkan 

tes cepat (Hadi & Alamudi, 2017). 

Pada pemeriksaan HBsAg menggunakan metode ELISA dengan Wantai 

Kit memerlukan waktu pengerjaan sekitar 4 jam dan beberapa alat pendukung. 

Hal ini menjadi kendala saat skrining donor darah maupun diagnosa lain yang 

membutuhkan kecepatan interpretasi hasil. Sebagai konsekuensinya diperlukan 
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pengembangan, yaitu Rapid Diagnosa Test (RDT) atau tes cepat dengan metode 

Immunokhromatografi. RDT merupakan tes yang proses pengerjaannya mudah, 

praktis, cepat, dan hasil dapat diinterpretasikan dalam waktu kurang dari 30 menit. 

Pada saat ini banyak merek produk pemeriksaan RDT HBsAg yang beredar di 

pasaran. Pada umumnya pemeriksaan HBsAg dengan RDT diharapkan memiliki 

sensitivitas 100% dan spesifisitas 100%, namun pada kenyataannya hal tersebut 

belum terwujud. Kelebihan dari metode imunokromatografi antara lain tidak 

membutuhkan alat canggih, praktis dan mudah digunakan, tidak membutuhkan 

keahlian khusus, serta intrepetasi hasil dengan mengamati secara langsung dengan 

mata telanjang adanya perubahan warna. Dengan kelebihan RDT untuk 

mendeteksi HBsAg perlu diuji sensitivitas dan spesifisitas tiap produk RDT. 

Tujuan penelitian untuk mengetahui performa strip ERD HBsAg yang diproduksi 

PT. Hepatika Mataram terhadap ELISA Kit Wantai sebagai gold standar yang 

digunakan di Rumah Sakit Universitas Mataram. 

 

METODE 

Penelitian dilaksanakan pada bulan April 2023 di Laboratorium 

Diagnostik Molekuler dan Riset Rumah Sakit Universitas Mataram. Jenis 

penelitian menggunakan metode cross sectional observasi laboratorium, yaitu 

untuk mengetahui sensitivitas dan spesifisitas tes cepat ERD HBsAg yang 

diproduksi PT. Hepatika Mataram dan metode ELISA (Enzym Linked 

Immunoassay) Wantai Kit sebagai gold standar untuk mendeteksi HBsAg. Sampel 

pengujian menggunakan panel negatif sejumlah 200 sampel dan panel positif 

sejumlah 21 sampel. Seluruh panel merupakan bagian dari panel sampel serum 

simpan yang diperoleh dari orang dewasa di Desa Urumb, Kecamatan Semangga, 

Kabupaten Merauke, Papua tahun 2012. Bahan pengujian, yaitu sampel serum 

yang diperoleh dari vena median cubital atau chepalic secara aseptik, kemudian 

disentrifugasi selama 3000 rpm. Serum dialiquat dan disimpan pada suhu -80°C. 

Prosedur Pemeriksaan HBsAg ELISA Wantai Kit metode ‘Sandwich’ 

ELISA, strip microwell polistirena telah dilapisi dengan antibodi monoklonal 

khusus untuk HBsAg. Sampel uji berupa serum atau plasma pasien ditambahkan 

ke microwell bersama dengan antibodi terkonjugasi enzim peroksidase (HRP-

Conjugated) dan diarahkan terhadap epitop yang berbeda dari HBsAg sampel. 

Selama inkubasi, imunokompleks spesifik yang terbentuk dalam sampel, 

ditangkap pada fase padat. Setelah mencuci untuk membersihkan sampel protein 

serum dan HRP terkonjugasi yang tidak berikatan, perubahan kromogen yang 

mengandung Tetramethyl-Benzine (TMB) dan urea peroksida ditambahkan ke 

dalam sumur. Dengan adanya ikatan antigen-antibodi (HRP) "sandwich" 

immunokompleks, khromogen yang tidak berwarna dihidrolisis oleh HRP terikat 

yang terkonjugasi ke produk. Terbentuknya komplek antigen antibodi primer dan 

antibodi sekunder ini selanjutnya akan menghasilkan presipitat warna dan 

intensitas setelah penambahan substrat, warna ini mencerminkan konsentrasi 

antibodi yang dicari pada sampel. Warna biru menjadi kuning setelah 

menghentikan reaksi dengan asam sulfat. Jumlah intensitas warna dapat diukur 

dan sebanding dengan jumlah antigen yang ditangkap dalam sumur, dan 

jumlahnya dalam sampel masing-masing. Sumuran dengan sampel negatif untuk 
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HBsAg tetap tidak berwarna. Pembacaan absorbansi pada panjang gelombang 450 

nm menggunakan ELISA Reader. Alur pemeriksaan pada Gambar 1.  

 

 
Gambar 1. Skema Pemeriksaan ELISA HBsAg. 

 

Tes cepat merupakan metode Imunokromatografi untuk mendeteksi 

HBsAg secara kualitatif yang ditampilkan secara manual dan memerlukan 

pembacaan mata. Membran strip dilapisi dengan konjugat koloidal antibodi 

poliklonal di garis tes. Sejumlah 100 µl serum atau plasma bereaksi dengan 

partikel yang dilapisi dengan anti-HBsAg antibodi monoklonal. Campuran 

tersebut akan bergerak secara kapilarisasi pada membran, konjugat koloidal yang 

semula tidak berwarna akan berwarna merah bila terjadi ikatan antara antigen-

antibodi dengan serum yang mengandung HBsAg. Munculnya garis berwarna 

dalam kurun waktu 15-20 menit mengindikasikan hasil positif, dan jika tidak 

muncul garis berwarna pada garis tes menandakan hasil negatif (Gambar 2). 

Sedangkan jika tidak ada warna yang terbentuk, maka pemeriksaan tersebut tidak 

akurat/invalid. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Gambar 2. Interpretasi Hasil ERD HBsAg. 
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Dilakukan penghitungan sensitivitas, spesifisitas, nilai prediksi positif, 

nilai prediksi negatif, positif likelihood ratio, negatif likelihood ratio, dan akurasi 

rapid tes HBsAg. Prevalensi Hepatitis B yang digunakan dalam analisis data 

adalah 7,1% sesuai data Riskesdas 2013 untuk populasi di atas 15 tahun. Analisis 

dilakukan menggunakan piranti lunak MedCalc. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Virus Hepatitis B pada hati mengalami siklus replikasi yang melibatkan 

penempelan virus pada sel hepatosit, pelepasan partikel inti yang terdiri dari 

HBsAg, enzim polymerase, dan DNA virus ke dalam sitoplasma. Selain itu, 

HBsAg diproduksi dalam jumlah besar oleh sel hati yang terinfeksi dan 

dilepaskan ke aliran darah. HBsAg yang dilepaskan ke dalam darah dapat 

dideteksi dengan imunokromatografi. Imunokromatografi juga dikenal sebagai uji 

aliran lateral, mendeteksi keberadaan antibodi atau antigen analit target dalam 

sampel tanpa menggunakan peralatan khusus, dan waktu relatif cepat dan murah. 

Secara keseluruhan, hasil pengujian tes cepat ERD Diagnostik HBsAg yang 

dipoduksi PT. Hepatika Mataram sangat baik. Dari 200 sampel negatif, terdapat 1 

sampel negatif palsu. Dan dari 22 sampel positif dengan pemeriksaan ELISA, 

terdapat 1 sampel positif palsu dengan ERD. Pembacaan hasil secara manual 

dibandingkan dengan uji ELISA dapat dilihat pada Tabel 1. 

 
Tabel 1. Data Hasil Pemeriksaan RDT dan ELISA sebagai Gold Standar. 

ELISA 

  Reaktif Non Reaktif Total 

Tes Cepat Positif 21(a) 1(b) 22(a + c) 

 Negatif 1(c) 199(d) 200(c+d) 

Total  22 (a+c) 200 (b+d)  

Keterangan: 

a : Positif benar; 

b : Positif palsu; 

c : Negatif palsu; dan 

d : Negatif benar. 

 

Biasanya tes ini digunakan untuk tujuan diagnostik medis, baik untuk 

pengujian di rumah, pengujian terapeutik, atau pemeriksaan laboratorium. Pada 

umumnya Rapid Diagnostic Test (RDT) menggunakan serangkaian kapiler seperti 

potongan kertas busa. Setiap elemen memiliki kemampuan alami untuk 

mengangkut cairan sampel. Elemen pertama (pad sampel) bertindak seperti spons 

dan memerangkap sampel cairan berlebih. Setelah direndam, cairan berpindah ke 

komponen kedua (buffer konjugasi), bentuk partikel bioaktif terkonjugasi dan 

kering dalam matriks garam-gula memastikan reaksi kimia yang optimal antara 

molekul target (untuk antigen) dan substrat (misalnya antibodi) yang tidak dapat 

bergerak pada permukaan membran. Saat cairan sampel melarutkan matriks gula-

garam, cairan tersebut juga melarutkan partikel mengangkut campuran sampel dan 

konjugat mengalir melalui struktur pori sampai pada kapiler ketiga. Hasil positif 

pada strip RDT adalah adanya ikatan HBsAg yang terdapat dalam serum atau 

plasma dengan anti HBs berlabel koloidal emas pada bantalan konjugat. Ikatan 
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tersebut akan bergerak sepanjang membran reaksi, dan selanjutnya akan berikatan 

dengan anti-HBsAg, kelebihan anti HBs koloidal emas berikatan dengan antibodi 

anti-mouse membentuk garis warna merah. 

Chien-Shiung Wu pada tahun 1993 melaporkan kemungkinan dari hasil 

HBsAg positif palsu, karena ketidakmampuan host atau varian HBV mengalami 

mutasi. Taffon et al. (2014), melaporkan bahwa HBV dalam tubuh pengidap HIV 

sering kali mengalami mutasi genetik, khususnya pada gen preS dan S, sehingga 

protein HBsAg tidak dapat dikenali oleh antibodi pendeteksi yang digunakan 

dalam imunokromatografi atau ELISA. Mutasi gen tersebut menyebabkan 

perubahan struktur pada protein HBsAg yang diekspresikan oleh HBV, sehingga 

interpretasi hasil positif palsu tinggi. Selain itu, telah dilaporkan bahwa pasien 

dengan lupus nephritis menunjukkan HBsAg positif palsu (Kiely et al., 2018). 

HBsAg yang berpotensi positif palsu juga dapat disebabkan oleh berbagai kondisi 

autoimun, infeksi dengan berbagai infeksi virus atau bakteri berhubungan dengan 

sanitasi dan kemungkinan reaktivasi infeksi laten, seperti virus herpes atau 

Helicobacter pylori.  

Metode ELISA sebagai gold standar pemeriksaan HBsAg merupakan 

suatu teknik biokimia untuk mendeteksi adanya antibodi atau antigen dalam suatu 

sampel. ELISA merupakan salah satu metode yang sensitif, banyak digunakan di 

bank darah (Shenge & Osiowy, 2021). Kit ELISA Wantai HBsAg menerapkan 

metode Sandwich memiliki tingkat sensitivitas yang tinggi. Aplikasi ELISA 

Sandwich kebanyakan untuk mendeteksi keberadaan antigen yang kadarnya 

rendah dengan tingkat kontaminasi pada sampel yang tinggi (Santosa, 2020). 

Metode ELISA mampu mendeteksi HBsAg 0,5 ug/I (konsentrasi HBsAg dalam 

plasma dapat mencapai 1 g/l). ELISA mampu mendeteksi 95% penderita 

Hepatitis B. 

Teknik ELISA berdasarkan pada reaksi spesifik antara antibodi dan 

antigen dengan menggunakan enzim sebagai penanda atau marker. Adanya 

ikatan antara antigen dan antibodi kompleks dengan penambahan substrat tertentu 

dan enzim peroksida yang akan memberikan perubahan warna pada hasil yang 

positif . Pengamatan hasil ELISA dilakukan secara kuantitatif maupun kualitatif. 

Hasil ELISA secara kuantitatif dapat diamati dari nilai Optical Density (OD) yang 

diukur menggunakan ELISA Reader. Hasil kuantitatif diinterpretasikan 

membandingkan dengan kurva standar agar dapat secara tepat digunakan untuk 

menghitung konsentrasi antigen dalam sampel. 

Syarat interpretasi hasil uji laboratorium untuk nilai sensitivitas dan 

spesifisitasnya minimal 95% (Asaduzzaman et al., 2018). Tabel  menunjukkan 

hasil pengujian sampel positif dan negatif terhadap ERD Diagnostic HBsAg 

dengan gold standar ELISA menggunakan Kit Wantai menunjukkan reagensia ini 

memiliki sensitivitas 95,45%, spesifisitas 99,50%, nilai prediksi positif 93,59%, 

nilai prediksi negatif 99,65%, dan akurasi 99,21%.  

 
Tabel 2. Hasil Perhitungan Penampilan Diagnostik ERD Diagnostic HBsAg Menggunakan 

Sampel Positif dan Sampel Negatif. 

Statistic Value 95%CI 

Sensitivity 95.45% 77.16% to 99.88% 

Specificity 99.50% 97.25% to 99.99% 
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Statistic Value 95%CI 

Positive Likelihood Ratio 190.91 26.97 to 1351.56 

Negative Likelihood Ratio 0.00  

Disease prevalence 7.1%  

Positive Predictive Value 93.59% 74.47% to 99.59% 

Negative Predictive Value 99.65% 97.51% to 100.00% 

Accuracy 99.21% 96.96% to 99.92% 

 

Dari penelitian beberapa uji diagnosis HBsAg buatan PT. Hepatika adalah 

Entebe RPHA yang mempunyai sensitivitas 78,6% dan spesivisitas 80% 

(Kuswiyanto, 2015). Reagen SD Bioline HBsAg untuk mendeteksi HBsAg 

menunjukan hasil sensitivitas 91,17%, spesifisitas 100% (Kalma, 2016). Pada 

penelitian Putra et al. (2019), menggunakan RDT One Step dengan pembanding 

ELISA Wantai HBsAg menunjukan sensitivitas sebesar 92,85%, spesifisitas 

100%, nilai prediksi positif 100%, dan nilai prediksi negatif 60%.  

Metode ELISA membutuhkan peralatan canggih dan biaya yang tinggi, 

transportasi dan karena adanya antibodi yang tidak stabil, penyimpanan harus 

pada suhu dingin, memakan waktu dan membutuhkan tenaga laboratorium yang 

terlatih. Pada kondisi tertentu, seperti halnya skrining tes pada darah donor, 

diperlukan metode yang cepat dan memiliki senstivitas maupun spesifisitas yang 

tinggi. WHO merekomendasikan, bahwa tes cepat yang ideal harus memenuhi 

kriteria, yaitu terjangkau, sensitif, spesifik, ramah pengguna, cepat dan tangguh, 

bebas peralatan, dan dapat dikirimkan ke pengguna akhir (Chauhan et al., 2015). 

RDT diharapkan dapat mengatasi keterbatasan waktu dan minimnya fasilitas di 

pusat kesehatan maupun peruntukan deteksi dini bagi kelompok beresiko, seperti 

pengguna jarum suntik, Orang Dengan HIV (ODHIV), pekerja seksual, pasien 

hemodialisa, riwayat transfusi, dan riwayat tato dilakukan untuk memutus 

penularan. Hasil negatif palsu yang rendah pada RDT menunjukan tingkat 

sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi. Hal ini menunjukan bahwa RDT dapat 

digunakan sebagai tes skrining dan pemeriksaan dengan metode ELISA 

kuantitatif dapat dilakukan pada kasus tertentu. 

 

SIMPULAN 

ERD diagnostik HBsAg produksi PT. Hepatika Mataram mempunyai 

penampilan diagnostik yang baik, dengan nilai sensitivitas 95,45% dan spesifisitas 

99,50% sesuai dengan standar yang ditetapkan WHO, yaitu minimal 95%. 

 

SARAN 

Perlunya penelitian lebih lanjut untuk mengembangan produk RDT pada 

sampel darah dengan antikoagulan, sehingga pemeriksaan dapat dilakukan di 

lapangan.  
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