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ABSTRAK

Penanganan Sampel Hemolisis Pada Pemeriksaan Tubex

Demam tifoid merupakan salah satu penyakit yang menjadi permasalahan
kesehatan di dunia. Banyak kasus tercatat di negara-negara subtropis maupun
tropis khususnya di negara yang sedang berkembang. Penyebaran penyakit ini
berkaitan erat dengan kepadatan penduduk juga kondisi kebersihan lingkungannya.
Diagnosis penyakit demam tifoid dapat dilakukan dengan melihat gejala klinis,
pemeriksaan fisik dan pemeriksaan laboratorium. Pemeriksaan Tubex merupakan
salah satu uji serologi yang menguji aglutinasi kompetitif semikuantitatif untuk
mendeteksi adanya antibodi IgM terhadap antigen lipopolisakarida (LPS) O9
Salmonella typhi, dan tidak mendetekai IgG. Fokus studi kasus pada penelitian
ini adalah cara penanganan sampel yang hemolisis pada pemeriksan tubex. Sampel
yang digunakan dalam kasus ini adalah serum yang mengalami hemolisis.
Sedangkan syarat sampel yang baik adalah sampel yang tidak mengalami lisis,
lipemik dan ikterik. Hasil dari penelitian ini menunjukkan perbedaan antara hasil
pemerikssaan dengan sampel hemolisis dengan hasil skala 2 sedangkan sampel
hemolisis yang ditangani dengan hasil skala 0. Sampel yang mengalami hemolisis
akan berpengaruh terhadap hasil, karena akan mempengaruhi warna yang menjadi
indikator hasil color scale pada pemeriksaan tubex. Kesimpulan dari penelitian ini
adalah melakukan penanganan sampel yaitu menggunakan metode penggantian
reagen terhadap sampel pada proses analitik menggunakan reagen wash buffer.
Penanganan ini dilakukan untuk menentukan hasil yang valid dan memudahkan
pada proses pembacaan dan menghindari terjadinya postif palsu. Pemeriksaan
tubex menggunakan sampel hemolisis bisa ditangani dan dapat dilakukan.

Kata kunci  : pemeriksaan tubex, penanganan sampel, sampel hemolisis



ABSTRACT

Handling of Hemolysis Samples in Tubex Examination

TByphoid fever is one of the diseases that is a health problem in the world. Many
cases are recorvded in subtropical and tropical countries, especially in developing
countries. The spread of this disease is closely related to population density and
environmental hygiene conditions. Diagnosis of typhoid fever can be done by
looking at clinical symptoms, physical examination and laboratory examination.
Tubex examination is one of the serological tests that tests semi-quantitative
competitive agglutination to detect the presence of IgM antibodies to
lipopolysaccharide (LPS) O9 Salmonella typhi antigens, and does not detect IgG.
The focus of the case study in this study is how to handle hemolyzed samples in
tubex examination. The sample used in this case is serum that has undergone
hemolysis. While the requirements for a good sample are samples that do not
experience lysis, lipemic and icteric. The results of this study show the difference
between the results of the examination with hemolyzed samples with scale results of
2 while the hemolyzed samples handled with scale results of 0. Samples that
experience hemolysis will affect the results, because they will affect the color that
is the indicator of the color scale results in the tubex examination. The conclusion
of this study is to handle the sample using the reagent replacement method for the
sample in the analytical process using the wash buffer reagent. This handling is
done to determine valid results and facilitate the reading process and avoid false
positives. Tubex examination using hemolysis samples can be handled and can be
done.

Keywords: hemolysis samples, sample handling, tubex examination
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BABI1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Demam tifoid merupakan salah satu penyakit yang menjadi permasalahan
kesehatan di dunia. Banyak kasus tercatat di negara-negara subtropis maupun
tropis khususnya di negara yang sedang berkembang. Penyebaran penyakit ini
berkaitan erat dengan kepadatan penduduk juga kondisi kebersihan
lingkungannya. Menurut informasi WHO pada tahun 2003, terdapat 17 juta
kasus diseluruh dunia. Pada tahun 2010 demam tifoid ini menginjak 1307 kasus
orang dikalangan anak-anak berusia 5 tahun, terutama di Asia Tenggara,

Indonesia (Yoga, 2015).

Diagnosis penyakit demam tifoid dapat dilakukan dengan memperhatikan
tanda-tanda klinis, pemeriksaan fisik serta tes laboratorium. Tes laboratorium
ini meliputi tes darah rutin, kimia klinik, kultur organisme dan uji serologis
seperti uji widal, uji tubex, typhidot dan dipstick. Uji tubex memiliki fungsi
mendeteksi antibodi IgM terhadap bakteri Salmonella typhi yang menyebabkan
demam tifoid. Uji ini dapat dilakukan pada hari ke-3-4 demam (Kusumaningrat,
2019). Sedangkan uji widal mendeteksi demam tifoid dengan raeksi aglutinasi,
tujuan dari uji widal untuk melihat adanya Antibodi spesifik dalam serum tubuh
pasien terhadap antigen Salmonella secara kualitatif dan semi kuantitatif
menurut reaksi aglutinasi. Uji widal ini biasanya dilakukan pada hari ke 5-10
gejala muncul (Harti, 2012). Uji Typhidot adalah tes yang disarankan pada

gejala demam tifoid pada hari 2-3 infeksi. Tes ini untuk mendeteksi IgM dan



IgG pada protein membran luar salmonella typhi. Uji ini secara khusus
mengidentifikasi IgG dan IgM terhadap S.7iphy. Sedangkan uji IgM dipstik
adalah tes yang fokus pada deteksi IgM spesifik dengan menggunakan strip
yang mengandung antigen lipopolisakarida dari Salmonella typhi dan anti IgM
sebagai kontrol. Hasil yang akurat biasanya diperoleh jika pemeriksaan

dilakukan satu minggu setelah gejala muncul (Marzalina, 2019).

Pemeriksaan Tubex adalah salah satu jenis tes serologi yang melakukan
pengujian aglutinasi kompetitif secara semi-kuantitatif untuk mengidentifikasi
keberadaan antibodi IgM terhadap antigen lipopolisakarida (LPS) O9
Salmonella typhi, dan tidak dapat mendeteksi IgG. Pemeriksaan ini merupakan
tes rapid in vitro untuk mendeteksi IgM yang spesifik terhadap antigen O9
Salmonella Enterica Serovar Typhi yang terdapat dalam serum pasien. Metode
yang digunakan adalah metode inhibition magnetic binding immunoasay
(IMBI). Interprestasi dari hasil pemeriksaan tubex ini berupa semikuantitatif
yaitu dengan membandingkan warna yang terlihat pada hasil akhir reaksi
pemeriksaan dengan color scale yang memiliki skala yang terdapat pada

kit tubex (Prasini, 2020).

Hemolisis merupakan kondisi pecahnya sel darah merah yang menyebabkan
hemoglobin bebas tersebar ke dalam serum atau plasma. Dalam pemeriksaan
tubex yaitu uji imunodiagnostik semikuantitatif yang mendeteksi antibodi IgM
terhadap Salmonella typhi — keberadaan hemolisis pada sampel dapat
memberikan dampak signifikan terhadap hasil pengujian. Hemolisis dapat

menimbulkan gangguan visual pada pembacaan hasil pemeriksaan tubex. Hal



ini dikarenakan warna merah dari hemoglobin yang bebas dalam serum dapat
menutupi perubahan warna indikator pada reagen uji, sehingga menyulitkan
interpretasi hasil secara visual. Interferensi ini berpotensi menimbulkan hasil
positif palsu, serta meningkatkan jumlah hasil yang masuk dalam kategori
borderline atau tidak dapat ditentukan. Oleh karena itu, protokol awal
pemeriksaan tubex umumnya menyarankan agar spesimen dengan hemolisis
tidak digunakan, dan diganti dengan sampel baru ataupun sampel dilakukan
penanganan. Hasil pemeriksaan yang baik atau untuk menghindari terjadinya
positif palsu, maka diperhatikan cara pengambilan sampel sampai proses
pemeriksaannya. Kondisi spesimen yang tidak normal atau tidak sesuai menjadi
faktor penyebab ketidak sesuaian hasil dan mempengaruhi pemeriksaan, contoh
kondisinya yaitu spseimen yang mengalami hemolisis, lipemik atau
terkontaminasi dan penundaan pemeriksaan dalam waktu yang lama pada suhu
yang tidak sesuai sehingga membuat serum rusak. Jika sampel dilakukan
penundaan maka sebelum melakukan tes sampel disimpan pada suhu 2-8°C
selama 48 jam. Sedangkan untuk waktu yang cukup lama serum harus
dibekukan. Darah yang belum membeku dengan baik kemudian disentrifus
akan terbentuk darah lisis yang menyebabkan sampel sulit dibaca karena
kondisi sampel yang keruh dan warna yang mengganggu pembacaan hasil

(Sabban, 2023).

Syarat sampel yang baik adalah sampel darah yang tidak mengalami
hemolisis, lipemik dan ikterik. Dibeberapa laboratorium kadang ditemukan

kualitas sampel yang tidak baik, seperti keadaan sampel yang lisis (Kalma,



2011). Hemolisis adalah kondisi sel membran eritrosit pecah, sehingga
membran hemoglobin menyebar ke dalam seluruh serum (Kahar, 2017).
Menurut Riswanto (2010), mengeluarkan darah dari spuit tanpa melepas jarum
terlebih dahulu adalah salah satu faktor rusaknya sel eritrosit. Ketika sel eritrosit
pecah akan membuat isi sel keluar seperti enzim, elektrolit dan hemoglobin, hal

ini yang membuat warna serum tampak merah.

Pada pemeriksaan tubex, sampel yang lisis akan berpengaruh terhadap hasil,
karena akan mempengaruhi warna yang menjadi indikator hasil color scale
pada pemeriksaan tubex. Maka sampel lisis ini perlu ditangani dengan baik,
penanganan sampel lisis pada pemeriksaan tubex dengan cara ultracentrifuge,
metode pengenceran atau penggantian (Fernandez, 2023). Jika spesimen tidak
ditangani dengan baik, akan berpengaruh terhadap hasil sehingga kemungkinan
akan berpengaruh pada terhadap pengobatan dan merugikan pasien. Maka
dilakukan kajian kasus “Penanganan Sampel Hemolis Pada Pemeriksaan

Tubex”

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang bagaimana cara penanganan sampel hemolisis
pada pemeriksaan tubex?
1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari karya tulis ini adalah untuk mengetahui penanganan sampel

hemolisis pada pemeriksaan tubex.



1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat yang dapat diambil dalam penelitian ini adalah meningkatkan
kewaspadaan dalam pengolahan spesimen agar tidak terjadi hemolisis, serta
untuk meningkatkan keterampilan dalam penanganan sampel hemolisis agar

tidak mempengaruhi hasil pemeriksaan khususnya pemeriksaan tubex.



2.1

2.1.1

BABII
TINJAUAN PUSTAKA

Tinjaun Pustaka

Demam Tifoid

Demam tifoid adalah penyakit sistemik akut yang menyerang pada
manusia, penyebabnya adalah bakteri. Bakteri penyebab demam tifoid ini
merupakan bakteri yang patogen intraselular fakultatif. Ada beberapa
faktor yang menyebabkan bakteri demam tifoid menyerang pada manusia
yaitu kurangnya kebersihan diri, kondisi tempat tinggal yang sangat padat,
persediaan air bersih yang tidak mencukupi, menurunnya sistem imun
penderita, keberadaan mutasi genetik pada bakteri Salmonella enterica
serovar typhi dan munculnya resistensi terhadap berbagai obat (Ilham,
2017).

Prinsip penularan penyakit ini adalah melalui fekal-oral. Bakteri
bersumber dari kotoran atau urin orang yang terinfeksi atau bahkan carrier
(pembawa penyakit yang tidak mengalami gejala) yang dapat ke dalam
tubuh manusia melalui air dan makanan. Proses kontaminasi makanan dan
minuman oleh bakteri memiliki banyak variasi. Di beberapa negara
penularan terjadi karena masyarakat sering mengkonsumsi makanan yang
airnya terkontaminasi, air tersebut mengandung bakteri salmonella typhi.
Pencemaran ini juga dapat muncul pada buah-buahan yang ditanam di
lahan yang menggunakan pupuk dari limbah manusia.Vektor berupa

serangga juga menularkan bakteri salmonella typhi (Afifah, 2019).



Salmonella typhi (S. Typhi) merupakan bakteri penyebab demam
tifoid, ukurannya 0,7-1,5 X 2-5 um, memiliki antigen somatik (O), flagel
(H) dengan 2 fase dan antigen kapsul (Vi). Demam tifoid suatu penyakit
sistemik dengan gejala demam yang berlangsung lama, adanya bakteremia
disertai inflamasi yang dapat merusak usus dan organ-organ hati. S. Typhi
adalah bakteri berbentuk batang yang tergolong gram negatif, tidak
membentuk spora, memiliki flagel peritrik untuk bergerak, bersifat
intraseluler fakultatif, dan juga dapat hidup dalam kondisi anaerob
fakultatif (Vi) (Cita, 2011).

Bakteri S. typhi masuk beserta makanan dan minuman yang
terkontaminasi kedalam lambung, lalu melewati usus halus pada ambang
batas tertentu yang ditentukan oleh jumlah bakteri, virulensi bakteri, dan
respon imun inang. S #yphi kemudian meninggalkan habitat intraselulernya
dan memasuki aliran darah. Tempat infeksi sekunder yang paling umum
adalah hati, limpa, sumsum tulang, kantung empedu, dan peyers patches
di ileum terminal. Di hati, S. typhi menyebabkan aktivasi sel kupffer yang
memiliki aktivitas bakterisida tinggi dan dapat menetralisir bakteri
menggunakan radikal bebas oksidatif, oksida nitrat, dan enzim (Ilham,
2017).

Metode Pemeriksaan
Mencegah terjadinya komplikasi demam tifoid dilakukan
diagnosis dini dan pemberian terapi yang tepat bermanfaat untuk

mendapatkan hasil yang cepat dan optimal. Pengetahuan mengenai



gambaran klinis penyakit sangat penting untuk membantu mendeteksi dini
penyakit ini. Pemeriksaan laboratorium dan pemeriksaan tambahan
lainnya dapat membantu menegakkan diagnosis. Beberapa tes yang
digunakan untuk demam tifoid antara lain tes widal, tes tubex, tes typhidot
dan tes IgM dipstik (Nelwan, 2012).
a. Tes Widal

Tes widal merupakan suatu tes dengan reaksi aglutinasi antara
antigen dan antibodi (aglutinin). Aglutinin yang spesifik terhadap
salmonella terdapat dalam serum pasien demam typhoid, juga pada orang
yang pernah ketularan salmonella dan pada orang yang pernah divaksinasi
terhadap demam tifoid. Reagennya mengandung antigen yang didalamnya
terdapat suspensi salmonella yang sudah dimatikan dan diolah di
laboratorium. Tes widal ini menentukan adanya aglutinin dalam serum
pasien yang disangka menderita demam tifoid. Akibat infeksi oleh bakteri
salmonella, pasien membuat antibodi (aglutinin), yaitu:
- Aglutinin O, yang dibuat karena rangsangan antigen O (berasal dari
tubuh kuman).
- Aglutinin H, karena rangsangan antigen H (berasal dari flagela kuman).

- Aglutinin Vi, karena rangsangan antigen Vi (berasal dari simpai kuman).

Dari ketiga jenis aglutinin yang ada, hanya aglutinin O dan H yang
diukur titernya untuk keperluan diagnosis. Semakin tinggi kadar titernya,
semakin besar kemungkinan bahwa pasien mengalami demam tifoid. Pada

infeksi yang aktif, titer uji widal akan meningkat pada pemeriksaan ulang



yang dilakukan selang paling sedikit 5 hari (Aprilia,2018)

b. Tes Tubex

Uji Tubex merupakan wuji serologis aglutinasi kompetitif
semikuantitatif untuk mendeteksi keberadaan antibodi IgM terhadap
antigen O-9 lipopolisakarida (LPS) salmonella typhi dan tidak mendeteksi
IgG. Pemeriksaan ini menggunakan metode IMBI (inhibition magnetic
binding immunoassay). Uji Tubex mempunyai sensitivitas dan spesifisitas
yang lebih baik dibandingkan uji Widal. Sensitivitas dapat ditingkatkan
dengan menggunakan partikel berwarna dan spesifisitas dapat
ditingkatkan dengan menggunakan antigen O9. Antigen ini spesifik dan
unik untuk serogrup Sal/monella D. Tes ini merupakan tes yang ideal dan
dapat digunakan untuk pengujian rutin karena prosesnya cepat, akurat,
sederhana dan mudah. Antigen O9 bersifat imunodominan dan dapat
memicu respon imun, sehingga respon terhadap antigen O9 berlangsung
cepat, deteksi anti-O9 terjadi pada hari ke 4-5 (infeksi primer) dan hari ke
2-3 (infeksi sekunder). Tes Tubex menggunakan pemisahan partikel untuk
mendeteksi antibodi IgM terhadap antigen serotipe di seluruh serum.
Antibodi pasien menghambat pengikatan antara partikel indikator yang
dilapisi antibodi monoklonal anti-O9 dan partikel magnetik yang dilapisi
lipopolisakarida (Setiana, 2015).

Tes Tubex memiliki sejumlah keunggulan dibandingkan metode
serologis lainnya seperti Widal, Typhidot, dan IgM dipstick, terutama dalam

hal kecepatan, akurasi, dan kemudahan penggunaan. Tubex menunjukkan



sensitivitas sebesar 95% dan spesifisitas 90,4%, lebih tinggi dibandingkan
Widal yang hanya memiliki sensitivitas 85% dan spesifisitas 88%. Selain
itu, tes ini tidak memerlukan interpretasi titer antibodi seperti pada Widal,
sehingga lebih sederhana dan cepat dengan waktu pemeriksaan hanya
sekitar 5 menit. Tubex menunjukkan performa diagnostik yang konsisten
lebih baik daripada Typhidot, dengan sensitivitas rata-rata 94,7% dan
spesifisitas 80,4%, sedangkan Typhidot hanya mencapai sensitivitas 80—
90% dan spesifisitas 65-78%. Keunggulan lainnya adalah Tubex memiliki
angka positif palsu yang lebih rendah dibandingkan Typhidot maupun IgM
dipstick, sehingga lebih andal untuk diagnosis dini demam tifoid, khususnya
di daerah endemis. Dibandingkan IgM dipstick yang sering menunjukkan
variabilitas performa berdasarkan waktu infeksi, Tubex dapat mendeteksi
antibodi IgM anti-O9 secara spesifik dan efektif bahkan pada awal infeksi.
Oleh karena itu, Tubex direkomendasikan sebagai alat diagnostik cepat
dengan akurasi tinggi dalam deteksi demam tifoid, terutama di fasilitas
kesehatan dengan sumber daya terbatas (Elhawari, 2015).

Prinsip dasar dari uji tubex adalah untuk menilai sejauh mana serum
antibodi [gM dapat menghalangi reaksi antara antigen yang dilabeli partikel
lateks magnetik (reagen berwarna coklat) dan antibodi monoklonal yang
dilabeli lateks berwarna (reagen berwarna biru). Setelah itu, ikatan yang
terhambat ini akan dipisahkan menggunakan kekuatan magnet. Tingkat
inhibisi yang dihasilkan adalah setara dengan konsentrasi antibodi IgM S.

typhi dalam sampel. Hasil dibaca pada akhir yaitu dengan membandingkan
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warna akhir reaksi dengan skala warna yang terdapat pada color scale. Jika
pasien terindikasi positif demam tifoid, uji tubex ini akan menunjukkan
terdapat infeksi Sa/monella serogroup D dan akan memberikan hasil negatif
pada infeksi Salmonella paratyphi (Nazilah, 2015).

Melakukan pemeriksaan tubex membutuhkan beberapa alat yaitu
salah satunya tabung V dan beberapa reagen, yaitu reagen A dan B. Reagen
A Dberisi partikel bermagnetik yang telah diselimuti antigen S. #yphi O9,
sedangkan reagen B berisi partikel lateks berwarna biru yang diselimuti
antibodi spesifik antigen O9 (Yoga, 2015).

Cara melakukan pemeriksaan tubex adalah yaitu dengan
memasukan 45ul antigen-coated magnetik partikel (brown reagen) pada
reaction container yang disediakan (satu set yang terdiri dari enam tabung
berbentuk V). Kemudian menambahkan serum pasien sebanyak 45ul, lalu
keduanya dihomogenkan dengan menggunakan mikropipet. Campuran
tersebut didiamkan selama 2 menit. Langkah berikutnya yaitu
menambahkan 90ul antibody-coated indikator partikel (blue reagent).
Tutup tempat reaksi tersebut dengan menggunakan strip dan ubah posisi
tabung menjadi sudut 90 derajat, lalu tabung diletakkan pada tubex shaker
Setelah itu goyang-goyangkan selama 2 menit. Setelah digoyangkan,
tabung disimpan diatas magnet stand lalu diamkan selama 5 menit untuk
membiarkan terjadi proses pemisahan (pengendapan). Pembacaan hasil
pemeriksaan tubex ini dengan cara mencocokkan warna yang terbentuk

pada akhir reaksi dengan skor yang tertera pada color scale
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(Kusumaningrat, 2019).
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Gambar 2. 1 Skala warna hasil uji tubex (Ilham, 2017)
Setelah 5 menit proses sedimentasi partikel- partikel magnetik dengan
magnet yang terdapat pada penyangga magnet, reaksi tersebut dapat
dibaca. Hasil pemeriksaan tubex ini merupakan semikuantitatif, hasilnya
dibaca berdasarkan warna yang muncul setelah dilakukan pencampuran
lalu dibandingkan dengan skala warna yang terdapat pada kit tubex.
Rentang skor yaitu dari 0 (warna merah, sangat negatif) megatin hingga
10 (warna biru tua, sangat positif) (Ilham, 2017).
c. Uji Typhidot
Uji typhidot merupakan uji laboratorium untuk mendirikan
diagnosis penyakit demam tifoid. Uji ini biasanya dilakukan pada hari ke
2-3 infeksi. Tujuannya untuk mendeteksi IgM dan IgG protein membrane
luar s. typhi. Metode typhidot telah dilakukan aktivasi IgG total sehingga
menghilangkan pengikatan antigen terhadap IgM spesifik. Metode ini bisa
menjadi alternatif untuk uji widal jika dipadukan dengan kultur, sehingga
memungkinkan diagnosis yang lebih cepat dan tepat. Dalam situasi

reinfeksi, reaksi imun sekunder (IgG) terstimulasi secara berlebihan
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sehingga IgM menjadi sulit terdeteksi. [gG bisa bertahan hingga dua tahun,
sehingga pemantauan IgG saja tidak dapat digunakan untuk membedakan
antara infeksi akut dengan reinfeksi atau konvalesen dalam kasus infeksi
primer. Untuk mengatasi permasalahan ini, tes tersebut kemudian
dimodifikasi dengan menonaktifkan total IgG dalam sampel serum. Tes
ini, yang dikenal sebagai typhidot-M, memungkinkan interaksi antara
antigen dan IgM spesifik yang terdapat dalam serum pasien. Uji
sensitivitas pada typhidot menunjukkan nilai 98 persen. Sementara itu,
spesifisitasnya tercatat sebesar 76,6% dan efisiensi pengujian mencapai
84%, sesuai dengan penelitian yang dilaporkan oleh Gopalakhisnan.
Dalam penelitian lain yang dilakukan oleh Oslen dan rekan-rekannya,
sensitivitas dan spesifisitas tes ini hampir serupa dengan Uji Tubex, yaitu
masing-masing 79% dan 89%, serta 78% dan 89% (Marzalina, 2019).
d. Uji IgM Dipstik

Metode IgM dipstik demam tifoid digunakan untuk mendeteksi
adanya antibodi yang dibentuk karena infeksi s. #yphi pada serum
penderita. Pemeriksaan ini dapat dilakukan dengan serum dalam rasio 1:50
dan darah dalam rasio 1:25, kemudian diinkubasi selama tiga jam pada
suhu ruangan. Selanjutnya, dibilas menggunakan air dan dibiarkan kering.
Hasilnya dianggap positif jika terlihat warna pada garis C dan T,

sedangkan hasil negatif jika tidak ada warna pada garis T (Andrio, 2018)
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2.1.3 Sampel Pemeriksaan Tubex

Jenis sampel yang digunakan dalam pemeriksaa tubex adalah
sampel serum. Serum darah adalah spesimen yang didapat dari darah tidak
terdapat antikoagulan, sehingga darah akan membeku dalam waktu 15
menit. Darah yang membeku dilakukan sentrifugasi, sehingga terjadi
pemisahan antara cairan dan sel- sel darah, cairan berwarna kuning hasil
sentrifugasi disebut sebagai serum darah. Serum ini terdiri dari air, protein,
hormon, nutrisi, gas, limbah, dan zat-zat lain yang diperlukan oleh tubuh.
Serum darah digunakan dalam berbagai macam uji laboratorium untuk
mendiagnosis kondisi medis, memantau pengobatan, atau melakukan
penelitian (Prasini, 2020). Pada pemeriksaan tubex sampel yang
digunakan menjadi peran penting untuk memastikan keakuratan hasil.
Sampel yang dianjurkan adalah sampel serum yang baik dan terbebas dari
hemolisis, lipemik, atau ikterik. Sampel yang hemolisis dapat
mempengaruhi pembacaan warna pada reaksi tubex (Ley, 2011).
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Gambar 2. 2 Jenis-jenis serum abnormal (Dila, 2020)

2.14 Serum Hemolisis
Serum hemolisis terjadi ketika sel darah merah pecah (hemolisis)

dan melepaskan hemoglobin ke dalam serum darah. Hemolisis dapat
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terjadi selama pengambilan sampel darah, penyimpanan darah yang tidak
sesuai, atau selama proses pengolahan sampel. Ketika hemolisis terjadi,
cairan dalam tabung pengambilan darah atau tabung reaksi berubah
menjadi warna merah muda atau merah, dan sampel darah bisa terlihat
keruh. Ini dapat mempengaruhi hasil uji laboratorium karena hemoglobin
yang dilepaskan dari sel darah merah dapat mengganggu analisis kimia

atau menghasilkan hasil yang tidak akurat (Dila, 2020).

1,000

5 100 250 00

Approximate hemoglobin coneentration in mg/dL

Minimnal 20

Gambar 2. 3 Skala tingkatan hemolisis (Dila, 2020)

Untuk menangani sampel hemolisis terdapat berbagai cara yaitu:
a. Metode sentrifugasi

Sentrifugasi serum/plasma adalah metode pilihan untuk
menghilangkan lisis. Ultrasentrifugasi sampel (100.000-2.000.000x g)
menghilangkan lisis secara efektif dan memfasilitasi penentuan analit.
Ultrasentrifugasi memerlukan penggunaan peralatan yang tidak tersedia di
sebagian besar laboratorium. Namun, lisis dapat dipisahkan dalam
serum/plasma dengan sentrifugasi kecepatan tinggi (10.000—15.000x g)
(Fernandez, 2023).
b. Metode penggantian atau pengenceran

Konsentrasi interferensi dapat dikurangi atau dihilangkan melalui

pengenceran serum/plasma. Sampel harus diencerkan untuk mengurangi
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lisis di bawah batas gangguan kuantitas yang relevan, namun tidak terlalu
banyak untuk memastikan bahwa konsentrasi komponen tetap dalam batas
kuantifikasi kuantitas. Mengganti serum/plasma dengan pengencer
isoosmotik (larutan yang menjaga integritas sel tetap stabil, seperti NaCl
0,9%, larutan wash buffer, dan larutan PBS) dan dengan volume yang sama
adalah strategi yang baik untuk mengurangi gangguan pada sampel darah.
Pada studi kasus ini dilakukan dengan cara penggantian yaitu
menggunakan wash buffer. Wash buffer dalam prosedur TUBEX
digunakan untuk mengganti partikel magnetik setelah proses inkubasi
dengan serum pasien. Fungsinya adalah untuk menghilangkan antibodi
atau antigen bebas yang tidak spesifik, sehingga hanya partikel yang
benar-benar berikatan yang tersisa. Ini memungkinkan interpretasi hasil
warna yang lebih akurat. Wash buffer digunakan setelah proses inkubasi
antara partikel berwarna (color particle) dan partikel magnetik (magnetic
particle) yang telah bereaksi dengan antibodi spesifik dalam serum pasien.
Setelah inkubasi, campuran tersebut dimasukkan ke dalam tabung reaksi
dan ditambahkan wash buffer, lalu campuran dikocok ringan. Partikel
magnetik akan ditarik ke dasar tabung menggunakan magnet, sedangkan
partikel berwarna yang tidak berikatan akan tetap berada di bagian atas

larutan (Fernandez, 2023)
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2.2 Kerangka Penelitian

Pemeriksaan Tubex

Serum hemolisis

Sampel Penanganan
langsung serum hemolisis
diperiksa

Dilakukan
pemeriksaan
,
Interpretasi hasil pemeriksaan tubex ]
\

Gambar 2. 4 Kerangka Penelitian



BAB Il

METODE STUDI KASUS

3.1 Rancangan studi kasus
Penelitian ini mendeskripsikan tentang kasus di bidang imunoserologi
mengenai penanganan sampel hemolisis yaitu pemeriksaan tubex.
3.2 Objek Studi Kasus
Objek studi kasus yang digunakan adalah sampel serum yang hemolisis.

3.3 Fokus Studi Kasus

Fokus studi kasus pada penelitian ini yaitu laboratorium X menerima
sampel serum hemolisis untuk pemeriksaan tubex, pemeriksaan tubex
seharusnya menggunakan sampel serum yang normal. Untuk menangani
kasus ini, petugas laboratorium melakukan penanganan terhadap sampel
yang hemolisis dengan cara mengganti reagen menggunakan wash buffer
pada tahap analitik pemeriksaan tubex, hasil akhir yang didapatkan setelah
melakukan penanganan terhadap serum yang hemolisis menunjukkan hasil
negatif. Jika tidak dilakukan penanganan terhadap sampel tersebut akan
menghasilkan warna yang lebih tinggi, karena serum yang lisis memiliki

warna yang kemerahan mempengaruhi hasil akhir pemeriksaan.

3.4 Pengumpulan data studi kasus
Data pada studi kasus ini diketahui dengan melakukan pemeriksaan tubex

dengan keadaan sampel yang hemolisis.

15
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3.4.1 Pra Analitik
Pada serum yang akan diperiksa didapatkan kondisi serum yang
hemolisis ditandai dengan warna pada serum yang berwarna merah.
Kondisi serum lisis ini dapat terjadi dikarenakan saat pengolahan spesimen
atau pada saat pengambilan darah. Adapun pembuatan serum yang baik
yaitu sampel darah yang terdapat pada tabung kuning dibiarkan membeku
terlebih dahulu selama kurang lebih 15 menit dan proses sentrifugasi

dilakukan dengan kecepatan 3500 rpm selama 15 menit.

3.4.2 Analitik
Pemeriksaan tubex merupakan pemeriksaan semikuantitatif.

Pemeriksaan ini dibaca dengan membandingkan warna yang keluar

setelah terjadi reaksi pemeriksaan dengan standar warna yang memiliki

skor pada kit tubex. Prosedur pemeriksaan tubex yang dilakukan adalah
sebagai berikut:

a. Masukkan 45ul antigen-coated magnetic partikel (Brown Reagen)
pada reaction container, pada tabung V pertama dan kedua.

b. Kemudian masukkan sampel serum sebanyak 45ul pada tabung
pertama dan kedua, serta campurkan keduanya dengan menggunakan
tip.

c. Homogenkan, lalu campuran tersebut diinkubasi selama 2 menit.

d. Pada tabung pertama, buang supernatan lalu tabahkan wash buffer

sebanyak 90ul dan homogenkan.
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e. Selanjutnya tambahkan 90ul antibodi-coated indikator partikel 2 (Blue
Reagent) pada tabung pertama dan kedua.

f. Tutup tempat reaksi tersebut dengan menggunkan strip, setelah itu
letakkan pada tubex shaker.

g. Tabung digoyangkan oleh alat selama 2 menit.

h. Selanjunya, tabung didiamkan diatas magnet stand selama 5 menit
agar larutan pemeriksaan tersebut pengendap (terjadi pemisahan).

i. Pembacaan hasil akhir reaksi dengan cara mencocokkan warna dengan

color scale yang tertera di magnet stand

3.4.3 Pasca analitik
Tahap ini yaitu tahap akhir dari pemeriksaan tubex. Pada tahap ini
kegiatan yang dilakukan adalah melaporkan hasil pemeriksaan
memverifikasi dan memvalidasi hasil pemeriksaan. Setelah dilakukan
pemeriksaan tubex pada sampel serum hemolisis langsung dan yang
dilakukan mendapatkan hasil 2 (pada sampel hemolisis yang langsung
diperiksa) dan hasil 0 (pada sampel hemolisis yang dilakukan
penanganan).
3.5 Etik Studi Kasus
Penelitian studi kasus ini dilakukan dengan prinsip adil, baik dan
hormat. Adil dilakukan dengan tidak membeda-bedakan objek penelitian,
baik dilakukan dengan tidak menimbulkan kerugian pada objek penelitian,
dan hormat dilakukan dengan memina izin dan menjaaga kerahasiaan

pihak terkait.



BAB 1V

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian

Laboratorium x menerima sampel darah untuk diperiksaan pemeriksaan
tubex, sampel tersebut didiamkan kurang lebih 15 menit supaya membeku.
Darah yang sudah membeku disentrifugasi untuk memisahkan darah dan
serum. Serum yang didapatkan pada pasien tersebut mengalami hemolisis
(terlihat merah). Sedangkan untuk pemeriksaan tubex harus menggunakan
sampel serum yang normal, tidak hemolisis (terlihat merah), tidak lipemik
(terlihat keruh), ataupun ikterik (berwarna kuning). Maka dari itu,
laboratorium x melakukan penanganan terhadap sampel yang hemolisis
dengan melakukan penggantian reagen menggunakan reagen wash buffer pada
tahap analitik. Hasil yang didapatkan adalah pada skala warna negatif 0, ini
menunjukkan hasil negatif.

Tabel 4. 1 Hasil penelitian

Data Hasil Keterangan Nilai rujukan
Tabung V3 2 Pemeriksaan 0-2 (Negatif)
dengan sampel 4-10 (Positif)
hemolisis
Tabung V2 Negatif (0) Pemeriksaan
dengan sampel
ditangani
4.2 Pembahasan

Laboratorium rumah sakit X menerima sampel darah. Diketahui pasien

tersebut mengalami gejala klinis demam tifoid, perawat rawat inap meminta

18
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untuk dilakukan pemeriksaan tubex. Sampel yang dihasilkan yaitu mengalami
hemolisis, seharusnya untuk pemeriksaan tubex ini biasanya menggunakan

sampel serum dengan kualitas yang baik.

Ada beberapa metode pemeriksaan penunjang demam tifoid. Namun,
pemeriksaan yang ideal dan direkomendasikan adalah pemeriksaan tubex.
Prosesnya yang akurat, mudah dan cepat menjadi nilai tambah pemeriksaan
tubex dapat digunakan secara rutin. Respon terhadap antigen O9 berlangsung
cepat karena antigen O9 bersifat imunodominan yang mampu merangsang
respon imun, sehingga deteksi anti-O9 dapat dilakukan pada hari ke 4 hingga
ke 5 (infeksi primer) dan hari ke 2 hingga ke 3 (infeksi sekunder) (Setiana,
2015).

Hal yang mempengaruhi pemeriksaan tubex terdapat beberapa faktor salah
satunya adalah penggunaan serum yang tidak normal yaitu serum yang
hemolisis, serum lipemik, ataupun serum ikterik. Ketiga serum tersebut tidak
bisa digunakan karena berpengaruh pada tahap akhir pemeriksaan yang terjadi
atas perubahan warna yang spesifik dengan magnetik untuk mendeteksi
antibodi anti salmonella typhi 09 dalam serum pasien (Nurhayati, 2023). Serum
hemolisis adalah salah satu kondisi terdapat gangguan pada membran eritrosit
sehingga terjadi pelepasan hemoglobin. Hemolisis ini ditandai dengan kondisi
serum yang berwarna kemerahan karena lepasnya hemoglobin dari eritrosit
yang rusak. Hemolisis dapat terjadi secara in vitro dan in vivo. Hemolisis secara
in vivo dapat disebabkan oleh adanya infeksi, zat beracun, reaksi transfusi dan

anemia hemolitik. Hemolisis secara in vitro disebabkan oleh proses
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pengambilan, penanganan, atau penyimpanan spesimen darah yang
menyebabkan sel darah merah pecah di luar tubuh. Salah satu penyebab utama
adalah teknik venipuncture yang tidak tepat, seperti penggunaan jarum terlalu
kecil, penyedotan darah terlalu cepat atau kuat, atau pencampuran darah dengan
antikoagulan yang terlalu agresif. Proses in vitro ini dalam pra analitik dapat
menjadi salah satu masalah utama pada pemeriksaan di laboratorium klinik. Ada
beberapa penanganan sampel hemolisis, diantaranya adalah dengan metode
sentrifugasi dengan ultracentrifuge namun cara ini memerlukan penggunaan
alat yang belum tersedia disebagian besar laboratorium. Alternatif lainnya
adalah dengan metode pengenceran atau penggantiam, cara ini yang paling
sering dilakukan (Nugrahena, 2021).

Pada kasus ini, pihak laboratorium melakukan penanganan serum hemolisis
dengan menggunakan metode penggantian. Penanganan pemeriksaan tubex ini
dilakukan pada tahap analitik, yaitu pada tahap setelah inkubasi sampel dan
reagen brown selama 2 menit, diinkubasi lagi selama 5 menit diatas magnet
stand untuk membiarkan terjadinya proses pengendapan. Setelah 5 menit,
buang supernatant sebanyak 90ul (endapan tidak boleh terambil), lalu
tambahkan 90ul reagen wash buffer ke dalam well yang berisi endapan,
selanjutnya tambahkan 90ul reagen blue, tutup tempat reaksi menggunakan
strip, ubah posisi tabung dari vertical menjadi horizontal. Goyangkan tabung ke
depan belakang selama 2 menit. Pada akhir reaksi tabung berbenuk V ini
diletakkan diatas magnet stand selam 5 menit untuk membiarkan terjadi reaksi

reaksi, lalu baca skor pada color scale. Setelah dilakukan penanganan pada
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sampel tersebut pembacaan pada color scale uji tubex yaitu menunjukkan hasil
skor akhir yaitu skor 0 (negatif), pasien dinyatakan tidak terindikasi demam
tifoid (Levani, 2020).

Penanganan sampel hemolisis sangat penting dilakukan untuk pembacaan
hasil akhir pada color scale, dikarenakan pemeriksaan tubex dilakukan dengan
memeriksa perubahan warna pada tabung V setelah ditambahkan reagen dan
sampel. Dilakukannya penggantian supernatan sisa hasil reaksi menggunakan
wash buffer yaitu untuk menghilangkan warna merah yang terdapat pada serum
yang hemolisis. Pada tahap sampel dan brown reagen telah diinkubasi diatas
magnet stand, sisa serum lisis yang tidak berikatan akan menjadi supernatan.
Supernatan ini yang akan dibuang untuk menghilangkan kotoran atau warna
yang ada pada sampel lisis. Sampel lisis dapat mempengaruhi kejernihan dan
kebersihan sampel, penggantian ini dilakukan menggunakan reagen wash
buffer, setelah dilakukan penggantian supernatan sisa akhir reaksi dengan wash
buffer warna yang keluar akan lebih jelas dan mudah dibaca. Perubahan warna
yang terjadi dapat mengindikasikan adanya bakteri salmonella typhi pada
sampel tersebut tergantung pada perubahan warna yang keluar pada uji tubex
ini (Ramadhanti, 2020).

Jika sampel hemolisis pada pemeriksaan tubex tidak teratasi, dapat
menyebabkan hasil diagnostik tidak akurat. Menurut Sjoholm, (2014)
dijelaskan bahwa hemolisis yang ditandai dengan pecahnya sel darah merah dan
pelepasan hemoglobin ke dalam serum, dapat mengganggu reaksi warna

spesifik yang digunakan dalam pemeriksaan tubex untuk mendeteksi anibodi
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IgM terhadap salmonella typhi. Warna merah dari hemoglobin bebas cenderung
menutupi atau mencampuri warna indikator yang digunakan dalam tes,
sehingga menyulitkan dalam pembacaan hasil yang dilihat secara visual pada
akhir reaksi. Akibatnya, sampel yang mengalami hemolisis beresiko
memberikan hasil yang salah seperti positif palsu karena warna yang terlihat
dapat menurunkan sensitivitas dan spesifitas uji, sehingga berpotensi mengarah
pada kesalahan diagnosis. Untuk mengatasinya dengan menambahkan reagen

wash buffer untuk mengurangi dampak warna dari hemoglobin.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN
5.1 Kesimpulan

Berdasarkan kajian yang telah dilakukan mengenai penanganan sampel
hemolisis pada pemeriksaan tubex dapat disimpulkan bahwa sampel serum
yang mengalami hemolisis dapat mengakibatkan hasil positif palsu sehingga
dilakukan penanganan dengan penggantian supernatan dengan reagen wash

buffer.

5.2 Saran
Adapun saran yang dapat diberikan bagi petugas laboratorium yaitu untuk
lebih memperhatikan sampel yang akan dilakukan pemeriksaan, memastikan
sampel tersebut tidak mengalami hemolisis, lipemik ataupun ikterik. Jika
terdapat sampel yang mengalami hemolisis, sampel dapat ditangani dengan

cara penggantian menggunakan reagen wash buffer.
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LAMPIRAN

Lampiran 1 Dokumentasi Penelitian

Hasil pemeriksaan
Tabung V2 (dengan menggunakan sampel hemolisis, skala hasil 2) ; Tabung V3
(dengan menggunakan sampel hemolisis yang ditangani, skala hasil 0)
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Reagen Tubex

TUBEX® TF Assay procedure
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