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PERBANDINGAN PENENTUAN KADAR TIROKSIN ENZYME LINKED 
IMMUNOFLUORESCENT ASSAY (ELFA) DAN ENZYME LINKED 
IMMUNOSORBANT ASSAY (ELISA) 

{Comparison of Determination for Thyroxine with Enzyme Linked Immunofluorescent 
Assay (ELFA) and Enzyme Linked Immunosorbant Assay (ELISA)}

Faizah Yunianti1, Siswanto Darmadi1, M Y. Probohoesodo1, Budiono2

ABSTRACT

The determination of thyroxin (T4) is known as a good indicator to know the condition of thyroid function. In the hyperthyroid 
state, are shown clearly the increased levels of T4, while in the hypothyroid state their levels always decrease. The T4 levels change due to 
the physiological and pathological conditions on the ability of thyroxin binding globulin (TBG). The T4 measurement can be performed 
using an enzyme-linked fluorescent immunoassay (ELFA) or enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA). Both ELFA and ELISA can 
detect T4 antigen. In these research fifty one randomized samples sera from the Clinical Pathology laboratory, at Dr. Soetomo Hospital, 
consisting of 11 males and 40 females, were studied. They were comparing using ELFA and ELISA to know the levels of T4. In this study 
the method used is a cross sectional observational, and the statistical analysis with nonparametric Spearman Correlation Rank’s test 
and Wilcoxon Signed Rank’s Test. In the results by using ELFA were found the mean and SD values 8.78 μg/dL/5.39 μg/dL, whereas by 
ELISA 11.06 μg/dL/5.38 μg/dL. These results showed a correlation between ELFA and ELISA with rs 0.576. The T4 levels results showed 
as follows, hypothyroid ELFA 8 (15.7%), ELISA 6 (11.8%); normal levels ELFA 32 (62.7%), ELISA 29 (56.9%); hyperthyroid ELFA 
11 (21.6%), ELISA 16 (31.4%) with p 0.090 which was not considered significant. It can be concluded from the showen results that in 
the determination of T4 concentration using ELFA gave a lower yield compared with ELISA. Further examination is required by special 
treatment of the sample or other way to find out which one is the best way for determination of T4 levels.

Key words: ELFA, ELISA, thyroxine

ABSTRAK

Penentuan kadar tiroksin (T4) diketahui sebagai petunjuk yang baik untuk mengetahui fungsi tiroid. Dalam keadaan hipertirod, 
kadar T4 jelas meningkat, sedangkan dalam keadaan hipotiroid kadarnya selalu menurun. Perubahan kadar T4 dipengaruhi oleh 
keadaan fisiologis dan patologis bergantung pada kemampuan globulin yang terikat tiroksin/thyroxin binding globulin (TBG). 
Penentuan kadar T4 dapat dilakukan dengan enzyme linked immunofluorescent assay (ELFA) dengan enzyme linked immunosorbant 
assay (ELISA). Pada ELFA dan ELISA yang ditemukan adalah antigen T4. Dalam kajian ini yang diperiksa kadar T4 dengan ELFA 
dan ELISA dilakukan di ��1 sampel yang diambil secara acak terdiri dari 11 laki-laki dan 40 perempuan di Laboratorium Patologi 
Klinik RSUD. Dr. Soetomo. Kajian merupakan penelitian cross sectional observation tertentu menggunakan analisis statistik uji 
non parametrik derajat kenasaban Spearman dan uji derajat tanda Wilcoxon. Dalam kajian ini ditemukan nilai mean dan SD ELFA 
adalah �,7� µg/dL/��,39 µg/dL, sedangkan ELISA 11,06 µg/dL/��,3� µg/dL. ELFA dan ELISA menunjukkan kenasaban rs 0,��76. 
Kadar T4 hipotiroid ELFA � (1��,7%), ELISA 6 (11,�%); kadar normal ELFA 32 (62,7%), ELISA 29 (��6,9%); hipertiroid ELFA 11 
(21,6%), ELISA 16 (31,4%) dengan p 0,090 dinyatakan sebagai tidak bermakna. Penentuan kadar T4 menggunakan ELFA hasilnya 
lebih rendah dibandingkan dengan ELISA. Diperlukan pemeriksan lanjutan dengan perlakuan khusus terhadap sampel atau cara 
lain untuk mengetahui cara mana yang terbaik untuk penentuan kadar T4. 

Kata kunci: ELFA, ELISA, thyroxine
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PENDAHULUAN

Tiroksin atau tetraiodotironin (T4) merupakan 
hormon iodin yang disekresi oleh kelenjar tiroid 
dengan berat molekul 777 dalton. T4 terdapat dalamT4 terdapat dalam 
bentuk bebas ataupun terikat protein dalam darah. 
Sebagian besar T4 (99%) merupakan thyroxine 
binding globulin dan dalam jumlah yang lebih sedikit 
dalam bentuk thyroxine binding prealbumin dan 

albumin. Bentuk tiroksin bebas atau free thyroxine 
(FT4) hanya 0,1% dari kadar jumlah keseluruhan T4 
dan merupakan bentuk yang aktif.1

Penentuan kadar T4 merupakan petunjuk yang 
baik untuk mengetahui fungsi tiroid. Dalam keadaan 
hipertiroid kadar T4 tampak jelas meningkat, 
sedangkan dalam keadaan hipotiroid selalu menurun. 
Kadar T4 dapat berubah-ubah karena pengaruh 
perubahan fisiologis dan keadaan patologis dan 
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bergantung kemampuan thyroxine binding globulin 
(TBG), misalnya karena pengaruh estrogen, 
glukokortikoid, pengobatan androgen, kehamilan, 
kontrasepsi oral, sindroma nefrotik dan peran 
genetik dapat menyebabkan perubahan penting bagi 
kadar TBG. Di neonatus atau anak, kadar T4 lebih 
tinggi dibandingkan dengan orang dewasa normal, 
disebabkan karena TBG lebih meningkat di orang 
tersebut.1

Beberapa metode laboratorik digunakan untuk 
penentuan kadar T4 antara lain enzyme linked 
immunofluorescent assay (ELFA) atau enzyme linked 
immunosorbant assay (ELISA). ELFA, merupakan cara 
pemeriksaan dengan menggunakan enzim sebagai 
petanda dan digunakan substrat yang berfluoresensi, 
sedangkan ELISA atau penetapan kadar imunosorben 
berpetanda enzim merupakan uji serologis yang 
umum digunakan di berbagai laboratorium Imunologi. 
ELISA diperkenalkan pada tahun 1971 oleh Perlmann 
dan Engvall untuk menganalisis interaksi antigen 
dengan antibodi di dalam sampel tertentu dengan 
menggunakan enzim sebagai petanda pelaporan 
(reporter label). Umumnya ELISA dibedakan 
menjadi dua jenis, yaitu menentukan kadar bersaing 
(competitive assay) yang menggunakan konjugat 
antigen–enzim atau konjugat antibodi–enzim, dan 
bukan menentukan kadar bersaing (non-competitive 
assay) yang mengunakan dua antibodi.1-3 

Pada penelitian ini ELFA menggunakan alat 
miniVIDAS yang dilakukan secara otomatisasi. 
Seluruh langkah pemeriksaan dan suhu dikendalikan 
oleh peralatan. Alat yang digunakan pipet dengan 
ujung sekali pakai, solid phase receptacle (SPRs) yang 
dilapisi dengan antibodi anti T4 monoklon tikus. Pada 
T4 miniVIDAS bereaksi non spesifik dapat dicegah 
dengan SPR. Reagen untuk pemeriksaan dalam 
berbentuk reagen strip T4. Sampel dimasukkan ke 
dalam sumuran yang mengandung antigen konjugat 
T4 dengan alkalin fosfatase. Larutan konjugat juga 
mengandung ANS dan sodium salisilat yang berikatan 
bebas dengan T4 pembawa protein di sampel. Sampel 
campuran konjugat diputar dan dikeluarkan dari 
SPR. T4 sampel bersaing dengan konjugat T4-alkalin 
fosfatase untuk berikatan dengan antibodi anti T4 
monoklon tikus yang dilapiskan pada SPR.1 

Pencucian merupakan pekerjaan membuang 
konjugat yang tidak terikat, kemudian substrat 
berfluoresen yaitu 4-metillumbelliferil fosfat, 
dicampurkan dengan SPR. Enzim yang tersisa di SPR 
akan diubah oleh substrat menjadi bahan tertentu 
yang berfluoresen 4-metillumbelliferon (4��0 nm). 
Intensitas fluoresensi diukur dengan skaner optik di 
alat VIDAS, sehingga terjadi perbandingan terbalik 
antara kadar T4 dengan intensitas fluoresensi.1

Metode ELISA untuk penentuan kadar T4 
dilakukan dengan cara melapisi sumuran dengan 
antibodi anti T4, serum pasien dan konjugat 

horseradish peroxidase ditambahkan di sumuran 
mikrotiter. Selama inkubasi T4 dan konjugat T4 
bersaing untuk berikatan dengan antibodi anti T4. 
Setelah inkubasi 60 menit dalam suhu ruangan, 
sumuran dicuci �� kali dengan air untuk membuang 
konjugat T4 yang tidak terikat. Reagen TMB 
ditambahkan dan diinkubasi selama 20 menit, 
menghasilkan warna biru. Perubahan warna biru 
ini dihentikan dengan menambahkan stop solution 
tertentu, sehingga menjadi warna kuning. Absorbans 
dibaca dengan spektrofotometer di panjang 
gelombang 4��0 nm. Intensitas warna yang terbentuk 
sebanding dengan jumlah enzim dan berbanding 
terbalik dengan jumlah T4 yang tidak terpetanda di 
sampel.1,2 

Pada penelitian ini para peneliti menggunakan 
kedua cara tersebut di atas untuk mengetahui 
perbandingan kadar T4. Hasil penelitian ini 
diharapkan dapat memberikan informasi tentang 
penentuan kadar T4 dengan ELFA dan ELISA dan 
membantu untuk menentukan metode yang dipilih 
untuk penentuan kadar T4.

METODE 

Penelitian ini merupakan sebuah kajian cross 
sectional observation menggunakan uji analisis statistik 
non parametrik Spearman Correlation Rank’s test dan 
Wilcoxon Signed Rank’s Test. Penelitian dilakukan 
mulai tanggal 16 Oktober sampai 14 Desember 
2009. Tujuan penelitian ini untuk untuk mengetahui 
perbandingan kadar T4 dengan metode ELISA dan 
ELFA. Hasil telitian dianggap berbeda bermakna bila 
p < 0,0��.

Pada penelitian ini digunakan sebanyak ��1 sampel 
serum, diambil dari perempuan 40 orang dan laki-
laki 11 orang, yang terdiri dari pasien rawat jalan 
atau penderita rawat inap di RSUD Dr. Soetomo 
Surabaya. 

Sampel diperiksa kadar T4 dengan menggunakan 
dua (2) metode yaitu ELFA (mini VIDAS®) dan ELISA 
(Chemwell®). Pada pemeriksaan dengan metode 
ELISA sampel langsung diperiksa pada hari yang 
sama sesuai permintaan dari peklinik. Untuk metode 
ELFA sampel serum subjek penelitian yang sudah 
diperiksa dengan metode ELISA dikumpulkan dan 
disimpan dalam freezer pada suhu –20° C sampai 
jumlah sampel mencukupi kemudian subjek tersebut 
diperiksa dalam waktu yang bersamaan.

Dengan metode ELFA digunakan SPRs T4 
sebanyak 60 buah, yang terdiri dari kontrol T4 (cair), 
kalibrator T4 (cair) dan reagen. Semuanya sebanyak 
60 strip yang terdiri dari enam sumuran, yaitu: 
Sumuran 1 untuk sampel sebanyak 200 µL serum 
atau plasma, sumuran 2,3,4,�� tidak diisi, sumuran 
6 diisi konjugat, yaitu sumuran berisi bufer pencuci 
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TRIS bufer salin® (0,0�� mol/L, pH 7,4) dengan  
g/L sodium azid (600 µL), sumuran 7 berisi bufer 
pencuci yaitu TRIS bufer salin® (0,0�� mol/L, pH 
7,4) dengan Tween 20 (0,0��%) dan 1 g/L sodium 
azid (600 µL), sumuran � berisi bufer pencuci, DEA  
(1,1 mol/L, pH 9,�) dengan 1 g/L sodium azid  
(600 µL), sumuran 9 adalah wadah (kuvet) optik 
substrat 4 metilumbelliferil fosfat (0,6 mmol/L) 
dengan 1 g/L sodium azid (300 µL).

Gambar 2. Lempeng renik (microplate) yang digunakan 
pada pemeriksaan ELISA (Chemwell®)

 
Pada pemeriksaan ELISA digunakan sumuran yang 

dilapisi dengan anti T4, larutan baku T4 yang terdiri 
dari enam macam larutan, masing-masing dari 0, 2, 
��, 10, 1�� dan 2�� µg/dL. Kemudian enzim konjugat 
pekat dan encer, reagen TMB, serta stop solution. Di 
samping itu digunakan larutan kontrol tingkat tiga, 
yaitu: rendah, normal dan tinggi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Selama masa waktu penelitian 16 Oktober sampai 
dengan 12 Desember 2009 diperoleh ��1 sampel 
serum, yang berasal dari pasien rawat jalan dan 
penderita rawat inap di ruang anak, ruang interna 
satu dan interna dua serta ruang interna perempuan. 
Ciri sampel dapat dilihat di tabel 1.

Tabel 1. Ciri sampel pemeriksaan T4 berdasarkan jenis 
kelamin

Jenis Kelamin Jumlah (orang) Persentase (%)
Laki-laki 11 21,6
Perempuan 40 7�,4
Jumlah keseluruhan ��1 100,0

Berdasarkan ��1 sampel yang diperiksa 
menunjukkan bahwa pemeriksaan T4 dengan metode 
ELFA bernilai terendah 0,47 µg/dL dan tertinggi 
24,�6 µg/dL, dengan rerata �,7� µg/dL dan SD ��,39. 
Yang diperiksa dengan ELISA menunjukkan nilai 
terendah 1,30 µg/dL dan nilai tertinggi 23,90 µg/dL 
dengan nilai rerata 11,06 µg/dL dan SD ��,3�. HasilHasil 
periksaan kadar T4 dengan metode ELFA dan ELISA 
dapat dilihat di tabel 2.

Penentuan kadar T4 dengan metode ELFA 
menunjukkan hasil yang lebih rendah dibandingkan 
dengan metode ELISA. Yaitu nilai di bawah normal 
(hipotiroid) dengan ELFA sebanyak � sampel 
(1��,7%), dan dengan ELISA 6 sampel (11,�%). 
Kadar T4 normal (eutiroid) dengan ELFA sebanyak 
32 sampel (62,7%), ELISA 29 sampel (��6,9%). Kadar 

Gambar 1a dan 1b. SPRs yang digunakan untuk periksaan kadar T4 dengan metode ELFA (miniVIDAS®)

Tabel 2. Hasil pemeriksaan kadar T4 dengan metode ELFA dan ELISA

Alat Jumlah Sampel
Nilai Terendah 

(�g/dL)�g/dL)g/dL)
Nilai Tertinggi 

(�g/dL)�g/dL)g/dL)
Nilai Mean  

(�g/dL)�g/dL)g/dL) Standar Deviasi

ELFA
ELISA

��1
��1

0,47
1,30

24,�6
23,90

�,7�
11,06

��,39
��,3�
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yang tinggi (hipertiroid) dengan ELFA 11 sampel 
(21,6%), sedangkan ELISA sebanyak 16 sampel 
(31,4%). Perbedaan tersebut di atas dianalisis dengan 
menggunakan Wilcoxon Signed Ranks Test dan dengan 
p 0.090 hasilnya tidak bermakna. Perbandingan 
antara ELFA dan ELISA dapat dilihat di tabel 3 dan 
kenasaban antara ELFA dan ELISA dapat dilihat di 
gambar 3.

Untuk menganalisis adanya hubungan digunakan 
kenasaban Spearman yang akan menunjukkan bahwa 
antara ELFA dan ELISA terdapat hubungan yang 

positip dengan rs 0,��76 seperti yang dapat dilihat di 
tabel 4. 

Penelitian dilakukan di sampel penderita rawat 
inap ataupun pasien rawat jalan yang oleh peklinik 
diminta untuk ditentukan kadar T4 di Laboratorium 
Patologi Klinik RS. Dr. Soetomo. Sampel diambil 
secara acak, dan data diagnosis pengobatan pasien/
penderita yang sampel serumnya digunakan untuk 
penentuan kadar T4 pencantumannya tidak ada. 
Didasari hasil telitian ditemukan ada hubungan 
positif antara ELFA dan ELISA, yaitu hasil tentuan 

Gambar 3. Hubungan penentuan kadar T4 menggunakan ELFA dan ELISA

Tabel 3. Perbandingan antara ELFA dan ELISA untuk penentuan kadar T4

ELISA

Hipotiroid Normal Hipertiroid Jumlah keseluruhan

ELFA Hipotiroid

Normal

Hipertiroid

Jumlah
%

Jumlah
%

Jumlah
%

 ��
 9,�
 1
 2,0
 0
 0

 3
 ��,9
22
43,1
 4
 7,�

 0
 0
 9
17,6
 7
13,7

  �
 1��,7
 32
 62,7
 11
 21,6

Julah keseluruhan
Jumlah

%
 6
11,�

29
��6,9

16
31,4

 ��1
100

Keterangan: Nilai Rujukan, Vidas®: 4,7–9,3 µg/dL, Chemwell®: ��,0–13,0 µg/dL

Tabel 4. Hubungan antara pemeriksaan T4 dengan Vidas® dan Chemwell®

ELFA ELISA
Spearman rho ELFA

ELISA

Correlation Coeffisient
Sig (2 tailed)
N
Correlation Coeffisient
Sig (2 tailed)
N

 1.000

��1
 0,��76**
 0,000
��1

 0,��76**
 0,000
��1
 1,000

��1

Keterangan: ** Kenasaban bermakna pada p < 0.01
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kadar T4 baik dengan ELFA maupun dengan ELISA 
menunjukkan sama naik atau sama turun (gambar 3), 
tetapi hasil tentuan kadar T4 dengan metode ELFA 
menunjukkan hasil yang lebih rendah dibandingkan 
dengan ELISA.

Hasil kadar T4 dengan ELFA lebih rendah 
dibandingkan dengan ELISA dapat disebabkan 
oleh beberapa hal, antara lain: nilai rujukan yang 
digunakan ELFA dan ELISA berbeda. Nilai rujukan 
ELFA (4,7–9,3µg/dL) lebih rendah dibandingkanµg/dL) lebih rendah dibandingkang/dL) lebih rendah dibandingkan 
dengan ELISA (��–13 µg/dL), sehingga jumlah sampelµg/dL), sehingga jumlah sampelg/dL), sehingga jumlah sampel 
yang dikelompokkan sebagai hipotiroid, eutiroid 
dan hipertiroid juga akan berbeda. Perbedaan nilai 
perujukan yang digunakan sudah ditetapkan oleh 
masing-masing alat yang digunakan berdasarkan 
telitian sebelumnya.1,4 

Antibodi T4 yang dilapiskan di SPRs yang 
digunakan oleh ELFA telah diuji cross reactivity 
terhadap sejumlah komponen, yaitu cross reactivity 
L-tiroksin 100%, D-tiroksin �3%, sedangkan di ELISA 
tidak terdapat data tentang hal tersebut. Hal demikian 
diduga akan mempengaruhi hasil periksaan dengan 
ELFA dan ELISA di penderita/pasien yang mendapat 
pengobatan L-tiroksin ataupun D-tiroksin.4,��

Hasil tentuan kadar T4 yang didapat dengan 
pemeriksaan ELFA lebih rendah dibandingkan dengan 
hasil ELISA. Hal tersebut dapat juga disebabkan 
karena di ELFA digunakan beberapa bahan 
pemeriksaan yang tidak digunakan. Misalnya di 
ELFA digunakan 8–anilino-1 naphtalene sulphonic acid 
(ANS) yang merupakan reagen penghambat protein 
binding, sehingga kadar T4 yang diukur dengan ELFA 
cenderung lebih rendah dibandingkan ELISA.��–7 

Waktu pemeriksaan yang berbeda diduga juga 
menyebabkan terjadi perbedaan hasil periksaan 
untuk kedua cara tersebut, penentuan kadar T4 
dengan ELISA dilakukan pada hari yang sama begitu 
sampel diterima di Laboratorium Patologi Klinik RS 
Dr. Soetomo. Berbeda dengan ELFA, sampel disimpan 
dua bulan lebih dahulu pada suhu –20o C. Alasan 

penyimpanan sampel untuk pemeriksaan ELFA adalah 
masalah teknis agar semuanya dapat di periksa secara 
bersamaan.�–10

SIMPULAN

Didasari hasil telitian dapat diambil simpulan, 
bahwa penentuan kadar T4 dengan ELFA ataupun 
ELISA memberikan kenasaban yang positif. 
Penentuan kadar T4 tersebut dengan pemeriksaan 
ELFA cenderung lebih rendah dibandingkan dengan 
jika menggunakan ELISA, tetapi perbedaan ini 
tidak bermakna. Oleh karena itu hal tersebut perlu 
diperiksa dengan perlakuan khusus terhadap sampel 
atau cara lain untuk mengetahui cara mana yang 
terbaik untuk penentuan kadar T4. 
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