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ABSTRACT 

HCG hormone is a hormone produced by the placenta in early pregnancy with the 

aim of maintaining pregnancy. The ELISA method is a method for examining HCG 

levels which has the principle of specific antigen and antibody reactions. The work 

stage in the laboratory that has the biggest error is in the pre-analytic stage 

reaching 60%, one of which is the reagent temperature. The ELISA method 

recommends the reagent temperature to be stored at 2-8°C and when used at 

25°C. Examination reagents ELISA method uses reagents that use enzymes in the 

examination. Enzymes are very sensitive to temperature. This study aims to 

determine the ratio of HCG levels at reagent temperatures of 25°C & 8° using the 

ELISA method. This type of research is analytic supported by experiments and 

literature studies. Serum samples of 6 pregnant women were taken from the 

Kedungmundu Public Health Center using a limited population count formula. The 

examination was carried out by comparing the reagents at a temperature of 25°C 

and 8°C using 6 serums of pregnant women and in duplicate. Data analysis only 

used primary data and statistical tests were carried out using normality, 

homogeneity and T-Test tests. The average result at a temperature of 25°C was 

380.851 and the average temperature of 8°C was 321.99 and the T-test statistic test 

showed p value = 0.469 and 0.470. Based on the results of the study, it can be 

concluded that there is an insignificant difference in the concentration of HCG by 

comparing the reagents at 25°C and 8°C. 

 
Keywords: ELISA Method, HCG, Temperature. 
 

 

ABSTRAK 

Hormon HCG adalah hormon yang diproduksi oleh plasenta pada awal kehamilan 

dengan tujuan untuk mempertahankan kehamilan. Metode ELISA merupakan salah 

satu metode untuk pemeriksaan kadar HCG yang memiliki prinsip yaitu reaksi 

antigen dan antibodi yang sifatnya spesifik. Tahap pengerjaan di laboratorium yang 

memiliki kesalahan terbesar yaitu pada tahap pra analitik mencapai 60%, salah  
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satunya yaitu suhu reagen. Metode ELISA menganjurkan reagen untuk disimpan 

pada suhu 2-8°C dan ketika akan digunakan pada suhu 25°C. Metode ELISA 

menggunakan reagen yang merupakan enzim dalam pemeriksaannya. Enzim 

sangat sensitif dengan suhu. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 

perbandingan kadar HCG metode ELISA dengan menggunakan reagen yang 

disimpan pada suhu 25°C dan 8°C. Jenis penelitian ini adalah analitik didukung 

dengan eksperimen dan studi Pustaka. Sebanyak 6 sampel serum ibu hamil diambil 

dari puskesmas Kedungmundu dengan menggunakan rumus hitung populasi 

terbatas. Penelitian dilakukan dengan membandingkan hasil pemeriksaan 6 serum 

ibu hamil menggunakan reagen yang disimpan pada suhu 25°C dan 8°C dan di 

duplo. Analisa data menggunakan data primer dan dilakukan uji statistika T-Test. 

Hasil rerata pada suhu 25°C adalah 380,851 dan rerata suhu 8°C adalah 321,99. 

Uji statistik T-test menunjukan p value = 0,469 dan 0,470. Berdasarkan hasil 

penelitian maka dapat disimpulkan bahwa adanya perbedaan kadar konsentrasi 

HCG yang tidak signifikan dengan membandingkan reagen pada suhu 25°C dan 

8°C. 
 

Kata Kunci: HCG, Metode ELISA, Suhu.  
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PENDAHULUAN 
 
Hormon HCG (Human Chorionic Gonadotropin) dikenal 

sebagai hormon kehamilan yang memiliki peran penting 

dalam reproduksi manusia Theofanakis et al. (2017). Hormon 

HCG diproduksi oleh plasenta pada awal kehamilan Harti et 

al. (2013) yaitu ketika embrio mulai menempel pada dinding 

(proses implantasi) Marfia et al. (2018), dan dikeluarkan 

lewat urin Suharlina, (2018). Hormon HCG juga bisa 

dihasilkan jika terdapat proliferasi yang abnormal pada 

jaringan epitel korion seperti molahidatidosa (hamil anggur) 

atau chorio carsinoma Harti et al. (2013). Hormon HCG tidak 

akan ditemukan pada wanita yang tidak hamil, setelah 3 

sampai 4 hari pascapartum dan pada kematian janin. Saat 

kehamilan terjadi, hormon HCG akan muncul pada darah dan 

urin 14 sampai 26 hari setelah memuncaknya konsentrasi 

HCG pada usia kehamilan 8 minggu (Trimester I). Hormon 

HCG dapat dideteksi pertama kali sekitar 11 hari setelah 

terjadi pembuahan, tetapi hanya bisa melalui test darah. Test 

urin dapat dideteksi setelah antara hari ke-12 sampai 14. 

Trimester pertama selesai yaitu pada minggu 13 dan 14 maka 

kadar HCG akan menurun. Pengukuran kadar hormon HCG 

dapat diukur oleh beberapa metode yaitu metode 

imunokromatografi, metode aglutinasi dan metode ELISA 

Marfia et al. (2018).  

Metode ELISA (Enzim Linked Imunosorbent Assay) 

memiliki prinsip yaitu reaksi antara antigen dan antibodi yang 

bersifat spesifik Marliana et al. (2018). Metode ELISA yaitu 

ada yang secara direct, indirect, sandwich dan kompetitif. 

Nauly et al. (2018). Pada setiap laboratorium khususnya 

dalam bidang imunologi untuk menjamin hasil yang valid, 

maka setiap tahap pemeriksaan (pra analitik, analitik, dan 

pasca analitik) harus diperhatikan. Sering didapati error 

paling tinggi itu terjadi pada tahap pra analitik, yaitu dapat 

mencapai 68%. Salah satu kesalahan pra analitik yaitu pada 

suhu reagen. Metode ELISA menganjurkan agar reagen 

disimpan pada suhu refrigerator (2-8°C) dan ketika akan 

digunakan di suhu ruangkan terlebih dahulu (20-25°C) 

(Siregar et al., 2018), dikarenakan suhu sangat mempengaruhi 

aktivitas enzim, pada suhu yang tinggi (masih dalam suhu 

optimum) maka mempercepat aktivitas enzim, pada suhu 

yang menurun maka akan memperlambat aktivitas enzim. 

Pada beberapa laboratorium masih ditemukan kurang 

memperhatikan kondisi suhu reagen, dikarenakan butuh 

waktu untuk membuat reagen di suhu ruang maka kondisi 

reagen yang masih dingin digunakan untuk pemeriksaan. Hal 

ini tentu saja dapat mempengaruhi hasil pemeriksaan 

laboratorium Kustiningsih et al. (2017). 

Penelitian dengan membandingkan suhu inkubasi 18°C 

dan 37°C pada sampel tepung beras yang mengandung 

protein susu didapati hasil mean suhu 18°C sebesar 5,5 dan 

pada suhu 37°C sebesar 5,4 Flannery et al. (2016). Pada 

penelitian pemeriksaan kadar glukosa darah metode 

enzimatik dengan variasi suhu awal, didapati hasil yaitu suhu 

10°C (62,71 mg/dL), 13°C (64,74 mg/dL), 16°C (72,45 

mg/dL), 19°C (76,91 mg/dL), 22°C (89,12 mg/dL), 25°C 

sebagai kontrol (97,19 mg/dL), dimana ini  menunjukan 

terjadi peningkatan kadar glukosa setiap perlakuan. Sehingga 

dapat disimpulkan bahwa suhu reagen dapat mempengaruhi 

hasil pemeriksaan Kustiningsih et al. (2017). 

Berdasarkan penelitian yang sudah dilakukan, 

belum ada yg meneliti terkait suhu reagen metode 

ELISA padahal terkait pra analitik untuk pemakaian 

suhu reagen sangat mempengaruhi hasil, sehingga 

peneliti ingin meneliti tahap pra analitik untuk 

pemakaian suhu reagen dengan metode ELISA.  

 
 
METODE 
 
Jenis Penelitian ini adalah analitik yang di dukung dengan 

eksperimen dan studi pustaka. Penelitian ini dilakukan pada 

bulan Juli 2022 di Laboratorium Terpadu Fakultas 

Kedokteran UNIKA Soegijapranata. Sampel penelitian 

menggunakan serum ibu hamil sebanyak 6 dengan dihitung 

menggunakan rumus populasi terbatas. Pemeriksaan ini 

menggunakan metode ELISA. 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah 

serum ibu hamil, EliKineTM Human β-hCG ELISA Kit, 

Aquadest. Selanjutnya reagen HCG disiapkan dengan 

melakukan pengenceran wash buffer (20x) diencerkan 

dengan aquadest 1:20, lalu reagen HCG dipisahkan menjadi 

2 bagian yaitu pada suhu 25°C dan suhu 8°C. Kemudian 

dilakukan pemeriksaan metode ELISA dengan ditambahkan 

standar dan sampel β-hCG sebanyak 50 μL ke dalam sumur 

yang sesuai, lalu HRP konjugat ditambahkan sebanyak 50 

μL ke masing-masing sumuran lalu di lakukan inkubasi 

selama 1 jam pada suhu 37°C. Setelah inkubasi dilakukan 

pencucian sebanyak 3x dengan menggunakan Wash buffer 

sebanyak 250 μL pada masing-masing sumuran. Kemudian 

Substart A dan B ditambahkan sebanyak 50 μL ke masing-

masing sumuran di inkubasi selama 15 menit pada suhu 

37°C pada ruang gelap. Setelah inkubasi ditambahkan Stop 

solution ditambahkan 50 μL pada masing-masing sumuran. 

Baca hasil pada panjang gelombang 450 nm dalam waktu 30 

menit. Konsentrasi dihitung menggunakan curve expert 1.4. 

Hasil konsentrasi selanjutnya di uji menggunakan uji 

statistika.  

 

 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Penelitian telah dilakukan dengan menganalisis 6 sampel 

serum ibu hamil (duplo). Penelitian ini dilakukan pada bulan 

Juli 2022. Sampel yang digunakan adalah sampel serum HCG 

dari ibu hamil dengan rentang kehamilan 3-5 bulan dan umur 

ibu hamil berkisaran umur 19 tahun sampai umur 36 tahun.  

 
 

Tabel 1. Rerata Konsentrasi Kadar HCG pada Suhu 25°C & 8°C  

Suhu (°C) 
Hasil HCG (IU/L) 

Rerata (SD) Tertinggi Terendah 

25°C 380,851 543,014 203,532 
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8°C 321,997 512,003 154,242 

 

Bersadarkan Tabel 1 Hasil rerata konsentrasi 

pemeriksaan HCG pada ke-6 sampel dengan 

membandingkan suhu 25°C dan 8°C menunjukan pada suhu 

25°C hasil rerata konsentrasi lebih tinggi dibandingkan hasil 

rerata konsentrasi pada suhu 8°C. Begitupun dengan nilai 

konsentrasi tertinggi dan terendah menunjukan pada suhu 

25°C nilai konsentrasinya lebih tinggi dibandingkan suhu 

8°C. 

Berdasarkan analisis statistik uji normalitas menunjukan 

pada suhu 25°C p value = 0,259 dan 8°C p value = 0,322 

(>0,05) yang berarti data terdistribusi normal dan 

berdasarkan uji homogenitas pada suhu 25°C dan 8°C 

menunjukan p value = 0.415 (>0,05) yang berarti  data 

homogen. Berdasarkan analisa perbedaan menggunakan T-

Test menunjukan p value= 0,469 dan 0,470 (>0,05) yang 

berarti tidak terdapat perbedaaan yang signifikan antara hasil 

ke dua variabel. 

Penelitian yang dilakukan menggunakan sampel HCG 

pada ibu hamil dengan rentang kehamilan 3-5 bulan 

(trimester I akhir sampai trimester II awal). Pada rentang 

kehamilan 3-5 bulan merupakan keadaan memuncaknya 

konsentrasi HCG pada urin maupun darah (Marfia et al., 

2018). Pada tabel 3 konsentrasi HCG dengan 

membandingkan suhu 25°C dan 8°C menunjukan pada suhu 

25°C hasil rerata konsentrasi HCG yaitu sebesar 380,851 

IU/L dan pada suhu 8°C yaitu sebesar 321,997 IU/L, yang 

berarti suhu 25°C lebih tinggi dibandingkan suhu 8°C. 

Begitupun dengan nilai konsentrasi HCG tertinggi suhu 

25°C dan 8°C yaitu 543,014 IU/L dan 512,003 IU/L dan 

suhu terendah yaitu 203,532 IU/L dan 154,242 IU/L. Hal ini 

terjadi dikarenakan metode ELISA menggunakan antibodi 

yang berlabel enzim. Enzim sendiri sangat sensitive terhadap 

suhu. Semakin tinggi suhu (mencapai suhu optimal) maka 

dapat mempercepat aktivitas enzim. Semakin rendah suhu 

yang digunakan maka akan memperlambat aktivitas enzim 

Kustiningsih et al. (2017). Metode ELISA menganjurkan 

agar reagen disimpan pada suhu refrigerator (2-8°C) dan 

ketika akan digunakan di suhu ruangkan terlebih dahulu (20-

25°C) (Siregar et al., 2018). Reagen ELISA disuhu ruangkan 

untuk mencegah terjadinya penggumpalan reagen sehingga 

dapat mengakibatkan terjadi kesahalan dalam pemeriksaan 

Nurfia (2016). Pada reagen ELISA terdapat substrat, lama 

penyimpanan dapat mempengaruhi bentuk substrat, sehingga 

pada proses pencampuran antara substrat dan serum tidak 

akan terjadi pengikatan yang sempurna Fahisyah et al. 

Fahisyah et al. (2019). Pada penelitian ini dilakukan 

pembagian reagen pada suhu 8°C dan pada suhu 25°C 

sehingga keduanya butuh waktu untuk mencapai suhu 

masing-masing.  Wash Buffer juga menjadi salah satu yang 

penting dan sensitif terhadap suhu, dikarenakan wash buffer 

terdapat dalam botol yang paling besar dalam kit, sehingga 

ketika dalam kondisi suhu 8°C dalam botol yang berisikan 

wash buffer terdapat kristal-kristal sehingga ketika langsung 

digunakan tanpa mengsuhu ruangkannya maka akan 

memperngaruhi kadar HCG Chemicon International (2022). 

Hasil dari analisis statistik didapati data terdistribusi 

normal (menggunakan Shapiro-Wilk), yaitu pada suhu 25°C 

p value = 0,259 dan 8°C p value = 0,322 (>0,05) 

dikarenakan ketika p value >0,05 maka data dapat dikatakan 

terdistribusi normal, jika p value. < 0,05 maka data tidak 

terdistribusi normal. Uji homogenitas didapati data dari 

konsentrasi ke-2 suhu homogen yaitu p value= 0.415 

(>0,05), dikarenakan dikarenakan ketika p value >0,05 maka 

variabel yang satu dan lainnya dapat dikatakan homogen, 

jika p value < 0,05 maka tidak homogen antar variabel. 

Berdasarkan analisis perbedaan menggunakan T-Test 

menunjukan p value=0,469 dan 0,470 (>0,05) yang berarti 

tidak terdapat perbedaaan yang signifikan antara hasil ke dua 

variabel, atau Ho di tolak. Terdapat perbedaan yang 

signifikan jika p value <0,05 jika nilai p value >0,05 maka 

tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara hasil ke dua 

variabel. Hasil tidak signifikan dikarenakan oleh beberapa 

hal salah satunya ukuran sampel kecil. Penelitian oleh 

Jousseme et al. (2018) dilakukan perbandingan variabel 

dengan uji korelasi antara alat otomatis chemiluminescent 

dan ELISA manual dengan menggunakan sampel sebanyak 

49 menunjukan adanya perbedaan dengan bias +5,1 IU/L.  

Penelitian ini menggunakan sampel pengujian sebanyak 6 

pada masing-masing variabel dan di lakukan duplo, maka 

total semua sampel yang digunakan adalah sebanyak 24. Uji 

indenpendent T-test digunakan untuk mengetahui apakah 

terdapat perbedaan rata-rata dua sampel yang tidak 

berpasangan dengan syarat variabel yang ada harus normal 

dan homogen Dahlan (2019). Hasil penelitan ini sejalan 

dengan penelitian yang dilakukan oleh Flannery et al. 

(2016), dengan membandingkan suhu inkubasi pada suhu 

18°C, 23°C dan 37°C metode ELISA dengan menggunakan 

sanpel tepung beras yang dilakukan pengulangan sebanyak 5 

kali dan menggunakan uji ANOVA di dapati hasil yaitu 

P>0.01 yang berarti tidak ada variasi yang signifikan. 

Sehingga membuktikan bahwa suhu inkubasi tidak memiliki 

pengaruh yang signifikan terhadap hasil pemeriksaan. 

Pentingnya laboran untuk memperhatikan setiap tahapan 

dalam pemeriksaan, salah satunya yaitu pada tahap pra 

analitik yang sering terjadi kesalahan (mencapai 60%). 

Sekalipun pada penelitian ini di dapati hasil statistik 

menunjukan tidak ada perbedaan yang bermakna akan tetapi 

di dunia kesehatan khususnya di laboratorium sangat 

memperhatikan setiap tahapan pemeriksaan dari tahapan pra 

analitik, analitik dan pasca analitik, karna hasil yang 

dikeluarkan sangat mempengaruhi tindakan selanjutnya yang 

akan dilakukan. Maka sangat penting setiap pemeriksaan 

dilakukan dengan baik agar hasil yang dikeluarkan akurat 

dan dapat dipertanggungjawabkan. Madiana et al. (2017). 

Berdasarkan penelitian yang sudah dilakukan peneliti, ada 

keterbatasan-keterbatasan yaitu seperti tidak penggunaan 

sampel yang kurang banyak untuk mengetahui adanya 

perbedaan yang signifikan. Selain itu tempat penyimpanan 

sampel dan reagen dan tempat penelitian cukup jauh 

sehingga butuh waktu dan penyesuaian suhu penyimpanan. 

 
 

KESIMPULAN 

 
Berdasarkan hasil penelitian maka dapat disimpulkan bahwa 

terdapat perbedaan kadar HCG yang tidak signifikan dengan 
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membandingkan reagen pada suhu 25°C dan suhu 8°C. 

Rerata kadar HCG pada reagen suhu 25°C lebih besar 

dibandingkan 8°C yaitu pada pada suhu reagen 25°C adalah 

380,851 IU/L dan pada suhu reagen 8°C adalah 321,997 

IU/L. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan 

menggunakan perbandingan suhu yang lebih tinggi dan lebih 

rendah. Perlu dilakukan penelitian dengan menggunakan 

sampel dan reagen yang penyimpananya dekat dengan tempat 

penelitian. 
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