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ABSTRAK

Tuberkulosis (TB) adalah penyakit yang disebabkan oleh Mycobacterium tuberculosis.
Penggunaan suspek TB sebagai responden karena kasus suspek TB memiliki jumlah yang cukup
banyak di Puskesmas Poasia dengan data kasus 3 bulan terakhir yaitu, September sebanyak 242
orang, Oktober sebanyak 232 orang, dan November sebanyak 182 orang pada tahun 2022.
Pemeriksaan mikroskopis dengan metode pewarnaan Ziehl-Neelsen masih menjadi pilihan
pertama untuk deteksi awal TB. Kemunculan gen IS6110 menjadi penanda adanya Mycobacterium
tuberculosis. Tujuan penelitian ini yaitu untuk mendeteksi Mycobacterium tuberculosis pada
pasien suspek TB negatif di Puskesmas Poasia berdasarkan evaluasi pewarnaan dan berdasarkan
kemunculan gen IS6110

Jenis penelitian ini adalah kualitatif, dengan desain non-experimental. Populasi pada
penelitian ini adalah pasien suspek TB negatif rawat jalan yang melakukan pemeriksaan sputum
di Puskesmas Poasia Kota Kendari. Pada penelitian ini sampel diambil dari 5 responden suspek
TB negatif. Jenis sampel yang digunakan adalah sputum dan urine. Sampel sputum digunakan
untuk pewarnaan Ziehl-Neelsen (ZN) dan sampel urine digunakan untuk pemeriksaan Polymerase
Chain Reaction (PCR).

Hasil pemeriksaan kelima sampel dengan kode 1A, 2A, 3A, 4A, dan 5A menunjukkan
bahwa Mycobacterium tuberculosis tidak ditemukan pada sampel sputum suspek TB
menggunakan metode pewarnaan Ziehl-Neelsen dan Mycobacterium tuberculosis tidak terdeteksi
pada sampel urine suspek TB menggunakan metode PCR dengan amplifikasi yang dilakukan
menggunakan primer Pt8 dan Pt9. Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa tidak
terdeteksi Mycobacterium tuberculosis pada pasien suspek TB di Puskesmas Poasia berdasarkan
evaluasi pewarnaan dan pada metode PCR.

Untuk penelitian selanjutnya agar dilakukan deteksi Mycobacterium tuberculosis
menggunakan metode PCR pada pasien yang baru terdiagnosa positif TB dan belum melakukan
pengobatan.

Kata Kunci ¢ : Sputum, Urine, Suspek TB, Mycobacterium tuberculosis,
PCR
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PENDAHULUAN

Tuberkulosis (TB) adalah penyakit yang
disebabkan oleh Mycobacterium tuberculosis.
Secara global pada tahun 2017 jumlah tertinggi
kasus TB terjadi di wilayah Asia Tenggara dan
Pasifik Barat dengan 62% kasus baru, diikuti oleh
wilayah Afrika dengan 25% kasus baru.
Berdasarkan data dari TBC Indonesia, pada tahun
2018, proporsi kasus TB di Indonesia ada
sebanyak 842.000 kasus. Sedangkan pada tahun
2019 mengalami penurunan jumlah kasus
tuberkulosis yang ditemukan sebanyak 543.874
kasus (Kemenkes R.I, 2019). Pada tahun 2020
mengalami peningkatan jumlah kasus yang
diperkirakan terdapat 845.000 estimasi kasus TB
baru di Indonesia (TBC Indonesia, 2020).

Berdasarkan data rekapan hasil penemuan
kasus tuberkulosis paru pada tanggal 27 April
2021 di Provinsi Sulawesi Tenggara terdapat
1.479 kasus positif tuberkulosis. Di Kota Kendari
berdasarkan data perkiraan tahun 2021 ditetapkan
sebanyak 262 kasus (Dinkes Kota Kendari,
2021). Berdasarkan data dari Puskesmas Poasia
(2022), jumlah tersangka penderita (suspek) TB
pada 3 bulan terakhir yaitu, bulan september
sebanyak 242 orang, bulan Oktober sebanyak 232
kasus, dan bulan November sebanyak 182 orang.

Dalam

program pengendalian

tuberculosis, diagnosis ditegakkan melalui

pemeriksaan sputum yang diambil 3 kali berturut-
Sewaktu-Pagi-Sewaktu  (SPS).

turut  yaitu,

Pengambilan sampel sputum dalam tiga kali
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pengambilan dilakukan karena hasilnya lebih

akurat dan nilainya setara dengan
pemeriksaan sputum secara kultur atau
biakan. Pemeriksaan kultur tidak dilakukan
karena membutuhkan biaya yang mahal dan
memerlukan waktu yang lebih lama yaitu
sekitar 6 minggu (Mikrobiologi Universitas
Hasanuddin, 2017).
Pemeriksaan mikroskopis dengan
(ZN)

masih menjadi pilihan pertama untuk deteksi

metode pewarnaan Ziehl-Neelsen
awal TB. Teknik ZN merupakan teknik yang
mudah, murah, dan memiliki spesifitas yang
tinggi untuk mendeteksi Bakteri Tahan Asam
(BTA) pada sputum. Akan tetapi penelitian
melaporkan bahwa sensitivitasnya cukup
rendah (20-60%) (Suryawati dkk., 2018).
Selain itu beberapa kesalahan-kesalahan
yang terjadi berupa sputum yang diambil
untuk pemeriksaan terlalu sedikit sehingga
tidak waktu

terbaca oleh mikroskop,

pemanasan terlalu lama yang dapat
menyebabkan hangus dan tidak dapat dibaca
hasilnya, dan terlalu banyak partikel-
partikel/serat makanan yang terbawa saat
pengambilan sampel sputum sehingga dapat
menyebabkan hasil false negatif atau hasil
false positif (Sumual, 2017). Oleh karena itu,
untuk mengatasi hal ini perlu dilakukan
metode pemeriksaan yang lebih sensitif yaitu
menggunakan metode Polymerase Chain

Reaction (PCR). PCR merupakan suatu
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metode amplifikasi DNA, dalam hal ini DNA
Mycobacterium tuberculosis secara in Vitro
sesuai dengan primer yang digunakan. Dalam
penelitian ini akan dikembangkan deteksi
menggunakan primer oligonukleotida Pt8 dan
Pt9. Primer ini mengamplifikasi fragmen gen
IS6110 yang berukuran 541 bp. Gen IS6110
adalah sekuen yang spesifik pada Mycobacterium
tuberculosis. Gen ini sebagai pengkode protein
MPB64 (Hirano dkk., 2004) dan ditemukan di
lokus QUBI1 1a dari Mycobacterium tuberculosis
(Mitani dkk., 2016).

Berdasarkan penelitian sebelumnya oleh
Fikraniaza (2022) yang dijadikan sebagai sumber
referensi, deteksi Mycobacterium tuberculosis
pada sampel wurine positif TB dan pasca
pengobatan diperoleh 4 hasil positif dari 8 sampel
ditandai

yang berbeda. Hal ini
terbentuknya pita DNA berukuran 541 bp. Pada

dengan

penelitian tersebut menggunakan sampel urin,
sehingga peneliti tertarik untuk melakukan
penelitian menggunakan sampel urine asal
suspek TB dalam mendeteksi Mycobacterium
tuberculosis berdasarkan evaluasi pewarnaan dan
kemunculan gen IS6110. Penggunaan sampel
dalam  mendeteksi  Mycobacterium

DNA

urine

tuberculosis dilakukan karena,

yang

diekstraksi dari sampel urine lebih murni
dibandingkan sputum yaitu dengan nilai rasio 2

(Sandwinata, 2019).
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METODE PENELITIAN

Jenis penelitian yang digunakan
dalam penelitian ini adalah kualitatif, dengan
desain non-experimental.
HASIL

Telah dilakukan penelitian Deteksi
Mycobacterium tuberculosis Pada Pasien
Suspek TB Di Poasia

Dan

Puskesmas

Berdasarkan Evaluasi Pewarnaan
Kemunculan Gen IS6110 yang dilaksanakan
pada bulan Mei-Juni 2023.
1. Karakteristik responden
a. Umur
Pada saat penelitian berlangsung
hasil

diperoleh penelitian

yang

menujukkan bahwa karakteristik
responden yang banyak berumur 57-67
tahun.

Tabel 1. Distribusi responden berdasarkan

umur
Jumlah Persentase
No Umur
(Responden) (%)
1 24-34 1 20
2 35-45 1 20
3 46-56 1 20
4 57-67 2 40
Total: 5 100

Dapat dilihat pada tabel 1 diketahui

bahwa responden yang berada pada

kelompok umur 24-34 tahun memiliki
jumlah 1 responden dengan persentase 20%,
35-45

kelompok umur tahun memiliki
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jumlah 1 responden dengan persentase 20%,
kelompok umur 46-56 tahun memiliki jumlah 1
responden dengan persentase 20%, dan
kelompok umur 57-67 memiliki jumlah 2
responden dengan persentase 40%.
b. Jenis kelamin

Pada saat penelitian berlangsung
diperoleh jumlah responden yang berjenis
kelamin laki-laki lebih banyak dibandingkan
jumlah responden perempuan.

Tabel 2. Distribusi responden berdasarkan jenis

kelamin
Jenis Jumlah Persentase
No
Kelamin (%)
1 Perempuan 2 40
2 Laki-laki 3 60
Total 5 100

Tabel 2 menunjukkan bahwa sebanyak 2
responden berjenis kelamin perempuan dengan
persentase 40% dan 3 responden berjenis
kelamin laki-laki dengan persentase 60%.

c. Data Responden Berdasarkan Pengobatan
Berdasarkan hasil observasi yang telah
dilakukan oleh peneliti pada pasien

diperoleh data responden berdasarkan

pengobatan adalah sebagai berikut:

Jurnal MediLab Mandala Waluya Vol 9 No 1, Agustus 2025
Website :http//:analiskesehatan-mandalawaluya.ac.id/index.php/JMMedilab)
DOI :https.//doi.org/10.36566/medilab.v5il %20juli. 148

p-ISSN : 2580-4073
e-ISSN: 2685-1113

Tabel 3. Data responden berdasarkan
pengobatan
No Responden Informasi
(Ke-) pengobatan
1 1 Belum melakukan
pengobatan
2 2 Menggunakan obat sirup
untuk batuk berdahak
3 3 Menggunakan obat flu
dan batuk
4 4 Menggunakan obat sirup
untuk batuk berdahak
5 5 Belum melakukan
pengobatan
6 6 Belum melakukan
pengobatan

Tabel 3 menunjukkan bahwa sebanyak
3 responden belum melakukan pengobatan, 2
responden menggunakan obat sirup untuk
batuk  berdahak dan 1  responden
menggunakan obat flu dan batuk.
2. Hasil pemeriksaan Sputum Metode
Ziehl-Neelsen

Berdasarkan  pemeriksaan

telah  dilakukan, hasil

yang
pengamatan
pewarnaan Ziehl-Neelsen ditunjukkan

pada tabel 4.
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Tabel 4. Hasil pengamatan pewarnaan Ziehl-

Neelsen

Interpretasi Hasil
No Kode

Sewaktu Pagi Sewaktu

1 1A Neg Neg Neg

2A Neg Neg Neg

3A Neg Neg Neg

4A Neg Neg Neg

SA Neg Neg Neg
Dapat dilihat pada tabel 4 diketahui bahwa
sampel dengan kode 1A, 2A, 3A, 4A, dan 5A Gambar 2. Hasil pewarnaan Ziehl
memiliki interpretasi hasil negatif dari ketiga Neelsen kode 2A. Keterangan: A
waktu pengambilan sputum berupa Sewaktu (S),  (Sewaktu), B (Pagi), C (Sewaktu) dengan
Pagi (S), dan Sewaktu (S). perbesaran 100x.

DN | W N

Hasil pewarnaan Ziehl-Neelsen ditunjukkan pada
gambar 1, 2, 3,4, dan 5.

Gambar 3. Hasil pewarnaan Ziehl

Neelsen kode 3A. Keterangan: A

Gambar 1. Hasil pewarnaan Ziehl Neelsen
(Sewaktu), B (Pagi), C (Sewaktu) dengan

kode 1A. Keterangan: A (Sewaktu), B (Pagi),

perbesaran 100x.
C (Sewaktu) dengan perbesaran 100x.
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(TCM) ditunjukkan pada tabel 5.

Tabel 5. Hasil pemeriksaan TCM

No Kode Interpretasi Hasil
1 1A MTB Not Detected
2 2A MTB Not Detected
3 3A MTB Not Detected
4 4A MTB Not Detected
5 SA MTB Not Detected
6 6A MTB Detected Medium

Tabel 5 menunjukkan bahwa sampel

dengan kode 1A, 2A, 3A, 4A, dan 5A
Gambar 4. Hasil pewarnaan Ziehl Neelsen kode

4A. Keterangan: A (Sewaktu), B (Pagi), C

memiliki  interpretasi  hasil negatif.
Sedangkan sampel dengan kode 6A
(Sewaktu) dengan perbesaran 100x. memiliki interpretasi hasil positif (MTB
Detected Medium).
3. Hasil Pengukuran Konsentrasi DNA
Sampel yang digunakan adalah
urine dari pasien suspek TB. Untuk
mengetahui konsentrasi dan kemurnian
DNA dapat dilakukan pengukuran
konsentrasi DNA dengan menggunakan
alat spektrofotometer. Hasil pengukuran

konsentrasi DNA dapat dilihat pada tabel 6

berikut ini:

Konsentrasi Ratio
Sampel A260 A280
(ng/mL) (A260/280)
Gambar 5. Hasil pewarnaan Ziehl Neelsen 1 8,510 3,404 3278 1,041
kode 5A. Keterangan: A (Sewaktu), B (Pagi), 2 8,947 3,578 3,473 1,033
C (Sewaktu) dengan perbesaran 100x. 3 8.937 3.575 3.499 1.023
Berdasarkan pemeriksaan yang telah 4 8317 3327 3235 1.031
dilakukan, hasil pemeriksaaﬂ Sputum 5 8.250 3300 3.156 1.050

menggunakan metode Tes Cepat Molekuler
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4. 'Hasil Visualisasi DNA Mycobacterium PEMBAHASAN
tuberculosis Tuberkulosis (TB) adalah penyakit
1 2 3 4 5 6 M menular yang disebabkan oleh

500 bp

100 bp

Gambar 6. Hasil visualisasi Mycobacterium tuberculosis.
Keterangan: 1-5 (sampel), 6 (kontrol positif), M (marker).
Berdasarkan telah

dilakukan,

penelitian  yang

diperoleh hasil deteksi

Mycobacterium tuberculosis pada urine suspek

Mycobacterium tuberculosis (Kemenkes RI,

2013). Tuberkulosis menyerang bagian

organ pernafasan terutama menyerang

parenkim paru. Sebagian besar kuman TB
menyerang paru, tetapi dapat juga mengenai
organ tubuh lainya termasuk meninges,
tulang, nodus limfe, ginjal dan saluran
kencing (Rahmaniati dan Nani, 2018).
Sumber penularan terjadi ketika penderita
positif TB menularkan kepada orang lain
udara  ketika

oleh transmisi melalui

berbicara, batuk, bersin, tertawa atau
bernyanyi. Penderita menyebarkan bakteri ke

udara dalam bentuk droplet (percikan dahak)

TB pada tabel berikut:
Tabel 7. Hasil deteksi Mycobacterium ~ 0€sar (>100 p) dan kecil (1-5p). Droplet
tuberculosis ~ pada  urine suspek TB  Yang besar menetap, sedangkan droplet yang

menggunakan metode PCR

kecil tertahan di udara dan terhirup oleh

individu yang rentan (Rahmaniati dan Nani,

Variabel Kode Jumlah Persentase
Hasil PCR sampel sampel (%) 2018).
1  Positif 0 0 0 Penelitian ini  dilakukan  untuk
2 Negatif 1,2,3.4,5 5 100 mendeteksi Mycobacterium  tuberculosis
Total 5 100 pada pasien suspek TB berdasarkan evaluasi

Tabel 7 menunjukkan bahwa sampel
negatif sebanyak 5 dengan persentase 100%
sedangkan  sampel

positif  menunjukkan

persentase 0%.

pewarnaan  dan  untuk = mendeteksi

Mycobacterium tuberculosis pada pasien
suspek TB berdasarkan kemunculan gen
IS6110. Dalam penelitian ini ada beberapa
pemeriksaan  yang  dilakukan  yaitu,
pemeriksaan mikroskopis dengan metode

pewarnaan Ziehl-Neelsen, pemeriksaan Tes
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Cepat Molekuler (TCM), dan pemeriksaan

dengan metode Polymerase Chain Reaction
(PCR). Sampel yang digunakan adalah sampel
sputum dan urine pada responden yang
dinyatakan negatif. Penggunaan sampel negatif
karena penelitian ini merupakan tindakan cross
check pemeriksaan TB dengan metode
pewarnaan Ziehl-Neelsen pada metode PCR.
Apabila sampel sputum dinyatakan negatif pada
pewarnaan dan ketika di PCR hasilnya positif
maka hal ini menjadi salah satu alasan mengapa
penularan Mycobacterium tuberculosis
dimasyarakat menjadi semakin meluas.

Jumlah responden yang digunakan dalam
penelitian ini yaitu berjumlah 5 orang. Rentang
umur suspek TB dapat dilihat pada tabel 1. Pada
terlihat bahwa wusia

tabel tersebut

yang
mendominasi yaitu usia 57-67. Risiko TB
meningkat seiring bertambahnya umur. Hal ini
sejalan dengan penelitian Sanusi (2006),
menemukan bahwa pasien lanjut usia lebih rentan
terkena infeksi Mycobacterium tuberculosis yang
disebabkan oleh adanya perubahan biologis yang
terjadi pada tubuh pasien, terutama pada jaringan
paru terkait dengan penuaan. Perubahan tersebut
dapat merusak sistem barier dan mekanisme
klirens mikrobial pada sistem pernafasan. Pasien
lebih

Hal tersebut berkontribusi dalam

lanjut usia juga rentan mengalami
malnutrisi.
menurunnya respon imun seluler terhadap
Mycobacterium tuberculosis.

Responden pada penelitian ini kebanyakan
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laki-laki (tabel 2) yang menjadi pasien
suspek TB. Hal ini sejalan dengan penelitian
Fusvita  (2019), menemukan bahwa
responden dengan jenis kelamin laki-laki
lebih berisiko menjadi suspek TB dibanding
wanita. Hal ini terkait dengan hormon
estradiol pada wanita yang berfungsi

meningkatkan respon imunitas selular
melalui aktivasi makrofag oleh IFN-gamma
memiliki

menyebabkan  wanita

yang
ketahanan tubuh lebih kuat dibanding pria.

Data responden berdasarkan
pengobatan (tabel 3) menunjukkan bahwa
ke-5 responden dan juga kontrol dalam
penelitian ini belum melakukan pengobatan
khusus untuk penyakit TB. Penggunaan obat
oleh responden ke-2, 3, dan 4 hanya sebatas
obat sirup untuk batuk berdahak dan obat flu.
Menurut Kemenkes (2016), Pengobatan pada
pasien TB memerlukan waktu yang cukup
6 bulan

Anti

sekitar
Obat
(OAT). Pengobatan OAT lini pertama terdiri
(H), (R),
Ethambutol (E), dan

lama yaitu dengan

menggunakan Tuberkulosis

dari  Isoniazid Rifampisin
Pirazinamid (Z),
Streptomisin (S). Pengobatan TB juga dapat
dibagi menjadi 3 berdasarkan kategorinya
yaitu kategori 1, 2, dan anak. Pengobatan
tahap lanjutan ditujukan untuk membunuh
bakteri Mycobacterium tuberculosis yang
bersifat dorman.

Suspek TB dikatakan positif apabila
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telah melakukan pemeriksaan screening BTA

kemudian ditemukan adanya Mycobacterium

tuberculosis diamati  dimikroskop.

yang
Interpretasi hasil pemeriksaan BTA terdiri dari
negatif, scanty, +1, +2, dan +3. Menurut
Wulandari (2015), semakin banyak jumlah BTA
maka akan semakin besar potensi seseorang
penderita menularkan bakteri tersebut kepada
orang-orang disekitarnya. Pemeriksaan yang
dilakukan adalah pemeriksaan BTA dengan
metode pewarnaan Ziehl-Neelsen (ZN).

Hasil pemeriksaan mikroskopis pada gambar
1, 2, 3, 4, dan 5 memiliki hasil negatif yang
ditandai dengan tidak ditemukannya bakteri
berbentuk basil berwarna merah pada slide
tersebut. Hasil negatif dapat terjadi karena
memang tidak ada Mycobacterium tuberculosis
pada sampel sputum dari pasien suspek TB yang
telah dilakukan pemeriksaan.

Terdapat beberapa kelemahan dari metode
pewarnaan Ziehl-Neelsen yang dapat
mengakibatkan hasil pemeriksaan mikroskopis
yang dikeluarkan adalah salah. Adapun beberapa
kelemahan pada pemeriksaan mikroskopis terdiri
dari: kesalahan yang terjadi saat mengambil
sputum untuk pemeriksaan karena tidak tahu
bagian tepat yang harus diambil, cara melakukan
smear (olesan) pada slide tidak melakukannya
dengan circle pada permukaan slide (lingkaran
smear terlalu kecil), waktu pemberian larutan

pewarna terlalu cepat atau terlalu lama, pada

waktu membaca hasil dibawah mikroskop masih
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ragu-ragu dengan hasil yang dibaca/tidak

mengenal BTA yang sebenarnya, Hasil
negatif palsu yang sering muncul akibat
menurunnya kemampuan makrofag
menangkap bakteri sehingga jumlah bakteri
yang dapat ditemukan didalam sputum
menjadi sangat sedikit, sedangkan pada
pemeriksaan BTA membutuhkan jumlah
bakteri yang relatif besar yaitu minimal 10*-
10° bakteri/ml sputum untuk mendapatkan
hasil positif (Sumual, 2017).

Dari

kesalahan-kesalahan  tersebut

apabila dilakukan terus menerus tanpa
adanya cross check, akan mengakibatkan
kerugian pada penderita dan orang-orang
yang pernah berinteraksi dengan pasien

tersebut karena seharusnya hasil

yang
dikeluarkan adalah positif namun dikatakan
negatif. Maka hal inilah yang menjadi salah
satu alasan mengapa penyebaran TB menjadi
semakin meluas di masyarakat karena pasien
suspeck TB yang sebenarnya positif
membawa bakteri tersebut kepada orang lain
dan berinteraksi dengan mereka tanpa
penggunaan masker dan tidak memisahkan
alat-alat makan dengan orang lain terutama
bersama dengan orang-orang yang serumabh.

Tes Cepat Molekuler (TCM) digunakan
untuk mengidentifikasi keberadaan
Mycobacterium tuberculosis yang menjadi
inisiasi dini dan dapat mengurangi insiden

TB secara umum. Pemeriksaan TCM
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dilakukan dengan alat GeneXpert, yang

menggunakan sistem otomatis

yang
mengintegrasikan proses purifikasi spesimen,
amplifikasi asam nukleat, dan deteksi sekuen
target. Interpretasi hasil pemeriksaan TCM terdiri
dari MTB  (Mycobacterium  tuberculosis)
terdeteksi, rifampisin resisten tidak terdeteksi,
rifampisin resisten terdeteksi, rifampisin resisten
indeterminate, dan tidak terdeteksi MTB
(Kemenkes RI, 2017).

Hasil pemeriksaan TCM dapat dilihat pada
tabel 5. Ke-5 sampel responden yang digunakan
dalam penelitian ini memiliki hasil negatif (MTB
Not Detected). Sedangkan sampel dengan kode
6A yang digunakan sebagai kontrol memiliki
hasil positif (MTB Detected Medium) dengan
nilai Ct value yaitu 21,8. Nilai tersebut masih
tergolong sedang dalam menilai jumlah basil dan
tingkat keparahan dari responden. Hal ini sejalan
dengan pernyataan Kemenkes R.I (2017), yang
menyatakan bahwa hasil pemeriksaan TCM
menunjukkan hasil semikuantitatif jumlah basil
pada spesimen berdasarkan nilai Ct (high <16;
medium 16-22; low 22-28; very low >28).
Semakin rendah nilai Cf¢ value maka semakin
banyak jumlah basil yang terdapat dalam sampel
sputum, semakin tinggi tingkat keparahanya dan
semakin besar potensi penyebaranya. Sebaliknya,
jika semakin tinggi nilai Ct value maka semakin
sedikit jumlah basil yang terdapat dalam sampel
sputum, semakin rendah tingkat keparahanya dan

semakin kecil potensi penyebaranya.
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Pemeriksaan TCM memiliki beberapa
keterbatasan yaitu, kinerja pemeriksaan
Xpert MTB tergantung dari kemampuan
petugas  laboratorium dan  kepatuhan
terhadap instruksi kerja sehingga seluruh
petugas laboratorium harus mendapatkan
pelatihan terlebih dahulu, pemeriksaan ini
tidak  dituyjukan  untuk = menentukan
keberhasilan atau pemantauan pengobatan,
deteksi MTB kompleks dipengaruhi oleh
jumlah mikroorganisme dalam spesimen,
hasilnya oleh cara

sangat dipengaruhi

pengumpulan, pengolahan dan penyimpanan

spesimen, hasil positif tidak selalu
mengindikasikan keberadaan
mikroorganisme hidup/viable, dan hasil

negatif tidak menyingkirkan kemungkinan
adanya TB sehingga pemeriksaan tersebut
harus dilakukan sejalan dengan pemeriksaan
biakan MTB untuk menghindari risiko hasil
negatif palsu dan untuk mendapatkan isolat
MTB sebagai bahan identifikasi
kepekaan (Kemenkes R.I, 2017).

dan wuji

Apabila keterbatasan pada point terakhir
diberlakukan ketika dilakukan pemeriksaan
pada pasien suspek TB, pemeriksaan yang
dilakukan hanya pemeriksaan TCM tanpa
adanya pemeriksaan biakan MTB maka
terdapat kemungkinan terjadinya hasil
negatif palsu yang dikeluarkan. Pasien
seharusnya terdiagnosa positif TB namun

karena keterbatasan tersebut mengakibatkan

90


http://jurnal.analiskesehatan-mandalawaluya.ac.id/index.php/JMMedilab

-
e

pasien suspek TB memiliki hasil negatif sehingga

tidak dijalankan pengobatan kepada pasien. Hal
ini akan mengarah kepada luasnya penyebaran
TB yang terjadi di masyarakat karena pasien
tidak melakukan beberapa hal yang harus
dilakukan oleh pasien positif TB berupa, selalu
menggunakan masker dan memisahkan alat-alat
makan dan minum dengan orang-orang serumah
dengan pasien.

Pada penelitian ini awalnya dilakukan
pemeriksaan mikroskopis dan pemeriksaan TCM
menggunakan sampel sputum. Setelah itu
dilanjutkan dengan isolasi DNA menggunakan
sampel urine. Penggunaan sampel urine untuk
isolasi DNA dilakukan karena, DNA yang
diekstraksi dari sampel urine memiliki tingkat
kemurnian yang lebih tinggi yaitu memiliki nilai
rasio 2, dibandingkan dengan sputum yang
memiliki nilai rasio 1,8 (Sandwinata, 2019).

Isolasi DNA merupakan proses memisahkan
DNA dengan komponen seluler lain seperti
protein, RNA (Ribonucleic Acid) dan lemak.
DNA dapat diisolasi dari molekul-molekul dalam
sel dengan berbagai metode serta penggunaan
buffer yang beragam namun tetap dengan prinsip
yang sama. Hal ini sejalan dengan penelitian
Marzuki dkk. (2016), tahapan awal dalam
ekstraksi DNA terdiri atas tiga proses utama
yaitu, lysis, purifikasi dan presipitasi. Dalam
melakukan isolasi DNA harus menggunakan alat-
alat yang

steril agar tidak terkontaminasi,

diperhatikan urutan saat memasukkan larutan dan
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perlu diperhatikan pula pipetting saat
melakukan isolasi DNA.
Berdasarkan hasil pengukuran

konsentrasi DNA terhadap sampel urine
suspek TB yang dapat dilihat pada tabel 6.
Sampel yang mempunyai konsentrasi DNA
tertinggi adalah sampel kode 2 yaitu
8,947ug/mL dan konsentrasi paling rendah
adalah sampel kode 5 yaitu 8,250 pg/mL.
Tinggi atau rendahnya konsentrasi DNA
yang telah dihasilkan dalam proses isolasi
dapat disebabkan oleh beberapa faktor salah
satunya adalah faktor suhu inkubasi. Sampel
yang telah dicampurkan dengan larutan /ysis
buffer diinkubasi pada suhu tertentu. Jika
suhu inkubasi yang digunakan terlalu tinggi
maka dapat merusak DNA, sedangkan jika
suhu terlalu rendah maka membrane serta
jaringan sel tidak dapat hancur. Hal ini
sejalan dengan penelitian Murtiyaningsih
(2017), larutan lysis buffer bekerja dengan
normal pada suhu yang tidak terlalu rendah
yaitu 50°C.

Lama waktu inkubasi juga dapat
mempengaruhi DNA. Jika waktu yang
digunakan terlalu lama maka dapat merusak
DNA dan jika terlalu singkat waktu yang
digunakan maka tidak dapat menghancurkan
membrane dan jaringan sel. Oleh karena itu,
suhu dan waktu sebaiknya diatur dengan
sebaik mungkin agar di akhir dapat diperoleh
konsentrasi  DNA

yang  diinginkan.
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Kombinasi

antara suhu dan waktu yang
digunakan ketika inkubasi apabila benar-benar
tepat maka akan menghasilkan isolat DNA yang
diharapkan sehingga dapat digunakan untuk
melakukan  tahapan

berikutnya  berupa

amplifikasi. Akan tetapi, selain konsentrasi
DNA, kemurnian DNA juga merupakan syarat
penting agar tahapan PCR dapat berhasil
(Murtiyaningsih, 2017).

Kemurnian DNA merupakan rasio dari A260
dan A280. Isolat DNA dapat dikatakan murni jika
nilai rasio A260/A280 berkisar antara 1,802
(Murtiyaningsih, 2017). Dapat dilihat pada tabel
6. Sampel pada penelitian ini tidak ada yang
memenubhi rasio dikarenakan adanya kontaminan
berupa etanol ataupun jumlah DNA terlalu
sedikit. Hal ini sejalan dengan penelitian (Ariani,
2007), bahwa nilai rasio untuk DNA untai ganda
murni adalah 1,8-2,0. Nilai rasio dibawah 1,8
menunjukkan kontaminasi

adanya protein,

sedangkan diatas 2,0 menunjukkan adanya
kontaminasi RNA. Sekalipun jumlah konsentrasi
dan rasionya rendah atau tidak memenuhi masih
tetap dapat dilakukan PCR karena salah satu
kelebihan PCR yaitu sensitif.

Setelah pengukuran konsentrasi DNA maka
tahap berikutnya adalah tahap amplifikasi dengan
Pt§ dan Pt9 untuk

mendeteksi gen IS6110. IS6110 merupakan

menggunakan primer

daerah target amplifikasi yang dilakukan dengan
menggunakan primer spesifik yaitu Pt8 dan Pt9.

Primer ini mempunyai sensitivitas yang cukup
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tinggi untuk mendeteksi Mycobacterium
tuberculosis complex dengan fragmen/pita
DNA berukuran 541 bp (base pair). Hal ini
sejalan dengan pernyataan Lina (2002), yang
menyatakan bahwa metode PCR
menggunakan primer oligonukleotida Pt8
dan Pt9 pada isolasi klinis Mycobacterium
tuberculosis mempunyai kemampuan untuk
mendeteksi jumlah DNA sebesar 100 pg
yang setara dengan 20 sel bakteri.

Hasil deteksi Mycobacterium
tuberculosis pada sampel urine setelah gel
agarose divisualisasi menggunakan UV
transluminator dapat dilihat pada gambar 1.
Diperoleh hasil tidak adanya bakteri
Mycobacterium tuberculosis pada sampel
1,2,3,4 dan 5 termasuk kontrol positif yang
ditandai dengan tidak terbentuknya pita
berukuran 541 bp. Kontrol positif yang
digunakan berasal dari sampel urine
responden yang baru terdiagnosa positif TB
pada pemeriksaan sputum dengan TCM.
Sampel negatif dapat terjadi karena memang
tidak ada organisme target yang menjadi
DNA template dan pemeriksaan ini sudah
sejalan  dengan  hasil = pemeriksaan
mikroskopis dan pemeriksaan TCM.

Namun, untuk kontrol positif tidak
menghasilkan pita DNA pada ukuran 541 bp,
hal ini dapat disebabkan karena responden
pada penelitian ini adalah responden yang

baru terdiagnosa TB dan memiliki tingkat
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keparahan yang rendah. Hal ini sejalan dengan
pernyataan Abustani (2017), yang menyatakan
bahwa Mycobacterium tuberculosis awalnya
menyerang paru-paru dan kemudian menyerang
berbagai jaringan dan organ melalui aliran darah,
apabila Mycobacterium tuberculosis berada di
dalam darah maka bakteri tersebut sudah
menyerang organ lain seperti ginjal karena darah
adalah alat transpor dalam tubuh, sedangkan
ginjal berfungsi untuk menyaring zat-zat sisa
metabolisme dalam darah dan kemudian difiltrasi
sehingga menghasilkan urine. Hasil positif pada
sampel urine penderita TB dengan mengunakan
metode PCR untuk melihat tingkat keparahan
pada penderita TB karena bakteri Mycobacterium
tuberculosis telah menyerang organ lain. Hal ini
didukung oleh penelitian Fikraniaza (2022),
dalam penelitian tersebut diperoleh hasil positif
untuk pemeriksaan urine metode PCR pada
responden yang memiliki hasil pemeriksaan
sputum positif dua (+2), sedangkan pada
responden yang memiliki hasil pemeriksaan
sputum scanty dan positif 1 (+1) diperoleh hasil
negatif untuk pemeriksaan urine metode PCR.
Hal lain juga yang dapat menyebabkan hasil
negatif adalah keberadaan inhibitor yang dapat
mengganggu amplifikasi sehingga memberikan
hasil negatif palsu, adanya kontaminan berupa
antibodi, enzim, dan hormon serta golongan non-
protein seperti karbohidrat, lipid dan metabolit
yang berpotensi terbawa pada saat PCR sehingga

mengganggu kerja enzim polymerase dalam dua
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cara yaitu menghambat secara total kerja

enzim sehingga tidak ada produk PCR yang
dihasilkan atau menurunkan spesifitas enzim
dalam mengenali gen targetnya (Pablo dkk.,
2010).

KESIMPULAN

telah

Berdasarkan  penelitian

yang
dilakukan maka dapat disimpulkan sebagai
berikut:

1. Tidak terdeteksi Mycobacterium
tuberculosis pada pasien suspek TB di

Puskesmas Poasia berdasarkan evaluasi

pewarnaan
2. Tidak terdeteksi Mycobacterium
tuberculosis pada pasien suspek TB di
Puskesmas  Poasia pada  metode
Polymerase Chain Reaction (PCR).
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