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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Tuberkulosis (TB) masih menjadi masalah kesehatan dunia yang perlu 

mendapatkan perhatian serius, terutama di negara-negara berkembang. Menurut 

laporan World Health Organization (WHO) tahun 2023, diperkirakan 10,6 juta orang 

terinfeksi TB pada tahun 2022, dengan 1,6 juta kematian yang diakibatkan penyakit 

ini. Indonesia merupakan negara peringkat ke-2 penderita TBC tertinggi di dunia 

setelah India dengan 821.200 kasus ditemukan pada tahun 2023. Angka penemuan 

kasus di Indonesia mencapai 77,5% dari 90% target Renstra yang di tetapkan 

Kementrian Kesehatan tahun 2023 (Kemenkes RI, 2023). 

 Di provinsi Sumatera Barat angka penemuan kasus baru mencapai 59,9% 

dengan angka keberhasilan pengobatan mencapai 87,89%. Untuk mendukung upaya 

pemerintah dalam menaikkan angka keberhasilan pengobatan dan diagnosa TB 

diperlukan diagnosis dini yang akurat untuk pengendalian TB yang efektif (Kemenkes 

RI, 2023). Dalam Surat Edaran (SE) Direktorat Jenderal P2P Nomor 

HK.02.02/III.I/936/2021 tentang Perubahan Alur Diagnosis dan Pengobatan 

Tuberkulosis di Indonesia, disebutkan bahwa pemeriksaan TCM (Test Cepat 

Molekuler) merupakan alat diagnosis utama tuberkulosis. TCM merupakan alat 

pendeteksi TB yang menggunakan metode molekuler qualitative Polimerasi Chain 

Reaktion (qPCR). TCM memiliki sensitivitas dan spesifisitas untuk diagnosis TBC 
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yang jauh lebih baik dibandingkan pemeriksaan mikroskopis. Namun pemeriksaan 

secara mikroskopis masih tetap digunakan sebagai pemantauan pengobatan (follow 

up). Sejak tahun 2012, Program Nasional Penanggulangan TBC telah menggunakan 

pemeriksaan TCM GeneXpert® dengan kartrid Xpert MTB/RIF yang secara cepat 

dapat mengidentifikasi MTB serta resistansi terhadap rifampisin secara simultan 

(Kementerian Kesehatan Republik Indonesia, 2023). 

      Alat GeneXpert® ini berukuran cukup compact sehingga tidak memerlukan tempat 

yang luas di laboratorium. Walaupun demikian, TCM masih memiliki kekurangan 

yaitu harga yang cukup mahal, tidak dapat melakukan validasi proses ekstrasi DNA 

dan  hanya terdistribusi untuk program Kemenkes. Oleh sebab itu, pemeriksaan 

menggunakan RT-qPCR dikembangkan untuk mendiagnosa TB dengan uji reaksi 

rantai polimerase real-time (RT-PCR). Uji RT-qPCR biasanya digunakan untuk 

mengetahui apakah DNA MTB ada dalam sampel dan untuk menemukan DNA yang 

diperkuat saat reaksi berkembang secara real-time. Dengan menggunakan primer 

komplementer, uji RT-qPCR ini dapat memantau amplifikasi molekul DNA/RNA yang 

ditargetkan (Babafemi et al., 2017).  

       Sputum telah lama menjadi spesimen standar untuk diagnosis TB paru. Namun, 

pengumpulan sputum sering sulit dilakukan pada beberapa pasien, seperti anak-anak, 

lansia dan pasien yang tanpa gejala batuk. Selain itu, prosedur pengumpulan sputum 

berisiko tinggi menularkan infeksi kepada petugas kesehatan. Oleh karena itu, terdapat 

kebutuhan untuk mengembangkan metode pengumpulan sampel yang lebih aman dan 

mudah. 
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       Saliva adalah sampel alternatif yang sapat dijadikan pengganti sputum untuk 

diagnosis TB. Pengumpulan saliva bersifat non-invasif, mudah dilakukan, dan 

memiliki risiko penularan yang lebih rendah dibandingkan sputum. Beberapa 

penelitian telah menunjukkan bahwa Mycobacterium tuberculosis dapat terdeteksi 

dalam saliva pasien TB, namun sensitivitasnya dibandingkan dengan sputum masih 

perlu diteliti lebih lanjut.(Byanyima et al., 2022) 

       Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan hasil CT value pemeriksaan 

Mycobacterium tuberculosis pada sampel saliva dan sputum menggunakan metode 

qPCR. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi berharga tentang 

potensi penggunaan saliva sebagai alternatif atau pelengkap sputum dalam diagnosis 

molekuler TB, serta membantu mengoptimalkan protokol pengujian untuk 

meningkatkan akurasi diagnosis TB. 

1.2 Rumusan Masalah 

Apakah Mycobacterium tuberculosis  dapat di deteksi pada sampel saliva 

menggunakan metoda RT-qPCR? 

1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan Umum 

       Untuk membandingkan hasil CT value pemeriksaan Mycobacterium tuberculosis 

pada sampel saliva dan sputum menggunakan metode qPCR 

1.3.2 Tujuan Khusus 

1. Untuk menganalisis perbedaan signifikan antara CT value yang diperoleh dari 
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sampel saliva dan sputum.  

2. Untuk mengetahui CT Value pemeriksaan saliva pada RT-qPCR 

3. Untuk membandingkan nilai CT Value dari sampel sputum dan saliva dengan 

metode RT-qPCR. 

1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Bagi Peneliti 

       Menambah keterampilan dalam melaksanakan pemeriksaan menggunakan metode 

Test Cepat Molekuler (TCM) GeneXpert® dan Quantitative Polymerase Chain 

Reaction (qPCR). 

1.4.2 Bagi Institusi Pendidikan 

       Menambah referensi dalam mata kuliah biomolekuler khususnya di bidang 

pemeriksaan Test Cepat Molekuler (TCM) GeneXpert® dan Quantitative Polymerase 

Chain Reaction (qPCR) dalam medeteksi Mycobacterium tuberculosis penyebab 

penyakit tuberkulosis. 

1.4.3 Bagi Fasilitas Layanan Kesehatan 

       Dapat menjadikan saliva sebagai alternatif yang menjanjikan untuk sampel 

diagnosis TB sesuai dengan tujuan Organisasi Kesehatan Dunia WHO untuk 

mengembangkan tes non-sputum dan dapat mengurangi jumlah kasus TB yang tidak 

didiagnosis, terutama bagi pasien yang sulit untuk menghasilkan sputum.
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Pengertian dan Epidemiologi Tuberkulosis 

        Tuberkulosis (TB) adalah penyakit menular yang disebabkan oleh kuman 

Mycobakterium tuberculosis (MTB). Kuman tersebut menyebar dari penderita TB 

melalui udara. Kuman MTB ini biasanya menyerang organ paru, namun dapat juga 

menyerang selain paru (ekstra paru).  

 

Gambar 2.1 Mycobacterium tuberculosis sumber : (Widodo et al., 2022) 

Mycobacterium tuberculosis adalah bakteri berbentuk batang lurus atau sedikit 

melengkung, tidak berspora dan tidak berkapsul. Bakteri ini memiliki ukuran lebar 0,3 

– 0,6 µm dan panjang 1 – 4 µm. Bakteri ini bisa bertahan hidup dalam lingkungan yang 

bervariasi, termasuk dalam lingkungan dengan tekanan oksigen yang sangat rendah. 

Hal ini menyebabkan MTB dapat bertahan di dalam tubuh dalam kondisi yang tidak 
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optimal dan dapat mengalami reaktivasi di kemudian hari jika situasi lingkungan 

memungkinkan (Perhimpunan Dokter Paru Indonesia, 2021).       

 Hampir seperempat penduduk dunia terinfeksi dengan kuman Mycobacterium 

tuberculosis. Sekitar 89% TB diderita oleh orang dewasa (56,5% laki-laki dan 32,5% 

perempuan) dan 11% diderita oleh anak-anak. Sampai saat ini, TB masih merupakan 

penyebab kematian tertinggi setelah HIV/AIDS, dan merupakan salah satu dari 20 

penyebab utama kematian di seluruh dunia. Sebagian besar estimasi kematian yang 

disebabkan TBC tercatat di empat negara, yaitu India, Indonesia, Myanmar, dan 

Filipina. Jumlah kematian akibat TBC (di antara pasien HIV negatif) secara global pada 

tahun 2022 sebesar 1,1 juta, hal ini mengalami penurunan jika dibandingkan tahun 

2021 yaitu sebesar 1,2 juta (Kemenkes RI, 2023). 

2.2 Metode Terdepan Diagnostik TB Menggunakan Nucleic Acid Amplification 

Test (NAAT) 

2.2.1 Pemeriksaan Test Cepat Molekuler (TCM) 

Metode diagnosis GeneXpert® menggunakan Cartridge berbasis Nucleic Acid 

Amplification Test (CB-NAAT) yang menggunakan prinsip Polymerase Chain 

Reaction (PCR).  Metode ini mampu memperbanyak muatan genetik dari bakteri dapat 

dengan cepat terdeteksi. Pemeriksaan dengan metode GeneXpert® dapat langsung 

mendeteksi Multi Drug Resistent Tuberculosis (MDR-TB) yang resisten terhadap 

antibiotik Rifampisin. Namun, kekurangan dari GeneXpert® yaitu biaya pemeriksaan 

dengan alat ini lebih mahal (Nasywa et al., 2022). Selain itu, proses ekstraksi DNA 
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dilakukan secara close system yaitu di dalam catridge, sehingga petugas pemeriksa 

tidak dapat menilai apakah proses ekstraksi DNA berjalan dengan baik atau tidak. Hal 

tersebut dapat mengakibatkan hasil negatif palsu. 

Nilai sensitivitas yang tinggi pada metode GeneXpert® digunakan sebagai alat 

skrining untuk mendeteksi pasien yang menderita TB paru, sedangkan nilai spesifisitas 

yang tinggi dapat menentukan seseorang terdiagnosis TB paru atau tidak. Dalam hal 

ini, pemeriksaan dengan metode GeneXpert® dapat digunakan sebagai skrining 

maupun penentu diagnosis TB paru sehingga pemberian terapi lebih dini dan optimal 

(Nasywa et al., 2022).  

Dalam program penanggulangan TB di Indonesia, pemerintah memfasilitasi  

pusat pelayanan kesehatan yang ditunjuk berupa alat TCM GeneXpert® dengan 

menggunakan kartrid TCM Xpert MTB/RIF Ultra. Kartid ini dapat mendeteksi 

keberadaan DNA bakteri Mycobacterium tuberculosis (MTB) dan menilai resistansi 

bakteri tersebut terhadap Obat Anti TB (OAT) Rifampisin dengan metode Real-Time 

Polymerase Chain Reaction (PCR). Pemeriksaan TCM Xpert MTB/RIF membutuhkan 

waktu pemrosesan <80 menit. 

Metode RT-PCR pada TCM Xpert MTB/RIF ini  mengamplifikasi sekuens 

spesifik gen rpoB menggunakan probe rpo 1 – 4 dan tambahan satu gen target yaitu 

IS1081/IS6110 yang berfungsi mendeteksi kehadiran DNA MTB kompleks di dalam 

spesimen. Kartrid Xpert MTB/RIF Ultra juga memiliki Sample Processing Control 

(SPC) dan Probe Check Control (PCC).  
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Interpretasi hasil dari TCM GeneXpert® MTB/RIF Ultra adalah sebagai 

berikut: 

1. ‘MTB Terdeteksi’ apabila IS1081/IS6110 terdeteksi dan minimal ada dua probe 

gen rpoB yang terdeteksi. 

2. ‘Resistansi Rifampisin Tidak Terdeteksi’ apabila IS1081/IS6110 terdeteksi dan 

keempat probe gen rpoB terdeteksi pada sekuens wild type. 

3. ‘Resistansi Rifampisin Terdeteksi’ apabila IS1081/IS6110 terdeteksi dan 

minimal ada 1 probe gen rpoB yang terdeteksi pada sekuens mutan. 

4. ‘Resistansi Rifampisin Indeterminate‘ apabila ada minimal 1 probe yang tidak 

terdeteksi baik pada sekuens wild type maupun mutan. 

5. ‘MTB Tidak Terdeteksi’ apabila IS1081/IS6110 tidak terdeteksi dan internal 

kontrol berada dalam rentang yang valid. 

6. ‘MTB Terdeteksi Trace’ apabila hanya IS1081/IS6110 terdeteksi atau 

IS1081/IS6110 serta 1 probe rpoB terdeteksi yang disebabkan karena jumlah 

bakteri yang terlalu sedikit. Hasil Trace selalu diikuti dengan hasil Indeterminate 

(Kementerian Kesehatan Republik Indonesia, 2023). 

IS1081/IS6110 adalah gen target yang digunakan pada pemeriksaan TCM 

metode GeneXpert® untuk mendeteksi keberadaan MTB. Gen IS6110 memiliki 

banyak Salinan genom MTB sehingga sensitivitas deteksi menggunakan gen ini cukup 

tinggi. Gen IS1081 memiliki kemampuan membedakan antara infeksi tuberculosis dan 

non tuberculosis. Sehingga kombinasi kedua gem ini pada pemeriksaan TCM metode 

GeneXpert® meningkatkan akurasi deteksi MTB (Raj et al., 2016). 
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2.2.2 Pemeriksaan RealTime-quantitative Polimerase Chain Reaction (RT-

qPCR) 

       RT-qPCR adalah metode laboratorium yang digunakan untuk mendeteksi 

dan mengukur jumlah spesifik DNA atau RNA dalam sampel. Metode ini 

menggabungkan dua proses yaitu reaksi rantai polimerase (PCR) dan kuantifikasi 

waktu nyata (real time). Reaksi PCR digunakan untuk memperbanyak DNA yang 

dihasilkan dari RNA melalui proses transkripsi terbalik (reverse transcription). qPCR 

mendeteksi dan mengamplifikasi DNA atau RNA target secara real-time menggunakan 

probe fluoresens atau pewarna pengikat DNA untuk memantau sinyal amplifikasi yang 

berbanding lurus dengan asam nukleat target yang ada. Pada metode ini proses 

ekstraksi DNA dilakukan secara close system dimana keberhasilan ekstraksi DNA 

dapat divalidasi dengan dua cara yaitu menggunakan spektrofotometer dan  

       Mesin qPCR dapat memproses sampel dalam jumlah banyak secara 

bersamaan. Terdapat dua macam plat yang dapat menganalisais sampel dalam satu kali 

running yaitu 96 test dan 384 test. Mesin ini  cocok digunakan untuk jumlah sampel 

yang banyak (throughput tinggi). Hasil  pemeriksaan qPCR ditampilkan dalam kurva 

nilai siklus ambang batas (Ct), yang menggambarkan siklus amplifikasi saat sinyal 

fluoresensi mencapai ambang batas tertentu. (Meregildo-Rodriguez et al., 2023). 

Metode ini memungkinkan peneliti untuk menentukan jumlah salinan DNA dalam 

sampel secara kuantitatif.
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Gambar 2.2.2 Proses RT-qPCR (Afzal, 2020) 

        

RT-qPCR banyak digunakan dalam membantu diagnosis penyakit seperti 

Mycobacterium tuberculosis (MTB) dalam kasus tuberkulosis. Metode memiliki 

sensitivitas dan spesifisitasnya yang tinggi, serta kemampuannya untuk memberikan 

hasil dengan cepat dibandingkan dengan metode kultur konvensional. RT-qPCR 

memiliki akurasi 92,7%, dengan sensitivitas 62,5% dan spesifisitas 97,02% (Lv et al., 

2017).  
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      Pemeriksaan RT-qPCR dapat mendeteksi beberapa gen Mycobacterium 

tuberculosis diantaranya IS6110, MPT64, rpoB dan lain-lain. Gen MPT64 merupakan 

gen spesifik untuk mendeteksi MTB dengan kelebihan sebagai berikut: 

1. Memiliki spesifisitas yang tinggi . yaitu 99% pada percobaan menggunakan 

sampel biopsi yang dapat membedakan MTB dengan non-MTB 

2. Memiliki nilai prediksi positif yang baik (88%), yang menunjukkan bahwa ketika 

tes ini positif, ada kemungkinan tinggi bahwa pasien benar-benar memiliki TB 

(Hoel et al., 2020). 

Dalam penelitiannya  (Raj et al., 2016) juga menyebutkan bahwa MPT 64 

memiliki sensitibitas yang lebih tinggi dalam mendiagnosa tuberculosis dibandingkan 

IS6110 dan IS1081dengan memberikan hasil positif yang lebih banyak pada kasus 

yang diteliti dibandingkan dua gen lainnya. 

Kit TB-DX adalah Kit deteksi MTB yang diproduksi oleh PT Crown_Lab® 

dengan menggunakan gen target MPT64. Reagen ini mengandung enzim DNA 

polimerase serta nukleotida yang diperlukan untuk mereplikasi DNA target. PCR 

Reagen TB DX dirancang untuk memberikan hasil yang sangat spesifik dan sensitif 

dalam deteksi TB dengan mengenali secara spesifik DNA Mycobacterium tuberculosis 

sehingga dapat menghindari deteksi palsu dari organisme lain. 

2.3 Sampel Pemeriksaan Untuk Diagnosa Tuberkulosis 

Menurut WHO Consolideted Guidelines On Tuberculosis 2020 sampel utama 

yang direkomendasikan untuk pemeriksaan tuberkulosis adalah sputum/ dahak.  

Sputum adalah lendir hasil ekskresi paru-paru yang keluar ketika seseorang batuk aktif 
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yang mengandung organisme patogen Mycobacterium tuberculosis, yang merupakan 

penyebab utama tuberkulosis. Sampel sputum biasa digunakan untuk pemeriksaan 

dengan metode kultur, Basil Tahan Asam (BTA), dan GeneXpert®.  

Sputum akan sulit di hasilkan oleh sebagian penderita tuberculosis seperti anak-

anak, penderita yang sangat lemah dan penderita tanpa gejala khas TB. Penampungan 

sampel sputum juga memiliki risiko menghasilkan aerosol yang mudah menginfeksi 

petugas. Oleh sebab itu WHO memberikan seruan pengembangan pemeriksaan TB 

menggunakan sampel non-sputum seperti serum atau plasma, saliva, biopsi jaringan, 

cairan serebrospinal, cairan pleura, sekresi abses, urin, biopsi usus, feses dan lain-lain 

agar diagnosis TB dapat dilakukan lebih komprehensif.. Namun hanya sedikit penduan 

yang menjelaskan tentang metode pelaksanaan pemeriksaan menggunakan sampel 

non-sputum  (Meregildo-Rodriguez et al., 2023). 

Saliva merupakan sampel yang berasal dari mukosa dan saluran nafas, yang 

paling memungkinkan mengandung biomarker tuberkulosos selain sputum. Sampel 

saliva dapat diperoleh dengan cara yang mudah, dapat dilakukan berulang, tidak 

memerlukan keterampilan khusus dan tanpa rasa sakit. Penampungan sampel saliva 

pun tidak ada persyaratan khusus, hanya dengan menampung pada wadah bersih dan 

tertutup. Untuk diagnosis tuberculosis sampel saliva dapat digunakan walaupun 

sensitifitasnya perlu di kaji ulang jika dibandingkan dengan sampel sputum. (Khambati 

et al., 2021). 
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2.4 Tantangan dalam Diagnosa TB 

Menurut WHO Consolideted Guidelines On Tuberculosis 2020 sampel utama 

yang direkomendasikan untuk pemeriksaan tuberkulosis adalah sputum/ dahak.  

Sputum adalah lendir hasil ekskresi paru-paru yang keluar ketika seseorang batuk aktif 

yang mengandung organisme patogen Mycobacterium tuberculosis, yang merupakan 

penyebab utama tuberkulosis. Sampel sputum biasa digunakan untuk pemeriksaan 

dengan metode kultur, Basil Tahan Asam (BTA), dan GeneXpert®.  

Sputum akan sulit di hasilkan oleh sebagian penderita tuberculosis seperti anak-

anak, penderita yang sangat lemah dan penderita tanpa gejala khas TB. Penampungan 

sampel sputum juga memiliki risiko menghasilkan aerosol yang mudah menginfeksi 

petugas. Oleh sebab itu WHO memberikan seruan pengembangan pemeriksaan TB 

menggunakan sampel non-sputum seperti serum atau plasma, saliva, biopsi jaringan, 

cairan serebrospinal, cairan pleura, sekresi abses, urin, biopsi usus, feses dan lain-lain 

agar diagnosis TB dapat dilakukan lebih komprehensif.. Namun hanya sedikit penduan 

yang menjelaskan tentang metode pelaksanaan pemeriksaan menggunakan sampel 

non-sputum  (Meregildo-Rodriguez et al., 2023). 

Saliva merupakan sampel yang berasal dari mukosa dan saluran nafas, yang 

paling memungkinkan mengandung biomarker tuberkulosos selain sputum. Sampel 

saliva dapat diperoleh dengan cara yang mudah, dapat dilakukan berulang, tidak 

memerlukan keterampilan khusus dan tanpa rasa sakit. Penampungan sampel saliva 

pun tidak ada persyaratan khusus, hanya dengan menampung pada wadah bersih dan 

tertutup. Untuk diagnosis tuberculosis sampel saliva dapat digunakan walaupun 
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sensitifitasnya perlu di kaji ulang jika dibandingkan dengan sampel sputum. (Khambati 

et al., 2021).  
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Jenis Penelitian 

Jenis penelitian ini menggunakan metode experimental laboratory secara in vitro 

dengan membandingkan hasil pemeriksaan sampel sputum yang menggunakan alat Tes 

Cepat Molekuler (TCM) GeneXpert® dengan sampel saliva dan sputum menggunakan 

alat Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) pada pasien yang 

sama. 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan di dua tempat. Untuk pengambilan sampel dan hasil 

Tes Cepat Molekuler (TCM) GeneXpert® dilakukan di UPT Puskesmas Andalas Kota 

Padang, sedangkan untuk pemeriksaan Real Time Quantitative Polymerase Chain 

Reaction (RT-qPCR) dilakukan di Laboratorium Pusat Diagnostik dan Riset Penyakit 

Infeksi (PDRPI) Universitas Andalas Padang. Penelitian ini dirancang dan 

dilaksanakan pada bulan Oktober 2024 – 21 Januari 2025. 

3.3 Populasi dan Sampel 

       Populasi penelitian ini adalah pasien yang terdiagnosa positif dan negatif 

tuberculosis melalui hasil TCM. Sampel penelitian ini adalah sputum dan saliva dari 

pasien yang terdiagnosa positif tersebut. 
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3.4 Teknik Pengambilan Sampel 

Sampel penelitian diperoleh dengan cara targeted random sampling dengan 

pendekatan simple random sampling. Peneliti meminta izin kepada pasien yang 

terdiagnosa positif dan negatif untuk menampung saliva dan sputum nya, yang 

kemudian diperiksa mnggunakan qPCR.  

3.5 Bahan dan Alat Penelitian 

3.5.1 Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Alkohol 70%, aquades steril, 

sampel saliva dan sputum pasien, Crown_Lab Bacterial Sputum Extraction Kit dan 

Detection Kit Crown_Lab TB Dx. 

3.5.2 Alat Penelitian 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah tisu, pot sampel sputum, 

mikropipet, centrifuge, vortex, heating block, Cartridge TCM GeneXpert®, 

Mikrotube, Bio-Rad CFX 96 Real Time System. 

3.6 Variabel Penelitian 

3.6.1. Variabel Independen 

Variabel independen dalam penelitian ini adalah Test Cepat Mulekuler (TCM) 

dan Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR). 

3.6.2. Variabel Dependen 

Variabel dependen dalam penelitian ini adalah sensitivitas pemeriksaan metode 

TCM dan qPCR 
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3.7 Prosedur Penelitian 

3.7.1 Penampungan Sampel Saliva 

Saliva ditampung pada pot baru yang bermulut lebar dengan tutup ulir dan sudah  

tercantum identitas pasien. Pengumpulan spesimen saliva harus dilakukan di ruang 

terbuka, mendapat sinar matahari langsung, dekat dengan wastafel, ada tempat sampah 

infeksius, dan tidak dilalui oleh banyak orang. Pasien diminta berkumur dengan air 

minum sebelum mengeluarkan saliva. Saliva ditampung sekitar 2 - 5 ml dan tutup pot 

dengan rapat. Pasien diminta membersihkan mulut dengan tissue lalu buang pada 

tempat sampah infeksius serta cuci tangan dengan sabun dan air mengalir. 

3.7.2 Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR)  

Penelitian ini menggunakan kit Crown TB Dx. 

a.  Ekstraksi DNA sputum dan saliva 

Sebelum melakukan ekstraksi DNA sputum dan saliva petugas harus 

menggunakan alat pelindung diri untuk menghindari kontaminasi sampel kepada 

petugas. Sampel diambil sebanyak 200 μl dan dicampurkan dengan 200 μl lysis buffer 

di dalam mikrotube steril. Gunakan vortex agar pencampuran maksimal dan tidak 

kental. Untuk memisahkan DNA dari bahan lain yang ada pada sampel, sentrifius pada 

kecepatan 5.000 rpm selama 10 menit. Pelet akan tertinggal di dasar di dasar microtube 

dan supernatan dibuang. 

Endapan yang dihasilkan ditambahkan Wash Buffer sebanyak 500 μl dan 

gunakan kembali vortex agar campuran menjadi homogen. Campuran di sentrifius pada 

kecepatan 14.000 rpm selama 5 menit untuk mendapatkan endapan berupa DNA 

bakteri. Selanjutnya endapan ditambahkan  Elution Buffer sebanyak 500 μl dan vortex 
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hingga pelet larut. Campuran inkubasi pada suhu 95oC selama 10 menit dan disentrifius 

pada kecepatan 14.000 rpm selama 5 menit. Supernatan yang dihasilkan akan 

dipindahkan ke mikrotube steril baru, dan kemudian isolate dapat disimpan pada suhu 

-20oC. 

b. Preparasi PCR 

Kit reagen Crown TB DX dibiaran di suhu ruang. Setiap reagen akan di 

campurkan di dalam tube dengan komposisi seperti pada table di bawah 

Komponen Volume (µl) 

TB DX RT-PCR Mixture 4.0 

TB DX PP Mixture 12.0 

Template DNA/ Kontrol Positif/ Kontrol Negatif 4.0 

Total Reaction Volume 20.0 

 

Campuran divortex dan spin down sebentar. Sampel siap untuk di lakukan pemeriksaan 

menggunakan mesin PCR. Hasil dari pemeriksaan akan diinterpretasikan dan 

diverifikasi dengan membaca kurva yang tampil pada monitor.  

3.8 Analisis Data 

       Data dianalisis dengan membandingkan nilai CT value antara Tes Cepat Molekuler 

(TCM) GeneXpert® dengan Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR). 
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3.9 Kerangka Operasional Penelitian 

 

Gambar 3. 9. Alur Penelitian 
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BAB IV 

HASIL PENELITIAN 

 

4.1 Gambaran Klinis Sampel 

Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan 20 September 2024 hingga 21 Januari 

2025 di Laboratorium Puskesmas Andalas Kota Padang untuk pemeriksaan Test 

Cepat Molekuler (TCM) menggunakan alat GeneXpert® dan Laboratorium Pusat 

Diagnostik dan Riset Penyakit Infeksi (PDRPI) Universitas Andalas Padang untuk 

pemeriksaan Real Time Quantitative  Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) 

menggunakan kit TB-DX. Sampel sputum dan saliva didapat dari pasien yang 

berobat ke polilikik TB Puskesman Andalas kota Padang. 

Tabel 4.1. Gambaran Klinis Sampel 

Kode Pasien Usia (Tahun) Jenis Kelamin Komorbid Jenis Sampel 

NL 50 Wanita Tidak ada Saliva 

YW 41 Wanita Tidak ada Saliva 

SY 57 Wanita Tidak ada Saliva 

WU 60 Pria Tidak ada Saliva 

RN 25 Wanita Tidak ada Saliva 

HR 56 Pria Tidak ada Saliva 

NL 50 Wanita Tidak ada Sputum 

YW 41 Wanita Tidak ada Sputum 

SY 57 Wanita Tidak ada Sputum 

WU 60 Pria Tidak ada Sputum 

RN 25 Wanita Tidak ada Sputum 

HR 56 Pria Tidak ada Sputum 
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Pada tabel 4.1 diatas sampel penelitian yang digunakan adalah 6 sampel saliva dsan 6 

sampel sputum dari 4 (empat) orang wanita dan 2 (dua) orang pria. 

 

4.2 Hasil pemeriksaan TCM 

Pada tahap awal penelitian, semua sampel sputum diperiksa menggunakan alah 

TCM GeneXpert®. Hasil pemeriksaan TCM dari sampel sputum pasien yang diuji 

adalah sebagai berikut: 

Tabel 4.2. Hasil Pemeriksaan TCM  

Kode Pasien Jenis Sampel Hasil TCM Nilai CT 

NL Sputum MTB Detected High 16,3 

YW Sputum  MTB Detected High 16 

SY Sputum  MTB Detected Low 20,4 

WU Sputum  MTB Detected Low 25,2 

RN Sputum  MTB Not Detected 0 

HR Sputum  MTB Not Detected 0 

  

Pada tabel 4.2 terdapat hasil pemeriksaan sampel sputum pasien menggunakan 

metode GeneXpert®®  dimana kode pasien NL dan YW mendapatkan hasil TCM MTB 

Detected High dengan nilai CT 16,3 dan 16. Pada pasien dengan kode sampel SY dan 

WU mendapatkan hasil TCM MTB Detected Low dengan nilai CT 20,4 dan 25,2. 

Sedangkan kode pasien RN dan HR mendapatkan hasil TCM Negatif. 

4.3 Hasil Isolasi DNA  

 Seluruh sampel sputum dan saliva dilakukan isolasi DNA menggunakan 
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Bacterial Sputum Extraction Kit untuk mendapatkan DNA yang nantinya akan 

dilakukan amplifikasi DNA. 

Hasil Isolasi DNA dari semua sampel pasien di validasi terlebih dahulu 

menggunakan spektrofotometer untuk mengetahui kemurnian DNA sampel dan 

konsentrasi DNA dari hasil isolasi. Hasil dari pemeriksaan menggunakan 

spektrofotometer adalah sebagai berikut: 

Tabel 4.3. Hasil isolasi DNA 

Kode  Pasien A260 A280 A260/A280 Conc. Units 

NL 0.136 0.100 1.364 6.815 ng/uL 

NL 0.248 0.165 1.499 12.406 ng/uL 

YW 0.801 0.487 1.646 40.074 ng/uL 

YW 0.434 0.240 1.811 21.684 ng/uL 

SY 0.156 0.067 2.335 7.781 ng/uL 

SY 0.193 0.112 1.731 9.669 ng/uL 

WU 0.197 0.094 2.099 9.844 ng/uL 

WU 0.232 0.117 1.974 11.579 ng/uL 

RN 0.352 0.191 1.842 17.614 ng/uL 

RN 0.303 0.165 1.837 15.148 ng/uL 

HR 0.456 0.256 1.778 22.792 ng/uL 

HR 0.292 0.164 1.780 14.593 ng/uL 

 

Pada tabel 4.3 seluruh sampel yang diperiksa menunjukkan adanya DNA yang 

diinginkan, ditunjukkan dengan hasil perbandingan absorbansi A260 dan A280 adalah 

sekitar 1,8 – 2,0 ng/uL. Hasil tersebut menunjukkan isolasi DNA MTB berhasil dan 

konsentrasi DNA lebih tinggi dibandingkan konsentrasi protein yang mengikat DNA 

tersebut. 
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4.4 Hasil Pemeriksaan  

 Sampel isolasi DNA selanjutnya dilakukan pemeriksaan amplifikasi DNA 

menggunakan alat qPCR kit TB DX dengan gen target MTP 64. 

 Hasil amplifikasi DNA adalah sebagai berikut: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.4 kurva hasil amplifikasi DNA pemeriksaan RT-qPCR dari sampel sputum 

dan saliva 

Pada kurva diatas kurva yan berwarna biru merupakan kurva dari sampel sputum 

sedangkan kurva yang berwarna ungu adalah kurva dari sampel saliva. Kurva biru yang 

naik tajam adalah kurva sampel positif, sedangkan kurva ungu yang datar dan naik 

sangat lambat merupakan control negative.  Kurva biru cenderung menghasilkan CT 

lebih rendah (kurva naik lebih cepat) karena konsentrasi M. tuberculosis lebih tinggi. 

Kurva ungu sering menghasilkan CT lebih tinggi atau bahkan amplifikasi lebih lambat 

karena jumlah bakteri lebih sedikit dibanding sputum. 

 

Sampel sputum 

Sampel saliva 
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Tabel 4.4 Hasil pemeriksaan RT-qPCR 

 

 

 

  

 

 

 

 

Pada tabel 4.4 dari 12 sampel menunjukkan hasil pemeriksaan RT-qPCR pada sampel 

sputum dan saliva terdapat 9 sampel dengan hasil CT positif dan tiga sampel dengan 

hasil CT negative. 

4.5. Perbandingan Hasil Pemeriksaan GeneXpert® dan RT-qPCR 

 Setelah dilakukan pemeriksaan amplifikasi DNA selanjutnya akan 

dibandingkan hasil pemeriksaan TCM dengan RT-qPcR. Data perbandingan 

pemeriksaan TCM dengan RT-qPCR adalah sebagai berikut: 

 

 

 

Kode Pasien Sampel Hasil CT 

NL  Saliva 34.86 

YW Saliva 28.51 

SY Saliva 38.72 

WU Saliva N/A 

RN Saliva 37.25 

HR Saliva N/A 

NL Sputum 28.13 

YW Sputum 30.66 

SY Sputum 38.85 

WU Sputum N/A 

RN Sputum 37.60 

HR Sputum 37.01 
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Tabel 4.5 Perbandingan hasil pemeriksaan GeneXpert® dan RT-qPCR 

Kode Pasien Sampel Hasil CT GeneXpert® Hasil CT RT-qPCR 

NL Saliva Tidak dilakukan 34.86 

YW Saliva Tidak dilakukan 28.51 

SY Saliva Tidak dilakukan 38.72 

WU Saliva Tidak dilakukan N/A 

RN Saliva Tidak dilakukan 37.25 

HR Saliva Tidak dilakukan N/A 

NL Sputum 16,3 28.13 

YW Sputum 16 30.66 

SY Sputum 20,4 38.85 

WU Sputum 25,2 N/A 

RN Sputum 0 37.60 

HR Sputum 0 37.01 

 

Dari tabel 4.5 terdapat perbedaan hasil CT pada sampel pasien WU dimana pada 

pemeriksaan TCM didapatkan CT 25,2 dan pada pemeriksaan q-PCR didapatkan CT 

negatif. Pada pasien RN hasil CT TCM negatif dan pada pemeriksaan qPCTR 

didapatkan CT 37,6. Pada pasien HR hasil CT TCM negatif dan pada pemeriksaan 

qPCTR didapatkan CT 37,01. Pemeriksaan GeneXpert® untuk sampel saliva tidak 

dapat dilakukan karena pemeriksaan GeneXpert® merupanan program pemerintah 

yang hanya mengakomodir pemeriksaan skrining MTB dengan sampel sputum. 
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BAB V 

PEMBAHASAN 

 

Tingginya angka tuberkulosis di Indonesia menjadikan pemerintah Indonesia 

membuat program penanggulangan TB agar angka kejadian dapat berkurang. Salah 

satu dari program yang dibuat oleh pemerintah adalah pemeriksaan Test Cepat 

Molekular (TCM) menggunakan GeneXpert® Rif Ultra dimana semua pasien dengan 

gejala tuberkulosis dilakukan pemeriksaan TCM untuk menegakkan diagnosa 

tuberkulosis. Pemeriksaan GeneXpert® menggunakan cartide dengan metode Close 

sistem dimana proses isolasi DNA dan amplifikasi dilakukan didalam cartridge. Salah 

satu dari keunggulan pemeriksaan menggunakan GeneXpert® adalah hanya butuh 

waktu yang singkat untuk mendapatkan hasil. Namun untuk pemeriksaan GeneXpert® 

ini hanya terbatas pada pemeriksaan. 

Pada pemeriksaan GeneXpert® sampel yang digunakan adalah sputum. Pada 

kondisi pasien yang tidak bergejala batuk sangat sulit untuk mendapatkan sampel 

sputum. Kebanyakan sampel yang diantar ke laboratorium adalah sampel saliva. Untuk 

itu dibutuhkan metode pemeriksaan lain yaitu RT-qPCR yang menggambungkan dua 

proses yaitu reaksi rantai polimerase (PCR) dan kuantifikasi waktu nyata (real time), 

yang dapat mendeteksi MTB dari sampel selain sputum seperti saliva. Oleh karena itu 

kita perlu membandingkan sensitivitas pemeriksaan saliva dan sputum menggunakan 

RT-qPCR dengan sampel sputum yang diperiksa menggunakan GeneXpert®. 
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Dalam diagnosis tuberkulosis, metode pemeriksaan Mycobacterium tuberculosis 

(MTB) dengan metode Test Cepat Molekuler (TCM) dan Real-Time Quantitative PCR 

(RT-qPCR) masing-masing memiliki keunggulan dan keterbatasan. 

Metode TCM, seperti GeneXpert® MTB/RIF Ultra, menawarkan keunggulan 

dalam hal kemudahan penggunaan, kecepatan waktu pemeriksaan, dan kemampuan 

untuk mengidentifikasi resistansi rifampisin secara bersamaan. Pemeriksaan ini sangat 

cocok untuk digunakan di fasilitas kesehatan primer karena menghasilkan hasil dalam 

waktu kurang dari dua jam dan tidak memerlukan keahlian teknis yang tinggi. Selain 

itu, TCM sangat sensitif, terutama pada TB dengan beban bakteri sedang hingga tinggi. 

Namun demikian, keterbatasan TCM termasuk biaya per pemeriksaan yang relatif 

tinggi, kebutuhan akan kartrid khusus yang dilisensikan, dan sensitivitas yang menurun 

pada sampel dengan jumlah bakteri yang sangat rendah, seperti TB anak atau 

ekstrapulmoner. 

Metode RT-qPCR berbasis gen MPT64 memiliki sensitivitas yang tinggi bahkan 

pada beban bakteri yang rendah, dan memiliki limit deteksi yang lebih besar daripada 

TCM dalam beberapa kondisi. Selain itu, RT-qPCR memungkinkan pengolahan 

sampel dalam jumlah besar secara bersamaan, kemampuan untuk memilih target 

genetik yang tepat, dan kemampuan untuk mengoptimalkan reaksi. Selain itu, RT-

qPCR dapat diterapkan pada berbagai jenis spesimen, seperti saliva, sputum, dan cairan 

tubuh lainnya. Namun, jika dilakukan secara manual, pemeriksaan ini memerlukan 

fasilitas laboratorium molekuler yang lengkap, keahlian teknis dalam ekstraksi DNA 

dan pengaturan PCR, dan waktu yang sedikit lebih lama untuk menyelesaikannya 

dibandingkan dengan TCM. Dengan mempertimbangkan manfaat dan kekurangan, 
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kombinasi penggunaan TCM untuk diagnosis cepat dan RT-qPCR untuk konfirmasi 

kasus-kasus dengan hasil meragukan dapat menjadi strategi terbaik untuk 

meningkatkan upaya diagnosis tuberkulosis, terutama di era pengendalian tuberkulosis 

global saat ini. 

Pada penelitian ini peneliti menggunakan Kit TB DX untuk mendeteksi adanya 

MTB pada sampel saliva dan sputum. Kit TB-Dx merupakan berbasis Real-Time 

Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) yang dirancang untuk mendeteksi adanya 

DNA MTB secara spesifik dan cepat. Kit TB-DX memiliki prinsip kerja yaitu 

amplifikasi target genetik spesifik  gen MPT64. Gen MPT64 adalah penanda spesifik 

MTB dan tidak ditemukanpada non MTB. Amplifikasi DNA dilakukan menggunakan 

primer spesifik dan probe berlabel fluoresen yang menghasilkan sinyal cahaya dan 

dipantau secara real-time selama proses PCR.  

Kit TB-Dx memiliki sensitivitas tinggi sehingga dapat mendeteksi bakteri dalam 

jumlah yang kecil dan memiliki spesifisitas tinggi terhadap MTB, serta mampu 

mendeteksi MTB dalam waktu singkat yaitu sekitar 2 jam setelah proses ekstraksi 

DNA. TB-Dx juga dapat digunakan pada semua seri alat RT-qPCR. 

dengan menggunakan gen target MPT64, TB-Dx dapat meningkatkan akurasi 

diagnosis TB, baik dari spesimen sputum maupun non-sputum seperti saliva. Dengan 

demikian TB-Dx dapat menjadi pilihan metode molekuler yang efektif untuk 

membantu diagnosis cepat MTB, khususnya pada kasus dengan jumlah bakteri yang 

rendah atau pasien dengan gejala klinis minimal. 
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Pada tabel 4.2 terdapat hasil pemeriksaan sampel sputum pasien menggunakan 

metode GeneXpert®  dimana kode pasien NL dan YW mendapatkan hasil TCM MTB 

Detected High dengan nilai CT 16,3 dan 16. Pada pasien dengan kode sampel SY dan 

WU mendapatkan hasil TCM MTB Detected Low dengan nilai CT 20,4 dan 25,2. 

Sedangkan kode pasien RN dan HR mendapatkan hasil TCM Negatif. 

Pada tabel 4.3 terdapat hasil isolasi DNA MTB pada sampel sputum dan saliva 

yang diperiksa menggunakan spektrofotometer. Seluruh sampel yang diperiksa 

menunjukkan adanya DNA yang diinginkan, ditunjukkan dengan hasil perbandingan 

absorbansi A260 dan A280 adalah sekitar 1,8 – 2,0 ng/uL. Hasil tersebut menunjukkan 

isolasi DNA MTB berhasil. 

Pada tabel 4.5 nilai CT pemeriksaan TCM sampel sputum pasien dengan kode 

NL adalah 16,3, sedangkan nilai CT pemeriksaan RT-qPCR sampel sputumnya adalah 

28,13 dan pada sampel salivanya adalah 28,13. Hal ini menunjukkan bahwa hasil MTB 

Positive High pada pemeriksaan TCM tidak didukung pada pemeriksaan RT-qPCR 

walaupun hasilnya tetap positif. Begitu juga nilai CT pemeriksaan TCM sampel 

sputum pasien dengan kode YW adalah 16, sedangkan nilai CT pemeriksaan RT-qPCR 

sampel sputumnya adalah 30,66 dan pada sampel salivanya adalah 28,51. Hal ini 

menunjukkan bahwa hasil MTB Positive High pada pemeriksaan TCM tidak didukung 

pada pemeriksaan RT-qPCR walaupun hasilnya tetap positif. Hal ini mungkin terjadi 

karena penyimpanan sampel yang sudah lama, sesuai dengan penelitian (Salfer et al., 

2023) yang menyatakan bahwa jumlah DNA pada air liur menurun drastis ketika 

dilakukan penundaan sentrifugasi pada sampel diatas 24 jam. 
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Pada tabel 4.5 nilai CT pemeriksaan TCM sampel sputum pasien dengan kode 

SY adalah 20,4, sedangkan nilai CT pemeriksaan RT-qPCR sampel sputumnya adalah 

38,85 dan pada sampel salivanya adalah 38,72. Hal ini menunjukkan bahwa hasil MTB 

Positive Low pada pemeriksaan TCM juga didukung pada pemeriksaan RT-qPCR baik 

pada sampel sputum dan juga sampel saliva.  Hal ini juga mendukung hasil penelitian 

dari (Byanyima et al., 2022) yang menyebutkan bahwa “pengujian molekuler air liur 

untuk diagnosis TB aktif dapat dilakukan dan hampir sama sensitifnya dengan 

pengujian molekuler dahak dalam kondisi beban TB tinggi”. 

Pada tabel 4.5 nilai CT pemeriksaan TCM sampel sputum pasien dengan kode 

WU adalah 25,2, sedangkan nilai CT pemeriksaan RT-qPCR sampel sputumnya dan 

salivanya adalah negatif . Hal ini menunjukkan bahwa hasil MTB Positive Low pada 

pemeriksaan TCM tidak didukung pada pemeriksaan RT-qPCR. Hal ini bisa terjadi 

karena kurangnya homogenisasi pada isolasi sampel. Pada penelitian (Anissa et al., 

2023) dijelaskan bahwa proses homogenisasi ini penting untuk memastikan bahwa sel-

sel dalam sampel terdisrupsi secara efisien, sehingga DNA dapat diekstraksi dengan 

optimal untuk analisis PCR. 

Pada tabel 4.5 nilai CT pemeriksaan TCM sampel sputum pasien dengan kode 

RN adalah negatif, sedangkan nilai CT pemeriksaan RT-qPCR sampel sputum adalah 

37,60 dan salivanya adalah 37,25. Hal ini menunjukkan bahwa hasil MTB Not Detcted 

pada pemeriksaan TCM tidak didukung pada pemeriksaan RT-qPCR. Hal ini terjadi 

karena sensitivitas pemeriksaan RT-qPCR lebih tinggi untuk mendeteksi MTB 

dibandingkan dengan pemeriksaan GeneXpert®. Pada kit TB DX tercantum bahwa 
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nilai cuttoff CT pemeriksaan RT-qPCR adalah <38. Sedangkan nilai cuttoff  CT pada 

pemeriksaan GeneXpert® adalah 25.  Hal ini juga mendukung hasil penelitian dari (Lv 

et al., 2017) yang menyatakan bahwa” RT-qPCR dapat digunakan sebagai metode 

tambahan untuk diagnosis etiologi tuberkulosis”.  

Pada tabel 4.5 nilai CT pemeriksaan TCM sampel sputum pasien dengan kode 

HR adalah negatif, sedangkan nilai CT pemeriksaan RT-qPCR sampel sputum adalah 

37,01 dan salivanya adalah negatif. Hal ini menunjukkan bahwa hasil MTB Not Detcted 

pada pemeriksaan TCM tidak didukung pada pemeriksaan RT-qPCR dengan sampel 

saliva. Hal ini terjadi karena sensitivitas pemeriksaan RT-qPCR lebih tinggi untuk 

mendeteksi MTB dibandingkan dengan pemeriksaan GeneXpert®. Selain itu pada 

sampel sputum pasien mengandung sedikit bakteri MTB, sedangkan pada sampel 

salivanya tidak mengandung bakteri MTB.  
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BAB VI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

6.1 Kesimpulan 

1. CT Value yang didapat dari pemeriksaan sampel saliva dan sputum 

menggunakan metode pemeriksaan TCM dengan alat Genexpert® dan metode 

RT-qPCR dengan kit TB-Dx terdapat perbedaan. Hal tersebut terjadi karena 

adanya proses penundaan pemeriksaan sampel dengan metode RT-qPCR 

2. Bakteri MTB pada sampel saliva dapat dideteksi menggunakan metode 

RTqPCR dengan kit TB DX, ditandai dengan didapatkan CT Value 34,86, 

28,51 dan 38,72. 

3. Pada pemeriksaan sampel saliva dan sputum menggunakan metode RT-qPCR 

sama-sama didapatkan CT Value. 

6.2 Saran 

1. Disarankan pada peneliti selanjutnya agar meneliti lebih lanjut sensitivitas 

pemeriksaan RT-qPCR dalam mendeteksi MTB dengan jumlah sampel yang 

lebih banyak 

2. Disarankan untuk perlakuan sampel agar dapat dilakukan bersamaan atau 

dalam waktu yang berdekatan. 

3. Jika memang harus menunda pemeriksaan, disarankan untuk menyimpan 

sampel yang sudah di ekstra ksi dalam bentuk DNA 
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