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Siska : Fran. . 2021. Uji. - Diagnostik. .. Antigen. : Tuherkulosis -Kuantitatif
dibandingkan dengan Tes Cepat Molekuler dan Pewarnaan Bakteri Tahan
Asami-pada Spesimein Sputur Subjek Terduga Tuberkulosis. Tesis Progiarm
Studi Pendidikan =~ Dokier ' Spesialis I Pawlogi - Klinik - Fakultas  Kedokteran
Universitas - Brewijaya Malang. - Pembimbing (1) .dr. 'Agustin !skardar,. M.Kes;
Sp.PK(K) Pembimbing (2) dr. Catur Suci Sutrisnani, M.Biomed, . Sp.PK (K).

Latar Belakang: Indonesia merupaikan salah’ satu negara dengail jumilah
penderita. Tuberkulosis tertinggi. Tuberkulosis disebabkan -oleh anggota dari
spesies Mycobacterium tuberculosis complex.. M. tuberculosis. menrgsekresikan
protein imunogenik, terdapat 3 protein yang paiing banyak diteliti yaitu MPT-64,
ESAT-E, dan C=FP-1C. Ketiga pretein ini-hanya disekresikan cleh M. tuberculosis
yang virulen:dan hidug.
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Tujuan Penelitian: Mengetanui performa diagnostik antigen Tuberkulosis
kuantitatatif- daiarn diagnosis TB.

Metode: Studi potong lintang menggunakan sembilan puluh enam sampel sputum
terduga Tuberkulosis. Diagnosis Tuberkuiosis ditegakan berdasarkan hasil TCM.
Perneriksaan “Antigen Tuberkulosis menggunakan iCT dengan  tiga antibodi
monoklonal terhadap protein TB' yang dikuantitikasi dengan reacel sedangkan
pemeriksaan BTA dilakukan dengan pewarnaan Zieh! Neelsen. Analisis diagnosis
menggunakan kurva ROC dengan membandingkan hasil Antigen TB dengan TCM
dan Antigen TB aengan BTA.
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Hasil dan Pembahasan: Terdapat perbcedaan rerata kadar antizgen 72 kuantitatif
antara kelompok TB dan nonTB, (p<0.05). TB antigen memiliki AUC=0,867
(p<0,05), sen5|t|V|tas 88,88%, nilai spesifitas 80,77%, nilai ramai positif 51,61%,
vlai ramal negatii 96,92% dan nilai akurasi diperoleh 82,30%

Kesimpulan: Antigen Tuberkulosis kriantitatif memiliki performa diagnostik yang
baik dan dapat dipertimbangkan sebagai salah satu metode diagnosis
Tuberkulosis.
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Kata Kunci: Antigen Tuberkulosis Kuarititatif, pewarnaan BTA, TCM, Tuberkulosis
paru, ICT, reader
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ABSTRACT
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Siska Fran. 2021, Riagnostic. Test of Quantitative Tuberculosis. Antigen
Coinpared with Rapid Molecuiar Test and Acid-Fast Bacterial Staining on
Sputum Specimens of Suspecied Tuberculesis Subjects. Thesis o Clinical
Pathology  Study: Program Fd.L-L..ty of Medicire Universitas Brawijaya Malang.
Advisor.(1). dr. Agustin Iskandar, M.Kes, Sp.PK(K): Advisor (2). drCatur Suci
Sutrisnani, M.Biomed, Sp.PK (K).

Background:“Indonesia is cne - of the higihv burden _countries with the nighest

number- of Tuberculosis  cases. Tuberculosis -is caused by members  of the
Mycobacterium - tuberculosis ~complex species. M.  tuberculosis secreies
iImmuriogenic proteins that piays it viruience function, there are 3 rmost studied
proteins, MET-64, ESAT-6, and CFP-10. These three proteins aie cnly secreted
by virulcm and viable M. tuberculosis.

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

Research Objectives: To determine the diagnostlc performance of quantitative
Tuberculosis antigens inluhg tuerculosis diaghosis

Method: The diagnosis of tuberculosis was established based: on the results of
rapid molecular test. Tubercuiosis Antigen examination using ICT with three

viohoclonal antibodies against TB protein which was guantified witiha readcr while
AFB stain ")(d"rlhmtluﬂ was performed-with-Ziehi ' Neelsen staining. Diaghostic
analysis using ROC curve and comparing between TB Antigen and rapid molecular
test, and comparing between TB Antigen and AFB stain.
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Results ‘and Discussion: There was a difference in the median guantitative TB
antigen levels between the TB-and non-TR: groups, (p<0.05). TB antigen -had
AUC=0.867 (p<0.05), sensitivity 88.88%. specificity 80.77%, positive predictive
value 51.61%, negative predictive value 96.92%, accuracy value 82.30%. Tne
optimal cut-oif of the 1B antigen fevel inthis study is 8.36 ng/mL

Conclusion and. Suggestion: Quantitative Tuberculosis antigen has a: good
periormance in diagnostic of lung Tubercuiosis and can be considered as a method
to diagniosis lung Tubercuiosis.
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Keywards:
Quantitative Tuberculosis Antigen, AFB smear staining, rapid molecular. test,
pulmonary tubercuiosis, ICT, readaer
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1.1 Latar Beickang
Tuberkulosis - (TB) merupakan penyakit  perting penyehab morbiditas,

moitaiitas, dan tingginya biaya kesehatan. Berdasarkan data Worid Heaith

Crganization (WrQ) aiperkirakan 10 juta orang sakit diselabksn TE dengan 1.3

»

juta orang meninggal karena TB pertahunnya. Tuberkulosis merupakan penyebab
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kermatian tertinggi ke-10 di dupia pada 201.6. Lirna negara dengart insigen tertingg

yaiiu India, Indonesia, Cina, Filipina, dan Pakistan. Angka prevalensi TB Indonesia

pada tahun 2014 sebesar 297 per 100.600 penduduk. Juralah kasus dary T3 di
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Indonesia sebanyak 420.994 kasus pada tahun.2017. (Infodatin. 2018, Furin et al.,

2019)

WHO __merekomendasikan  delepan . metode diagnostik TB.  yaitu: 1

Pemeriksaan mikroskopis  dengan pewainaan oakteri tahan asam (BTA), 2.
Metode. . kultur « cair ~dengan  uji sensitivitas- obat, 3. Pemeriksaan  rapid
immunocnromatograpny  (ICT), 4. Tes Cepat molekuiei (TCM), 5. Uji
lipoarabinomannan (LAM) urin untuk mendeteksi TB pada pasien dengan Human

immunodeficiency virus (HIV) yang sakit parah atau dengan jumian CD4 kurang
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aari- 100 sel/L, 6, -Leop-mediated iscthermat amplification, 7. Line Probe Assay
(LPA) untuk mendeteksi resistensi ternadap Isoniazid dan rifampisin, dan 8.
Second  Line Line Probe = Assay (SL-LRPA) untuk mendesteksi  resistensi

fluoroquinolone dan ohat injeksi lini kedua. (Acharya et al., 2020)
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Baku emas pemeriksaan TB adalah ikulur, baik untuk diagnosis maupun

monitoring terapi. Kultur memiliki sensitivitas yang . sangat tinggi.- dan hanya

membutuhkan 10 -100 CFEU/mL sputura untuk mendapaikan-hasit positi. Tetapi

pemeriksaan kultur memiliki _beberapa kekurangan. yaitu membutuhkan waktu
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yang lama, biaya yang cukup besar dan teknologi laboratorium yang maju serta

adanvya risiko kontaminasi.. (Dunn et al., 2016)

Perneriksaan mikroskopis dengan pewarnaan ETA memiliki- sensitivitas

rendsh dan hergantung pada kemampiian pemeriksa. Berdasarkan laporan WHQ
pada 2013, sensitivitas pelrieriksaan BTA berkisar 73-95%. (Azadi et ai., Z018; Shi
et.al., 2017 Sudha; 2016)

Tes cepat moiekuler (TCM) menggunakarn prinsip  Nucleic Acid-basea
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Amplification Test (NAAT). Tes ini mendeteksi adanya DNA bakteri-TB, serta

menguijl resistensi ternadap rifampisin. WHO merekomendasikan tes ini digunakan

obat atau TB terkait HIV. Tes ini juga direkomendasikan sebagai tes lanjutan untuk
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mikroskopi teruiarma dimana TB multi drug resistant (MDR) kurang rerdiagnosis,

terutama pada . spesimen dengan BTA negatif, karena kurangnya akurasi

pembacaan BTA dengan mikroskop. (Elier et zl., 2015)

M. tuberculosis mensekresikan protein imunogenik vang berperan dalam
virulensinye, dimania protein ini akan membantu penempeian dan invast M.
tuberculosis. ke makrofag. sehingga dapat. berenlikasi. dan. menyebar. didalam

makrefag. Teraapat tiga protein yang banyak diteliti baik untuk kepentingan

<
<
s
<L
o
o0

UNIVERSITAS

diagnosis, terapi, maupun pembuatan vaksin TB. Ketiga protein itu adalah Early

i~

Secreted Antigenic Taiget (ESAT-6) dan Cuiture Filtrate Protein 10 (CFP-10), yang

terletak di- RDL, dan Mycobacterium Protein Tubercuiosis-64 (MPT-64) vang
dikodekan oleh Region of Ditfference (RD)-1, RD-2, dan RD-3. Ketiga protein-ini

hanya disekresikan o'ch MT8 vang viruien dan hidup seitaticak disekresikan oleh

M. bovis Bacllius Calmette-Guerin (BCG) dan. absen.  pada sejumiah
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Mycobacteriurm other than tuerculosis (MOTT). (Peng and Sun, 2C015)
Penelitian yang menggunakan TR ICT test kit yang berbasis protein MPT-64

dengan sampel kiliur, sensitivitas darn spesifisitas MPT-64 uniulk ideniifikas! MTB
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sangat paik, yaitu 99.2 dan 100. (Kumar et ai., 2011) FPeneitian fain oleh Suryar.

pada 2016 di Padang dengan sampe! sputum tersangka TB menggunakan rapid

ICT antigen-M. tuberculosis kualitatif yang-dicandingkan dengan pewarnaan BTA.

Penelitian tersebut meneliti 23 sampel spuium, dengan. hasil tidak terdapat

kesesuaian antara uji cepat dan pewarnaan BTA seria tidak berinakna secara

statistik. Hal ini ' mungkin . disebabkan jumlah sampel yang terlalu. sedikit walau

sudah memenuhi pengnitungan jumlah sampel minimum. Penelitian iainnya-yang
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membandingkar ICT antigen kuslitatif dengan ku'tur TB dilakukan cleh Gustiani di
Bandung pada 2013, dengan hasil sensitivitas dan spesifisitas sebesar 95,7% dan
87,2%. (Gustiani etal., 2014; Suryani et-ai.; 2018)

LAM merupakan komponen dari dinding sel. M. tuberculosis, penelitian
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merigenai LANM dengarn sampe! urin terdugea TR anak dilakukan oieti Iskandar di

Maiang pada 2014. Didapatkan hasil LAM memiliki performa diagnesis TB anak

yang balk jika dibandingkan dengan klinis dzan Kenfirmasi mikrobiologis. Tetapi
sensitivitas dan spesifisitas pemeriksaan LAM urin jika dibandingkan dengan
pemeriksaan mikrobiclogis nanya 33% darn 60%, dengan pesitive predictive value
(PPV) 30.43%, dan negative predictive-value (NPV) 63%. (Iskandar et.al., 2017)

Perneriksaan rapid ICT imerupakan salah satu metode diagnostik TB yang
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direkomendasikan ol=h WHQO, Pemeriksaan ini. memiliki beberapa keuntungan
yaitu dapat imendiagnosis Tuoerkulosis dengan cepat, efisien, dan mudan dibawa.
Tetapi untuk dapat digunakan sebagai -metode  diagnostik, metode ini harus

memiliki akurasi yang tinggl. (Cao et al., 2021)
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Fenelitian kali ini menggunakan rapid strip test artivgen T8 kuantiatif dengan

tiga macam antibodi ternadap protein TB (ESAT-6, MPT-64, dan CFP-10) yang

hertujuan meningkatkan sensitivitas gan speslfisitas deteksi-Tuberkulesis par.

Selain .itu dengan metode ICT diharapkan hasil penelitian ini. dapat. membantu
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yang tinggl can dapat dgigunakan bahkan at tempat dengan fasilitas kesehatan

terbatas.

1.2. Rumusan Masalah
1. Bagaimana performa diagnostik (kurva receiver operating characteristic

(ROC), sensitivitas, ' spesifisitas, NPV, PPV, dan akurasi) antigen T8
kuantitatif_dalam diagnosis TB paru dibandingkan dengan pemeriksaan

TCM?

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

2. Ragaimana  perferma. diagnosiik {(kurva. ROC, . sensitivitas, spesifisitas,
NPV, PPV, dain akurasi) antigen TB kuantitatii dalarn diagnosis TB. paru

dibandingkan dengan pewarnaan BTA?
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1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1; Tujuan-umum
Penelitian ini_bertujuan untuk menganalisis performa diagnostik-antigen TR

kuantitatii ‘pada pasicini TB paru dibandingkan -dengan' pemeriksaarn TCM dan

pewarnaan BTA.

1.3.2. Tujuan kKnusus
1. Merentukan performa diagnosiik (sansitivitas, spesifisitas PPV, NPV, dan
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akurasi) antigen TB kuantitatif pada pasien TB paru dibandingkan dengan
pemeriksaan TCM.

2. Menentukan performa diagnostik (sensitivitas, spesifisitas, PPV, NPV, dan
akurasti) antigen TB kuantitatif pada pasien TB-paru-cicandingkan dengan
pemeriksaan BTA

3. Menentukan cut oif optirmum antigen TB kuantitatif dalam diagnosis TB
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parw,
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1.4, Manfaat Peneiitian
. 1.4.1. Manfaat Akademis
| 1. Penelitizn ini dapat menambaih informasi day menjadi referensi untuk

pengembangan pengiitian selanjutnya mengenal pemeriksaan antigen
Tuberkulogis.

2. Penelitian ini dapat menambah informasi dan menjadi referensi untuk
pengembanigan penclitian selanjutnya mengenai pemeriksaan rapid test

Tuberkulosis
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1.4.2. Manfaat Praktis
1. Jika hasil yang didapat dari penelitian ini cukup baik, maka diharapkan

penelitian-ini dapat digunakan pada prakiik Klinis sebagal salah =att
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metode untuk mendiagnosis TB paru.

2. Hasit  peneiitian- ini ~diharapkan - dapat’ menjadi- salain- satu pilihan

pemeriksaan dalam diagnosis TB paru jika hasil semeriksaan mikroskopis

BTA meragukan dan selurn tersedia pemeriksaan TTM.
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2.1. Definisi Tuberkuicsis
Tuberkulosis . adalah  suatu penyakit menular. yang disebahkan  oleh

kelomipok Mycobacierium yaitu Mycobacterium tubercuiosis. Terdapal teberapa
spesies Myccbacterium, antara lain: M. tuberculosis; M. africanum, M. bovis, M.
leprae, yang dikenal sebagai BTA. Kelompok bakteil Mycobacteiiuin ‘selain .

tuberculosis: yang bisa menimbu'kan gangguan saluran napas dikenal sebagai
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MOTT yang terkadang bisa mengganggu penegakan diagnosis dan _pengobatan
TB. TB menginfeksi hampir semua organ, dan yang paling sering adaiah infeksi

paru-paru (Agyeman and Ofori-Asenso, 2017).

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

2.2 Mycobacterium tuberculosis
Tuberkuiosis ~ disebabkan oleh anggota dari spesies Mycobacterium

tuberculosis cemplex (IMTBC) yang dapat menyebabkaninfeksi baik padamanusiz
maupun hewan. Yana termasuk ke dalam MTBC: Mycobacterium fuberculosis
(MTB) yang merupakan agen ztiolsgis padz manusia; M. africanum, yang
menyebabkan TB pada manusia hanya pada. beberapa regio di Afrika (sangat

jarang); M. bovis (yang menvebabkan T8 pada baeberapa hiewan, manusia dapat
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tertular infeksi M. bovis melalui susu dan produk susu ataupun daging.dari hewan
yang tertinfeksi) M. microud, yang rnenyepabkan TB pada mamalia kecii dan beium
diketahui apa menvebahkan TB pada manusia. (Khan et al., 2019)

M. wberculosis adalah patogen intraselular 'yarig turnbuh iambat dan dapat
bertahan hidup calam makrofag inang M. tuberculosis disebut bakter tahan asam

karena dinding sel yang terdiri dari asam imikolat yang hidrofobik. Dikarenakan
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ketebalan dari asam: mikolat ini, masuknya -nutrisi terganggu, sehinaga M.
tuberculosis tumbun iambat tetapi meningkatkan resistensi terhadap degradasi

melalui ‘enzim lisosom: -Asam mikolat terdistribusi sebagai lapisan tebal pada
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lapisan eksternal dinding sel, dan lapisan internal dari M. twberculcsis tersusun
dari. arahinogalactan, phosphalidyl-myo-inositol mannosides, dan._peptidogtikan
Bersebelahan “dengan “asam mikolai “juga terdapat komporien lain  sepert
mannose-capped lipearabinomannan (Man-lLAM), linomaninan, dan
mannoglycoproteins. ‘Marnnan dan aravinomarninan berada di permukaan “dan
membentulk kapsu! dari- bakteri. Mar-LAM- adalah beagian permukazan se! yvang

metupakan faktor viruiensi penting M. tuberculosis (Ravimohan et al., 2018)
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Gaimbar 2.1. Struktur dindiing sel M. tuberculosis Keterangan: Gambar menunjukkan
struktur dari dinding sel dar. M.tuterculosis. Lapisan-dalam tersusun atas peptideglikan yang
berikatan secara Izovalen dengan lapisan arabinogalactan. Membran luar tersusun atas asam

mikolat, glikolipid hpomannan dan mannoglikoprotein. (Kieinnijenhuis et al., 2011)

Organisme ini termasuk ordo Actinomycetalis, familia Mycobacteriaceae dan
genus Mycobacterium. Genus Mycobacterium - memiliki' beberapa ' spesies
dia

ntaranya. Mycobacterium - tubercuiosis - yang  menyebabkan  infeksi - pada

<

manusia. Basil TB berbentuk batang ramping iurus, tapl Kadang-kadarig agak

melengkung, dengan panjang 2um-4um dan ‘ebar 0,2pum--0,5um. Mikobakteria

~
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bersifat nen-motile, tidak membentuk spora, dan tidak berkapsul, tahan terhadag

asam dan alkohol setelah pewarnaan dengan phenicated fuchsin (Ziehl-Neelse

Cetahianan asam menjadi karakteristik penting mikobakteri, yaitu kemampuan sei

mikobekteri untuk tidak mengalami dekolorisasi (perusakan warna secara buatan)
pada penggunaaii asam. MTB bersifat obligat aeroo dan tumouh lambat.
Membutuhkan 18 jam untuk mengganda dan pertumbuhan-pada media kultur

blasa dapat diiihat aaiam 6-8 minggu (Sanyaolu, 2019).
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Suhu optimal untuk tumbuh pada 37°C dan pH 6,4-7,0. Jika dipanaskan
pada suhu 60° C akan mati dailam waktu 15-20 menit. Kuman ini sangat rentan
terhadap sinar matahari dan radiasi sinar uitraviolet. Disamping itu, ecak resisten

terhadap bahan-bahan kimia dan tahan terhadap pengeringan, sehingga
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mernungkinkan urntuk tetan hidup dalair walkiu lama diriangan, selimut dan kain

yang ada di kamar tidur. (Sanyaolu, 2019)

Dinding se!l MTB 60% terdiri dari keimpleks lemak yang rmenyabebkan kuman
bersifat tahan asam, resisten terhadap sebaagian besar anitibiotik, resisten
erhadap cksidaasi dan dapat hidup di dalam makrofag. Dinging sei MITE tersusun
oleh: (Tima et al., 201.7)

a. Asam mikolat yang ‘menyusurn 80% dinding sei MTB adalah penentu
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utama permeabilitas dinding se! mikobakteria karena sifat hidrofohiknya
yang kKuat. Asam mikolatmembernituk lapisan iipid ai sekeliling organisivie.
Asam mikolat diancgap sebagai faktor virulensi utama M. tuberculosis
karena komponen ni melindung: bakteri dari serangan protein katonik,
lisozim San radikal oksigen d' dalem gianu! fagositik:

b. Cord factor (tfrehalose 6-6-dimycolate, TDM).adalah giikolipid yang paling
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banyak terdapat pada dinding sel mikobakterium, salzh satu senyus

utama . dinding sei MTB, hersifat - toksik pada sel mamalia, dan
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mermpengaruhi-sistem irun nost dengan rmenghambat migresi sei-sel

neutrofi! .

Wax-D merupakan suatu glikoiipia dan peptido glikolipid yang diekstraksi

(]

dari fraksi wax M. tuberculosis. Wax D memiliki. karakteristik adjuvant,

yaitu suatu substansi yarig memperkuat respon irnun tuisuh.

M. tuberculosis iidak diklasifikasikan sebagai grarm posiuf maupun negaiir,
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tetapi diklasifikasikan sebagai bakteri acid-fast: Jika pewarnaan Gram dilakukan;
warna gram positif yang muncul sangat lemah atau tidak sama sekail. MTB sulit
untuk diwarnai taiiika terwarnai, akan mengikat zat warna dencan kuat yang dan

tidak dapat dikolorisasi asam alkohol seperti perwarnaan Ziehl Nielsen, maka di
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sebut tahar asam: {Sanyaolu; 2019).

2.3/Epidemictogi Tuberkulosis
Tuberkuiosis  mzsih  merupakan  penyakil  penting cebagai penyebab

morbiditas, mortalitas, dan tingginya hiaya kesehatan. Setiap tahun diperkirakan
terdapat 9 jula kasus TB baru: T8 terus menyebabkan morbiditas dan morialitas

secara global. Berdasarkan data WHQ diperkirakan 10 juta orang sakit karena TB;
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8.7 juta orang berasal darn negara high burden countries dengan 1.2 juta orang
meninggal karena TB pertahunnya.  TB masih menempati . peringkat ke-10
penyebab kematian tertinggi- di-dunia pada tahun 2016. Lima negara dengan
insiden kasus tertinggi yaitu India, Indonesia, Cina, Filinina, dan Pakistan. Jumlah
kasus baru 1B di indonesia sebanyak 420.994 kasus pada tahun 2017 (Infodatin,

2018). (Furin et al., 2019).

| REPOSITORY.UB.ACID |

Tuperkuiosis peitangguing jawab ternadap kematian nampir dua juta orang

setiap tahun, sebagian besar terjadi di negara berkembang. WHOC mempearkirakan

bahwa TB merupakan penyakit infeksi yang paling banyak menyebabkan kematian

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




[ reposiToRY.UBACID |

pada anak dan orang dewasa. Kematan akioat TB lebilr banyak daripada

kematian akibat malaria. dan infeksi HIV. Jumlah kasus baru: TB di_Indcnesia

sebanyak 420.9584 kasus pada 2017 dan-Te merupakan satu dari 10 penyebas

kematian akibat infeksi di Indenesia. (Ramadhaniah and Syarif, 2020)

2.4. Patogenesa Tuberku!o
Parum ,.upakan port d entrée lebih dari 98% kasus infeksi TB: MTB dalam

droplet huclei berukuran sangat kecil (<5um) akan terhirup dan mencapai alveoius.

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

Pada sebagian kasus kuman TB dapai dihancurkan seluruhnya oleh-mekanisme
imunaologis nonspesifik, sehingya tidak terjadi respons imunoiogis spesiiik. Pada

individu yang fidak dapat menghancurkan seluruh kuman TB, makrcfag alveolus
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akan memfagosit Kuman TB-yang sebagian besar-dihancurkan, namun sepagian

kecil kuman TB yang tidak dihancurkan akan terus berkembang biak dalam

makrofag. Selanjutnya, kuman TB membentuk lesi di tempat tersebut, disebut

sebagal primer Chon  Kemudian, kuman: TB menyebar melalui saluran limfe
menuju kelenjar limfe regional. Penyebaran ini menyebabkan limfangitis dan
limfadenitis. Gabungean fokus primer, limfangitis, dan imfadenitis disebut kompieks

primer (primary complex) (Agveman and Ofori-Asenso, 2017).
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Wakiu sejak masuknya kuman TB hingga' terbentuknya kompieks primei
secara lenakap disebut masa inkubasi: Masa inkubasi TB bervariasi antara 2-12
minggu, biasanya 4-8 minggu. Pada saat ierbentuknya kompieks primer, TB
primer telah.terjadi. Setelah terjadi kompleks primer, imunitas selular terhadap. TB
terbentuk, yang dapat™ dikstahui dengan adanya hipersensitivitas terhadap

uberkuloprotein, vaitu uii tuberkulin positif. Paca sebagian besar individu dengan
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sistem imun 'yang berfungsi baik, pada saat sistem imun seluiar berkembarig,

proliferasi kuman T8 akan terhenti. Namun, sejumlah kecil kuman TE tetap hidup

dalam granuloma. Setelah imunitas selular terbentuk, fokus primer di jaringan paru
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akan mengalami resolusi secara sempurna membeniuk fibrosis atau kalsifikasi

setelah terjadi nekresis perkijuan. Jika terjadi nekrosis perkiiuan vang berat,

bagian tengah fesi akan merncair dan keluar melalui Brenkus sehingga

meninggalkan. kavitas .di. jaringan paru. Pada. materi caseosa yaing. mencair

1

lerdapat basil M. tucerculosis dalamjurniah besar yarig dapat nienyebar ke
jaringan parulainnya dan dapat keluar melalui batuk dan berbiczra {Ravimohan et

al., 2018).
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Bila tidak timbul penyakit, maka teleh, terjadi keseimbangan: antara sistem
imun dan reaksi patoiogis dari-M. tuberculosis. Faktor yang dapat menimbuikan
terjadinyz akiivasi M. tuberculosis adaiah kekuatar sisterm imun. Sekitar 10%

pasien dengan imunokompeten akan menderita TB. (Agyeman and Ofori-Asenso,
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2017)

Pada pasien laten TB, infeksi. dapat terakiivasi dalam jangka beberapa

tahun, aktivasi-dapat terjadi' pada harngir semua jaringan karena M. tubercuiosis
menyebar secara limfogen. Lokasi yang sering reaktivasi adalah_jaringan paru.
Rekativasi muncul-pada fokus ‘granulcme terutama pada apeks pard. Fekus
kaseosa yang bhesar dapat membentuk kavitas pada: parenkim naru. (Agveman

and Cfori-Asenso, 2017, Ravimohan et al., 2018)
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Sernakin banyak jumlah basil M. iuberculosis yang. ditularkan. maka semakin
infeksius. RHal ini-dapat dilihat ‘dari jumiah M. tberculosis pada sediaan tanan

asam. TB paru berkavitas biasanya lebih infeksius (Ravimohan et al., 2018).
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Gambar 2.2, Patogeriesis Tuberkulosis Keterangan: Droplet dari M. iukberculesis
masuk secara inhalesi.dan kemungkinan.yang dapat terjadi: menjadi stasioner-atau
dorman di beberapa individu, progresif dalam paru atau menyebar secara hematogen
pada sebagian kecii pasien. Reakiivasi pun capat terjadi setelan beberapa tuian atau
tahun dikarenakan penurunan-tmunitas. (Serafino-and Med, 2013)
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2.5. Manifestasi Kiinis Tuberkuiosis
infeksi TB dapat mengenai hampir seiuruh organ, dengan organ tubun.yang

tersering  terinfeksi. adalah paru. Berikut akan dibehas manifestasi - TB baik

~

pulmonal rnaupun eksirapulmonai (Agyemain and Ofori-Asenso, 2017

2.5.1. Manifestasi Klinis Tuberkulosis Paru
Tuberkulosis paru adalah TB kasus definitif vang menyerang parenkim paru.
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l

TB. milier juga aiklasifikasikan karena -ies juga diparu. Termasuk 1B
limfadenopati intatorakal (mediastinal dan/atau hilus) atau TB.dengan efusi pleura,

atau Tb tanpa kelainan radiografi. Pasier dengan TB paru yang disertai derigan

TB ekstraparu tetap diklasifikasikan TR paru (Agyeman-and Ofori-Asenso, 2017).

e Gejala kiinis meliputi lokal maupun sistemik yaitu batuk (sering kali 3

| REPOSITORY.UB.ACID |

minggu atau lebih) yang discitai dengarn penurunan nafsu makan, batuk

dengan darah, peinurunan berat badan, nyeri dada, lemah badan dan

terdapai riviayat kontal
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o Tanda klinis adanya gicus, imfadenopati dan venjolan pada lener yang

tidak --nyeri; kejang. karena .curiga -meningitis,. .efusi.. pieura,  efusi

perikaraial, pemoesaran abdomen dengan asites dain permibesaran

2.5.2. Manifestasi Klinis Tuberkulosis Ekstrz paru
TR ekstraparu adalah TB kasus definitif yang menyerang selain naru seperti:

eura, kelenjai getah nening, abdomen, ginjal, salurain kemin, kuiit, seridi, tulang
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pi
dan selaput otak serta otak. Diagnosis ditegakkar -melalui setidaknya satu
konfirmasi positl pada spesimen atau nistologik atau bukii medis yang kuat. Cejala

Klinis TB ekstraparu gejala yang muncu! kerap-kali berhubungan-dehgan organ
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yang terlibat. Beberapa gejaia sistemik dapat muncul seperti penurunan nafsu

makan, keringat malam, dan demam. (Agyeman and Ofori-Asenso, 201.7)

2.6. Diagnosis Tuberkuiosis
Feranan lsboratorium cdalam cdiagnosis dan terapi- TB sangatiah besal

Terdapat beragam prosedui laboratorium dalam diagnosis TB, seperti: isolasi
agen microbial, identifikasi spaesies dan juga merentukan sensitivitas antibiotika.

Kesuksesan program pengendalian TB bergantung pada kemampuan diagnosis
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dari jaringan laboratorium. (Azadi et al., 2018).

2.5.1. Pemeriksaan Mikioskopik Tuberkulosis

Pada negara berkembang, dengan fasilitas dan perlengkzpan iaboratorium
belum memenuhi kebutuhan untuk pemeriksaan kultur, pemeriksaan mikroskopik

dengan pewarnaan BTA adzalai prosedir utama dalam diagnosis TB. Walaupun
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pemeriksaan mikroskopis dengan pewarnaan tahan asam memiliki-sensitiviias
dibawah ' pemeriksaarn’ kultur dan bergantung pada kemampuan- dari  pada

pemeriksa. Berdasarkan WHO pada 2013, sensitivitas pemeriksaan BETA dengan

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




[ reposiToRY.UBACID |

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

| REPOSITORY.UB.AC.D |

<
<
s
<L
o
o0

UNIVERSITAS

| REPOSITORY.UB.ACID |

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

pewarnaan ZN nanye sekitar 73-95%. Pada penelitian lain dilaporkan sensitivitas
pemeriksaan dengan-ZN bervariasi antara 68-72% dan.62% pada pasien dengan
HIV (jika dibandingan dengeri kulur yang positity dengan spesfisitas 95-98% dan
dibutuhkan setidaknya 10* basil. per mililiter sputum: untuk mendanatkan hasil
positit.” Sedangkain spesifisitas. pemeriksaain BTA cukup ‘baik yaitu 96,7-97,5%.
(Azadi et al.; 2018; Shi et al., 2017; Sudha; 2016)

Permeriksaan menggunakan pewarhaan metode ZN menggunakan iarutan
carbon fuchsin untuk pewarnaan awal (warna merah) dan larutan methylene blue
sebagal pewarnaan akhir (warna biru). BTA terlinat jelas berwarna merah terang
dengan latayr belakarg kirw. Interpretasi- pameiiksaan mikreskopik dengan skala
IUATLD (International Union Againts Tuberculosis and Lung Disesase) dijelaskan

pada tapel 2. (Blakemore et ai, 2011)

Tabel 2.1. Skala IUTLD untuk Pelaporan BTA (Biakemore et al, 2C11})

Pembacaan dibhawah Mikroskop Pelaporan hasil

Tidak .- ditemukan BTA dalam 100 {apangan ' Negatif

pandamgiversitas Brawijaya  Repository Universitas Brawiigya
1-9 BTA dalam 100 lapanoan pandang Tulis - jumlah BTA  vang
i ditemukan -
10-9S 5TA dalam 100 lapangan pandang 1+
1-10 BTA dalam 1 iapangan pandang 2+ 13\
>20 BTA dalam 1 lapanganpandang -~ ¢ SHniversitas Brawiiayes _

Pewarnaan - Auramine-rhodamine merupakan pemeriksaan yang disaranikan
oleh WHO. Pemeriksaan preparat dilakukan dibawah mikroskon: fluoresen
memudahkan ~peimeriksa  untuk- mencari ‘bakteri: yang ‘menghasilkan cahaya
fluoresan sehingga mempercepat waktu pemeriksaarn terutama pada spesimen
yang dengan jumian bakteri sedikit walaupuin hanya menggunakan iensa objek

40y atau  25%: Metoda-ini memiliki sensitivita

W

10% lebih tinggi cdibandingkan
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dengan metode ZN. Kelebihan lain gart merode -ini ialah tidak- diperlukan

pemanasan dan penggunaan minyak emersi. (Blakemore et al.; 2011)
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Gambar 2.3: M. tuberculosis dengan pewarnaan Ziehl Neelsen / BTA
Keterangan: Mycobacterium tuberculosis tampak sebagai bakteri berbentuk batang (rods
shaped) berwarna merah dengan pembesaran objekiif 100x. (Dubey et al., 2012)

2.6.2. Pemerikszan Kultur M. tuberculosis
Ferneriksaan kultur merunzkan pemeriksazan beku emas yang disarankan
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oleh WHO. Pemeriksaan ini tepat dilakukan untuk ronitoring terapi. Pemeriksaan
kuitur dapat meningkatkan jumlah termuan kasus TB yeng hanye diremukan 20-
50% apabila hanya dilakukan pemeriksaan mikroskopis saja. Kurang.lebih 10/ml

bakteri yang masih hidup pada sputum diperlukan untuk mengnasilkan kultur yang
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positif., (Dunn et al., 2016)

Media yang digunakan -untuk kuitur-terdapat 2-jenis, yaitu padat dan cair.

Media padat terdanat 2 macam yaitu yang berbasis telur (L.owenstain-Jensen) dan
berbasis  agar (contohinya:  Middlebrook - 7H10, 7H11). Lowenstain-Jensen

merupakan media yang paling umum digunakan. Dapat memberikan hasi! pcsitif
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pada hari ke-25. Pemeriksaan harus dilakukarn setiap L minggu setama 6-8 minggu
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untuk menentukan ada tidaknya mikrcorganisme vang tumbuh.(Dunn et al., 2016)

| Jniversitias oray e INNBTS|(aS Dra
= niversitas Bralilig . L lersitas Bra
< niversitas Brajiis L IN@rsitas Bra
D= niversitas Bra )G WBrsitas Bra
o S, niversitas Bra L Isitas Bra
B § niversitas Brg REh sitas Bra
é’q niversitas Br3 e ¥sitas Bra
=y niversitas Br3 e sitas Bra
=) niversitas Bra e I8 sitas Bra
e niversitas Bra DOS B rsitas Bra
- niversitas Bra D@ brsitas Bra
niversitas Braj PR D O prsitas Bra

iversitas Bra 3 DOS fersitas Bra

, iversitas Braw Bpos iVersitas Bra
| niversitas Brawi ReposHantIniVersitas Bra

REPOSITORY.UB.AC.D |

Cambar 2.4, Media Lowenstain-Jensen Keterangan. Kuitur pada media
Lowenstein-Jdensen padat menggunakan bahan tefur. Koloni-MTB yang tumibuh memiliki
morfologi tipikal kering dan kuriing susu atau krem, bergerombol seperti bunga kol
(Agarwal et al., 2005)

Media cair yang.digunakan kini telah tersistem otomatis. Salah satu media
calr yang serng digunakan adalah Mycobaciena Growth indicator Tube (MGIT)

vang memiliki komponen fluoresen pada siliken di dasar tabungnya yang sangat
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peka dengan keberadaan oksigen pada media. Flueresen akan dinambat cleh

2
£

keberadaan oksigen, sementara bila terdapat hakteria yang mengonsumsi oksigen
di- dalamnya, ilucresen-kemudian menghasilkan cahaya. Tabung MGIT yang

diinkubasi dalam insirumen kemudian akan secara otomatis berkaia dineriksa
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memberikan hasii positii ataukah tidak. MTBC dapat teraeteksi positif pade haii

<e-14, dan nemeriksaan dilanjutkan hingga 6-8 minggu. (Dunn et a2k, 201.6)
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AL positive controi B negative controi Ctest
Gambar 2.5. Media Cair MGIT yang memiik: Fluoresen paca Stlikon ci
Dasar Tabung. Keterangan: Kultur MTB dengan retode cair jika terdapat
pertumbuhan MTB, MTRB akan mengkonsumsi oksigen sehinaga fluoresensi akan terjadi.
A. Kontrol positif: terdapat fiuoresen; B: kontrol negatii: tidak ditemukan flouresen; C:
hasil tes positif (Dunn‘et al;, 2016)

A
‘."‘.-
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Pemeriksaan Resistensi antibictik merupakan pemeriksaan lanjutan dari

kulur. Baik media  padal ‘'maupun cair dapat mendeteksi resisiens antiziotik

dengan_cara menambahkan antibiotik konsentrasi tertentu pada media. Obat-

coatan yang biasanya“ diujiken: Obat- Lini- 1 (Rifampisin, INH, “Ethambuto,

2: Streptomisin), dan Lini 2 (Amikacin, Ofioxacin, Kanamicin) (Dunn et ai., 2016)

= g

v

& <

> e~ 2.6.3. Deteksi Molekuler denigan Pemeriksaan GerieXpert MTB/RIF

% o) Dateksi mciekuier-TB' menggunaksan Nucleic acio-based amplitication test

(NAAT) atau yang bieca dikenal dengan polymerase chain reaction (PCR). Tes ini

&
£

ditemukan pertama kali di india, dan seiring perkembangannya disebut Tes Cepal
Molekuler (TCM). (Duinn.et al., 2016) Tes GeneXnert adalah tes molekuler untuk

TB yang mendiagnosis 1B dengan mendeteksi adanya bakteri TB, serta menguji
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ketahanan terhadap obat rifampisin. Prinsipnya tes meolekuler yang mendeteksi

DNA TB. Tes ini menggunakan sampei sputuim can bisa memuoeri hasil daiam
waktu beberapa jam. Tes ini juga bisa mendateksi mutasi-genetik terkait dengan

resistansi terhadap obat rirampisin. (Acharya et al., 2020)
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WHO merekomendasikan TCM seragai pemeriksaan diagnosis awal pada

orang-orang. yang dicurigai- menderita. TB_multi drug resistant (MDR) atau. TR

terkait HIV. -Pemeriksaan ni juga direkoimienaasikan sebagai es ianjutan untuk

mikroskopi ditempat dimana TB dan TB MDR kurang terdiagnosis, terutama pada
BTA riegatli, karena Kurangnya akurasi permbacaan BTA dengan mikroskop. WHO
juga menekankan bahwa tes ini tidak ilangkan kebutuhan akan  kultur

mikrokopi konverisional dan uji-sensitivitas obai. GeneXpert MTB/RIF tidak dapat
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aigunakan untuk pemantauan pengobatan; karena mangamplifikasi baik bakteri
hidup ataupun mati.(Bojang et al., 2016)
Kelehihan GeneXpart adalah rel as yang lebih kaik bila dihandingkan

dengan mikroskopis sputum dan kecepatan mendapatkan hasil bila dibandingkan
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dengan kuitur: Untuk diagnosis TB, walaupun pemeriksaan mikroskopis spuium

cepat dah murah, tetapi seringkali tidak dapat diandalkan, terutama pada HIV

positit, dan mmeskipun kuitur merupakan gold standard, untuk mendepatkan hasil
membutuhkan waktu yang lama. (Acharya et al., 2020)

Genexpert juga mempunyai keiemeahan seperti masa simpan cartridge
hanya 1.8 hulan, listrik yang dibutuhkan harus: stabil, instrumen perlu dikalibrasi

uiang-setiap tahun, biaya untuk perawatan, dan suhu dalarn penyirnpanan alat.
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Sistem - GeneXpert ierdiri - dari alai GeneXpert, kemputer dan - disposible
catridge. Alat ini inembersihkan, meangkonsentrasi -~ dan imengainplifikas
(dengan cepat, real time PCR) dan mengindentifikasi target asam nukleat

dalam gen M. tubercuiosis dan rnemberikan hasii dari sampei sputum dalam waktu
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kurang ighifh 2 jam, cengan minimal pengguraasn tangan. Genexpcrt MTB/RIF

menggunakkan catridge yang berisi semua elemen yang dibutuhkan untuk reaksi,

termasuk reagen iyophiiized, Hiquid buffer serta wash soiution dan bekerja dengan
cara menangkap bakteri seielah proses pencucian. kemudian DNA bebas dan
masuk ke chamber pembuangan: Geriexpert MTB/RIF- dirancang dengan sistem

18
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tertutup untuk mengurangi atau mengeliminasi risiko kontaminasi. Sekali tertutup,

catridge jangan pernah dibuka kembali oleh _karena:itu sehaiknya. catridge tidak

dibuka apabila-perseiapan untuk pemeriksaan belum selesai (Blier et al., 2016).

Masing-masing instruimen . GeneXpert berisi 4 modul yang. dapat
diakses terpisah. Ukuian instrumen yarng lain berisi antara 1-72 modul. Masing-
masing modulterdiri darijarum suntik untuk mengambil atav mengeluarkan cairan;

sebuah ultrasonik uniuk melisiskan sel, sebuain thermocycler, dan optical sign
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untuk reneteksi kemgonan. Single use catridge berisi:(Bliar et al., 2016)
a) chamber untuk menyimpan -sampel dan reagen,
h);valve bady berisi seibuah plunger dan syringe barrel,

C) “sebuah sistem rotary valve untuk mengendalikan pergerakan chamber,
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d) "sebuah ruang Lntuk menangkap, menyaiukan, mencuci, dan melisis' sel,

e) reagen lyophilized real-time PCR dan buffer pencuci,

) tabung reaksi PCR yang terintegraci yang secara automatis cilsi instrumen.
Pemakaian GeneXpert secara manual sangat mudah: buffer ditambahkan

pada sampel spuium dengali perbandingan veiume yang telah ditentukan (2:1},

masukkan sampel ke dalam catridge chamber kemudian catridge dimasukkan ke

dalam- GeneXpert.  Setelah itu, semua proses yang terjadi secara automatis:
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GeneXpert pada awainya menangkap M. tuberculosis dari sampe! sputum pada
fiter memboran. inhibitor rnencuci sel organisme yang ditangkap deingan buflel
kemudian dilisiskan dengan sumber energi- ultrasonik- dan DNA yang terlepas
dielusi (diaiirkan) meialui saringan membran. Solusi DNA “aknirnya dicampur

dengan r2agen PCR kering kemudian dipindahkan ke dalam tebung PCR untuk

reai time PCR dan dideteksi. Hasilnya dapat diketahui dalam waktu kurang lebih 2
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jam. Adanya semua lima sinval flusresesnsi menunjuickar: rifampisin sensitif

terhadap DNA M. tuberculosis. Jika 2-<5 sinyal fluoresensi diindikasikan bahwa M

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




[ reposiToRY.UBACID |

tuberculosis resisten rifampisin. Jika sinyal fluoresensi ticak ada atau hanya 1

mengindikasikan tidak adanya DNA M. tuberculosis (Weyer et al., 2013).

Sensitivitas - GeneXpert MTB/RIF Heoin 'baik aari pemeriksaan ETA “dan

sama dengan kultur media padat. Hal ini dibuktikan dan sudah dilakikan validasi
kiinis ‘pada pasien di-Afiika Selatan, india, Peru, Jerman dan Azerbaijan. ‘Ada
sekitar 4.500  spesimen sputum. dari: 1,500 suspek TB. Hasilnys GeneXpert

mempunyali spesiiitas dan sensiiivitas tinggi uniuk aeteksi DNA M. tubercuiosis

0')
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pada hampir sernua apusan sputum positif dan kultur positif. Sedanckan resisten

rifampisin dideteksi dengan akurasi yang iinggi (Weyer et ai., 2013).

2.6.3.1. Prinsip Pemeriksaan Xpert MTB/RIF
Pemeriksaan Xpert MTB/RiF merupakan metode deteksi moiekuier berbasis
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nested real-time PCR-untuk diagnosis' TB Primer PCR yang digunakan mampu

mengamplifikasi sekitar 81 bp daerah inti gen ipoB M1B, sedangkan proobe

dirancang  urituk

embedakan sekuen wild type dan mutasi daerah inti vang
bernubungan dengan resistensi rifampisin.(Kementerian Kesehatan Rl, 2015)
Pemeriksaan tersebut dilakukaridengan mesin GeneXxpert, dengan sistem

otomatis yang mengintegrasikan proses_purifikasi spesimen, amplifikasi asam
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hukieat, daiv deteksi sekuen targat. Sistem terschut terdiri atas rmesirn GenexXpert,
komputer dan perangkat lunak. Setiap pemeriksaan menggunakan cartridge sekali
pakai- dan - airancang ~untuk = meminimalkan ' kontaminasi- silang.  Cartridge

GeneXpert MTB/RIF juga memiliki Sample Processing. Control (SPC) dan Praobe
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Check Control (PCC). Sample processing control berfungsi sebagai proses kontroi

vang ' adekuat terhadap. bakteri target  seria . untulc. memonitor keberadaa:

-]

penghambat reaksi PCR, sedangkan PCC berfungsi untuk memastiikan prose

rehidrasi reageri; pengisian tabung PCR pada cartridge; integritas probe, dan

stabilitas dye. Pemeriksaan Xpert MTB/RiF dapat mendeteksi MTBC dan
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resistens| terhadap rifampisin’ secara simultan ‘dengan mengampiifikas: sekuen

pesifik gen rpoB. dari MTB menggunzakan lima nrobe molecular heacons (probe A

-~ E) untuk mendeteksi mutasi pada dacrah gen rpoB. Seilap molecular beacon

dilabel dengan dye fiorcfor yana berbeda. Cycle threshold (Ct) meksimal yang
valid untuk analisis hasil pada probe A, B dan C adalah 39 siklus, sedaingkan pada
probe D dan E adalah 36 siklus (Weyer et al ;. 2012). Hasil dapat diinterpretasikan

sebagai berikut:
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o - MTB terdeteksi-apabila terdapat 2 piobe memberikan nilai Ct dalam batas valid
dan delta Ct min (selisih/perbedaan Ct terkecil antar pasangan probe) < 2.0

o ‘Rifampisin Resistentidak terdeteksi-apabila delta Ct maks (selisin/perbedaan

antara probe yang paling awal muncui dengan paling akhir muncu!) < 4.0

e
| O
| <
|5 o 'Rifampisin Resisien {erdeteksi’ apabila delta Ct maks > 4.0
| >=
E
| 8 e . ‘Rifampisin Resisten indeterminate’ apabila ditemukan dua kondisi berikut:
E
e - 'Niiai Ct pada probe melebini nilai vaiic riaksimal (atau nilai G)
-~ Nilai Ct pada probe yang paling awal muncu! > (nilai Ct valid maksimal - delta

Ct'maksimal cui-oif 4.0)

‘Tidak terdeteksi MTB apabila hanye terdapat satu stau tidek ada crobe positif.

:‘
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Spesimen yang dapatl diperiksa oleh GenaXpert dibagi menjadi scesiemen
dahak dan non-dahak. Spesimen non-dahak terdiri dari cairan serebrospinal
(CSF), jaringan bicpsi, kelenjar getah bening, bilasan lambung (gasiric lavage),
dan aspirasi cairan lambung (gastric aspirate). Masing-masing spesimen memiliki
kekhususan untuk diciah sebelum dimasukan ke 'dalam cartridge unwik-diperiksa

(Kementerian Kesehatan RI, 2015)
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Tirne o vasult, 1 hour 45 minuies

Gambar 2.6. Rangkaian Tahap Pemeriksaan GeneXpert, Keterangan:
Tarmbahkan-dua volume reagen satu volumie sputum. Hornogerkan, inikubasi pada suhu
kamer selama 15 menit. RPindahkan 2-3 i ke GeneXpert Cartridge dan rnasukan ke
dalam instrumen. Setelah dimuat di dalam Instrumen GeneXpert, ekstraksi DNA,
amplifikasi dan detexsi langkan-langkah terjadi secara ctomatis dari hiasii tes dapat
dicetak (Shienai, 2015)
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2.6.3.2. Resistensi teihadap Rirampisin
Rifampisin adalah antibiotik bakterisidal yang menghambal bacterial IDNA-

dependent RNA polymerase. Obat ini hekeria dengan cara berikatan pada subunit-
B di RNA polymeiase yarig dikode oieh gen rpo3. Setelan berikatan, rifarmpisin

akan menghambat iranskripsi - protein. -bakteri.- Penelitian.- DNA “sequencing
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membuktikan baihwa lebin dari 95% surain yang resisten terhadap rifarmpisin

terdapat mutasi yang terletak dititik-titik tersering (hot-spot regior) pada 81 pasang

basa nukelotida (codon 507 - 533) gen rpoB. Walaupun lebih dari 50 mutasi yang

terjadi pada daerzh ini telah diketahui-ineiaiui DNA sequencing, dae-ah tersering
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yang mengalami rnutasi-terletak di codon 516, 526, atau S31. Diperiirakan lebin
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dari. 90% TB. resisten-rifampisin juga resistens terhadap. INH, sehingga resisten

frampisin merupakan penanca yang baik untuk T3 MDR. (Wondale et al., 2018)

Tabel 2.2. Hasil dan interpretasi Pemeriksaan Xpert/MTB Rif (Kernenterian
Kesehatan Ri; 201.5)

a
V) — Al
ST Rt H _3_°:'_’__4______._____________[BIS"_'_[‘_'"E'@_S!___________________,___":'_r‘_d_'_<_'_'_J£' ________
4 ; VITE DETECTED DNA MTB terdeteksi Lenjutkan sesuai denga
= é "?if Resistance Mutasi gen rpoB terdeteksi, alur diagnosis TB
I STolotan Il wr B
> kemungkinan resisten
= -T
S0 RREIREISR besar resisten terhadap rifampisin cbai
MTB DETECTED; DNA MTB terdeteksi La_n'utkan sesuai dengan
Rif Resistance Mutasi gen poR tidak terdeteks!. Al HCHOLE TR Bci
NOT Kemiingkinan sensitif aiur alagnosis lasa
______ DETECTED  ~ Rfampisn ~
W Ulangi pemeriksaan*)
| S MTB DETECTED: DNA. MTB terdeteksi secepatnya
§ Rif Resistance Mutasi gen rpoBR /[ resistensi rifampisin menggunakan
& INDETERMINATE tidak dapat ditentukan karena sinyal spesimen dahak baru
'§ penarida resistensi tidak cukup teraeteksi dengan kuaiitas yang
8 Baik
= MTB Not Detected DNA MTB tidak terdeteksi Lanjutkan sesuai alur TB

Kebaradaan DNAMTR tidak dapat Ulangi pemeriksaan
ditentukan karena kurva SPC tidak dengan cartridge dan
INVALID menunjukan kenaikan jumlah amplikon,  SPeSImen danak barut)

. ; VTS pastikan spesimer; iid d!‘
proses-sampel tidak benar, reaksi PCR ‘1: dt ’h‘ b :
AL terdapat ahan yang

U!angi pemeriksaan
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Keberadaan DNA'MTB tidak dapat

ERROR JRTFR, dengan cartridge baru*),

gitentukan, quality contiol internal gagal St {=

g pastikan pernigolahian
atau terjadi kegagalan system = - .
% ’ snasimen sudah benal

Keberadaan DNA MTB tidak dapat

N DYI-el T L' I rialviar r
S ] ditentukan karena data reaksi PCR tidak _ D/andl pemeriksaan
DI dengan cartridge baru®)

mencukupi

| REPOSITORY.UB.ACID |

Keterangan:
*) Apabila terjadi Indeterminate/Invalid/Error/No Result maka hanya diperbolehkan
untuk mengulang proses pemeriksaan sebanyak 1 kaii.
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2.6.3.3. Interpretasi Hasil Xgert MTB/RIit
Sistern GeneXpert memberikain ‘hasil: parerksaan meialui pengukura

sinyal fluoresensi dan algoritme perhitungan otomatis. Hasil pemeriksaan Xpert

MTB/RIf 'akan menunjukkan ada tidaknyz - DNA Mycobacterium fubercuiosis

kompleks dan  ada tidaknya mutasi penyandi . resistensi . rifampisin, = serta

perhitungan semikuantitaur jumian basii pada spesimen berdasarkan nilat Ct: high,
<16; medium, 16=22: low, 22-28; veryv low, >28. Adapun.interpretasi hasil TCM

o)

berdasarkan kemenkes 2015 dapat dilihat pada Tabel 3.
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2.6.4. Pemeriksaan Antigen Tuberkuiosis
ldentifikasi - dan  ‘spesiiikasi proetein ~anugen TB telah - mengundang

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

ketertarikan dari para peneliti. Proteiin antigen yang di sekresi cleh Region. of

Difference-1 (RD-1) teian diteliti secara tuas baik itu uintuk Kepentingar diaghnosis

maupun-pembuatan vaksin. Protein tersebut juga diduga terlibat da'am virulensi

|
|
|
|

seria patogenesis inieksi MTB, terlepas fungsinya sebagai imuinogen. Peranan
protein yang disekresi oleh MTB pada hakteri itu sendiii vaitu untuk rnemodulasi

2

sistem pertahanan host dengan cara berikaian paca kompelemen pada signaling

V) -
s h—
A B pathwey dan mengganggu prosesnya. Biasanya penghindaran sistem imui ini
o
W < _ Sife .
= o akan menarget makrofag dan memungkinkan  MTB mampu bereplikasi
2
>0 . =
didalamnya. (Ganguly et al., 2015)
2541 ESAT-5dan CFP-10

FPada M. tuberculosis, ESAT-6 darn CFRP-10 banysik digreduksi dan disekresi
di kultur, keduanya dikenal sebagai molekul paling imunogenik pada filtrasi kultur.

Sekresi keduanya sangai bergantung pada excretion system-1 (ESX-1). ESAT-6

| REPOSITORY.UB.ACID |

dan CFP-10 membentuk ikatan dimer bersamaan yang bergantung satu sama lain
baiik untuk stabilitzs maupun sekresinya. Bersameaan dengeain ESX-1, ESAT-6 dan

CFEP-10 diimplikasikan terlibat pada beberapa mekanisme virulensi mikobakteria.

24
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Antigen-antigen ini-mampu memodulast baik irnunitas innate maupun adapiive,

dan inaktivasinya secara dramatis menurunkan virulensi dari M. tuberculosis. (Liu

et al., 2016)

Kempleks ESAT-6 dan CFP-10 disekresikan oleh ESX-1 memiliki. peranan
poten-dalam’ moduiasi fungsi- dan kerja imakrofag. Hal ini yang menyebabkan
banyak penelitian menyatakan bahwa kedua protein ini memilik' peranan penting

dalam virulensi dan patogenesis mikobakteriai. Saai CFP-10 berikatan dengan
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permukaan makrofag akan terjadi penckanan produksi Reactive oxygen species
(ROS) dalam makrofag, dimana ROS seharusnya mengaktitasi mediator imun. Hal
ini - menyekabkan terjadinya penurunan aktifitas antibakterial makrcfag dan

menginhibisi fungsi makrofag (Peng and Sun, 2016).

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

Mutasi spesifik pada ESAT-6 yang iidak mengganggu fungsi ESX-1 tetap

menimbulkan penurunan virulensi dari M. tuberculosis. ESAT-6 aka menginduksi

apoptosis dari makrofag. ESAT-6 bersamaan derngan CFP-10- ataupun sendisi
akan berikatan dengan host proteins seperti laminin pada basolateral surface of
preumocytes —yang menyegabkan seb dnilisis 'dan terjadi penyelbaran M.
tuberculosis di paru-paru. ESAT-6 diketahui akan berikatan pada Toll like receptor-

2 (TLR-2) pada permukaan imakrofag yang menyebabkan penurunan sekiesi
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interleukin (11.)-12 pZ0.yang membantu persistensi: intraseluler dan: ketahanan
hidup M. tuberculosis intraseluier. ESAT-6 juga menyebabkan innioisi dari aktivasi
Mitogen-activated proiein (MAP) kinase. dan teriadilah- penurunan produksi dari
interferon gamma (iFN-y) olen sel T. ESAT-6 juga menginduksi calcium flux dan
mencetuskan necrotic pathway yang munckin ‘membanty dalam pcnghindaran

sistem imun dan pembentukan jaringan granuloma. (Ganguly et al., 2015;

| REPOSITORY.UB.ACID |

Gonzalo-Asensio et ei., 2017)

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




[ reposiToRY.UBACID |

2.6.4.2. Mycobacterium Protein Tuberculosis (MPT)-64
MPT-64 merupakan salah satu protein kuitur utama MTB dengan berat 24

kDa, Protein ini merupakan genom dari dinding sel M. tuberculosis. Protein ini

diproduksi'selama periumbuhan dari M. “tubercuiosis den hanya ditemukan pada
MTB yang hidup.dan aktif bereplikasi. MPT- 64 di kode oleh RD-2 dan.menunjukan
sebagal antigen - spesifik' uniuk- membedakan MCTT dengan MIBC. Kadar
eskpresi MPT-64 tinggi pada henderita TB aktif. Fungsi utama protein ini adalah

mempromosikan survival dan presistensi MTE daiam sel nost. - Protein ini

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

mendeaktivasi- ekspresi sitokin-siotkin apoptosis, sehingga. memegang  peranan

A
F2
¢

galani virulensi mikooakierie. Antigen MPT-64 dapat ditermukan baik ¢i sputum

maupun. serum eksosom. secrang penderita TR, (Sypabekova et al, 2019;

r

o
| Turbawaty et al., z017)
| @
=]
>
| &
|2 £t
B = Inhibition of 528 and
| & i
| g ERN MAP Kinases zlobal ce-phoszphorylaiicn
:& N of proteins
|
S \ /"'
Down regulation of class ) \ o
< MHC expression \ /
L b Pl Dowmregulation ofrraciive
> .-"'"‘"-(:\_" =P oXygenspecies production
- —
< e .--'"".-
L) —
i ST
|><—t- [— CFEPLO/ESETE
v B -4 TOT bl
e ~ Down regulation of interferon
L; < “_/ \‘-.‘ inducibls Class Il transactivator
= /
E x Triggers necrosinvia - \\‘
S0

inkibition of NE-kSandI&F
through TLRs

Calpain activation j \

inhibivion of CCK-2 and IL-6 expiession
by mir-15S inductinn

Gambar 2.7. Diagram Skematik Peranan CFEP-10/ESAT-8. Keterangan: Diagram
skematik yang menunjukkan berbagai jalur/fungsi di dalam makrofag yang dimodulasi
olehprotein M. tuberculosis CFR-10/ESAT-6. Beberapa jalur pensinyaian penting dan

fungsi fisiologis makrofag dipengaruhi olely protein ini: (Ganguly et al., 2015)
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2.6.4.32. Region of Difierences
Metode gecnotiping berdasarkavlarge sequence polymarphicms (LSP) dan

single nucleotide polymorphisms (SNP) merupakan cara untuk penelitian

phylogenstic dan klasifikasi strain MTBC. Strain’ MTBC ‘mengandung insarsi
genomic atau delesi yang berbeda yang disebut LSP, vang juga dikenal dengan
region of difference (RD). RE cidefinisikan sebagai kejadian polimerfisme unik
dimana sekali mutasi muncu! pada pilcgeni spesies maka akan unik dan ireversibel

seria tidak memiliki homopiasy. RD dapat digunakan-sebagai marker pilcgenetik
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disebabkan delesi dari sekeunse genetik dalam satu strain. akan. diviariskan dan
agibawa oieh semua keturunan stiain tersebut. RD yang spesiiik teian digunakan

untuk mengidentifikast strain MTRC spesifik dan telah digunakan sebagai marker

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

genetik terstandar uniuk mernbedakan MTBC. Hingga saat ini telah aitemukan 31

RD untuk mendiferensiasi strain MTBC. {Faksri et-al., 2016}

Pada awalnya Maheiras dkk membandingkan genom dari MTB dan M. bovis

vang virulen dergan BCG yang aviruler, selama peneliiian itu ditemukan 3 regio
genom (RD1-RD3) yang terdiri dari 30kb DNA ditemukan terhapus dari genom
BCG. Kemudian keberadadah ‘ketiga RD inidikonfirmasi dengan meniandingkan

physical map kromosom BCG dan MTB. Kemudian ditemukan 13 regio (RD4-
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RD16) yang terdeiesi iagi saat ditakukan pemeriksaan whole gencime DNA micro-
assays. (Faksri et al., 2016)

Antigen yang dikodekan di gen regio RD M. wberculosis merupakan sumber
potensial: antigen imunodiagnostik spesifik. untuk. memhedakan infeksi TB dari
vaksinasi BCG. Studi genornik komparatit telah mengideritiiikasi beberapa segmen

pada genom, RD yang hanvya terdapai pada MTBC dan tidak pzda M. havis BCG

| REPOSITORY.UB.ACID |

atau kebanyakan MGTT. Yang paling menonjoi adalan 6-kDa ESAT-6 dan CrP-

10, yang terletak di RD1, dan MPT-64 dari sejumiah antigen-RD karena potensi

diagnostiknya yang menjanjikan. (Ganguly et al., 2015)
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Saat ini, beberapaantigen RD teian diteliti dalam peranarn potensiainya pada

pemeriksaan. herbasis T-cell-based cell-mediated. immune. response _dan/atau

humoral immune anticody-based assays.(Sotgiu etal., 2013)

Suatu penelitian genom kompariatif. yaitu. penguraian sekuens genom. M.
tuberculosis dan juga anaiisis koimparatit dengan spesies mikobakieria yang iain
telah banyak membantu yang mengungkapkan bahwa beberapa regio genom

(RD1, RD2, dan RD3) yang terdapat pada MTBC letapi teraeiesi pada supsirain
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M bovis Bacillus Calmetie-Guarin (BCG) dan absen pada sejumlah MOTT. (Ren
al., 2018)
FPada penelitan Mahairas dkk yang mengaunakan: pengurangsn genom

untuk mengidentifikasi perbedaan lintas genom antara BCG avirulen dan strain M.

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

hovis dan M. tuberculesis 'yang: virtien.  Dengan.’ pendekatan ‘ity, iiga dacrah

perbedaan genom diidentifikasi, diklon, dan. diurutkan. Perbandingan urutan

lengkap setiap wilayah dari strain M. bovis yang ganas dan substrain' BCG
Connaught mengungkapkan persimpangan yang tepat untuk. setiap region of

=)

ditference. Keberadaan RD1--RDS pada genom M. tuberculcsie, M. bovis, dan juga
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v)

<

’f-; M. bovis. BCG: dapat dideteksi dengan. memakai- metode.  hibridisasi _genom
o

w Ay frrrmocy A \ vy v N . W - ¥ 1i~al . ey
> substrakut dan dikorfirmasi dengan cara membanaingkan pnysical map suain
=

)

BRCG dengan kremesom M. tuberculosis, Genyang menyandi ESAT6, CEP10, dan
VIPT64 teraapat pada regio RD yang terdeiesi ini sehiiigga RO 1-RD3 diduga Kuat
sebagai gen virulensi yang dimiliki oleh M. tuberculosis (Mekrousov et al., 2018).
Regions of Diiferences 1 (RD-1)

M. tubercuicsis memiliki - sisterm - sekresi  excretion sysiem (ESX)  vang

berperan penting pada viruensinya. Terdapat 5 jenis sistem sekres| pada MTB,

| REPOSITORY.UB.ACID |

ns

vaitu ESX-1 hingga ESX-5. Z8X-1 merupakan sisiem sekresi pertama dar paling
mengkarakteristik M. tubercuiosis. ESX-1 juga dikode oleh RD-1. ESX-1
diperlukan untuk virviensi penuh dari-MTB karena ESX-1 sangat penting MTB

28
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untuk transiokasi dart fagoscm kedaiam sitoso. makrofay terinieksi sehingga

hakteri: mungkin akan .tinggal pada lingkungan terlindung. ESX-1-mensekresi

o

ESAT-¢ dan CFP-10 yang merupakarn protein kecil'sangat imuncgenik. ESAT-10

dan CFP-6 telah digunakan sebagai dasar pada pemeriksaan metoce interferon-
gamma release assay (IGRA). IGRA dapat digunakan untuk daeteksi infeksi' 7B
termasuk pada subiek yang sebelumnya telah menerima vaksin BCG karena BCG

tinak ‘mengekspresikan ESAT-6 dan CFP-10. ‘Seiain iGRA, protein-protein

(W}
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imunogenik inijuga banyak diteliti untuk pembuatan vaksin: TR dan diagnosis: T
berdasar antigen. (Gonzalo-Asensio et ai., 2017).
Segmen DNA 9.5-kh, diselut RI21, yang absen padasemua sukstrain BCG

tetapi ada di semua strain klinis M. hovis dan M. tuberculosis dan yang telah

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

terbukti'secara laboratoris virtiien, menunjukican bahwe penghapusan K21 adaiah

mutasi. pelemahan bakteri awal vang muncul di derivasi dari BCG. Pengenalan

kernbali RG1 ke dalarm BCG mengakibatkan represi seticaknya 10 protein dan
menyebabkan ekspresi dari setidaknya tiga protein tambahan, menghasilkan profil
ekspresi pretein yang hampir identik aengan M. bovis dan-Ivi. tuderculosis yang
virulen:(meningkatkan virulensi M. bovis BCG). Data ini menunjukkan bahwa BCG

tidak merniliki kontrol reguiasi atas beberapa iokus genetik dan konsisten aengan
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keterlibatan produk gen yang dikodekan RD1 dalam mekanisme regulasi glohal
yang terkait dengan virtiensi. Temuan ini dapat meimfasilitasi penoekatan baru

untuk penemuarn dan pengembangan chat antiTR baru, vaksin, dan tes diaghostik

baru yang mampu membedakan individu yang terinfeksi TB dari orang ‘yang
dgivaksinasi BCG. Secangkan delesi R2-1 pada M. bovis menyebabkan nenurunan

virulensinya (Ganguly et al., 2015)

| REPOSITORY.UB.ACID |

Wilayah RD-2 terdiri dari sembilan gen open reading frame cari-Rv3871
hingga Rv 3879c. CFP10 dan ESAT6 dikodekan oieh ORFs Rv3874 dan Rv3875
merupakan antigeri potern yang dapat menginduksi respan sel limicsii T Virulensi

29
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M. bowvis secara nyata berkurang setelati iokus RD-1 dinapus; namun, pengenalan

lokus:RD-1 ke M. bovis BCG meningkatkan virulensinya hal ini digunakan dalam

pembuatan vaksin ningga memberikar-respon perlindungan vaksin yang lebih

haik. ' RD-1. ini, terbanyak merupakain kluster gen =SAT-6, telah dinyatakan
sebagai stimulator sistern Imun yang poten dan sebagai antigen yang dikenal pada
awal infeksi..(Gonzalo-Asensio et al., 2017)

Regions of Diiferences 2 (RD-2)
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MPT-64- merupakan salah satu antigen yang-di-sekresi oieh protein
imunogenik M. tuberculosis yang dikodekan oieh regio gen RD-Z, dan memiiiki
kemampuarn untuk menjadi antigen spesifik daiam membedakan M. tuberculosis

dari MOTT. Penelitian mengungkapkan bahwa MPT-64 tidak diproduksi oleh dan

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

—\—\y

MOTT juga bebearapa substraing M. bovis BCG. MPT-64 juga dieksresikan selemas

fase pertumbuhan aktif MTB. MPT-64 telah digunakan untuk identifikasi cepat

MTB pada'spesimen kiinis. (Arora et al., 2015, Sakashita et al., 2020)
Regions of Differences 3 (RD-3)

RD3, segmen gernom 9.3 kb yang tdak ‘ada dari semua sub-gaiur ECG,
ditemukan di galur laboratorium ganas M. bovis dan M. tuberculosis, tetapi hanya

pada sebagian kecii isolat Klinis . tuberculosis yang aiuji.
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2.6.4.4. Metode Feineriksaan Antigen Tuberkulosis
Perneriksaan berbasis - deteksi antigen ‘masih banyak diteli dan terus

dikembangkan.: Pemesriksaan ini.bertujuan- untuk. mendeteksi: antigen TB:yanag

| REPOSITORY.UB.ACID |

bersirkulasi aaiain spesimen Klinis sepeiti seium, sputum, urin, CSF, dan' cairan

pleura. -Metode pemeriksaan vang dapat- digunakan- {Chae and Shin. 2018;

-

Turbawaty et ai., 2017):

L. Metode berbasis Pelymerase chain reactions (PCR)

2. Sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
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3. Pemeriksaan IGRA, yaiu tes darah in vitro untuk mengukur respon imun
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yana dimediasi sel, tes ini mengukur. pelepasan IFN gamma oleh sel-T

dari stimulasi- oieli antigen spesiiik -untuk  MTB kompleks (dengan

pengecualian substrain. BCG), vaitu ESAT-€ dan CFR-10. vang. dikode
~D1 daii M. tuberculosis gencime.
4. Pemeriksaan lain adalah dengan. uji lateral flow . imunokrematografi

(ICT). Metoae pemeriksaan iCT mempunyai beberapa keuntungan,
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diantaranya cepat,-mudah, prakiis, dan tidak rumit. Teknik-ini telah
dikembangkan uniuk mendeteksi antigen TB dengan menggunakan
satu atau kombinast tiga antbedi monokioral untuk mendeteksi antigen,

TB spesifik ESAT6, CFP10 dan MPT64 yang disekskresikan oleh M.

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

tubercuicsis pada masa aktifnya.

5. Aglutinasi adalah metode .alternatif. yang dapat mendeteksi antigen

ketika mereka mengguinpal dengan antibodi dan‘inembentuk kompgizks

visual,
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2.5 Kerangka Teori
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2.5.1. Penjeiasan Kerangka Teori

Paru merupakan port d entrée lebih dari 98% kasus infeksi TB.. Kuman. TB

dalam-percik renik (dropiet nuclei) berukuran sangat kecil {<bum) akan terhirup

dan. mencapai alvecius. Pada sebadian kasus. kuman TB. dapat dibersihkan
seluruhinya oleh mekanisimie irnuriologis nonspesiiik, senirngga tidak terjadi respons
imunologis spesifik. Pada individu yang tidak dapat -menghancurkan seluruh

kuman TB, makrofag alveolus akan memiagosit kuman TB yang sebagian besar
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aihancurkan, namun sebagian kecil kuman TB yang tidak dapat dihar curkan akan
terus berkembang biak dalam makrofag.
Invasi - MTB ke dzlam makrofay host difasilitasi oileh beberapa pretein

imunogenik, yang paling sering yaitu ESAT6, CFP10 dan MPT64. Selain
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mernbantu invasi ke dzisam makrofag hest, protein-protein ini juga menyebabkan

berbagai mekanisme yang mengakibatkan pelemahan daripada sistem imun host.

Selanjuiye, kuman TB memecentuk lesi di tempat tersebut, disebut sebagai primei
Ghon. Dari_primer. Ghon, kuman TB- menyebar. melalui saluran limfe menuju
clenjar limie regional. Penyetaran ini -menyebabkean terjadinya nflamas: di
saluran limfe (limfangitis) dan di kelenjar limfe {!imfadenitis).

Setelah terbentuknya focus Ghon, infeksi TB dapat terjadi 3 kemungkinan
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vaitu: 1. teriadinya localized progressive primary tuberculesis, dengan. oejala
prieurnionia, konsolidasi paru ataupun efusi pieura. 2. Fenyebaran hematogen
(wman TB ataugun 2. Terjadinva TB laten (pada 95% kasus dengan adanva

adaptive immunity, inteksi TB akan bersifat laten. Inieksi iaten ini dapat mengaiami
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reaktivasijika terdanat penurunan sistent imun host).
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KERANGKA PENELITIAN
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3.1, Kerangka Konsen
Mycobacterlum tubercuI05|s
& —
s e | Inhalasi
é rare— |
5= )
< < | MTB menginvasi paru I
=g o . |
S
e | RN - RSN i TP TSI = S S _ r
| |
v : v
MTB yang hidup dan virulen J Materi genietik MTE di sputum MTB di'sputurn
—-— - - [ o
(=~ |
S v | |
| Ly e _ |
E! MTE mensekresi protein ESATE, CFP1C dan MPT64 i ‘
| & b s § Jomis pmpamibucn PDonmearilmysomn D oan o i
|2
5 hos £ |
E . !
i | Terdapat Antigen M. tubercuiosis pada sputum | |
| |
< [E— e Brawiaua Re |
% sitory Univershas Brawiiaya: Repositons Briversit ;
V) = : Antigen. tuberkulosis | uantn‘omf : i Tesc cepat mr)lekul r . I _Pewarnaan BTA
= Ayl Ml sl bl yap 4 ! iyttt Aeiindddidte ! N
S
o <
L
S Keterangan
>0 o
Variabel yang diteiiti: |

3.2. Penjelasan Kerangka Konsen
infeksi M. tuberculosis masuk meiaiui saiuran napas, kemudian MTB akan

menginfeksi: paru-pary, MTB mensekresi: proteint ESATSE, CEPIC dan MPT64,

protein-protein ini akan menginvasi makrofag yang menyebabkan penurunan

19
| <
| <
| @
=
| >
| &
| 0
|
| @
|0
| &
o)
[+

akiifitas antibsicterial aari makrofag dan 1 menginhibisi fungsi mak-ofag. Ketiga
protein yang disekresi olen MTB ini nantinya akan terdapat pada sputum penderita
TB paru. Proteln ESATG, CFRL0 dari MPT64 hanya disekresi oleh MTB yang
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masih-hidup dantidak disekresi oleh strain M. bovis BCG, seliingga tidak ada cross

reactivity antara MTB yang virulen dengan vaksinasi BCG. Ketiga pratein ini akan

diperiksa dengan imenggunalkan metode antigern TB kuantitatit.
MT3, merupakein bakteri tahan asam yang akan terwarna meiah. dengan
pewarnaan Zienl neeisen. Bakteri TB yang nienginieksl paru-paru dan dapat

ditemukan -pada . sputum, penderita - TB. -paru. - Diaghosis - TB ~paru- dengan

pemeriksaan pewarnaan BTA sputum memiiiki sensiilvitas bervariasi antara 73-
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95% dan dibutuhkan setidaknya 10 basi! per mililiter sputum.
Pemeriksaan TCM derigan prinsip real time PCR mendeteksi adanya DNA
asam nukleai gen- M. tuberculosis dalam: sputum pasien. Gen: yang dideteksi

adalah. gen rpoB yang juga mengkode 95% resistensi terhadap. rifampisin.

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

Pemeriksaan tersebut dilaikukan dengan mesin. GeneXpert, vang menggunakan

sistem. otomatis vang. mengintegrasikan proses purifikasi spesimen, amplifikasi

asam nukleat, dan deteksi sekuen target. Tes ini tidak dapat digunekan urtuk
pemantauan pengobatan, karena mengamplifikasi baik bakteri hidup ataupun
matl.

3.3. Hipotesis Penelitian
Pemeriksaan antigen TB kuantitatii yang mendeteksi keberadaan protein

<
<
s
<L
o
o0

UNIVERSITAS

munegenik TB (ESATS, CFPL0 dan MPT64) dengan sarmpel sputum mamilikinilal
diagnostik vang lehih baik dibandingkan dengan pewarnaan BTA dan tes cepat

molekuler pada penderita TB paru.
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4.1. Rancangan Pengelitian
Penelitian ini adalah peneiitian observasional dengan desain cross sectional.

Pada subjek terduga TB paru yang datang ke RS Suprasen, RS Sziful Anwer
Maiang, maupun RS Kepanjen Malang yang diperiksakan TCM, sampel sputum

tersebut kemudian diizkukan pemeriksaan antigen TB kuantitatif, dan pewarnaan

BTA.
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4.2. Populasi dan subiek Penelitian
4.2.1. Populasi Penelitian
Populasi pada penelitian ini adalah pasien terduga TB paru di RS Supracen

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

Malang, RS Dr. Saiful Anwer Malang, can RS Kepanjen Kasugaten Maiang.

4.2.2. Subjek Penelitian
Subjek penelitian adalah semua pasien teiduga TR paru yang diperiksakan

TCM sputum di RS Dr. Saiful Anwar Malang, RS Supraoen Malang, dan RS

Kepanjen Kabupaten Maiang yang meinienuhi kriteria inkiusi dan ekskuis’.

4.2.3 Kriteria Inkiusi

<
<
s
<L
o
o0

UNIVERSITAS

1. Pasien terduga TB paru yang diperiksakan TCM sputum
2. ! Dengaw krieria:
» . Pasien yang dicurigai menderita TB paru oleh dokter nenanggunag
jawab pasien beraasarkan gejala dan riwayat Koritak ataupun ioto

rontgen.yang mengarat TB paru.
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Sampel sputum dengan volume minimal Zml, dengan konsistensi

mulkopurulen.
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424, Kriteria Eksklusi
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Kriteria eksklusi-penelitian ini adalah sampel sputum yang sudah disimpan

lebih dari due hari.

4.2.5. Cara Pengambilan Sampel
Teknik pengambilan sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah

)

consecutive sarnpiing.
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4.2.6. Perhitungan Jumlah Sampel Peneiitian
Rumus yang digunakan untuk menientukain besar sampel pada penelitian ini

")
%

adalah menggurakar rumus penentuan besar sampel untuk uii diagnostik dengan
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keluaran AUC (Dahian, 2009). Rumus tersebut aaalah sebagai berikut :

n:(zm/zv1+z[3\/v1+V2)2

(81-902)?

|
|
|
|

n =(1,64(0,173) + 1,28(0,451451))?

z[- (0,1)2
b n = (0,284+ 0,451) 2 = 0,549
[
7= (0,12 0,01
oc
w < n=55
>
S
> 0 Keterangan:
£ . , v Universitas |
“ Za = 1,64 (deviat baku alpha dengan kesalahan tipe | (a) ditetapkan sebesar
5%)
5 Zp3 = 1,28 (deviat haku beta dengan kesalahan tipe Il yang ditetapkan sebesar
| <
|2 10%)
2
18 ©: = AUC dari indeks yang diteliti (0.9)
| &
' & = AUC gari indeks yang sudah diketahui'(0,3)

37

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




Q1 - 902 = selisin minimal AUC antara dua indeks yang dianggap bermakna,

ditetapkan sebesar 0;2.0 dari AUC urine LAM (2,8). (Iskandar et al., 2017)
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Vi = Qu+Qu-28.= 0,818 + 0,852 1,62 =0,03

V2 = Q12+02,-28:%= 0,687+ 0,711~ 1,28 = 0,098

Qi1 = Niiai Q1 dari indeks yang diteliti= €1: (2-81) =0,9:1,11=0,818
Qs = Nitai Qs dari indeks yang diteliti = 264 (1+€,) = 2,62 :1,9=0.852

Q12 = Nilai Q1 dari indeks yang diteliti = 8: (2-82) = 0,8 : 1,2 = 0,667
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Q22 = Nilai Qa dari indeks yvang diteliti = 26,% (1+€2) = 1,28 :1,8=0,711

1 i

Jumlah_subjek minimal yang dihitung berdasarkan rumus tersebut adalah

sebanyak ‘55 vrang.
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4.3 Waktu dan Tembat penelitian

Penelitian berlckas! di Labearatorium: mikrobiolcgi dan: parasitologl Fakultas

Kedokteran Brawijaya Malang. Dengan waktu pelaksanaan dimulai dari Juli 2019

hihgga Desember 2018,

4.4 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.4 1.Variabel Feneliiian
Variabei penelitizrr ini adaiah kadar Anigen TB kuaniitatif, pemeriksaan
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TCM, dan pewarnaan BTA sputum pasien terduga Tuberkulosis paru.

4.4.2. Definisi Operasional Penelitian
Pasien yang yang diduga menderita 1B paiu adalah pasien vang dirujuk

urituk melskukan permegriksaan TCM oieh DPJIR dengan gejaia meng=rah ke TB
paru yaitu batuk lebih dari 2 minggu. batuk berdarah, atau demam lebih dari 2

minggu yany tidak jeias sebabnya, pendrunan berat badan, status gizi kurang,
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adanya riwayat kontak dengan penderita TB paru, dan malaise lebih dari 2 minggu.
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Tabel 4.1. Definisi Operasional Peneiitian

No. Variabel . Definisi Operasicnal Metode Pengukuran Hasil yang didapat

1 Antigen TB  Protein immunogen yang. Pemeriksaan dengan Quantitative TB Ag Range deteksi kit setelah
kuanititaif - disekresikan oleh “MTB yang - Rapid JL-Biotecn dengan metode dikonversi dengan  kurva
viruten can hidup. Pada kit yang  Immunochremategrapny dengan 3 jenis kalibrator — adalah  5-300
dgiteliti. kali.ini mengukur 3 jenis: iantibodi: monokonal tikus untuk mendeteksi ng/mL.
protein (antigen) vaitu: ESAT6,. antigen . ESAT-6, CFP-10, .MPT-64, di Hasil <5 ng/mL di kategorikan
CFP10 dari MPT64. Sputuim. sebagai hasil negatif.
Barcode test card terdiri-dari band T (test)
dan C-(control), pada -band T dilapisi oleh
anti-TB_antibedies secreted antigen protein
kelinci. Dan pada pnand C dilapisi oien anti-
mouse 1gC antibcdy kambing. Jika terdapal
anticgen; konjugat antibodi akan - herikatan
dengan antigen dan  terbentuk kompleks
antigen-antbodi.
Barcode “iesi card kemudian akan - di
masukan ke dalam reader dan hasii berupa
konsentrasi protein kuantitatif clalam ng/ml.
yang didapatkan dari sinyal masing-masing
sarmpel yang dianalisis dengan - Kuiva
Kelibrasi.

| REPOSITORY.UB.AC.ID |
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§ 2 TCM Tes  cepat . mciekuler untuk GENXPERT dengan prinsip Nucleic acid- MTB not detected

E mendiagnosis TB  dengan based amplification test (NAAT). MTB detected very low
5§ mendeteksi adanya DNA bakteri  Hasii pemeriksaan GENEXPERT berupa MTB detected low

@ TB. cycle threshold (Ct); Ct: high, <16; medium, MTB detected medium
| 16-22; low, 22-28; very low, >28. MTB detected high

Dengan  hasil. tamhahan berupa —adanva
resistensi rifampisin  (rifampicin  resistant
detectedq)yang “terdeteksi ataupun - tidak
terdeteksi {rifeimpicin resistant net detecied)
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: 3 Peawarnaan - Pewarmaan bakteri-TE, dimana - Pewarnaan  dengan ~Ziehl neelsery dan  Negatif
2 BTA bakteri. TB akan ‘memberikan dibaca dengan mengagunakan mikroskop. scanty (laporkan jumlah
|3 warna merah bazhkan setelah Interpretasi pemeriksaan mikroskopis BTA BTA/100 lapang pandang)
; dilarutkan dengan larutan asam_ berdasarkan skala [UATLD 1+, 2+, 3+.
|2 alkchol 'yang terdapat paca
| 8 pewarnzan ZN
=) 4 Terduga Pasien dengan gejala
TB tuberkulosis yang sputumnya
dipeiiksakan pemeriksaarn TCM
§ 5 N?lai e Sensitivitas: Kemampuan o Sensitivitas= " True  ~Positive -/~ True e Dianggap nilai
< Diagnostik suatu - tes untuk menyatakan Positive + FFalse Negative % 100% sensitivitas,  spesifisitas,
V) == (Dahlan, positif pada orang yang sakit. e . Spesifisitas=  True Negative. / False nilai duga positif, nilai
é 2011) e Spesifisitas: kemampuan Positive + True Negative x100% duga negatif, dan akurasi
¥ B suatu ies untuk menyatakan e Nilai Duga Posiiif= True Fositive / Tiue yang baik mendekati
< < nagatif  pada - crang vang Positive + False Positive x 100% 100%.
S e tidak sakit. o Nilai Duga Negatif=" Truz Negative / ¢ Interpretasi nilai AUC:
o0 e Nilai Duga Positif: False Negative + True negative x 100% - 0,5 - 0,6: sangat lemah
mencerminkan probabiiitas e Akurasi: True positive + True Negative / -0,6 —0,7: lemah
sakit jika hasil tes dinyatakan keseluruhan pemeriksaan x 100% - 0,7 -0,8: sedang
positif. o Nilal  ROC: “analisis ' yang digunakan - 0,8 -0,9: baik _
e Nilai Duga Negatif: untuk menilai. kemampuan tes -dengan - 0,9 - 1,0: sangat baik
mencerminkan. probabilitas hasil berskala = kontinyu. kemudian
? tidak ~sakit jika hasii - tes ditentukan cut-ofi untuk menyatakar
| dinyatakan negatif. hasil tes positif atau negatir.

e Akurasi: kedekatan suatu tes
untuk ~ memberikan - hasil
yang sesungguhnya
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4.5, Alat dan Bahan Penelitian
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Alat.dan bahanyang.diperlukan pada penelitian kali ini yaitu:

1. Kit pemeriksaan dari Quanititative TB-Ag Rapid-JD-Biotech yang termasuk

didalamnya vaitii barcode test caid (cassette) TB Ag, sample buffer,.dropper,

extraction toe aengan microbeads, dan sample tube

N

Reader berupa scftware yang sudah terintegrasi dengan kompuier

w

Vortex atau mixer

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

4. Sentrifugator

&)

inkubator

Fipet dan disposabkle pigetip

o

~

Masker N95 dan handscoen
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4.6. Cara Pemeriksaan dan Pemantapan Mutu
4.6.1 Cara pemeriksaan TB Antigen Kuantitatif

Pemerikcaan menggunakarn cassetie Quantitative TE Ag Rapid JD-Biotzch

dengan metode ICT, terbagi menjadi proses persiapan sampel .dan pioses
pemeriksaan Dengan prosedur parsiapan sampel sebagai berikut:

e masukkan 300-500 mikroliter sputum ke dalam tabung ekstraksi (setiap
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tabung berbentuk “V” dan mengandung magnetic beads berukuran 2,38 mm
yang. bertujuan. mempermudah menghomogenkan sputum teritama: vang
memiiiki- konsistensi sangat purulen, seningga-imerningkaikan kemampuan
deteksi alat) teimbahkan 1.5 mi._sampel buffer. dengan perbandingan .1
sampel : 5 saimpel bufier.

- sentrifugasi dengan-kecepatan 3000 rpm selama 15 menit
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buang supernatan

= gunakan vortex atau mixer untuk mencampur cairan padsa dasar tabuno
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- tambahkan 100 ul sampel bufier dan 100 ul sampe! seditnen ke dalam
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tabung ekstraksi

- campur dengan baik seiama 10-20 detik

-.. ‘inkubasi.pada sithu 37°C.selama 20 menit

Prosedur pemeriksaan antipen T8 kuantitatif adzlah sebagai berikut:

o Sampel dikondisikan pada suhu ruang sebelum di gunakan
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o Keluarkan barcode test card daii pernbungkus pada tempai yang kering,
bersih, dan datar

o Pipet 45 'yl atau 4 tetes campuran  sampel dean “hutfer yang  telah
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diinkubasikan pada suhu 37°C selama 30.menit ke dalam lubang sampel “S”

o Setelah 30 detik, tambahkan 25 ul atau 1 tetes sampel buffer ke daiam

lubang sampel “S” dan tunggu hingga 30 menit

o Setelan 30 meiit masukkan barcode test caid ke dalain reader untuk
pembacaan konsentrasi protein secreted dalam sampel

o Pembacaan harus dilakukan dalam 30 menit

o Prinsip pembacaan dalam readei:

Hitung rata-rata nilai sinyal reaksi Tbh Ag untuk setiap rangkaian referensi
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kalibrator dan kontiol yang terpasang pada barcode ‘setiap cassette. Yang
menyusun kurva kalibrator dengan memplotkan rata-rata nilai sinyal reaksi

/ang diperoleh uniuk setiap referensi-kalibrator ternadap konsentrasinya

13 dalam satuan (ng/ml) pada kertas grafik linier, dengan nilai sinyal reaksi pada
& sumbu  vertikal dan  Konsentrasi - paga - horizontal  (X; sumou. (Cara
1~
‘V‘ . . - . N .
|8 pemeriksaan di sadur dari insert kit Quantitative TB Ag Rapid JD-Biotech)
| &
et
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Tabel 4.2. Kurva Kalibratoy hasil TB Ag Kuantitatif dalam nig/mL {(disadur
dari inso"* kit Quantitative TB Ag Rapid JD- Riotech)
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| 1BAg  Ca.(ag/mi) ~ Traw
| Call 0 1.625
Cai 2 HIE) 2.875 lava
( Cahdversitas Bradaiava R itor6-Qlpiversitas Brawiiay:
Cald. 150 2875
Cal 5 300 50.150

Sebelum peneliiian ini dilakukar alat reader dan kit sudah dilakukan preses

pemantapan ‘imutu teriebih  danulu.  Femantapan mutu dilakukan  derigan
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menggunakan kaset kontrol dan kalibrator.

4.6.2 Pemeriksaan Mikroskopis dengan Pewarnaan BTA
Pemeriksaan . mikroskopis -dilakukan- dengan pewarnaan- Zieh! Neelsen;
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berikut adalan iangkail pewarnaan Ziehl Neeiseri: (Angra et al., 2007)

o Sediaan yang sudah difiksasi - diletekkan pade rak pewarnaan: dengan

hapusan sputum menghadap keatas

o Teteskan larutan carbolfuchsin 0,3% pada hapusan dahak sampzimenuiupi
seluruh permukaan sediaan selanjunva dipanaskan dengan-api spritus
sampai keluar uap seima 3-5 menit.

» Bilas. dengan air. yang- mengalir belan .sampai. zat warna. terbuang lalu

<
<
s
<L
o
o0

UNIVERSITAS

teteskan aengan asam alkohoi (HCL -alkohol-3%) sampai warna meran
fuchsin menghilang.

e Bilas dengan air yang mengalir peian iaiu teteskan iarutan methylen blue
0,2% pads sediaan sampai menutupi seluiuh permukaan dan diamkan 10-
20 detik iaiu bilas dengan air mengalir peian kemudian keringkan sediaan

diatas rak pengering di udara yeng terbuka
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e Pembacaan dilakukan dengan  mikroskop menggunakan lensa objektif

pembesaran 100X dan minyak ernsrsi.
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4.6.3 Pemeriksaan Tes Cepat Molekuler

Pemeriksaan. TCM dengan. Xpert. MTB/RIF. _merupakan metcde  deteksi

molekuler tervasis  nested real-time - PCR- untuk diaghosis -~ TB. ' Cara

pemeriksaannya adalah (Kementerian Kesehatan RI, 2015):
e Beri label identitas pada setiap cartridge. Identitas spesimern dapat
ditempel atau ditulis nada bagian sisi cartridge.

e Bukalah penutup pot dahak, tambahkan sampie buffer dengan
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percandingan 3 cadian velume sampe! dan 2 bagiar velume sample buffer
yang tersedia.

o _Tutun kemball pot dehal, kemudizn kocok dengan kuat sampai camptran
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dahak dan sample buffer menjadi homogen.

e - Diammkan seiama 10 menit pada suhu ruang.

» Koceok kemba'i campuran, lalu diamkan selama & menit.

¢ Bila masin ada gumpalan, kocok kembali agar campuran danak dan
sample buffer homogen can biarkan selama £ menit pads suhu kamar.
e Buka penutup cartriaige dan pot dahak. Gunakan pipet yang disediakan

~

untuk memindankan spesimen gahak yang felah dioiah sebanyak 2 mi

(sampai garis batas pada pipet) ke dalam cartridge secara perlahan-iahan
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untuk mencegzah terjadinya gelembung yang bise. menyebabkan errcr.

e Tutup cartridge secara perlahan dan masukan ke dalam mesin GeneXpert

4.7. Persetujuan Penelitian
Penelitian ini telah rnenidapat Kelaikain Etik (Ethical clearance) dari komisi

etik penelitian kesehaian fakultas kedokteran Universitas Brawijaya tertangga! 22

| REPOSITORY.UB.ACID |

Juli 2619 dengan nonior 208 / EC / KEPK — PPDS / 07/ 2019.
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4.8, Alur Penelitian

Malang, dan RS Kepanjen Kabupaten Malang

B —

Al

| Sampel sputum diperiksakan TCM ai laboratorturm

Subjek yang memenubhi kriteria inkiusi
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I

|

|

|

v -
Mencatat identitas, usia, dan jenis kelamin pasien
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| Sputum dengan hasil TCM TB (baik positif maupun negatif) diambil
untuk perneriksaan BTA dan Antigen TB kuantitatif

\ 4 v

Sampel sputum diperiksa BTA Sampel sputum diperiksa Antigen
Tuberkuiosis kuantivatit
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I . . = Y
i Anailsis Data cengan SPSS
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Fengelahan data hasil penelitian-dianaiisis dengzan menggunakan Software
Statistical Producta and Service Solution 25 PS (SPSS 25 PS) for Windows

dengan tingkat signifikansi 0,05 {p<0,05) dan taraf kepercayaan 95% (a= 0,05).

Analisa uji statistik yang akan dilakukan ialah sensitifitas, spesifisitas, nilai- duga

positif, nilai duga negatf, kacar antigen TR pada Kelompok TB-dannenh TB.
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BAEV
HASIL PENELITIAN
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5.1. Karakteristik Subjek Penelitian
Penelitian ini- dilakukarni pada Juli- 2013 sampai Desember 2019 dengan
jumlah subjek penelitian sebanyalk 96 orang. Jenis kelamin subjek penelitian terdiri

dgari 50 orang iaki-laki dan 4€ oraiig perenipuan. Distribusi berdasaikan kelompok

pasien adalah 18 pasien kelompek TE dan 78 kelompok nenTB (tabei 5.1).
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Dari pereriksaan TCM -didapatkan hasii positif sebanyak 18 (18,3%),
dengan rincian MTB detected: low 5 (5,2%). mediunm 10 (10,49%); -high 2 (3,3%),

dan 2 hasil pemeriksaan dengan terdeteksinya resistensi terhadap ritampisin.
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Sedangkan dari hasil pewarnaan BTA didapaikan 17 (17,8%) hasil positit dengan

1+ sebanyak 10 (10,4%) peimeriksaan, 2+ berjumlah 5 (5,2%) pemeriksaan, dan

34+ herjumleh 2 (2,2%) (tabel 5.2).

7/

|
|
|
|

Tabel 5.1." Karakteristik ' Subjek Berdasarkan Jenis “Kelamin, Usia ‘dan
Kelompolk Pasien

&

L) — vz | lnhvrssraitas Bremaninuna Darmacitsarns | bmibvarcoitas B ravariiss s
§ B Karakteristik Kategori N B NonTB Nilai p
2 n=18 n=738
W < o PIS AR it QAR /A1 41705 BT 01410 20 (0 967
> d<|a \MEdl I:\JD) <18 tahun 3 45,41 £17,95 51,01+18,30 0,257
= Qo > 18 tahun 53
>0 SRSt LR T o

Jenis Kelamin Laki-iaki 50 11 (61,1%) 39 \bO“‘/o) 0,395*

Perempuan 46 7 (38,9%) 39 (50%)

Keterangan: " Uji Indppendﬁ-ntT -Test, #: Uji Chi Square, *: Signifikan bila p<0,05

Hasi pemeriksaan Antigen TB kuantitatif. dapat dilihat pacda tabel 5.3
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dimana kadar antigen TB kuantitatif pada kelompok subjek dengan TCM positif

memiliki median kadar yvang Izbih tingg (22,35 nig/mL) jika dibandingkan kelompok

TCM negatif (0,001 ng/mL)
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Tabel 5.2. Hasil Pemeriksaan TCM dain BTA
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Hasil Positif Negatif P Value
| Pemeriksaan
| TCM . .18(288%) .. 78 (81,2%) - 0,000=*

Rincian hasil ~tow detection: 5 (5,29%)
TCM Medium detection: 10 (10,4%)
High detection: 3 (3,3 %)

V)
= Rifampicin resistance detecied: 2
v ; Rifaimpicin resistance not detected: 15
o
W] <
= o BTA 17 (07,8%) 79 (82,29%) 0,000
Z == T =P i PR N = S - S .
=g Skala 1+: 10 (10,4%)

IUATLD BTA:  2+: 5 (5,2%)

3+; 2,(2,2%)

r

A
If Tabe! 5.3, Hasil.Kadar Antigen TB Kuantitatif berdasarkan Hasil TCM
8 “HasitAntigen T8 Va TeM@TOTY UTTFem > PTa7Nifap |
|8 ary Liniyarctac Rrawiiaya  BRannotnry | inivarcdac Reaownioys §
k- Antigen TB
e Positif (25 ng/mL)
=36 (37,5%) is 26 0.000™M
<L Negatif (<5 ng/mL.)
z[- n=60 (62,5%) 1 59
4 e Kadar - Antigen TB Kuantitatif 22,55 0.001 0,000*
= B (ng/mL)
& - Median (Q1-Q3) (9,635-106,9) (0,001-1,35)
o
L
= Qz Keterangan. ~: Uji X2 = Uji Mann Whitney: *: Signifikan hila p<0,05
>0

5.2. Analisis Data Penelitian
Sebelum melakukan analisis statistik penelitian periu dilakukan uji normalitas

untuk menentukan pengujian parametrik atau non parametrik. Untuk melakukan
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uji ‘nermalitas data penelitiazn dapat dilakukan uji-Kolmogorev-Smirniov  atau

Saphiro-Wilk. Pada penelitian ini digtinakan SPSS versi 25.0: untulkcmelakukan

anelisis ternadap variabel dalain penelitian. Dalam uji KGIMoOGorov-Srirmiov,

criteria keputusan, adalah jika nilai Sig. atau nifai p>0,05, maka data terdistribusi

normai. Berdasarkan uji Kolmogorov-Smirnov - didapatkan ™ p<0,05 seningga
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menunjukkan tahwa data ar Antigen Tuberkulosis kuantitatif tidak terdistribusi

normal, maka. dilakukan. transformasi ke  dalam. hentuk algoritma. Hasil  uiji

<olmegorov-Srimeov - data’' ‘Kadar Antigen- Tuberkulosis ' kuaniitatif setelah
ditranformasi nitai Sig-atau p tetao <0,05; maka uji statistik yanc digunakan untuk

analisis variabei peneiitian ini‘adalah uji non parameatrik (Dahlan, 2011).

5.3. Uji Kesepakatan Kappa T8 Antigen Kuantitatii dan BTA dengan TCM
Hasil “uji kesepakaian Kappa (Kappa agreement) antara 1B antigen
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kuantitatif dan BTA terhadap TCM terdapat pada tabe! 5.2. Hasil uji kiesepakatan
Kappa antara Antigen T kuaniitatif derigan TCM sebesar 0,506 dari-Antigen 7B

kuantitatif dengan BTA sehesar 0,458. Keduanya merupakan kesepakatan sedang
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(moderate), seaangkan kesepakatan Kappa antara BTA dan TCM sebesar 0,931

menandakan kesepakatan hampir sernourine {(almost perfect), dengan p<0,05.

|
|
|
|

Tabel 5.4, Uji Kesepakaian Kappa Antigen T3 Kuentitatif dan BTA dengan

<L TCM
> AT AN OE AT Ee = S
< Variaoel Kappa Approximate
V) — e i
S — Agreement Signiticance
& B “TBantigen 0506 0000 -
w <
> o BTA 0,931 0,000+
>0 ’

Keterangan *: blgnmkan bila p<0,05

Tabel 5.5. Uji Kesepakatan Kappa Antigen TB dengan BTA

[a]

|2 Variabel Kappa Approximate

E Agreement Significance

B ’ AR R R i S \_"ll SOlTU\D

| &

e TB antigen 0,453 ,000*

|8

; _____________________________________________________________

Keterangan *: Signifikan bila p<0,05

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




[ reposiToRY.UBACID |

4, Performa Diagnostik Antigen T3 Kuantitaut melalui Kurva ROC
4.1. Kurva ROC Antigen TE untuk Dizgnasis TB dibandingkan TCM
Uji performia diagnostik antigen T8 kuantitatif dan BTA menggunakan kurv.

5.
5.

D

RCC dengan referensi pemeriksaan TCM. Pada gambar 5.1 didapatkan kurva
oC

R daui hasii TB antigen kuantitatif dicandingkan dengan hasil TCM.

<L
>
<L
) —
=S ROC Clive
g ; 1.0 . - -/7
ui | 7
=y | 2
S /.
o) , v
-]),‘. ‘ | ///
Hieals
' 4
e e Ve
5] ‘;—," | e
| ik /
3. Z,
E! & ‘
& L /
7
. 1 /
afciias S
g
W4
DG I IR I NI Fa I Fw IR AN dB IR IR IR TR SNV i wd Bt Vi)
on nz2 0.4 (VN5 08 1.0
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Gambar 5.1. Kurva ROC Antigen TB Kuantitatif dibandingkan TCM

Dari kurva pada gambar 5.1 didepatkan nilai AUC dari kadar Antigerns TB
kuantitatif terhadap TCM adalah 0,867 dengan 95% Confidence Intervai (Cl)
adalah 0,781~ 0,953 dzn nilai p<0,05. Nilai AUC dari antigen TB kuantiaiif adaiah

0,867 dan nilai ini termasuk nilai AUC yang baik. Hal ini ditunjukkan pada gambar

5.1 sebagai iuasan daerah di bawah kurva ROC (di'bawah garis biru).
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Tabel 5.6. Nilai AUC Antigen TB Kuantitatif aibandingkan TCM

[ reposiToRY.UBACID |

Variahel AUC. Nilaip Interval Kepercayaan 95%

i Minimum Maksimum

] o aa =7~
Antigen TB. 0,867  0,000* 0,784 0,954
Kuantitatif

= Signifikari bila p<0,05

5.4.2. Penentuan Cut Off Optimal Antigen Tb Kuantitatir
Hasii AUC 7B antigen kuantitatif jika dibandingkan dengan BTA secbesar
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0,834 (tahe! 5.6) dengan p<(,05 dengan interval kepercayaan 95%.0,739-0,920.

Tabel 5.7. Nilai AUC Antigen TB Kuantitatif cibandingkan BTA
[ PN P P e Reavatiova Do i Yoy
|2 Variabel AUC - Nilai p Interval Kepercayaan 95%
E Minimum Maksimum
|8 01! =\ idyd
¢ Antigen TB 0,834  0,000* 0,739 0,930

Kuantitatif
Keterangan *: Signifikan bila p<0,05

Dari kurva ROC paca gambar 5.1 diambi cut off optimum antgen 1B

cuantitatif yaitu 8,36 ng/ml.. Berdasarkan Tabe! 5,8 maka danat ditenivkan 5 nilai
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<
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o
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diagnostik Antigen TB kuantitatif, yaitu nilai sensitivitas, nilai spesiiitas, nilai duga
positif, nilai duga negatif, dan-akurasi. Dari hasil tabel 2x2 ¢i atas maka diperoleh
nilai sensitivitas adalah 88,88%, nilai spesifitas 80,77%, nilal duga positif 51,61%,

nilai duge negetif 96,92% dan nilai akuiasi digeroleh 32,20%
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1 -Specificity

Gambar 5.2. Kurva ROC Antigen TB-Kuantitatif dibandingkan BTA

|
|
|
|

)

Tabel 5.6. Tabel 2x2 TB Antigen berdasarkan Kelompok Subjek

Hasil TCM

-
n ﬂ Hasil TB Antigen — - Total
<L — onr Rositif Negatf iaya
= ; Posilif 16 15 31
& Negethiversitas Briwilaya  Reposit 53 Universitas Brawijaya
o0 s B Boeis receeniben s Elvesiiifa n  iinues 1 bt s rnifenn Elretsdin, o

Daii kurva RCC pada gambar 5.2 -diambil cut off optiraum-TB ‘antigen
kuantitatif juga sebesar 8,36 ng/mL. Berdasarkan Tabel 5.9 dapat ditentukan 5 nilai

aglagnostik peimeriksaan T5 ~Antigen  Kuantitailf jika dibandingkan derigan
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pemeriksaan BTA, yaitu nilai sensitivitas, nilai spesifitas, nilai duga vasitif, nilai

duga negatif, dan akurasi. Dari hasil tabei 2x2 - di atas maka diperoleh nilai

sensitivitas adalah 8€,24%, nilai spesifitas 72,75%; nilai dugapositif 43,38%, nilai

duga negatif 96,92% dan nilai akurasi diperoleh 81,25%.
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Tabel 5.9. Tabel 2x2 TB Antigen Kuantitatii berdasarkan BTA
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. . Hasil BTA y
| Hasil” Antige < < SHOO/ SRV EE] otal
| __' St ]:?_{_flt gen __Positif ] Negatif __,__,_______,i“ ______________
i Positif 15 16 31
Negatif 2 o3 65
Total 17 79 85
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6.1. Karakteristik Subjek Penelitian
Total subjek penelitian adalah $6 orang, dengarn 50 subjek laki-laki dan 46

subjek perempuan, toial subjek yang ierdiagnesis TB adalah 18 subiek, dengan
11 (61,1%0) suibjek TB adalah iaki-iaki dain 7 (38,5%) subjek TB adaiah perempuan

(tabel 5:1). Tidak terdapat perbedaan signifikan antare kelompok pasien (TB dan
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nonTB) berdasarkan usia dan jenis kelamin. Pada penelitian kali ini_ didapatkan

jumlah penderitzt T8 laki-laki lebih banvak jika dihandingkan dengan perempuan,

narmun tidak berbeda secara signifikan. Dikatakan secara giobal maupun-di
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Indonesia angka penderita’ TB leki-leki-lehih tingai 1,4-2x daripada perempuan
G Je ! r

yang dikaitkan dengan adanya kebiasaan merokok. dan kemungkinan terpapar

serta predisposisi gender. (Nhamoyebende and LLeslie, 2014)

"/

Jenis kelamin laki-laki memiliki-predisposisi untuk menjadi _penderita TB.

N

Terdapat 9 'gen yang terkait yaitu IKBKB dan CYBB, yang bersiiat x-linked dan
hanya terdapat pada pria, dengan kecenderungan terhadap infeksi Mycobacteria
Meskipun polimeriisme gen ini jarang terjadi namun diduga-oerhiubungarn dengan

imunitas terhadap TB.- Kromasom X memiliki 1100 gen yang mayoritas merupakan

<
<
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imuncimodulator, jika dibaridingkan dengan hanya 100 gen pada kromosorn Y-
(Nhamoyehonde and Leslie, 2014).
Sejak tanun 2010, WHO rnerekomendasikan penggunaan TCiM sebagai

pemeriksaan awal untuk diagnosis TE terutama pade. MDR-TR dan HIV-TB. Dan

berdasarkan keputusan dari Kementrian Kesehatan Indonesia homor 67 tahun

2016, TCM iciah dipergunakan secare luas tidax hanye untuk mendiagnesa MDR-
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TB ataupun TB-HIV, tetapi juga untuk diagnosis kasus TB secara umum. Beberapa
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penelitian juga mengatekan sznsitivitas dan sgesifisitas TCM yang sangat baik

vaitu 93 dan 98.3% dalam diagnosis TB paru. (Singh et al., 2016)

Dari' hasil pencilitian didapatkan 1 -hasii-dengan BTA menunjukan hasii
negatif sedangkan TCM memberikan hasil nositif, hal ini disebabkan oleh batas
deteksi BTA yarig meimbutuhken lebin banyak bakteri jika dibandingkan dengan
TCM  untuk. -memberikan . hasil- positif, yaitu - 1x10% - 10° CFU/mL  sputum

oYY ~r

dibandingkan dengan TCM yang membuiuhkan 131 CFU /mL sputum untuk
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memberikan hasil posiiif, (Mariowe et al., 2011a) Hasil ini memberi implikasi bahwa
pereriksaan BTA memiiiki keterbatasan jika dibandingkan dengan pemeriksaan
TCM dziam sensitivitas.

Keterbatasan pemeriksaan BTA inilah yang imendasari digunakannya TCM
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dan’ BTA sebagai referensi gada peneiitian- ini, yaitu dengan memiandingkan

antigen TB kuantitatif dengan TCM dan pemeriksaan BTA, dengan harapan TB

Antigen kuentitztit dapat mendeteksi bakien dengan jumlaly yang tebin sedikit dasi
pemeriksaan BTA sehingaa dapat mengagantikan pemeriksaan BTA ditempat yang
belum-tersedia TCM.

Kemampuan diagnostik dari TB antigen kuantitatif dianalisa. dalam hentuk

AUC, sensitivitas, spesifisitas, cut off optimal, PPV, NPV darn rmenganalisis korelasi
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antara kadar anticen 7B kuantitatif dengan nilai- deteksi.dari TCM (high, low, dan

intermediate) serta BTA berdasarkan IUATLD

6.2. Performa Diagnostik Antigen TB Kuantitatf
6.2.1. Analisis Perbedaan
Pada penelitian inipasien TB dan nonTE dikelompcokan berdasarkan hasil

| REPOSITORY.UB.ACID |

TCM, dimana TCM positif dikatakan sehagai kelompok TR dan TCM neaqatif

dikelompokan sebagai nonT3. Kadar T5 antigen kuantitatif dibandingkan antara

kelompek TB dan nconTB, Hasil uji komparatif dengan Independent T-test pada

54
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kadar TB anugen kuantitatf dalam 2 kelompok pasien (T3 darr nonTB) hasil yang

berbeda secara signifikan p<0.05

Ketiga jenis antigen yang digunakan dalam penelitian kaii ini-merupakan
tioa protein yang paling banyak ditemiikan dari hasil kultur MTE dan yang paling
banyak diteliti yaitu MP7T-64,  CFP-10, dan E3SAT-6. Dirnana ketiga piotein -ini
hanya disekresikan oleh MTB dan tidak padae strain BCG serta hanya disekresikan

oleh MTB yang viruien dan hidup. (Peng and Sun, 2016)
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Pemeriksaan TCM mendetekst MTEC berdasarkan materi asam nuk'eat
yang diampiifikasi dengan teknik PCR. (Kurniawan and Arsyad, 2016) Hasil uji
komparatif yang menuniukan perbedaan bermalna hasil Antigen: TB kuantitatif

pasien dengan TCM nositif (kelompok TB) dan TCM negatif (kelompok nonTB)
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menunjukan tahwa ketiga antigen TB gisekresikan oleh MTB dl daizim spuium

sampel dengan TCM positif. Dan MTBC yang terdeteksi melalui pemeriksaan TCM

adaiah MTBC yang virulen can hidup. (Cao et al., 2021)

6.2.2. Analisis Keppa Agreement
Analisis ‘Kappa digunakan untuk menganalisis kesepakatan (sgreement)

antara dua metode pemeriksaan atau 2 penilaian (2 jurl atau 2 peneiitl) untuk

mendiagnosis adanye suatl penyaxit ateu tidak. Sumiger iain mengatakan
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kesepakatan Kappa digunakan untuk menguji dua . metode . yang diharapkan
meriliki'hasii yang sama (sepakat). (Watzon and Petrie, 2010) Peneiitian yang

disusun secara baik seharusnya memiliki kesepakatan yana baik antara berbagai
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parameter. -Bercasarkan Landis dan Koch indeks kesepeakaizan Kappa memiliki
rentang (-1) — (+1), dimana angka (+1) menunjukan kesepakatan vang sempurna

Angka =0 sebagai tidak ade kesepakaian, 0.01-0.20 sebagai slight agreement,

0,21-0,4C . sebagai fair,. . 0,41-0,60 -sebagai . moderate, . 0,561-0,60. sebagai
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substansial, dan €,81-1,00 sebagai airncst perfect agreement. (Carpentier et al.,

Semakin besar kesepakaian Kappa diarukan- sermakiri baik karena cata

vang salah dihitung berdasarkan rumus 1 - {angka kesepakatan kappa), yang
didapat dalarm bentuk persen. Kesepakatari Kappa 0,40 dianggap sebagal angka
terendah yang dapat digunakan dalam laboratorium Klinik. (MWatsor and Petrie,

2010)
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FPada penelitian kali ini- didapatkan hasil kesepakatan: Kappa: antara TB
Antigen dan TCM sebesar 0,506; indeks kesepakatan antara TB antigen dan BTA
sebesar 0,458 yang menunjukan kesepakatan moderate. Hasit kesepakatan

Kappa antara BTA dan TCM menunjukan hasil hampir sempurna (kappa index=
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0.931), dengan ketige nasil signifikan secara statistik. Fenelitian sebeluimnya yang

menggunakan TB antigen dibandingkan dengan kultur TB dilakukan oleh

Nazarudin paca tahun 2015 dengan hasil kesepakatan antarz. TB antigen dan
kultur. sebesar 0,860. {Nazarudin and Nuaraha, 2015)

Hasi! kesepakaan Kappa yang menunjukan hasil moderate pada penaiivian
kali ini:kemungkinan disebabkan lebit hanyak: hasil TR antigen yang positif jika

dibandingkan dengan hasii TCM maupun BTA (terdapat hasii yang berbeda 49,4%
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diantara metode TCM dengan TR Antigen dan 53,2% antara BTA dan TB Antigen).
Dengan angka kesepakatan diatas 0,40 rmaka dapat disimpuikan banwa hasil

penelitian ini dapat digunakan pada laboratorivim klinik:

6:2.3. Analisis Kurva ROC dan Cut-oif TR Antigen Kuantitatif
Penelitian kali ini mengkuantifikasi hasil ICT kadar Antigen TB. dengan kadar
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mediain antigen TB kuaniitati pada pasien TB (22,551, Q1-Q3 =9,635-106,900)

secara ;signifikan- lebih tingai dibandingkan- kelompok: nonT8&: {C.001: Q1-Q3=

0,001-1,35) dengan p<0,05 (tabel 5.1). Hal ini menunjukan bahwa kadar antigen
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TB (MPT-64, ESAT-6 can CFP-10) ditemukan dengan kadar yang lebin tinggi pada

sampe! sputum pasien dengan TB dibandingkan nonTB.

Penelitian yang meneliti kadar MPT 64 'dengan metode sandwich ELISA
mendapatkan hasil deieksi 2,1 ng/mL hingga 250 ng/mL. (setara 1,7x10* CFU/mL-
2x10¢ CFU/mL). (Ji et al., 2014) Penelitian Sher yang menggunakan iICT dengan
2 antibedi - menoklonal - (terhadap ESAT-6 -dan- CFP-10) untuk mengidentifikasi

isolat MTB dari hasil kultur mendapatkan hasii diperlukan sedikitriya 3x10“ - 3x10°
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CFU/mL untuk mendapatkan hasil ICT yang positif. (Shen et al., 2017%)
Penelitian mengenai Antigen TB kuantitatif dengan metode iCT sampali

sejauh inimasitt belum ada. Pada penglitian: kaliini_didagatkan kadar terengal

antigen TB sebesar 5,389 ng/mL, sedangkan yang tertinggi adalah 146,105 ng/mL.
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Hal ini sesusai denganiange hasil TB Antigen kuantitalif sebesar 5-300 ng/mlL vang

disadur dari insert kit TB Antigen kuantitatif.

Pada data kadar antigen TB kuzntitatif dengen Kurva ROC dan AUC
didapatkan nilai cut-off adalah 8,36 ng/mL. Dengan ni'ai AUC 0,867 (25% CI1 0,784
0,954) danr nifai <0,05 (gambar5.2). Nilai AUC 0,867 termasuk-dalam rilal yang
haik. (AUC 0,8-0,9 termasuk dalam AUC vang. bzik). Nilai 0,867 ditunjukkan

Ssebagai luas daerah aibawah kurva ROC. (Dahlan, 2011)
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Pada tabel 5.7 menunjukkan parameter diagnostik yaitu nilai sensitivitas,
spesiiisitas, niiai duga positif, nilai duga negaitif, dar akurasi. Dalarm penelitian ini,
dengan kadar Antigen TB kuantitatif sebesar 8 36 ng/mL-iika dibandingkan dengan

TCM memiliki sensitivitas 88,88%, spesiiitas 80,77%, nilai duga positii 51,61%,
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nilai duge negatif 96,92% dan nilzi akurasi diperoleh 32,30%

Pemeriksaan antigen TB dengan metode ICT yang mendeteksi gabungan 3

antigen (ESAT-6, MPT-64, dan CFP-10) dan iidak hanya szlah saiu antigen
bertujuan untuk- meningkatkan sensitifitas dan spesifisitas diagnosis Tuberkulosis.
Darl beberapa  peneclitian  didapatkan = metoda ' ini. meniliki  sensitivitas -dan

57
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spesiiisitas yang cukup-baic untuk diagnosis TE pard dengan sampel sputum.

Penelitian Gustiani mendapatkan hasil sensitivitas dan spesifisitas ICT antigen TB

-

kualitalif 'dengan 2 antigen yang dideteksi masing-rmasing adalah 95,7% ~dan

87,2%. (Gustiani et al.; 2014) Penelitian lain dengan sampel hasi! kultiir dari media
MGIT imenghasiikan sensitiviias ‘97% dar spesifisitas 97,4%. (Shen et al., 2011)
Kedua' penelitian tersebut hanya mengukur pemeriksaan ICT secara- kualitatif

berdasarkan aaa tidaknya hasil positif pada band T pada kaset iCT, aan-lidak
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mengukur kadarnya secara kuantitatif,
Sensitivitas penelitian kall ini didapat sebesar 88,88%, hai ini_disebabkan

adanya hasil negzatif paisu, berdasarkan penelitian Brent yang menggunakan !C

dengan antibodi terhadap MPT-64 dan penelitian berbasis PCR menyimpulkan

| REPOSITORY,UB.AC.ID |

bahwa hasiinegatif palsu ICT TBdisekabkan oleh adanya muiasi pada gen yang

mengkode MPT-64. (Brent et al., 2011) Penelitian kali ini menggunakan 3 jenis

antigen Tuberkulosis, apakah hasil negatif pada penelitian kali ini terjadi akibat

mutasi pada ketiga gen vang mengkode antigen TB masih belum diketahui.
Kermungkinar lain yaitu kadar antgen TB yang berada di- bawah batas

deteksi alat pada penelitian kali ini, mengingat: hasil yang negatif palsu

menunjukan kadar MTB yang rendah (M71B detected low). Batas aeteksi unituk
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TCM adalah 131 CFU/mL, sedangkan batas deteksi Antigen TB kuaniitatif. adalah
5ng/mL, setara dengain 1x10* CFU/mL. (Sinigh et al., 2016)
Fenyebab lain hasil TR Antigen negatif sedangkan TCM dan RTA positif vaitu

MTB yang terdeieksi pada pemeriksaan TCM dan BTA tidak dalam bentuk yang

| REPOSITORY.UB.ACID |

hidup ataupuin viable. Pemeriksaan BTA dan TCM dapat mendeteksi MTB baik

yang sudah mati maupun vang masih hidup, sedangkan antigen 1B (ESAT-6,

CFP-10, dan MFT-84) hanya disekresikan oleh MTB vang hidug dan viable. (Ji et

al., 2014)
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Selain-adanya hasil negaiif palsu, terdapac 1 hasil dimana BTA menunjukan
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hasil - negatif, TCM positif (MTB detected. low), dan TB._Antigen kuantitatif

menunjukan hasii-positif. Hal ini kemungkinan-disebakkan rendahinya jumlan MTB

dalam sputum (batas deteksi. TR antigen adalah 10* CFU/mL. sedangkan BTA
adalai 10%-10° CFU/mL) (Mailowe et al., 2011) menunjukan bahwa TB Antigen
kuantitatif dapat digunakan untuk mendiagnosis pada subjek terduga tuberkulosis
tetapi nasil pewarnaan BTA negatif dan TCM tiaak tersedia, tetapi hai ini perlu

aibuktikan dengan penelitian dengan jumlah sampe! yang lebih besar lagi.
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Penelitian Brent menyimpuikan hasii positf palsu dari ICT antigen TB (yang

mendeteksi ESAT:6 dan CFP-10) disebabkan adanva spesies Mycobacterium

selain MTBC atau disebut juga sebagai NonTubeiculosis Mycobacterium (NTM)
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seperti M. kansasii; M. aviom complex; M. chielonae, dan M. gordonae). (Brent et

al., 2011) Spesifisitas penelitian kali ini sebesar 80,77% dapat disebabkan oleh

hasil positii paisu akibat adanya spesies NTM yang terdetcks! pada sputum yang
diteliti.

Penyebab laif yaitu sensitivitas pemeriksaan TCM dan pewarnaan BTA jika
dibandingkan dengan kultur sebesar 92% dan 73%, maka ada kemungkinan hasil

TCM maupun BTA pasien adalah negatif paisu (adanya kemungkinan tahwa
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pemeriksaan Antigen TB. kuantitatif danat mendeteksi MTB yang tidak terdeteksi
oleh TCM maupun pewainaan BTA (hasil TB antigen adalan benar positii).
Kasus TB dapat dibagi menjadi dua, veitu kasus TB yang didiagnosis secara
bakteriologis aan kasus TB yang didiagnosis secara klinis. Kasus TbB yang
didiagnosis secara Klinis didefinisikan sebagai pasien TB dugaan yang diciagnosis

oleh dokter atau praktisi medis, biasanya berdasarkan radiografi dada abncrmal,
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kasus ekstrapulmenei, histologi sugestit dan izanda-tenda klinis seperti baiuk
kronis,. demam, keringat malam dan penurunan. berat badan, .tetapi tidak
dikonfirmasi secara bakteriolegis. (Abduillahi et al, 2021) Hasil positii palsu pada
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enelitian kal inl perlu cisertat de ata klinis dan radiclogis garl pasien, jika
senel ali riu rtai dengan 2 klinis dan radiclogis darl p 1,1t

hasil :radiologis -dan -klinis -pasien mendukung kearah TB._Kklinis, maka dapat

disimpulkari-bahwea hasii-dapat merupakan suatu true posiive berdasarkan Kiinis

pasien

6.3. Implikasi Klinis Antigen Tuberkulosis Kuantitatif
Hasil penelitian ini menunlukk(n bahwa Antigen Tuberkulosis. kuantitatif

memiliki performa diagnostik yang baik delam diagnosis Tt paru. Haiini- memberi
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imnlikasi bahwa. . Aniigen. Tuberkulosis - kuantitatif - dapat.  digunakan . sebagai

aiternatif dalarm mempoantu penegakan diaginosis T3 paru.
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6.4. Keterpatasan Peneiitian
1. Keterpatasan pada penelitian ini diantaranya adalan jumlan kasus yg

positif lebil sedikit dibandingkan. dengan kasus. negatif, serta helum

adanya penelitian-yang terpublikasi mengenai kuaniifikasi aniigen B
dengan menggunakan ICT dan reader sehingoa sulit untuk. mencari
acuan serta pembpanding.

2. Keterbatasan lainnya adaleh tidak adanye data mendgenai Klinis serta

pemeriksaan radiologis pasien, sehingga peneliti sulit menilai apakah
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pada pasien dengan hasil TE Antiger kuantitatii positit dan TCM negatii
memenuhi kriteria klinis Tuberkulosis, jika pada pasien dengan klinis

danradiciogis mengarah pauz Tuberkulosis maka Antigen TE kuantitatid

dapat digunakan untuk menegakan diagnosis pada pasien terduga
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Tuberkulosis gengan TCM dar pewarnaan BTA negatif.

3... Keterbatasan lainnya vaitu tidak dilakukannya pemeriksaan kualitas

sputurr pada penelitian kali ini.
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KESIMPULAN DAN SARAN
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7.1. ~ Kesimpulan
< Berdasarkari hasii perielitian ini, maka dapat disimpulkan:
<L 1. Kadar Antigen TB. Kuantitatii pada sampel sputum subjek dengan TB
L =
E; berbeda berimakna aengan nonTB, dengan reraia kadar Antigen 7B
o
> é Kuantitatif lebih tingoi pada individu, dengan TB.
S0
= 2. Antigen TB kuantitatif memiliki AUC 0,867; artinya memiliki niiai diagnosis
yang bzik dalam diagnosis Tuberkulasis;
3. Antigen TB kuantitatif aengan cut-off optimal sebesar 8,36 ng/mL memiiiki
;S sensitvitas 83,23%, spesifitas: 79,75%, nilei duga positif: 48,36%, nilai
| <
{ @
; duga negatif 96,92% dan nilai akurasi 81,25%.
|2
| &
7.2 Saran

1. Penelitian tebih fanjut aengan jumlah subjek yang lebity besar, can disertal
dengan. pengujian kualitas sputum, dan menggunakan pemeriksaan
kuliur sebagai baku emas sebagai permbanding sehingga dapat menila

MTR yang viabel atau tidak.
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Peneiitiari ievin lanjut diperlukari untuk mendapatkan subjek peneiitian

NS

dengan proporsi kategori (positif-dan- negatif) yang sesuai- sehingga

mendapatkan nasil yang lebih baik iagi.

3. ~Penelitian-laniutan dengan keterangarn klinis pasien untuk membedakan
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apakah pasien masuk kedalam kategori T3 secara klinis.

4. Penelitian-lenjutan vang membandingkan kadar-Antigen Tuberkulosis

yang dideteksi oleh ICT Antigen TB Kuantitatif dan metode ELISA.
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5. Antigen TB Kuantitatif nmremiliki-performa yang baik daiam diagnesis TB

paru, maka gari itu pemeriksaan. ini dapat disarankan: untuk digunakan

sebagai salah satu metede diagnosis TB paru bila tidek tersedia TCM.
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LAMPIRAN

LAMPIRAN 1. TABULASI DATA SUBJEXK PENELITIAN

No. Usia Antigen  TB ' Hasi Hasii TCM
Identitas Jenis (dalam - Kuyantitatif BTA
_______ sampel . Kelamin tahun) . g | lmiuaenitne Desusiiogs
< 1 Subjek 1 L 54 101.543 2+ MTB detecied low
> 2 Subjck2 F 54 46.229 Negalit | Negali
N S’ 3 Subjek3 F | AR 0.001 Negatif  Negalif a3
e Ay |_SubiekditasPRrawiiz 58, 20.00Linry |l Negatif i Negatif. ./ -/ - .
5= 5 Subjek5 P 59 0001 __ | Negatif Necatif —
w < 6 Subjek 6 P 23 13.117 Negatif Negatif
% o 7 Subjek 7 L 48 0.00F Negatit ' Negatif
S 3 Subjek 8 L 11 0.001 Negatif | Negalif
Sy | BubiekitasPRrawiiz 40, 2000 ||l Negatif. i Negatif, i - - .
L 10 Subjek 10 P 44 6346 1+ MTE detected low
11 "Subjek11 L 55 0.001 Negatif  Negatif
12 Subjeki2 L 18 0.001 Negatit- ' Negalit
123 Subjekid L 26 0.001 Negatif-  Negatif
B 44, | Subjekdd o cBRroyiis 45, 000t || Negatit. i Negatifs i .
15 Subjek 15 P 60 0001 | Negatif Negatif _
32 16 Subjek 16 MTB detected
8 F 71 131,668 3+ rediurn
8 17 _Subjek 7L 73 0.001 Negatif  Negatif
|& 18 = Subjek 18 MTB detected
- BN 33 63226 | Negatif  Low.
o 18 Subjek1§ F 84 ~0.001 Negatii  Negalii
> 20 - Subjek 20 F 39 0.001 Negatit-  Negalit
< 21 Subjek 2% L 32 10487 2+ MTE detected low
n = 22, Subjek22 L. ... . 50 0001 . . | Negatif _ Necafif -
= = 23 Subjek23 L 440001 | Negatif _Neatif -
2 24 Subjek 24 L 7 33.312 2+ MTB detected low
w < 25 Subjek 25 L 66 0.001 Negalii | Negalif
= o 26/ | Subjek26.-.L 71 0.00% Negatif. | Negatif S
>0 27 Subjek27 P 50 0001 | Negatif  Necafif —
& 28 Subjek28 L 18 0001 | Negatif _Neafit -
o 29 Subjek 25 L 75 0.001 Negatif Negalit
30  Subjek 30 L 67 0.00% Negatii  Negzalif
31 Subjek3% L 67 0.00% - Negatif = Necatif
= 32, Subjek32 P .. 41 5867 . . | Negatif _ Necafif -
E 33 Subjek33 P 59 0001 I Negatit Negatit -
| s 34 Subjek 34 L 54 42.936 Negatif  Negalit
F 35  Subjek35 L 81 0.001 Negatif  Negalif
(36, | Subjek 36 -F 1 70 0.00% -, | Negatif | Negatif .\ o
8 37 Subjek 37 L 670001 Negatif  Negafif
i 38 Subjek38 P58 0001 Negatif Negafif
39 Subjek 39 MTB detected
on L 69 143.078 24 medium
40, | Subjek 40 <Ly /5 20008 oy |l Negatit.  Negatif, . -/ -
41 Subjek 41 P 39 21.627 2+ MTRE detected low
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E: 42 Subjek42 F - 10624 24+ MTR detected low
> 42 Subjek43  F 62 0.001 Negatif  Negatif
18 A4 Subjek44. P 65 0001 Negatif « Negatif. ., ... _
8 45  Subjek4S L. 15 . 0.001 Negatif _Negatif -
# 46 Subjek46 p 55 0001 1+ MTBdeteciedlow
47 Subjek47 F 51 0.001 Negatii  Negalii
< 48 Subjek48 L 62 0.001 Negatif- | Negallf
> 49, | Subjek49 L 0 A% 000 (1 | Negatif [ Negatif: oo
< 50 Subjek 50 P 740001 | Negatif  Necafif -
o 51 = Subjek 51 MTB detected
’55 ; L 27 13.783 2+ highi
e " 52 SuUbjek52  F R4 0.001 Negatif  Negatif
> 53/ | Subiekd3acPRrawiis 3L, 0000 |l Negatif. | Negafif ./ - - u
Z % 54 Subjek54 L. 69 146105 1+ | MTE detected low
= 55 Subjek55 P - 34469 Negafif Negati
& 56 - Subjek 56 L 40 0.001 Negatit  Negatif
> 57 SUbjek57 L 238 26.03 Negatif  Negatif 1
58 | Suhjek 58 - F 49 0.001 Negatif - Negatif
59 Subjek 59 <L 51 0.002 Negatif. = Necatif
2] 80, Subjek60_ P - - 5L, 0001 . | Negatif - Negatif, .. .. - -
61 Subjek 61 L 68 0001 | Negatif Negatif -
| 2 62 Subjek6z L - 8.387 Negatif = Negatif
. § 63 Subjek 52 F 63 0.001 Negatif  Negalif
|8 84 Subjeks4 L 22 73434 Negatil:  Negalif
ked 65, Subjek65 F ... - 62, 80701 - Negatif  Negatif . _
66 ~ Subjek 66 | 70 0.001 Negatif = Negatif
< 67  Subjek67 L 54 8368 X MTE detected low _
> 68 Subjek68 P 38 0.001 ~ Negatif Negatit
< 69 Subjck 59 MTE  detected
s .. L 38 23475 3+ mediunm
= ; 70 Subjek 70 P 7 18.913 Negatif - Negatif
W) — e A2 LN Y SELLTIIPELTS ed PSSV, | YT b N F L A A ELL TR PR RY R S
oy < 71 Subjek 71 | 31 5.380 Negatif . Negatif
=0 72 Subjek 72 MTE detected low
= 35 3\
o Rifampisin
L 20 8.7863 2+ resistant detected
L 72 Subjek 73 <L 54 234775 Negatif = Necgatif
74, | Subjek 74, L 85, 2000%itnry |l Negatif. . Negafif, ., -, -
75  Subjek 75 L 77 8.349 Negatif .. Negatif
76 Subjek76 P 33 0001 Negatif Negatf
[a] 77 Subjek 77 L 34 _iz2.57 2+ MTB detected low
| f:’ 78 Subjek 78 L 70 0.001 Negatif  Negalif
|2 79/ | _Subjek79 MTB detscted
18 ary UnivercitaclBrawiia 29, 40207, | J; Bt orcitdlig ouiagg -
oy LPEE S AR rawiiz 57, R000kitory Negatit. it Negatif: s/ - - _
i 81 = Subjek 81 MTRB detected
medium
Rifampisin
F 27 9.218 2+ resisiant deteced
82, | Subjek82 . .P i 0.001 Negatif. « Negatif, .
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E 83 Subjek82 L 72 0.001 Negatif  Negalif

> 84  Subjek84- - F 64 28213 Negatif  Negatif
I 85, | Subjek8BaslRrawi Bk R&623itory Ll Negatif  Negatif. . -~ -

Fi 86 Subjek 86 p 24 0.001 Negatif - Negatif
- .87 Subjek87_ P 670001 . | Negatif Negatif . .
88  Subjek88 P .39 A1l Negatif Negatif =~ _

< 89 Subjek89 P ~ 0.001 Negatii  Negatif

> 50 -SUbjek 90 L 50 0.001 Negalit  Negalit

o S, 91" SUbjek91: "L | E87 0.00% Negsatif  Negalif

g — 92 | Subjek92--F 39 23767 Negatif '+ Negatif
5= 03 Sbek93 p . 31 o509 Negaif Necaif
u<L 94 Subjek94 P 57 15883 Negaif Necafif —
z o 95  Subjek95 L 25 0.001 - Negatit  Negatif -

o 56 Subjek 96 L 45 0.001 Negalit  Negalit

.' \,_.

LAMPIRAN 2. HASIL ANALISIS DATA KARAKTERISTIK SURIJEK PENELTIAN

Kelompok Std. Std. Error Sig.
e Subjek N Mean Deviation ~ Mean -
| i Usia' ' dalanmy' hontB 78 51,01 18,303 2/128 ,257
2 tahun B 18 45,41 17,958 4,356
|3 2.2 Statistik Deskriptif Berdasarkan Jenis Kelamin
e Frequency . Percent  Valid Percent Cumuiative Percerit
Vvalid L 50 52,1 52:1 52X
§ RSV 47,9 47,9 47,9
2 = Total 96 100,0 100,0 100,0
= B
% P2 2.3. Statistik Deskriptif Berdasarkan Jenis Keiamnin dan Kelompok Subjek
> o Kelompok Subjek Siy
=
>0
; nonTB B Total
€ Jenis 8 Count i1 39 50 ,395
Kelamin % within
3 78,0% 22,0% 100,09
__ CGENDER . [°9% 20%  1000%
P Count 39 46
[a] %6 within 4 200 o
g i GENDER 86,8% 15,2% 100,0%
Total Countyiiava  Repod8ory L1rB8ersitas B6.
|5 9% within ~
& 3§ VYV 81.2% 8,8% 100,04
f§ GENDER 81,2% 18,8% _L 0,0%
=

LAMPIRAN 3 HASIL ANALIS!S DATA ANTIGEN TEB KUANTITATIF

3.1. Uji Normalitas Data Peneiitian
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[a]
| 5 Pararncter Kolmogorov-Smiirnov® Shapirc-Wilk
=
& TCM Statistic Df _Sig. Staiistic Df Sig.
| z Log Negatif 0,469 78 0,000 0,558 78 0,000
;E Kuaniitatii Positir 0,298 18 0,000 0,635 18 0,000
Kuaniitatif Negatif 0,424 78 0,000 0,508 78 0,000
< Positir 0,249 18 0,004 0,788 ig 0,001
><- *. This is a iower bound of the true signiiicance.
V) == a. Lilliefors Signiticance Correction
< rare—
5=
% "~ 3.2. Data Deskriptif Antigen TB Kuantiiatii berdasarkan Hasii TCM
> oy iSRSt =T~ - lanository Lniversitas Rrawiigva  Renosiic
% % siimun  Danacitae, | LREICENtRS. o, v 2,
TCM baru 1=- 2=+ 5 .10 25 . 5 75 90 95
e Weightea B 1 0,001 0,001 0,001 0,001 1,343 26,29 456,851
Average Kuantitat 3 05
{Definition if 2 0001 - 5711 9,635 1 22,551 06,899 ~143,3
1) itac nun  BRanacitary Linivarcitne Re 75 .80 ne ity
2l Tukey's 1B Adiavs D onecis 0001, . 0001 0001 - = .~ . ..
E Hinges Kuantitat 2 9,919 22,551 101,543
13 or it |a £l
|8 2.3. Uji Mann Whitney Antigen TB Kuantitatif herdasarkan Kelompok Pasien
|8 Ranks. . -
" Keiompok IViean Sum of
Subjek N Rank Ranks
< Kadar non T8 78 47..90 3268,00
z[' Antigen TB T8 . 18 7711 . 128800
Q= s At e dotl oution s Mo acitan: Univarcit, !
=
. B Test Statistics(a)
< < DI  Nilai Antigen TE Kuantitatif
> Mann:Whitney b 1 5115:287.0006 0 0y [niversiis:
S0 Wilcoxon W 3268000 ...
o Z o I o960
" Asymp. Sig. (2-tailed) 0000 -
i 3.4. Uji Korelasi Spearman Kadar Antigen TB Kuantitatif
E Correlations . coadionse  Diopssatbean: | ks araitas B Y P - Y
é TCM 1=, 2=low, BTA=1=- 2=+1, TB Aa
I " .. 3=med.4=high _  3=+2 4=+3 __ Kuantitatif
L= Spear TCM 1=-, Correiation 1.000 972" 541"
man's _ 2=low, Coefficient . o i
rho 3=med, 4= Sig. (2-tailed). . .000 .000.
high N 96 96 96

<
<
=
e
e
0
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|2
5 BTA= 1=-, Correlation 972" 1.000 S7TT
E 7=+1,3=+2, Coetiicient - . )
E 4=+3 Sig. (2-tailed) .000 - ) 000
2] N 96 - 96 " es
TB Ag Correlation 5417 ST 1.000
Kuarnititadif Coeitiicient -
Sig. (2-tailed) ~.000 .000
N 96 96 96

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

3.5. Kurva ROC Antigen TB Kuantitatif dibandingkan TCM
FLOC Curve
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no Worsitns Brawiiauh  Rendsitan: Udivercii, 5
0.0 0.2 0.4 06 0.8 1.0

1 -Specifinity

Area Under the Curve

|0

E Test Resuit Variable(s): Antigen TB Kuantitatif

2 Asymptotic 95%

g . _Conficence interval

] § Std. Asympiotic Lower Lpper

" Area Error? Sig~ Bound Bound
867 044 .000 781 953

& Under the nonparaimelric assumpticn

b Null hypsthesis: trie area = 0.5

74

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




[ reposiToRY.UBACID |

3.6. Tabel Koodinat Kurva ROC Antigen TB Kuantitatif dibandingkan TCiv

Coordinates af the Curve

Positive if Greater
< Than or Equal To” 3ensitivity 1 — Speciiicity
> -1.0000 1.600 1.000
N 2694501/ errai e P94y Ay nositor@Mniversitas Braw
o 58675, it M, o Dananitas W i araitac Dema
Z = 6.4845 889 R - T
i o 7.4860 .889 218
= 8.3585 EMIE .205
Sm 887 T5nivarsitas R833ilava  Repositord08niversitas Rraw
85850 ... ... = 833 192y i mraitas Beous
= 98810 .78 - A2
10.0580 72 192
11,6570 66771 2 192
43,4500 oreiias e8lviiava  Repaositon ¥ 9niversitas Braw
[al A4.8330: o poiine 6L G ) ares Y/ TN - Py
|2 16.7970 611 167 T
E 13.3120 641 154
8 19,2685 e 141
|8 20,625Bjversitas RBBSviiava  Repositord4Universitas Rraw
225510 . 500 . ... 4L
. 23.6210 444 128 N
24,6330 444 115
§ 25.7895 444712 .103
< Ahldbhiversitas Bé#dviiaya  Renositor0W0niversitas Brawi
V) = A TO2R:  roitne RO G D DALt coraitan Broas
- 33.8905 389 077
%2, B 37.3280 389 064
w < 415715 333 064
> A4B5825 )\ orciine 83iiava  RenasitordSlniversitas Braw
> 524495 333 038 .
= 60.9480 333 026
N 633200 278 026
77.0675 278 013
01.1220 278 .000
1122565 222 " ""000_ .
127.3190 167 .000 ~
| 137.3730 FEL .000
144.5915 056 .000

2471050 o oo 900uiiava  RenasitorQ00niversitas Rraw
a. The smallest cutoff value is the minimum observed test value minus 1,
and the largest cutofT vaiue is the maximuni observed test vaiue pius 1. Ali
the other cuwoff values are the averages of two consecutive orgered
observed test values.

a
J
<
| &
B~
| =
| &
| O
|E
| @
| O
| &
o)
[+

7

3. 7. Kurva ROC Kadar Antigen TB Kuantitatif dibandingkan dengan BTA
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RCC Curve
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1 - Specificity

Area Under the Curve

Test Result Variable(s): ~ Antigern TB Kuanutatif

Asympietic 95% Confidence Interval

<
) - ouy
o1 S Std. Asymptctic LOWEr
2 B Area Error® Sig.° Bound Upper Bound
™ é 834 049 000 739 930
% o a. Under the nonparamedric assumptior
b. Null hypothesis: true area = 0.5

3.8, Tabel Koadinat Kurva ROC Antigen TB Kuantiteiif dibandingkan BTA

|8

§ __Coordinates of the Curve ______________________

g est Result Vdrldble(s) Antigen TB ‘Kuantitatif

@ F’oah.ue it Greater

| Than or Equal To® Sensitivity 1 .- Specificity

. -1.0000. ... 1000l aua  Ranaci L0001 Intvarciiae Rrawdt:
26945 .98 . 262
5.8675 .936 B .250 -
6.4845 .878 250
74860 875 .23¢
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g~
E: §.2585 375 205 3
E 23775 813 225
85850 tac RB8L3yiia enncit? Liniversitag Rrawii
|8 9.3510 750 i LIl =iy
] 10.0580 688 213
11.6570 .625 213
e 13.4500 625 .200
-~ 14.8330 563, y 20 { Inivareitac Blrawail:
< 167970 563 = . 188 YR
2 e 18.3120 563 175 -
E ; 19,2685 583 162
& 20.6255 500 162
ui 225510 . 438 162 ... .
> oc 236210 315 - 150
=g 24.6330 375 - 137 .
25,7895 375 125
= 27,1465 375 113
30.7625; o pciine [ 1300uiigua  RonasitdW | Inivarcitas Brawit
338905 0 83 100 00
S 37.3380 313 ) .088
13 41,5715 250 .088
P 44,5825 250 075
& 024495 nrcitac 230 iimvn  Ranacitb8d [ Inivarcitae Brawii.
I 609480 20 .. .00 000
15 68.3300 .250 .037
S 77.0675 .250 025
91,1220 250 012
= 112.2565 . 188 012
> 1273190 v AL s L ANt 4
" 137.3730 063 1y ©
e~ 144.5915 063 .000
7= 447.1060, 521 A, 1200071 4y NOSIEONY Universitas Rrawii
5 < a. The smallest cutoff value is the minimum observed test value minus:1, and
= o the largest cutoff value is the maximum observed test value plus 1. Ali the
% o other cutoff values are the averages of two conseculive crdered observed

test values,

<L
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LAMPIRAN 4. DOCKUMENTASI PELAKSANAAN FENELITIAN
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