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Transcriptase PCR (rRT-PCR)
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ABSTRAK

Latar Belakang : Virus influenza A adalah penyebab dari penyakit influenza yang menyebabkan
angka morbiditas yang tinggi serta kemungkinan komplikasi yang serius. Oleh karena itu
diperlukan suatu alat diagnosa dini yang memiliki sensitivitas dan spesifisitas yang baik.
Tujuan : Penelitian ini membandingkan tingkat sensitivitas dan spesifisitas influenza A dengan
menggunakan rapid tes dan RT-PCR.

Metoda : Penelitian ini merupakan penelitian uji diagnostik dengan sampel sejumlah 418 orang
yang diambil secara urut berdasarkan data yang masuk di laboratorium Avian Influenza FK
Universitas Diponegoro mulai bulan November 2007-April 2008. Sampel adalah spesimen swab
hidung disertai lampiran data kuesioner dari hasil rapid tes pasien dengan gejala Influenza Like
Illness di daerah Solo, Cirebon, Malang dan Boyolali. Dari sampel swab tersebut dilakukan
pemeriksaan dengan PCR. Hasil dari rapid tes dan PCR virus influenza A selanjutnya dilakukan
uji diagnostik untuk mengetahui tingkat sensitivitas dan spesifisitasnya.

Hasil : Tingkat sensitivitas rapid tes secara umum sebesar 23,25%, spesifisitas sebesar 99,39%,
nilai duga positif sebesar 90,9% dan nilai duga negatif sebesar 83,3%. Pada uji diagnostik
dengan kategori spesifik usia anak-anak memberi hasil sensitivitas sebesar 30,43%, spesifisitas
99,22%, nilai duga positif 93,33%, dan nilai duga negatif 79,87%. Sedangkan pada kategori
spesifik usia dewasa memberikan hasil sensitivitas sebesar 18,75%, spesifisitas 99,52%, nilai
duga positif 85,71%, dan nilai duga negatif §9,03%.

Simpulan : Tingkat sensitivitas rapid tes rendah sedangkan spesifisitas tinggi.

Kata kunci : sensitivitas, spesifisitas, rapid tes, RT-PCR
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Comparison of Sensitivity and Specificity between Rapid Test and Real Time-
Reverse Transcriptase PCR (rRT-PCR) for Diagnosis of Influenza A

Diah Shinta K' Purnomo Hadi’ Helmia Farida®

ABSTRACT

Background : Influenza is a disease caused by influenza viral which made high morbidity rate
and possibility of serious complication in infant and the elderly people. Instrument with good
sensitivity and specificity is needed to make an early detection of illness.

Objective : This research is aimed to compare the sensitivity and specificity between rapid test
and real time-reverse transcriptase PCR.

Method : This research is a diagnostic test. Total samples of 418 patients were obtained from
data which started from November 2007-April 2008 at The Laboratory of Avian Influenza
Medical Faculty Diponegoro University. Samples were taken from nasal swab and a questioner
was filled based on the rapid test result of patients with Influenza Like-1llness came from Solo,
Cirebon, Malang, Boyolali. After samples sent to laboratory then researchers did diagnostic test
with PCR. Both of results tests would be compared using diagnostic test.

Result : The sensitivity rate of rapid test include all data was 23,25%, the specificity was
99,39%, the positive predicted value was 90,9%, and the negative predictive value was 83,3%.
The diagnostic test in children category gave result for sensitivity was 30,43%, the specificity
99,22%, the positive predicted value was 93,33%, and the negative predicted value was 79,87%.
The diagnostic test in older category gave result for sensitivity was 18,75%, the specificity
99,52%, the positive predicted value was 85,71% and the negative predicted value was 8§9,03%.
Conclusion : The sensitivity rate of rapid test was low but the specificity was high.

Key word : sensitivity, specificity, rapid test, RT-PCR



PENDAHULUAN

Influenza telah dikenal sejak ratusan tahun lalu. Penyakit ini disebabkan oleh virus
influenza tipe A, B dan C. Virus ini masuk ke dalam nasofaring individu yang sensitif melalui
inhalasi partikel kecil saat batuk maupun bersin.' Setelah terinhalasi virus akan menempel pada
epitel saluran pernafasan, beberapa epitel akan mengadakan penolakan dengan reflex batuk dan

akan dinetralisasi oleh antibodi Ig A spesifik maupun non spesifik dalam sekresi mukus.’

Sedangkan sebagian virus akan diadsorbsi dan bereplikasi menyebabkan kerusakan
seluler dan deskuamasi mukosa permukaan saluran pernafasan sehingga menimbulkan edema
dan timbul gejala radang mukosa nasal, faring, serta gejala lain seperti nyeri kepala, myalgia,
demam hingga menggigil.” Demam biasanya berkisar 38°C — 41°C pada hari pertama kemudian

akan menurun pada hari ke 2 -3 atau dapat menetap selama seminggu.*

Dalam replikasinya, virus influenza dapat mengalami perubahan dari kedua susunan
proteinnya yakni HA (Hemaglutinin) dan NA (Neuraminidase). Perubahan tersebut meliputi
antigenic shift dan antigenic drift.’ Adapun antigenic shift adalah suatu keadaan dimana terjadi
pertukaran dua genom virus influenza A yang memiliki subtipe berbeda sehingga tercipta varian
virus baru . Jika virus tersebut menyebar secara efisien antar manusia maka dapat terjadi
pandemi.® Hal ini dikarenakan tubuh manusia belum memiliki antibodi terhadap varian baru
tersebut. Keadaan inilah yang sedang menjadi kewaspadaan di seluruh dunia dengan

kemungkinan terjadinya pandemi flu burung (H5N1) di masa datang.

Antigenic drift adalah suatu keadaan dimana terjadi mutasi pada genom RNA.” Proses
ini terjadi akibat kesalahan pada saat replikasi virus yang memberi hasil terciptanya variasi

antigenik sehingga menyebabkan epidemi.



Dengan demikian maka penting untuk mengetahui secara dini seseorang terjangkit
influenza agar segera mendapat terapi yang adekuat, mengurangi resiko bertambah parahnya

penyakit akibat komplikasi serta mencegah penyebaran virus yang meluas.®

Rapid tes adalah suatu alat skrining yang dilakukan di masyarakat dengan gejala
influenza like-illness dengan tujuan mendeteksi dini penderita influenza A yang dapat
memberikan kecenderungan kearah flu burung. Hasil yang didapatkan dari tes tersebut akan
dikonfirmasi dengan menggunakan RT-PCR. Berdasarkan hal-hal di atas, penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui perbandingan tingkat sensitivitas dan spesifisitas antara rapid tes dan PCR

dalam mendeteksi influenza A pada penderita.

METODA PENELITIAN

Penelitian ini merupakan uji diagnostik. Variabel tes uji adalah rapid tes dan variabel
baku emas adalah RT-PCR. Sampel berasal dari spesimen swab hidung penderita dengan gejala
influenza like-illness mulai bulan November 2007 hingga April 2008 yang berjumah 418 orang.
Pengambilan spesimen dilakukan oleh petugas kesehatan di puskesmas dan rumah sakit yang

ditunjuk di daerah Solo, Cirebon, Malang dan Boyolali.

Rapid tes dilakukan di daerah asal spesimen yang akan menunjukkan hasil positif bila terdapat
garis merah pada tes strip. Hasil pemeriksaan akan dikonfirmasi menggunakan RT-PCR di
laboratorium Avian Influenza Universitas Diponegoro. Pembacaan hasil ditunjukkan secara
otomatis oleh komputer berdasarkan kurva dengan batas nilai C, (Cycle threshold) yang telah
ditentukan. Hasil positif didapatkan bila C, bernilai antara 20-40 dengan disertai gambaran kurva

sigmoid yang baik yakni tidak terlalu curam atau terlalu landai.



Data yang dikumpulkan meliputi identitas pasien, riwayat penyakit, pencatatan waktu
pengambilan spesimen serta hasil pemeriksaan menggunakan rapid tes dan PCR. Data lalu
ditabulasi menggunakan Microsoft Excel 2007 kemudian dilakukan pengolahan data untuk uji

diagnostik menggunakan tabel 2x2.

HASIL PENELITIAN

Pada uji diagnostik ini didapatkan hasil sensitivitas, spesifisitas, nilai duga positif dan
nilai duga negatif dari spesimen swab hidung yang diperiksa menggunakan rapid tes dan RT-

PCR yang diperlihatkan pada tabel 1.

Tabel 1

Uji diagnostik terhadap data keseluruhan

Real Time-Reverse Transcriptase PCR- NS

Infl. A + Infl. A - JUMLAH
SD Bioline Infl. A + 20 2 22
Rapid Tes- NS
Infl. A - 66 330 396
86 332 418

Sensitivitas = x 100 %

23,25 %



Spesifisitas = x 100 %
= 99,39 %
Nilai Duga Positif = x 100 %
= 90,9 %

Nilai Duga Negatif = x 100 %

= 83,33 %

PEMBAHASAN

Rapid tes dalam diagnosa dini penyakit influenza adalah penting, di luar negeri hasil positif
dari rapid tes dapat digunakan sebagai acuan dalam permulaan pemberian terapi anti virus. Di
Indonesia sendiri lebih ditekankan untuk mencegah penggunaan antibotik yang tidak diperlukan,
mencegah penyebaran virus yang meluas serta mencegah resiko komplikasi yang dapat terjadi
pada pasien anak-anak dan manula. Saat ini skrining pada pasien dengan gejala influenza like-
illness adalah untuk mengetahui secara dini kemungkinan pasien tersebut menderita influenza A
dengan kecenderungan terjangkit flu burung yang akan dikonfirmasi pada pemeriksaan lebih
lanjut dengan PCR. Untuk itulah maka rapid tes dibutuhkan sebagai alat diagnosa dini yang
seyogyanya memiliki tingkat sensitivitas dan spesifisitas yang baik agar hasilnya dapat

dipercaya dan bermanfaat dalam penggunaannya.



Dari uji diagnostik yang dilakukan terhadap SD Bioline rapid tes didapatkan hasil
sensitivitas sebesar 23,25 % yang berarti tingkat sensitivitasnya rendah jika dibandingkan nilai
acuan yang dikeluarkan perusahaan sebesar 91,8 %.° Hal ini dapat diakibatkan oleh berbagai
faktor diantaranya dari faktor pasien itu sendiri, faktor teknik saat pengambilan sampel serta
faktor saat pemeriksaan dengan rapid tes. Pertama adalah faktor pasien yang disebutkan dalam

berbagai jurnal bahwa rapid tes lebih sensitif pada spesimen swab yang berasal dari anak-anak

dibandingkan dengan spesimen dewasa.'*!"!?

Tabel 2

Uji diagnostik terhadap kategori spesifik pasien anak-anak (<12 th)

Real Time-Reverse Transcriptase PCR- NS

Infl. A + Infl. A -

SD Bioline Infl. A+ 14 1

Rapid Tes- NS

Infl. A - 32 127

46 128

Sensitivitas = x 100 %

30,43%



Spesifisitas = x 100 %

= 99,22%

Nilai Duga Positif = x 100 %

= 93,33%

Nilai Duga Negatif = x 100 %

= 79,87%

Tabel 3

Uji diagnostik terhadap kategori spesifik pasien dewasa

Real Time-Reverse Transcriptase PCR- NS

Infl. A + Infl. A -

SD Bioline Infl. A+ 6 1

Rapid Tes- NS

Infl. A - 26 211

32 212

Sensitivitas = x 100 %



18,75%

Spesifisitas = x 100 %
= 99,52%
Nilai Duga Positif = x 100 %
= 85,71%

Nilai Duga Negatif = x 100 %

= 89,03%

Seperti diperlihatkan pada tabel 2, dari data penelitian didapatkan 20 pasien dengan hasil
rapid tes influenza A positif, 14 diantaranya adalah anak-anak dengan umur antara 16 bulan
hingga 12 tahun atau sekitar 70% dari keseluruhan hasil rapid A positif. Setelah dilakukan uji
diagnostik berdasarkan kriteria umur, didapatkan hasil bahwa sensitivitas rapid tes memang lebih
tinggi pada kelompok umur anak-anak, yakni sebesar 30,43% jika dibandingkan pada kelompok
dewasa yang hanya 18,75 %. Penjelasan dari hal tersebut bahwa pada anak-anak pada umumnya
memiliki imunitas yang lebih rendah dari orang dewasa terhadap virus influenza sehingga
penyebaran virus dalam tubuh terjadi dalam jumlah yang lebih besar dan dalam waktu yang lebih
lama."""? Penjelasan yang lainnya adalah pada orang dewasa lebih sering mengeluarkan maupun

membersihkan sekret dari hidungnya yang berarti juga turut mengurangi jumlah virus tersebut



dibandingkan pada anak-anak yang belum bisa atau hanya sekedarnya saja dalam mengeluarkan

maupun membersihkan sekret."

Selain itu faktor pengambilan sampel juga tidak kalah pentingya. Saat pengambilan sampel
petugas kesehatan memiliki kemungkinan kesalahan selama pengambilan swab misalnya saat
pengusapan di daerah hidung yang terlalu anterior sehingga tidak terdapat jumlah virus yang
cukup karena perlekatan virus influenza adalah pada sepanjang epitel saluran nafas atau
kesalahan lain seperti pengusapan yang terlalu di permukaan atau kurangnya tekanan sehingga
tidak menyentuh permukaan mukosa ataupun epitel secara baik. Selain itu kesalahan
dimungkinkan dari penggunaan alat swab yang tidak sesuai dengan standar dari WHO dimana
seharusnya menggunakan swab dari bahan dakron yang memiliki tangkai plastik, karena bila
berasal dari kapas atau tangkai dari kayu maka dimungkinkan untuk menginaktivasi virus
sehingga dapat mempengaruhi hasil tes." Kurangnya pelatihan kepada tenaga kesehatan juga
memiliki korelasi dengan kurangnya keterampilan dalam pengambilan swab. Waktu pengambilan
sampel juga berperan penting sebab virus meningkat jumlahnya pada hari 1 hingga 4 semenjak
onset, maka jika pengambilan sampel dilakukan setelah melewati waktu tersebut jumlah virus
telah berkurang apalagi bila pemeriksaan dilakukan terhadap orang dewasa.'* Sedangkan pada
anak-anak pemeriksaan yang dilakukan pada hari ke 5 setelah onset masih memiliki arti yang

bermakna."

Dari segi pemeriksaan, penggunaan rapid tes dan aplikasinya yang tidak benar dapat
menimbulkan kesalahan, misalnya kurangnya waktu dalam menunggu hasil yaitu kurang dari 5-
10 menit sehingga pada tes strip tidak tampak hasilnya. Selain itu juga dimungkinkan adanya

kontaminasi dari luar yang mengakibatkan pembacaan dengan rapid tes tidak berhasil.



Dari hasil uji diagnostik didapatkan hasil yang berbeda pada 2 spesimen, yakni positif pada
pemeriksaan rapid tes tetapi negatif dengan pemeriksaan rRT- PCR. Interpretasi dari hasil
tersebut adalah kemungkinan kesalahan dalam rRT-PCR sebagai baku emas dimana terjadi
pencairan berulang dari sampel yang telah dibekukan serta penyimpanan pada suhu yang tidak
sesuai sehingga terjadi degradasi RNA virus, disamping itu juga karena adanya kontaminasi
maupun mutasi selama isolasi sampel yang mengakibatkan perubahan primer dan probe-binding

site sehingga hasil tidak terbaca."

Dari segi spesifisitas rapid tes menghasilkan angka 99,39% yang berarti kemampuannya
sangat baik dalam memperkirakan seseorang pasien tidak sakit influenza. Demikian halnya juga
mengenai nilai duga positif dan nilai duga negatifnya yang masing-masing memiliki nilai 90,9 %
dan 83,3 % yang berarti cukup baik dalam mendiagnosa seorang pasien sedang terjangkit virus

influenza bila hasil rapid tesnya positif dan sebaliknya.

RT-PCR sebagai baku emas memiliki sensitivitas dan spesifisitas yang sangat tinggi dalam
mendeteksi keberadaan virus influenza dalam spesimen meskipun dalam jumlah yang sangat
sedikit. Saat pembacaan amplifikasi DNA menggunakan mesin RT-PCR, selain sampel juga
disertakan kontrol positif dan negatif yang kesemuanya diletakkan pada plate berisi well. Kontrol
ini berfungsi untuk mengetahui apakah saat mencampurkan mix reagen ke dalam sampel terdapat
kontaminasi atau tidak. Kontrol negatif akan tetap negatif setelah pembacaan jika tidak terdapat
kontaminasi atau dalam arti lain bahwa pengerjaan dari mixing reagen berhasil dan hasil PCR
dianggap layak dan dapat dipercaya. Hal tersebut berlaku sebaliknya yakni jika kontrol negatif
menjadi positif maka dapat diperkirakan telah terjadi kontaminasi dan hasil dari pembacaan

dianggap tidak dapat dipercaya untuk selanjutnya pemeriksaan akan diulang. Pada penelitian ini



telah melalui proses yang benar dengan hasil kontrol negatif tetap negatif sehingga hasil

pembacaan PCR dapat dipercaya.

SIMPULAN

1. Tingkat senstivitas dari SD Bioline rapid tes terhadap RT-PCR pada pemeriksaan
influenza A di laboratorium Avian Influenza Universitas Diponegoro sebesar 23,25%,
spesifisitasnya sebesar 99,39%, nilai duga positif sebesar 90,9%, dan nilai duga negatif

sebesar 83,3%.

2. Untuk uji diagnostik menurut kategori usia anak-anak (<12 th) menunjukkan hasil yaitu
tingkat sensitivitas sebesar 30,43%, spesifisitas 99,22%, nilai duga positif 93,33%, dan

nilai duga negatif 79,87%.

3. Pada uji diagnostik menurut kategori usia dewasa memberikan hasil sensitivitas sebesar

18,75%, spesifisitas 99,52%, nilai duga positif 85,71%, dan nilai duga negatif 8§9,03%.

4. Rendahnya sensitivitas dari rapid tes dimungkinkan karena beberapa faktor :

» Pasien, yaitu berdasarkan uji diagnostik yang dillakukan pada kedua kategori
umur, didapatkan hasil bahwa rapid tes lebih sensitif terhadap sampel yang

berasal dari anak-anak daripada dewasa.

» Teknik dan waktu saat pengambilan sampel, yaitu kesalahan dalam melakukan
swab, kesalahan instrumen yang digunakan serta waktu pengambilan swab yang

tidak tepat.



» Pelaksanaan pemeriksaan dengan rapid tes, yaitu kurangnya waktu dalam
menunggu hasil tes dan kemungkinan adanya kontaminasi dari luar sehingga hasil

tes tidak akurat.

SARAN

Dari hasil penelitian uji diagnostik ini diketahui bahwa rapid tes masih memiliki nilai sensitivitas
yang rendah tetapi memiliki nilai spesifisitas yang tinggi. Padahal untuk menjadi suatu alat
skrining dalam masyarakat harus memiliki syarat sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi. Oleh
karena itu SD Bioline kurang memiliki manfaat sebagai alat skrining di Indonesia sehingga perlu
penelitian lebih lanjut mengenai keakuratan hasilnya serta faktor-faktor yang turut
mempengaruhi hasil tersebut. Tetapi dalam hal terjadinya suatu epidemi influenza maka rapid tes
ini dapat digunakan sebagai alternatif dalam penegakkan diagnosis secara cepat, apalagi terhadap
anak-anak dimana tingkat sensitivitasnya lebih tinggi sehingga dapat membantu menegakkan
pengobatan secara dini dan tepat untuk mencegah terjadinya komplikasi lebih lanjut akibat

influenza.
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