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Perbandingan Tingkat Kesesuaian antara Spesimen Swab Hidung dan Swab
Tenggorok untuk Mendeteksi Virus Influenza A dengan Metode Reverse

Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Ika Maharani', Purnomo Hadi?, Helmia Farida®

Abstrak

Latar Belakang: Dalam upaya untuk menegakkan diagnosis influenza secara
cepat dan akurat, diperlukan suatu metode dan jenis spesimen yang baik. Swab
tenggorok dan swab hidung merupakan spesimen yang sering digunakan dalam
aplikasi klinik. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kesesuaian hasil
pemeriksaan dengan metode RT-PCR antara spesimen swab tenggorok dan swab
hidung dalam mendeteksi virus influenza A.

Metode: Penelitian cross-sectional ini menggunakan sampel berupa swab hidung
dan swab tenggorok penderita Influenza Like Illness (ILI) di Cirebon, Malang,
Boyolali, dan Solo yang dikirimkan ke Laboratorium Regional Avian Influenza
Semarang periode September 2007-Mei 2008. Pemeriksaan influenza A
menggunakan metode RT-PCR, dinyatakan positif bila nilai Cr 20-40 dan kurva
amplifikasinya bagus. Analisis data menggunakan SPSS 15.0 for Windows dengan
uji kesesuaian Kappa.

Hasil: Dari 446 sampel yang digunakan, 93 sampel swab tenggorok (20,9%)
positif influenza A, dan 92 sampel (20,6%) positif pada spesimen swab hidung.
Pada analisa data menggunakan uji kesesuaian didapatkan nilai Kappa sebesar
0,298.

Kesimpulan: Tidak didapatkan tingkat kesesuaian yang cukup antara spesimen
swab hidung dan swab tenggorok untuk dijadikan rekomendasi penggunaan salah
satu spesimen sebagai sampel tunggal. Keduanya tidak bersifat substitutif, tetapi
hanya komplementer.

Kata Kunci: Virus influenza A, Swab tenggorok, Swab hidung, RT-PCR
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Comparison of Agreement Level Between Nasal Swab and Throat Swab
Specimens for Detection of Influenza A Virus by Reverse Transcryptase
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) Method

Ika Maharani', Purnomo Hadi* Helmia Farida?

Abstract

Background: In the purpose of diagnosing influenza rapidly and accurately, both
good method and specimen type are required. Throat swab and nasal swab are
the most frequent specimens used in clinical application. The objective of this
study is to find out the agreement level between nasal swab and throat swab
specimens for detection of influenza A virus by RT-PCR method.

Methods: This cross-sectional study assessed nasal and throat swab sample from
Influenza Like Illness (ILI) patients in Cirebon, Malang, Boyolali, and Solo which
came to Regional Laboratory of Avian Influenza Semarang in the period of
September 2007 to May 2008. Influenza A virus detected by RT-PCR method has
a positive result if the value of Cr ranged between 20-40 and the amplification
curve reveals a good slope. Data were analyzed by Kappa agreement test using
SPSS 15.0 for Windows.

Results: From 446 samples, 93 samples of throat swab (20.9%) and 92 samples
of nasal swab (20.6%) were influenza A positive. The value of Kappa was 0.298.
Conclusion: There is inadequate agreement level between nasal and throat swab
specimen to be a base for recommending the use of one specimen as a single
sample. The specimens can not substitute each other, but both specimens are
complementary.

Keywords: Influenza A virus, Throat swab, Nasal swab, RT-PCR
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PENDAHULUAN

Influenza masih menjadi masalah yang menjadi perhatian masyarakat
dunia, termasuk Indonesia, karena insidensinya tinggi dan kemungkinan menjadi
pandemi yang menyebabkan kematian banyak orang. Setiap tahunnya dapat
ditemukan sekitar 3-5 juta kasus infeksi berat dan 300.000-500.000 kematian pada
kasus epidemik influenza. Penularan yang sangat cepat juga dikaitkan dengan
masa inkubasinya yang relatif pendek, yaitu berkisar antara 1-5 hari, dan cara
penularannya yang sangat mudah melalui droplet pada saat penderita batuk,
bersin, maupun berbicara.'

Virus influenza A lebih berpotensi menjadi wabah daripada jenis virus
influenza lainnya, dan biasanya menimbulkan gejala yang lebih serius.? Hal ini
dihubungkan dengan adanya sifat antigenic shift (pergeseran genetik) dan
antigenic drift (mutasi titik).?

Karena kemungkinan menjadi pandemi influenza A yang besar dan
kondisi darurat pasien, dibutuhkan suatu teknik diagnostik yang cepat serta
mempunyai sensitifitas dan spesifitas tinggi. Polimerase Chain Reaction (PCR)
memungkinkan pelipatgandaan segmen DNA dalam tabung dengan bantuan
enzim DNA polimerase. Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR) merupakan suatu
metode dengan prinsip kerja PCR dan menggunakan enzim reverse transcriptase
yang mampu mengubah partikel RNA menjadi cDNA, sehingga dengan mudah
dapat mendeteksi genom virus-virus RNA seperti virus influenza.* Teknik ini
memiliki sensitifitas dan spesifisitas yang cukup tinggi, yaitu 95-100% dan 93-

98% pada beberapa penelitian.® Jika dibandingkan dengan metode kultur, teknik



ini memiliki sensitifitas yang hampir sama, tetapi membutuhkan waktu yang lebih
singkat.”.

Untuk mendapatkan suatu hasil diagnostik yang cepat, tepat, dan akurat,
diperlukan jenis spesimen yang tepat dan mempunyai probabilitas tinggi pula.
Untuk mendeteksi virus influenza, jenis spesimen yang bisa digunakan adalah
swab tenggorok dan nasal, bilasan nasofaring, aspirat sputum, cairan pleura,
bilasan trakeal, dan bilasan bronkoalveolus.” Namun pada penggunaan praktis
yang sering digunakan adalah swab tenggorok dan swab hidung.? Swab tenggorok
diambil pada daerah posterior faring dan permukaan tonsil. Sedangkan swab
hidung diambil pada mukosa daerah hidung. Penelitian Kristi dkk menemukan
bahwa swab nasofaring lebih akurat daripada swab tenggorok untuk metode kultur
influenza.’

Dalam kenyataannya, pada umumnya di laboratorium swab yang diperiksa
dari tiap pasien adalah swab hidung dan swab tenggorok, dan kedua-duanya
dilakukan pemeriksaan PCR. Hal ini dapat menyebabkan pemborosan reagen,
biaya, dan waktu, dan tenaga, dan hingga saat ini belum ada penelitian tentang
sensitifitas swab hidung dan swab tenggorok sebagai spesimen pada kasus
influenza dengan metode RT-PCR.

Berdasarkan latar belakang di atas, maka rumusan masalah dari penelitian
ini adalah seberapa jauh tingkat kesesuaian (agreement) hasil pemeriksaan
spesimen swab tenggorok dan swab hidung untuk mendeteksi virus influenza A

dengan metode Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).



Adapun tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui perbandingan
kesesuaian hasil pemeriksaan dengan metode Reverse Transcriptase Polimerase
Chain Reaction (RT-PCR) antara spesimen swab tenggorok dan swab hidung

dalam mendeteksi virus influenza A.

METODE PENELITIAN

Penelitian uji diagnostik dengan pendekatan cross sectional ini dilakukan
di Laboratorium Regional Avian Influenza dan Mikrobiologi Molekuler Bagian
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro. Sampel berupa
spesimen swab tenggorok dan swab hidung yang berasal dari penderita Influenza
Like Illness (IL1) di daerah Cirebon, Solo, Boyolali, dan Malang yang dikirim ke
Laboratorium Regional Avian Influenza dan Mikrobiologi Molekuler Fakultas
Kedokteran Undip pada bulan September 2007- Mei 2008, berdasarkan kriteria
inklusi (spesimen memenuhi syarat untuk dilakukan pemeriksaan RT-PCR:
kemasan utuh, tidak retak/pecah, volumenya mencukupi), dan kriteria eksklusi
(sampel hanya 1 macam/tidak lengkap).

Data berupa data primer dari pengukuran di laboratorium menggunakan
metode RT-PCR. Spesimen yang diterima pertama-tama dilakukan aliquot,
kemudian sebanyak 140 pl diambil untuk dilakukan ekstraksi dengan tujuan
mendapatkan RNA virus murni. Setelah RNA didapat, dilakukan pencampuran
dengan reagen RT-PCR Master Mix ke dalam plate 96 well, dan dimasukkan ke
dalam mesin Real Time Thermal Cycler.

Penilaian hasil amplifikasi dengan Real Time RT-PCR dilihat berdasarkan

nilai cycle threshold dan kurva amplifikasinya. Dikatakan positif influenza A



apabila didapatkan nilai cycle threshold (Cr) antara 20-40 dan kurva
amplifikasinya meningkat tajam dan bentuknya bagus.

Data yang dikumpulkan kemudian diperiksa (editing), diberi kode
(coding), dan diolah dengan menggunakan computer SPSS 15.0 for Windows,

kemudian diuji dengan uji kesesuaian Kappa.

HASIL

Pada pemeriksaan yang dilakukan di Laboratorium Regional Avian
Influenza dan Mikrobiologi Molekuler Bagian Mikrobiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Diponegoro periode September 2007- Mei 2008 didapatkan jumlah
sampel yang memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi sebanyak 446 orang. Hari
rata-rata pengambilan spesimen adalah 3,18 dihitung sejak hari pertama sakit.
Sebanyak 48,11% diambil pada 1-2 hari pertama, 48,34 % diambil pada hari ke 3-
7, dan sebanyak 3,53% diambil setelah lebih dari satu minggu. Frekuensi
terbanyak diambil pada hari ke-2 (44,81%).

Untuk jenis spesimen swab tenggorok, pemeriksaan dengan RT-PCR
didapatkan hasil 92 sampel (20,6%) positif influenza A dengan nilai Cr berkisar
antara 20-40 dan menunjukkan kurva amplifikasinya bagus. Sedangkan sebanyak
353 sampel (79,1%) didapatkan hasil yang negatif (tabel 1), yaitu nilai Cr dan

kurva amplifikasinya tidak memenubhi syarat.



Tabel 1. Hasil pemeriksaan spesimen swab tenggorok dan swab hidung dengan
metode RT-PCR

Swab tenggorok Swab Hidung
Influenza A (+) Influenza A (-) Jumlah
Influenza A (+) 41 52 93
Influenza A (-) 51 302 353
Jumlah 92 354 446

Nilai Kappa : 0,298

Pada pemeriksaan spesimen swab hidung, didapatkan sebanyak 92 sampel
(20,6%) positif influenza A, sedangkan 334 sampel (79,4%) memperlihatkan
hasil yang negatif (tabel 1).

Pada pemeriksaan dari kedua jenis spesimen tersebut, terjadi perbedaan
hasil dimana 52 sampel positif pada pemeriksaan swab tenggorok ternyata
dinyatakan negatif pada pemeriksaan swab hidung, juga didapatkan perbedaan
hasil dimana sebanyak 51 sampel negatif pada spesimen swab tenggorok ternyata
dinyatakan positif pada spesimen swab hidung. Sehingga dari kedua pemeriksaan
ini didapatkan hasil yang sesuai dari kedua jenis spesimen adalah sebanyak 41
sampel positif terdeteksi virus influenza A (positif pada swab tenggorok dan swab
hidung) dan sebanyak 302 sampel dinyatakan negatif influenza A.

Apabila kedua jenis spesimen tersebut dikombinasikan, maka jumlah
sampel yang positif influenza A akan bertambah (diagram 1).

Diagram 1. Jumlah keseluruhan sampel influenza A (+)

302
68%

OiInfluenza A +

B Influenza A -

144
32%



PEMBAHASAN

Dengan menggunakan program SPSS 15.0 perhitungan dilakukan secara
otomatis dan didapatkan hasil Kappa sebesar 0,298. Hal ini berarti tingkat
kesesuaian antara spesimen swab tenggorok dan swab hidung rendah /kurang.
Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa pada pemeriksaan virus influenza A
dengan metode RT-PCR, kedua jenis spesimen tersebut tidak bersifat substitutif
(dapat saling menggantikan), tetapi sifatnya saling melengkapi. Oleh karena itu
sebaiknya tetap digunakan 2 jenis sampel untuk meningkatkan akurasi dan
sensitifitas pemeriksaan.

Dari data di atas terlihat adanya perbedaan hasil antara pemeriksaan pada
spesimen swab tenggorok dan swab hidung. Pada hasil yang negatif pada
pemeriksaan swab tenggorok namun dinyatakan positif pada pemeriksaan swab
hidung kemungkinan disebabkan karena pada spesimen usapan maupun bilasan
tenggorok biasanya mengandung konsentrasi virus yang lebih sedikit daripada
sampel dari hidung.®

Teknik pengambilan sampel juga sangat mempengaruhi hasil pemeriksaan.
Hasil yang negatif salah satunya bisa disebabkan oleh teknik pengambilan sampel
yang salah maupun karena pasien tidak kooperatif (terutama pada anak-anak).
Spesimen dari swab yang valid adalah spesimen yang pada pemeriksaan RT-PCR
didapatkan RWP gene dan B-active gene, artinya swab tersebut harus disertai
dengan epitel dimana swab tersebut diambil. Alat swab yang benar menggunakan
bahan dakron, dan tidak diperbolehkan menggunakan bahan-bahan organik seperti

kapas atau kayu, karena dapat mempengaruhi hasil PCR.’



Dari data di atas, dimana jumlah sampel positif pada swab hidung lebih
sedikit dari swab tenggorok kemungkinan juga dapat disebabkan pengambilan
sampel yang tidak adekuat, yaitu kurangnya teknik penekanan saat melakukan
swab sehingga tidak mengenai epitel.

Faktor lain yang turut mempengaruhi pemeriksaan adalah waktu
pengambilan sampel. Setelah terhirup, virus akan bereplikasi di epitel kolumner
pada saluran nafas atas dan bawah. Pada mukosa saluran pernapasan terdapat
mukoprotein yang mengandung NANA sebagai bagian dari struktur
karbohidratnya. Protein HA akan terikat pada molekul tersebut karena di sana
terdapat reseptor spesifik untuk virus influenza.® Virus dapat dideteksi 24 jam
sebelum onset gejala dan mencapai puncak 24-48 jam setelah onset gejala.®’
Setelah itu titer virus akan semakin menurun dan akan mengalami penyembuhan
kurang lebih dalam waktu 1 minggu.® Oleh karena itu sampel sebaiknya diambil
segera setelah onset gejala, karena apabila terlau lama dapat menurunkan viral
load. Pada penelitian ini didapat rata- rata pengambilan spesimen adalah 3,18 hari
dihitung sejak gejala timbul. Frekuensi terbanyak diambil pada hari ke-2. Hal ini
masih bisa dianggap valid untuk waktu pengambilan spesimen. Namun, ada
beberapa spesimen yang baru diambil setelah lebih dari satu minggu. Hal ini dapat

menurunkan sensitifitas pemeriksaan.



KESIMPULAN

Mengacu pada hasil dan analisis data, maka pada penelitian ini dapat

ditarik kesimpulan :

1. Terdapat kesesuaian yang rendah pada pemeriksaan virus influenza A pada
spesimen swab tenggorok dan swab hidung dengan metode RT-PCR.

2. Spesimen swab hidung dan swab tenggorok tidak memiliki keandalan yang
cukup untuk digunakan sebagai spesimen tunggal dalam diagnosis influenza A
dengan metode RT-PCR.

SARAN

Berdasarkan hasil penelitian ini, maka saran dari penulis adalah :

1.

Spesimen swab hidung dan swab tenggorok tidak memiliki keandalan yang
cukup untuk saling menggantikan (keduanya tidak bersifat substitutif, tetapi
komplementer). Jadi, pada pemeriksaan virus influenza A dengan metode RT-
PCR sebaiknya digunakan dua macam sampel yang berbeda untuk
meningkatkan keakuratannya.

Diperlukan penelitian yang lebih lanjut tentang penilaian kualitas spesimen
pemeriksaan, misalnya dapat dilihat dari jumlah sel epitel.

Perlu disosialisasikan penggunaan alat swab berbahan dakron dan perlunya
teknik penekanan dalam pengambilan swab untuk meningkatkan jumlah

epitel.
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