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BIAKAN METODE TETRAZOLIUM MICROPLATE ASSAY TERKAIT
DAHAK PASIEN TERDUGA TUBERKULOSIS PARU

(Detection in Tetrazolium Microplate Assay Culture Methods from Pulmonary
Tuberculosis Suspected Sputum)

Rita Rachmayanti, Ida Parwati, Tiene Rostini, Sylvia Rachmayati

ABSTRACT

The definitive diagnosis of pulmonary tuberculosis is the discovery of Mycobacterium tuberculosis from sputum culture, but the
conventional culture methods using Ogawa media require between 3—10 weeks detection time. Therefore it is needed a prompt diagnostic
tools to shorten the detection time. Tetrazolium microplate assay (TEMA) that used tetrazolium bromide as a growth indicator also use
mitochondrial dehydrogenate enzymes in the mitochondria of living M. tuberculosis may reduce yellow tetrazolium bromide into purple
formagzan crystals. The aim of this study was to know the validity and speed of time detection of M. tuberculosis growth by analyzing
it. This study was carried out from November 2012 up to February 2013, which obtained 105 subjects conducted in the Department
of Clinical Pathology at Dr. Hasan Sadikin Hospital with a cross sectional study design. The subjects consisting of sputum sample from
patients who suspected pulmonary TB which is examined for culture of M. tuberculosis with TEMA method using Ogawa media. Statistical
analysis was used a 2X2 table to test the validity and Mann Whitney test for the differences in growth detection time. The validity test
of TEMA method got the sensitivity of 90.4% and specificity of 96.2%. The detection time of M. tuberculosis growth in TEMA methods
was found fastest in the third day while from the Ogawa media cultur was found on the 13th day with the M. tuberculosis growth media
using TEMA methods detected in 12 days. While for those cultured on Ogawa’s media the mean duration is 22 days (p<0.001). Based
on this study, can be concluded the examination of M. tuberculosis culture from sputum patient suffer of pulmonary TB with with TEMA
method has given high validity and faster in the time detection for the diagnosis of pulmonary TB.

Key words: Cultures TEMA method, faster detection, sputum, suspect pulmonary tuberculosis

ABSTRAK

Diagnosis pasti tuberkulosis (TB) paru adalah ditemukannya Mycobacterium tuberculosis di biakan dahak, tetapi metode
biakan konvensional media Ogawa memerlukan waktu antara 3—10 minggu, sehingga diperlukan alat diagnostik yang lebih cepat.
Tetrazolium Microplate Assay (TEMA) menggunakan tetrazolium bromida sebagai petunjuk pertumbuhan dengan memanfaatkan
enzim mitochondrial dehydrogenase di mitokondria M. tuberculosis hidup yang dapat mengubah tetrazolium bromida berwarna
kuning menjadi formazan kristal ungu. Tujuan penelitian untuk mengetahui kesahihan dan kecepatan waktu deteksi pertumbuhan
M. tuberculosis dengan metode biakan TEMA. Penelitian dilakukan antara bulan November 2012—Februari 2013 di 105 subjek
penelitian di Departemen Patologi Klinik Rumah Sakit Dr. Hasan Sadikin dengan rancangan penelitian potong lintang. Subjek
penelitian adalah pasien terduga TB paru dengan sampel penelitian dahak yang dibiakkan dengan metode TEMA menggunakan
media Ogawa. Analisis statistik menggunakan tabel 2x2 untuk uji kesahihan dan Mann Whitney untuk perbedaan waktu deteksi
pertumbuhan. Uji kesahihan pemeriksaan biakan M. tuberculosis metode TEMA mendapatkan nilai kepekaan 90,4% dan kekhasan
96,2%. Deteksi pertumbuhan M. tuberculosis di biakan metode TEMA paling cepat pada hari ke-3, sedangkan di media Ogawa hari
ke-13. Lama pertumbuhan M. tuberculosis di biakan metode yang sama 12 hari, sedangkan di media Ogawa 22 hari (p<0,001).
Berdasarkan pemeriksaan biakan M. tuberculosis dahak pasien terduga TB paru dengan metode TEMA memiliki kesahihan yang
tinggi dan waktu deteksi lebih cepat untuk kepastian diagnosis TB paru.

Kata kunci: Biakan metode TEMA, deteksi cepat, dahak, terduga tuberkulosis paru

PENDAHULUAN melaporkan bahwa pada tahun 2011 kasus TB di

) o ) Indonesia menempati urutan keempat terbanyak
Tuberkulosis (TB) merupakan penyakit infeksi i qunia setelah India, Gina dan Afrika Selatan

yang disebabkan oleh Mycobacterium tuberculosis.!» dan diperkirakan terdapat 450.000 kasus baru TB
Penyebaran TB terjadi melalui udara yang mengandung  engan angka kematian sekitar 65.000 orang/tahunl
M. tuberculosis yang dibatukkan pasien TB.! Organisasi dan sekitar 75% dari jumlah pasien TB merupakan
Kesehatan Dunia (World Health Organization/WHO) kelompok usia yang produktif antara 15-50 tahun.3
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Diagnosis TB paru berdasarkan pemeriksaan Basil
Tahan Asam (BTA) dengan pewarnaan Ziehl-Neelsen
(ZN) dari dahak pasien terduga TB paru. Diagnosis
pasti TB paru dapat ditetapkan dengan pemeriksaan
biakan M. tuberculosis yang merupakan baku emas
untuk memastikannya.*> Media yang digunakan untuk
biakan M. tuberculosis terdiri dari bahan padat dan
cair. Biakan di media padat berlandaskan telur seperti
Lowenstein-Jensen (LJ) atau Ogawa merupakan biakan
sederhana yang paling banyak digunakan, terutama di
negara yang sedang berkembang. Namun, pemeriksaan
tersebut memerlukan waktu sekitar 3—10 minggu.®
Media cair merupakan yang sedang dikembangkan. M.
tuberculosis dapat tumbuh lebih cepat di media yang
cair dengan rerata masa tumbuh selama 5-7 hari. Hal
ini disebabkan M. tuberculosis dalam media cair dapat
bersuspensi, sehingga dapat tersebar ke segala arah
untuk mendapatkan sumber gizinya.*>

Biakan metode Tetrazolium Microplate Assay
(TEMA) merupakan kegiatan tertentu untuk
mendeteksi pertumbuhan M. tuberculosis dengan
memanfaatkan enzim mitochondrial dehydrogenase
yang terkandung dalam mitokondria M. tuberculosis.
Metode ini menggunakan tetrazolium bromida sebagai
petunjuk warna dengan asas bahwa mitokondria M.
tuberculosis hidup mengandung enzim mitochondrial
dehydrogenase yang dapat mengubah tetrazolium
bromida berwarna kuning menjadi kristal formazan
ungu yang dapat dinilai secara penglihatan maupun
dengan menggunakan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 570 nm. Penilaian deteksi
pertumbuhan M. tuberculosis secara kasat mata dengan
metode TEMA sangat mudah, karena perubahan
warna kuning menjadi ungu di metode tersebut
memperlihatkan perbedaan nuansa warna yang sangat
menyolok.”-10

Penelitian terdahulu mengenai pemeriksaan
biakan metode TEMA terutama dilakukan untuk
uji resistensi M. tuberculosis terhadap obat anti TB
dengan menggunakan bahan pemeriksaan koloni
M. tuberculosis seperti yang dilakukan Meskel dkk.!1
Sehingga uji kesahihan pemeriksaan biakan M.
tuberculosis metode TEMA sebagai uji diagnostik
dengan bahan pemeriksaan langsung dari dahak
pasien terduga TB perlu dilakukan untuk menentukan
kesahihan pemeriksaan tersebut.!2

METODE

Subjek penelitian adalah pasien terduga TB paru
yang datang ke Poli Paru atau dirawat di Rumah
Sakit Dr. Hasan Sadikin Bandung masa waktu antara
bulan November 2012—Februari 2013. Penelitian
dilakukan di Departemen Patologi Klinik RSHS

Bandung. Patokan kesertaan adalah pasien terduga
TB paru berusia =14 tahun dan yang dikeluarkan
dari pengobatan antituberkulosis (OAT). Patokan
tidak disertakannya subjek penelitian adalah pasien
TB paru yang sedang menjalani pengobatan OAT
dan yang tidak dapat mengeluarkan dahak walaupun
telah diberikan obat pengencer dahak. Sedangkan
patokan tidak disertakannya bahan pemeriksaan
adalah hasil memeriksa biakan yang dinyatakan
tidak sahih dan atau yang mengalami pencemaran.
Bahan pemeriksaan yang digunakan pada penelitian
ini adalah dahak subjek penelitian dari tiga (3) kali
pengambilan (sewaktu-pagi-sewaktu) yang ditampung
dalam wadah bertutup ulir rapat, kemudian digabung
menjadi satu macam bahan pemeriksaan.

Bentuk penelitian ini adalah pengamatan dengan
rancangan penelitian potong lintang. Analisis statistik
yang digunakan adalah uji diagnostik dengan
menghitung nilai kepekaan, kekhasan, nilai ramalan
positif (NRP) dan negatif (NRN), serta nilai ketepatan
menggunakan tabel 2X2 untuk menentukan kesahihan
pemeriksaan biakan M. tuberculosis metode TEMA dan
analisis statistik uji Mann Whitney untuk menentukan
perbedaan waktu deteksi pertumbuhan M. tuberculosis
antara biakan metode TEMA dan baku emas media
Ogawa.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Subjek penelitian yang berhasil dikumpulkan
sebanyak 111 orang yang dahaknya diambil sebagai
bahan pemeriksaan penelitian.

Pada penelitian ini pasien terduga TB paru paling
banyak terjadi pada usia produktif, selain itu tidak
terdapat perbedaan jumlah antara laki-laki dan
perempuan. Tabel ini juga memperlihatkan bahwa
pasien yang telah didiagnosis terduga TB paru secara

Tabel 1. Ciri subjek penelitian

Variabel Jumlah (n=111)
Jenis Kelamin
Laki-Laki 51 (45,9%)
Perempuan 60 (54,1%)

Umur (tahun)

Rerata (SB) 39,5 (x15,3)
Minimal-maksimal 14-82
Umur (tahun)

<15 1 (0,9%)
15-50 84 (75,7%)
>50 26 (23,4%)
Hasil memeriksa dahak BTA

Positif 61 (54,9%)
Negatif 50 (45,1%)

116 Indonesian Journal of Clinical Pathology and Medical Laboratory, Vol. 21, No. 2 Maret 2015: 115-119



Tabel 2. Hasil memeriksa biakan M. tuberculosis metode TEMA dan biakan di media Ogawa

Hasil memeriksa biakan Biakan

Biakan

M. tuberculosis metode TEMA media Ogawa p’
Positif 49 (46,7%) 52 (49,5%) >0,05
Negatif 56 (53,3%) 53 (50,5%)
) Uji chi kuadrat
Tabel 3. Perbandingan waktu deteksi pertumbuhan M. tuberculosis di biakan metode TEMA dan media Ogawa
Waktu deteksi Biakan metode TEMA Biakan )
(minggu) (n=49) media Ogawa (n=52) p
1-7 17 (34,7%) 0 (0%)
8-14 11 (22,4%) 2 (3,8%)
15-21 16 (32,7%) 21 (40,4%)
22-28 5 (10,2%) 20 (38,5%)
29-35 SFE) 0 (0%)
36-42 7 (13,5%)
43-49 1 (1,9%)
50-56 - 1 (1,9%)
Median (min-maks) 12 (3-25) hari 22 (13-43) hari <0,001

) Uji Mann Whitney

) Tidak dideteksi pertumbuhan karena deteksi maksimal dilakukan pada hari ke-25

klinis memperlihatkan hasil BTA negatif di 50 sampel
(Tabel 1).

Selama kurun waktu penelitian, pemeriksaan
biakan metode TEMA terdapat hasil positif sebanyak
50 sampel (45,1%). Tiga sampel dinyatakan tidak
sah pada biakan metode TEMA dan satu sampel
mengalami pencemaran. Pemeriksaan biakan media
Ogawa mendapatkan hasil positif di 55 sampel (49,5%)
serta terjadi pencemaran di tiga sampel. Dengan
demikian, terdapat enam (6) sampel yang dikeluarkan
dari penelitian, sehingga analisis data akhirnya
dilakukan di 105 sampel penelitian. Pemeriksaan
biakan M. tuberculosis metode TEMA dan biakan
media Ogawa mendapatkan hasil positif yang tidak
berbeda bermakna di 105 sampel penelitian dengan
nilai p>0,05 (lihat Tabel 2).

Pada penelitian ini didapatkan hasil positif di
biakan metode TEMA dan Ogawa di 47 sampel dan
hasil negatif di biakan dengan TEMA dan Ogawa di 51
sampel dengan hasil positif palsu di dua (2) sampel.
Sedangkan negatif palsu di lima (5) sampel.

Hasil uji kesahihan pemeriksaan biakan
M. tuberculosis metode TEMA terhadap baku emas
biakan media Ogawa adalah nilai kepekaan 90,4%,
kekhasan 96,2%, NPP 95,9%, NPN 91,1% dan nilai
ketepatan 93,3%.

Pertumbuhan M. tuberculosis dengan metode
TEMA paling banyak terjadi pada minggu ke-1 (34,7%)
dengan waktu deteksi paling cepat dapat dilihat pada
hari ke-3 dengan median lama pertumbuhan 12 hari.
Pertumbuhan M. tuberculosis di media Ogawa paling

cepat pada hari ke-13 dan deteksi pertumbuhan
terbanyak pada minggu ke-3 (40,4%) dengan median
lama pertumbuhan 22 hari. Uji statistik dengan
Mann Whitney pada derajat kepercayaan 95%
menunjukkan terdapat perbedaan bermakna antara
waktu deteksi pertumbuhan M. tuberculosis metode
TEMA dibandingkan dengan media Ogawa bernilai
p<0,001.

Penelitian ini merupakan kajian mengenai biakan
metode TEMA yang digunakan untuk uji diagnostik
dengan bahan pemeriksaan langsung dari dahak.
Data penelitian ini menunjukkan bahwa positivitas
hasil biakan metode TEMA tidak berbeda bermakna
dengan biakan di media Ogawa (p>0,05), karena
bahan yang digunakan untuk biakan M. tuberculosis
baik padat maupun cair merupakan media kompleks
yang telah diberi tambahan zat gizi tertentu, sehingga
dapat mendukung pertumbuhan M. tuberculosis.'

Pencemaran bakteri dan jamur masih ditemukan
pada penelitian ini, walaupun seluruh tatalangkah
di biakan metode TEMA maupun Ogawa dilakukan
di dalam biosafety cabinet class II. Pencemaran yang
terjadi kemungkinan disebabkan oleh media biakan
yang sangat kaya gizi, sehingga memungkinkan ada
pertumbuhan bakteri atau jamur. Di samping itu
dahak merupakan spesimen yang banyak mengandung
mikroorganisme terutama flora yang normal berada
di rongga mulut termasuk bakteri dan jamur. Dalam
kondisi tersebut proses digesti-dekontaminasi
dahak kemungkinan tidak dapat membunuh habis
mikroorganisme selain bakteri M. tuberculosis.
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Hasil (+)
Konfirmasi BTA (-)
2 Kontaminasi (+)
e

Gambar 1. Kekuatan perubahan warna ungu yang terbentuk
akibat reaksi pengurangan Tetrazolium Bromida
oleh enzim Mitochondrial Dehydrogenase di sel
yang berdaya hidup

Pencemaran juga kemungkinan disebabkan oleh
penyilangannya pada saat inokulasi, karena jarak
antar sumuran yang terdapat dalam microplate
cukup berdekatan satu dengan lainnya. Dengan
demikian diperlukan pengerjaan yang teliti dan hati-
hati. Pencemaran atau pertumbuhan bakteri, selain
M. tuberculosis dan jamur di media biakan metode
TEMA dapat menghasilkan positif palsu karena enzim
mitochondrial dehydrogenase tidak khas untuk M.
tuberculosis. Namun, dimiliki oleh semua sel yang
berdaya hidup atau aktif secara metabolik, sehingga
semua sel tersebut dapat mengurangi tetrazolium
bromida.

Hasil meneliti ini mendapatkan metode TEMA
yang memiliki nilai kepekaan dan kekhasan lebih dari
90% dengan nilai kekhasan lebih tinggi daripada nilai
kepekaannya. Hal ini menunjukkan bahwa biakan
metode TEMA memiliki kesahihan yang tinggi dalam
mendiagnosis TB paru.l?

Pembakuan ukuran inokulum di biakan metode
TEMA sangat penting, karena dapat mempengaruhi
biakan itu sendiri dan dapat menghasilkan negatif
palsu.” Pembakuan tersebut mudah dilakukan apabila
bahan pemeriksaan berasal dari koloni, yaitu dengan
membuat suspensi M. tuberculosis berdasarkan bakuan
kekeruhan Mc Farland no. 1 yang setara dengan 107
CFU/mL M. Tuberculosis.” Sementara di dahak sulit
untuk membuat pembakuan Mc Farland, karena
mengandung unsur mukoid yang mempengaruhi
kekeruhan.

Pada penelitian ini didapatkan kecepatan waktu
deteksi pertumbuhan di biakan metode TEMA lebih
cepat secara bermakna daripada dengan biakan
media Ogawa (p<0,001). Di median, lama deteksi
pertumbuhan di biakan metode TEMA adalah 12
hari, sedangkan yang Ogawa 22 hari. Hasil meneliti
ini berbeda dengan yang dilakukan Martin dkk® yang
mendapatkan median waktu deteksi pertumbuhan M.
tuberculosis dengan metode TEMA adalah delapan (8)

hari. Perbedaan tersebut kemungkinan disebabkan
bahan pemeriksaan yang digunakan pada penelitian
tersebut berasal dari koloni M. tuberculosis.8

Deteksi pertumbuhan M. tuberculosis di metode
TEMA dilakukan dengan meneteskan tetrazolium
bromida ke dalam sumuran yang berisi inokulasi
dahak M. tuberculosis bersifat sulit sejalan.* Sehingga
apabila rentang waktu penetesan tetrazolium bromida
tidak sejalan dengan pertumbuhan M. tuberculosis,
kemungkinan pertumbuhan M. tuberculosis belum
terdeteksi dan menghasilkan negatif palsu, sehingga
pembakuan waktu penetesan perlu diperhatikan bagi
biakan metode TEMA agar mendapatkan aktivitas M.
tuberculosis yang terbaik.”

Biakan M. tuberculosis metode TEMA memiliki
kelebihan, karena sederhana dan dapat dibaca secara
kasat mata.!® Penafsiran hasil di metode TEMA sangat
mudah, karena perubahan warna yang terjadi lebih
tajam dan penggunaan microwell memungkinkan
untuk memeriksa beberapa sampel dalam waktu yang
relatif singkat. Namun, tata langkah biakan metode
TEMA harus sepenuhnya dilakukan di dalam biosafety
cabinet class I1.58°

Keterbatasan pada penelitian ini adalah jumlah
sumuran tempat biakan M. tuberculosis hanya
berjumlah 11 dan penetesan tetrazolium bromida
yang dilakukan setiap dua (2) hari sekali hanya dapat
dilakukan di 11 tempat tersebut. Dengan demikian
pengamatan pertumbuhan hanya dapat dilakukan
sampai hari ke-25. Di samping itu banyak volume
cairan yang digunakan untuk biakan metode TEMA
adalah 200 pL, sehingga pengamatan tidak dapat
dilakukan lebih dari 25 hari karena penguapan media
cair tersebut.

SIMPULAN

Biakan M. tuberculosis metode TEMA dari
bahan pemeriksaan dahak pasien terduga TB paru
memiliki kesahihan yang tinggi terhadap baku emas
pemeriksaan biakan media Ogawa serta memiliki
waktu deteksi pertumbuhan yang lebih cepat dalam
kepastian mendiagnosis TB paru dibandingkan dengan
yang dengan biakan media Ogawa.
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