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ABSTRAK

Latar belakang

Tantangan yang dihadapi dalam mengontrol penyakit tuberculosis (TB) adalah ketersediaan alat diagnostik
yang cepat dan tepat. Pemeriksaan baku emas untuk diagnosis TB saat ini adalah kultur bakteri tahan asam,
tetapi metode ini membutuhkan waktu yang lama dan tidak dapat digunakan pada jaringan yang telah difiksasi
dengan formalin. Pemeriksaan PCR memliki sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi, membutuhkan waktu yang
lebih singkat dibanding kultur, serta dapat digunakan pada jaringan yang telah difiksasi dengan formalin.
Laporan ini bertujuan mengetahui akurasi pemeriksaan PCR menggunakan primer 1S6110 dan MPB64 untuk
mendeteksi M.tuberculosis pada spesimen FFPE (formalin-fixed paraffin-embedded).

Metode

Dilakukan pencarian literatur pada basis data Pubmed, Scopus, Proquest, Springer Link dan Cochrane.
Terdapat dua jurnal yang relevan dengan kasus, lalu dilakukan telaah kritis menggunakan Diagnostic Study
Appraisal Worksheet dari Centre for Evidence-based Medicine, University of Oxford, 2010.

Hasil

Dari kedua jurnal, akurasi PCR dengan primer 1S6110 dan MPB64 saat ini masih kurang baik, Sensitivitas
berkisar antara 45,5-88,9%, spesifisitas antara 88,1-100%. Rentang nilai sensitivitas yang luas ini kemungkinan
disebabkan oleh volume dan proses embedding jaringan yang dapat menyebabkan kerusakan integritas DNA
M.tuberculosis.

Kesimpulan

Pemeriksaan PCR dengan primer I1IS6110 dan MPB64 dapat digunakan sebagai konfirmasi pada spesimen
FFPE karena nilai spesifisitas yang tinggi dari pemeriksaan ini. Nilai sensitivitas yang bervariasi berisiko
menghasilkan negatif palsu apabila tidak ada pemeriksaan lain yang digunakan bersama dengan PCR pada
spesimen FFPE.

Kata kunci : FFPE, 1S6110, MPB64, mycobacterium tuberculosis, parafin, polymerase chain reaction.
ABSTRACT

Background

One of the chalangges faced in controlling tuberculosis (TB) is the availability of a fast and precise diagnostic
tool. The current gold standard for diagnosis of TB is acid-fast bacterial culture. However, FFPE (formalin-fixed
paraffin-embedded) tissues are not ammenable for culture and the time required makes this method impractical
for many centers. PCR is an alternative rapid diagnostic tool, and can be used with FFPE tissues. PCR has
shown high sensitivity and specificity for detecting M.tuberculosis, however there has been reports of less
sensitivity and specificity when using FFPE specimens. This report aims to determine the accuracy of PCR
detection of M.tuberculosis using primer 1IS6110 and MPB64 on FFPE specimens.

Methods

Literature searches were carried out on the Pubmed, Scopus, Proquest, Springer Link and Cochrane
databases. Two journals were relevant to the clinical scenario, then a critical review is carreid out using the
Diagnostic Study Appraisal Worksheet from the Center for Evidence-based Medicine, University of Oxford,
2010.

Results

Currently, the accuracy of PCR primer 1S6110 and MPB is not satisfactory. Sensitivity ranges from 45.5-88.9%
and specificity is between 88.1% - 100. This broad sensitivity range is probably caused by tissue volume and
embedding process that can cause damages to the integrity of M.tuberculosis DNA.

Conclusion

PCR examinations using 1S6110 and MPB64 primers can be used as confirmation tests in FFPE specimens
due to its high specificity value. Broad sensitivity values can produce significant false negatives if no other
examination is used in conjunction with PCR in FFPE specimens.

Key words : FFPE, 1S6110, MPB64, mycobacterium tuberculosis, paraffin, polymerase chain reaction
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SKENARIO KLINIS

Laki-laki, 28 tahun, dibawa ke IGD RS oleh
keluarga dengan keluhan nyeri perut hebat
disertai demam tinggi sejak dua hari SMRS.
Saat pemeriksaan fisik ditemukan abdomen
datar, keras, disertai nyeri tekan, dan suhu
badan 39°C. Dokter bedah melakukan operasi
laparotomi emergensi, ditemukan usus halus
dengan perlengketan dan perforasi. Dilakukan
reseksi kemudian spesimen usus dikirim ke
laboratorium Patologi Anatomik. Hasil peme-
riksaan histopatologi menyatakan "lleitis granu-
lomatosa, kemungkinan infeksi M.tb belum
dapat disingkirkan". Ahli patologi memper-
timbangkan untuk melakukan pemeriksaan
Polymerase Chain Reaction (PCR) dari spesi-
men usus dalam blok parafin tersebut.

PENDAHULUAN

Tuberculosis (TB) adalah penyakit infeksi yang
disebabkan oleh bakteri Mycobacterium tuber-
culosis. Pada umumnya penyakit ini menyerang
paru-paru, akan tetapi pada kasus yang lebih
lanjut penyakit ini dapat menyerang organ dan
jaringan selain paru-paru. TB adalah masalah
kesehatan yang serius. Menurut perkiraan WHO
pada tahun 2017, TB menyebabkan kematian
pada 1,3 juta orang dengan HIV-negatif,
300.000 orang dengan HIV positif serta kemun-
culan setidaknya 10 juta kasus baru di seluruh
dunia.

Salah satu tantangan yang dihadapi
dalam mengontrol penyakit TB adalah keter-
sediaan alat diagnostik dan strategi untuk men-
deteksi kasus TB aktif sehingga transmisi dapat
dicegah. Pemeriksaan baku emas untuk infeksi
TB saat ini adalah kultur bakteri tahan asam,
tetapi proses kultur membutuhkan waktu yang
lama (8-9 minggu) dan tidak dapat digunakan
dengan jaringan yang telah difiksasi menggu-
nakan formalin.’> Pada massa atau lesi ekstra-
pulmoner seringkali dilakukan biopsi tanpa
kecurigaan infeksi TB, sehingga tidak didapat-
kan sample berupa jaringan segar. PCR memi-
liki sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi,
membutuhkan waktu yang lebih singkat diban-
ding kultur untuk menegakan diagnosis TB dan
dapat digunakan pada spesimen yang telah
difiksasi dengan formalin.

Metode yang paling sering digunakan
untuk mendiagnosa TB dengan PCR adalah
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menargetkan insertion sequence 6110 (IS6110).
Sekuens ini terdapat dalam jumlah yang relatif
banyak dalam genom dari kompleks M. tuber-
culosis, sehingga dapat meningkatkan sensiti-
vitas pemeriksaan.3 Akan tetapi, sekitar 10%
dari pasien TB terinfeksi dengan bakteri yang
tidak memiliki salinan 1S6110. Oleh karena itu
untuk meningkatkan sensitivitas dan spesifisitas
pemeriksaan Singh, et al menyarankan untuk
menargetkan dua sekuens vyaitu 1S6110 dan
MPB64.*

Melalui laporan kasus berbasis bukti ini,
kami ingin mengetahui akurasi primer PCR
IS6110 dan MPB64 dalam mendeteksi M. tuber-
culosis pada spesimen formalin-fixed paraffin
embedded (FFPE) dibandingkan dengan kultur.

PERTANYAAN KLINIS

Problem: Deteksi Mycobacterium tuberculosis
pada spesimen FFPE, Index test: PCR Primer
IS6110, PCR Primer MPB64, Comparator:
Kultur, Output: Akurasi (Sensitivitas, Spesifi-
sitas, Positive predictive value, Negative predic-
tive value). Bagaimana akurasi primer PCR
IS6110 dan MPB64 dalam mendeteksi Myco-
bacterium tuberculosis dari spesimen FFPE
dibandingkan dengan kultur?

METODE PENELITIAN

Disain dan Sampel Penelitian

Strategi pencarian dilakukan di basis data
elektronik:  Pubmed/MEDLINE®,  Scopus®
Springer Link®, Proquest®, serta Cochrane
Library® pada tanggal 7 April 2019. Kami tidak
membatasi tahun publikasi. Strategi pencarian
memasukan kata-kata dalam judul, abstrak,
Medical Subject Headings (MeSH) dengan kata
kunci: [tuberculosis] AND [paraffin OR FFPE]
AND [IS6110 OR Insertion Sequence 6110]
AND [MPB64 OR MTP64]. Penyaringan artikel
yang didapat dilakukan berdasarkan kriteria
inklusi: studi yang dilakukan pada manusia,
menggunakan bahasa Inggris, sesuai dengan
pertanyaan klinis, merupakan studi diagnostik,
baik berupa studi individual ataupun systematic
review/metaanalysis, dan bukan merupakan
laporan kasus.

Telaah kritis dilakukan dengan menggu-
nakan Diagnostic Study Appraisal Worksheet
dari Centre for Evidence-based Medicine,
University of Oxford, 2010° yang telah ter-
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standarisasi. Telaah dilakukan oleh dua orang
penulis, dan bila didapatkan perbedaan hasil
telaah, dilakukan diskusi untuk mencapai kesim-
pulan. Strategi pencarian disimpulkan dalam
Tabel 1.

HASIL
Dari proses pencarian artikel didapatkan 2 buah
artikel studi diagnostik yang memenuhi kriteria
inklusi dan eksklusi. Tidak didapatkan artikel
telaah sistematis ataupun meta analisis. Hasil
telaah kritis studi tersebut ditampilkan dalam
Tabel 2. Kesesuaian studi yang didapat dengan
pertanyaan Klinis ditampilkan dalam Tabel 3. An
Na et al® membandingkan performa dari nested
polymerase chain reaction (N-PCR) dengan
kultur untuk mendeteksi Mycobacterium tuber-
culosis pada spesimen organ manusia yang
berasal dari blok paraffin. Sample sebanyak 110
blok parafin (32 dengan Mycobacterium tuber-
culosis [MTB], 22 dengan Mycobacterium non
tuberculosis, dan 56 tanpa Mycobacterium
[NTM]) yang diperoleh dari pasien Rumah Sakit
Nasional Universitas Bundang sejak Juni 2009-
Mei 2011. Sample berasal dari berbagai organ
(paru, kelenjar getah bening, perikardium,
tulang, dan jaringan lunak lainnya). Keberadaan
Mycobacterium tuberculosis pada seluruh
sample dikonfirmasi dengan kultur pada medium
ogawa 3% menggunakan jaringan segar yang
telah diperoleh sebelumnya. Spesimen yang
berasal dari aspirasi sitologi dan biopsi ber-
ukuran kecil tidak dimasukan kedalam sample
penelitian karena tidak memiliki cukup DNA
untuk melakukan PCR. Proses yang digunakan
adalah N-PCR yang mengamplifikasi 156110
dan MPB64 dengan menggunakan kit (Seeplex
MTB Nested ACE detection; Seegene, Seoul,
Korea Selatan). Proses ini dilakukan pada 32
sample MTB dan 56 sample NTM. Dari 32 kasus
NTM, N-PCR dapat mendeteksi MTB pada 28
sample (sensitivitas 87,5%), dari 56 sample
NTM terdapat 1 sample yang menghasilkan
positif palsu (spesifisitas 98,2%). Dengan demi-
kian nilai positive predictive value (PPV) dan
negative predictive value (NPV) yang didapat
dari studi ini masing-masing adalah 96,5% dan
93,2%.

Jin et al” membandingkan hasil N-PCR
yang mengamplifikasi 1S6110 dan MPB64 dari
dua kelompok sample yang berbeda. Kelompok
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sample pertama berupa jaringan biopsi endos-
kopi (55 terdiagnosa intestinal tuberculosis [ITB],
42 terdiagnosa crohn’s disease [CD]) yang
dilakukan di Rumah Sakit Universitas Inha sejak
tahun 1996-2007, ITB didiagnosis bila meme-
nuhi paling sedikit dua dari kriteria berikut (1)
terdapat bakteri tahan asam pada pemeriksaan
mikroskopis menggunakan pewarnaan Ziehl-
Neelsen; (2) kultur positif untuk M. tuberculosis;
(3) bukti radiologis, kolonoskopi dan/atau ope-
ratif adanya ITB dengan keberadaan tuberku-
losis pada tempat lain; (4) responsif terhadap
pengobatan TB tanpa adanya rekurensi yang
dibuktikan secara radiologis, kolonoskopi dan/
atau pembedahan. Kelompok kedua terdiri dari
9 jaringan yang positif pada kultur M. tuber-
culosis (3 kolon, 3 tulang, 2 vertebrae, 1
persendian) serta 10 jaringan mukosa kolon
normal. Jaringan pada kelompok kedua seluruh-
nya didapat dari biopsi terbuka atau reseksi.
Seluruh sample pada penelitian ini merupakan
blok paraffin. Dari kelompok sample pertama, N-
PCR mendeteksi MTB pada 25 dari 55 sample
yang terdiagnosa ITB (sensitivitas 45,5%). N-
PCR menghasilkan false positive pada 5 dari 42
sample yang terdiagnosa CD (spesifisitas
88,1%). Dengan demikian N-PCR memiliki nilai
PPV 83,3% dan NPV 44,8% untuk sample
kelompok pertama yang berasal dari jaringan
endoskopi. Pada kelompok kedua, 8 dari 9
jaringan yang positif pada kultur terdeteksi
mengandung M. tuberculosis oleh N-PCR
(sensitivitas 88,9%), tidak ditemukan false
positive pada kelompok sample ini (spesifisitas
100%). Pemeriksaan N-PCR terhadap sample
kelompok kedua menghasilkan PPV 100% dan
NPV 90,9%.

DISKUSI

Berdasarkan penilaian menggunakan kriteria
Diagnostic Study Appraisal Worksheet dari
Centre for Evidence-based Medicine, University
of Oxford, 2010,° kedua penelitian di atas kami
nilai kurang valid karena tidak memenuhi semua
kriteria validitas (Tabel 3). Pemilihan sample
pada kedua penelitian menggunakan metode
konsekutif. Pada penelitian An Na, et al spek-
trum pasien sudah cukup terwakili oleh blok
paraffin yang berasal dari berbagai macam
jaringan, tetapi pada penelitian Jin, et al sample
kelompok pertama hanya berasal dari jaringan
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yang didapat saat kolonoskopi dan sample
kelompok kedua yang didapat dari berbagai
organ jumlahnya hanya sedikit. Kedua penelitian
juga tidak menyebutkan apakah sample jaringan
didapat dari pasien yang memiliki komorbiditas
lain selain tuberculosis. Komorbiditas seperti
HIV/AIDS dapat meningkatkan kuantitas DNA
M. tuberculosis sehingga lebih mudah menda-
patkan hasil PCR yang positif pada pasien
demikian.®

Diagnosis baku emas yang digunakan
pada kedua penelitian ini adalah kultur. Akan
tetapi, pada penelitian Jin, et al tidak diketahui
berapa banyak spesimen dari kelompok sample
pertama yang terdiagnosa tuberculosis berda-
sarkan kultur. Tidak disebutkan juga pada kedua
penelitian apakah peneliti yang melakukan
proses PCR mengetahui hasil kultur dari
masing-masing jaringan.

Kami menilai penelitian yang dilakukan
oleh An Na, et al lebih baik dari penelitian yang
dilakukan oleh Jin et al. Seluruh sample blok
paraffin memiliki pembanding kultur. Jumlah
sample yang diperiksakan juga lebih banyak
yaitu 110 sample dan variasi jenis organ yang
lebih beragam merepresentasikan keadaan
yang akan ditemui pada praktek sehari-hari.
Penelitian An Na, et al juga menyebutkan jenis
kit PCR yang digunakan, sementara penelitian
Jin, et al tidak menyebutkan.

Penelitian An Na, et al dan Jin, et al
pada kelompok kedua menghasilkan nilai
sensitivitas yang jauh lebih baik dibandingkan
dengan kelompok sample pertama (87,1% dan
88,9% vs 45,5%). Hal ini mungkin disebabakan
oleh kecilnya volume jaringan dalam blok
paraffin pada kelompok sample pertama dari
penelitian Jin, et al. Kedua penelitian tidak
mencantumkan langkah-langkah serta bahan
yang digunakan untuk mengolah jaringan
menjadi blok paraffin. Proses embedding dapat
menyebabkan gangguan integritas jaringan
yang disebabkan oleh beberapa faktor seperti:
protokol fiksasi, usia blok parafin yang diguna-
kan, serta adanya inhibitor eksogen maupun
endogen dari reaksi yang terjadi.3

Pemeriksaan PCR pada sediaan FFPE
dengan menggunakan primer 1S6110 dan
MPB64 saat ini dapat diaplikasikan di Indonesia.
Teknologi untuk melakukan pemeriksaan PCR
sudah tersedia di Indonesia.
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KESIMPULAN

Akurasi pemeriksaan PCR menggunakan primer
IS6110 dan MPB64 untuk mendeteksi M.
tuberculosis pada spesimen FFPE masih kurang
baik. Sensitivitas pada kedua studi berkisar
antara 45,5-88,9%, spesifisitas berkisar antara
88,1-100%. Nilai sensitivitas yang bervariasi ini
sesuai dengan studi lain yang menggunakan
primer dan teknik PCR Iainnya.6'9'l Banyak
faktor yang dapat menyebabkan hal ini, mulai
dari langkah-langkah dan bahan yang diguna-
kan dalam proses embedding jaringan, volume
jaringan di dalam blok parafin itu sendiri serta
kuantitas DNA M. tuberculosis yang terdapat
dalam jaringan. Melihat nilai sensitivitas yang
beragam dan spesifisitas yang relatif tinggi, saat
ini kami merekomendasikan pemeriksaan PCR
menggunakan primer 1S6110 dan MPB64 untuk
deteksi M. tuberculosis pada spesimen FFPE
sebagai pemeriksaan konfirmasi dan sebaiknya
tidak digunakan sebagai pemeriksaan tunggal.
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Tabel 1. Strategi pencarian literatur pada basis data yang ada.
Database Search Strategy Hits Selected
Pubmed (("tuberculosis"[MeSH Terms] OR "tuberculosis"[All Fields]) AND (("paraffin"[MeSH 4 1
Terms] OR "paraffin"[All Fields]) OR ffpe[All Fields]) AND (IS6110[All Fields] OR (("dna
transposable elements"[MeSH Terms] OR ("dna"[All Fields] AND "transposable"[All
Fields] AND "elements"[All Fields]) OR "dna transposable elements"[All Fields] OR
("insertion"[All Fields] AND "sequence"[All Fields]) OR "insertion sequence"[All Fields])
AND 6110[All Fields])) AND (MPB64[AIl Fields] OR MPT64[All Fields])) AND
English[lang]

Scopus (TITLE-ABS-KEY (tuberculosis) AND TITLE-ABS-KEY (paraffin) OR TITLE-ABS- 4 1
KEY (ffp) AND TITLE-ABS-KEY (is6110) OR TITLE-ABS-
KEY (insertion AND sequence 6110) AND TITLE-ABS-KEY (mpb) OR TITLE-ABS-

KEY (mtp))
Proquest tuberculosis AND (paraffin OR ffpe) AND (is6110 OR insertion sequence 6110) AND 25 1
(mpb64 OR mpt64)
Springer Link  tuberculosis AND paraffin AND is6110 AND mpb64 4
Cochrane tuberculosis in Title Abstract Keyword AND paraffin OR ffpe in Title Abstract Keyword 0 0

AND is6110 OR insertion sequence 6110 in Title Abstract Keyword AND mpb64 OR
mpt64 in Title Abstract Keyword - (Word variations have been searched)

Tabel 2. Karakteristik masing-masing studi.

- > Sample dengan Akurasi
Peneliti Baku emas > Sample Kultur 1S6110 + MPB 62
An Na, etal 3% Ogawa 110 FFPE samples. 32 MTB, 22 Semua sample Sens : (28/32)*100% = 87,1%;
media NTM, 56 Non mycobacterium dilakukan kultur Spec : (55/56)*100% = 98,2%;

PPV :(28/29)*100 =96,5%;
NPV : (55/59)*100% = 93,2%
From various organ (lung, lymph
node, pericardium, bone, soft

tissue)
Jin, et al Media kultur Endoscopic cases: 55 ITB, 42 CD  Tidak diketahui (tidak Sens : (25/55)*100 = 45,5%;
tidak diketahui semua spesimen di Spec : (37/42)*100% = 88,1%;
kultur) PPV :(25/30)*100% = 83,3%;
NPV : (30/67)*100% = 44,8%
Open biopsy cases: TB: 3 kolon, Semua kasus TB Sens : (8/9)*100 = 88,9%;
3 tulang, 2 vertebrae, 1 sendj; dikonfirmasi dengan Spec : (10/10)*100% = 100%;
non-TB: 10 mukosa kolon normal  kultur PPV : (8/8)/100% =100%;

NPV : (10/11)*100% = 90,9%
Semua sample merupakan
spesimen FFPE
FFPE : Formalin-Fixed Paraffin-Embedded
MTB : Mycobacterium tuberculosis
NTM : non Mycobacterium tuberculosis
ITB : Intestinal tuberculosis
CD :Crohn’s Disease
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Grafik 1. Alur pencarian artikel (Tanggal pencarian 7 April 2019).
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Paraffin 156110 MPB6G4
Tuberculosis OR OR OR
FFPE Insertion MPTE4
AN AN Sequence AN
Pubmed Scopus FProquest Springer Link Cochrane
4 4 25 4 0
Kriteria Inklusi: Penapisan Kriteria Eksklusi:
1. Studi pacda manusia Judul/Abstrak 1. Merupakan laporan kasus
2. Berbahasa Inggris 2. Tidak herhubungan
3. Sesuai pertanyaan klinis ‘ dengan pertanyaan klinis
4. Studi cdiagnostik 3
5. Menggunakan kultur sebagai
baku emas ‘
Penyaringan artikel yang
sama
2

v

IMlem baca naskah
lengkap

v

Artikel yang digunakan

Tabel 3. Hasil telaah kritis studi diagnostik individual.

Criteria Articles
An Na, et al Jin, et al
Validity
Representative spectrum of patients + +
Reference standard applied + }
regardless of the index test result
Independent and blind or objective . .
comparison with gold standard - -
Importance
Sensitivity 87,10% 45,5%; 88,9%
Specificity 98,20% 88,1%; 100%
Positive Predictive Value (PPV) 96,50% 83,3%; 100%
Negative Predictive Value (NPV) 93,20% 44,8%; 90,9%
Likelihood ratio + (LR+) - -
Likelihood ratio - (LR-) - -
Applicability

Permit Replication + +

+:. yes

- . Nno

+ : unclear
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