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Abstrak

Limfadenitis tuberkulosis merupakan tuberkulosis ekstraparu yang paling sering ditemukan. Saat ini baku emas
diagnosis limfadenitis tuberkulosis berdasarkan histopatologi. Pemeriksaan histopatologi tidak memberikan
informasi etiologi pasti penyebab limfadenitis, padahal limfadenitis dapat disebabkan Mycobacterium tuberculosis
maupun Mycobacterium non tuberculosis yang sangat berbeda regimen terapinya. Spesimen limfadenitis
tuberkulosis dalam blok parafin yang disimpan sangat bermanfaat ketika dibutuhkan pemeriksaan lanjutan.
Pemeriksaan multiplex real time polymerase chain reaction pada blok parafin dapat mendeteksi Mycobacterium
tuberculosis atau Mycobacterium non tuberculosis. Pemilihan objek penelitian dilakukan berdasarkan randomisasi
sederhana. Penelitian uji diagnostik dengan rancangan potong lintang untuk mengetahui validitas pemeriksaan
multiplex real time polymerase chain reaction dalam mendiagnosis limfadenitis tuberkulosis sebagai konfirmasi
pada blok parafin dilakukan periode Juni 2012--Juni 2013 di Rumah Sakit Dr. Hasan Sadikin Bandung.
Objek penelitian terdiri atas 40 blok parafin limfadenitis tuberkulosis dan 22 blok parafin kelompok kontrol.
Pemeriksaan multiplex real time poymerase chain reaction menggunakan primer gen sikuens sisipan 1S617/0
dan gen Mycobacterium protein tuberkulosis MPB64 untuk mendeteksi deoxyribonucleic acid Mycobacterium
tuberculosis dan gen 16S rRNA (ribosomal ribonucleic acid) untuk mendeteksi Mycobacterium non tuberculosis.
Hasil uji validitas sensitivitas 75%, spesifisitas 77%, nilai duga positif 86,6%, nilai duga negatif 63%, dan akurasi
75,8%. Pemeriksaan multiplex real time polymerase chain reaction dapat dianjurkan untuk konfirmasi diagnosis
limfadenitis tuberkulosis pada blok parafin. Simpulan, multiplex real time polymerase chain reaction memiliki
validitas sedang untuk diagnosis limfadenitis tuberkulosis pada spesimen blok parafin. [MKB. 2014;46(3):162—-7]
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Validity of Multiplex Real Time Polymerase Chain Reaction for
Tuberculous Lymphadenitis Diagnosis on Formalin Fixed Paraffin
Embedded

Abstract

Tuberculous lymphadenitis is the most form of extra pulmonary tuberculous. The diagnosis of tuberculous
lymphadenitis based on histopathology as a gold standard. Histopathology examination could not inform the
etiology lymphadenitis whether Mycobacterium tuberculous or Mycobacterium nontuberculous of which the
treatment regiment is different. The multiplex real time polymerase chain reaction can detect Mycobacterium
tuberculosis or Mycobacterium nontuberculosis from formalin fixed paraffin embedded. The study with cross
sectional design to determine validity multiplex real time polymerase chain reaction on tuberculous lymphadenitis
from formalin fixed paraffin embedded, was done June 2012—June 2013 at Dr. Hasan Sadikin General Hospital
Bandung. Objects consisted of 40 formalin fixed paraffin embedded tuberculous lymphadenitis and 22 control
group. The multiplex real time polymerase chain reaction use insertion sequence IS6110 and Mycobacterium
protein tuberculosis MPB64 gen for detect deoxyribonucleic acid Mycobacterium tuberculosis and 16S ribosomal
ribonucleic acid gen for Mycobacterium nontuberculosis. The results of validity test sensitivity 75%, specificity
77%, positive predictive value 86.6%, negative predictive value 63%, and accuracy 75.8%. This examination
can be used for confirmation of tuberculous lymphadenitis from formalin fixed paraffin embedded. Conclussion,
the multiplex real time polymerase chain reaction gave a intermediate validity test of the diagnosis tuberculous
lymphadenitis from formalin fixed paraffin embedded [MKB. 2014;46(3):162—7]
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Pendahuluan

Limfadenitis tuberkulosis (TB) merupakan TB
ekstraparu yang paling sering ditemukan dan
paling banyak terdapat pada kelenjar di daerah
leher. Limfadenitis sering disebabkan oleh bakteri
Mycobacterium tuberculosis dan Mycobacterium
non tuberculosis (MNT) tetapi jarang dilakukan
isolasi kedua jenis bakteri tersebut. Limfadenitis
TB ini perlu dibedakan dari limfadenopati oleh
karena penyebab lain misalnya limfadenitis
yang disebabkan oleh MNT berkaitan dengan
perbedaan dalam regimen terapinya.!

Insidensi limfadenitis TB sangat bervariasi,
yaitudi Kanada 0,0117"/? Prevalensi limfadenitis
TB di Etiopia 0, 58"/ 3 sedangkan di India pada
anak 4,43/ .* Hasil penehtlan Lestari dkk.> tahun
2005 sampai dengan 2006 pada pasien anak di 32
rumah sakit di Pulau Jawa, Indonesia didapatkan
hasil limfadenitis TB masih merupakan penyebab
terbanyak TB ekstraparu (64%) dibandingkan
dengan organ lain. Jumlah limfadenitis TB di
Rumah Sakit Dr. Hasan Sadikin Bandung tahun
2011 sebanyak 138 kasus dari 259 kasus TB
ekstraparu.®

Konfirmasi diagnosis tersangka limfadenitis
TB mempergunakan pemeriksaan bakteri tahan
asam (BTA), histopatologi, atau menggunakan
teknik real time polymerase chain reaction (RT-
PCR). Diagnosis limfadenitis TB tersebut secara
histopatologi yaitu apabila ditemukan inflamasi
granulomatosa dan nekrosis perkijuan. Tanpa
terdapat nekrosis perkijuan diagnosis akhir hanya
berdasarkan inflamasi granulomatosa. Gambaran
inflamasi granulomatosa ini tidak spesifik untuk
TB karena terdapat pada berbagai kondisi seperti
sarkoidosis, sifilis, leprosy, penyakit Chron,
reumatoid artritis, sistemik lupus eritematosus,
dan pneumoconiosis.” Pemeriksaan histopatologi
dengan ditemukan inflamasi granulomatosa dan
nekrosis perkijuan dipergunakan sebagai standar
baku emas oleh karena memiliki sensitivitas dan
spesifisitas yang tinggi bila dibandingkan dengan
biakan.'7#

Saat ini teknik RT-PCR dipergunakan untuk
mendeteksi Mycobacterium, terhadap genus
dipergunakan primer 16S ribosomal ribonucleic
acid (rRNA), sedangkan untuk mendeteksi
spesies dipergunakan primer insertion sequence
(1S)6110 dan MPB64. Primer [S6710 dan MPB64
digunakan untuk membedakan M. tuberculosis
dengan MNT. Pemeriksaan multiplex RT-PCR
(M RT-PCR) merupakan alternatif pemeriksaan
limfadenitis TB selain secara histopatologi,
dan telah diaplikasikan untuk deteksi sikuens
Mycobacterium deoxyribonucleic acid (DNA)
pada berbagai bahan pemeriksaan.” Amplifikasi
asam nukleat DNA M. tuberculosis dengan
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menggunakan teknik M RT-PCR ini lebih akurat,
proses amplifikasi dan juga analisisnya terjadi
bersamaan sehingga waktu yang dibutuhkan untuk
identifikasi DNA bakteri akan lebih singkat, dan
dapat mendeteksi 1-10 basil di dalam berbagai
sampel klinis.” Tujuan penelitian untuk menilai
validitas multiplex real time PCR untuk diagnosis
limfadenitis TB pada blok parafin.

Metode

Pemilihan objek penelitian dilakukan berdasarkan
randomisasi sederhana dari data yang terdapat
dari arsip Departemen Patologi Anatomi tahun
2008-2012. Besar sampel yang ditentukan pada
penelitian dihitung berdasarkan estimasi proporsi
dengan mempertimbangkan nilai sensitivitas.
Sebanyak 62 objek penelitian yang terdiri atas 40
blok parafin limfadenitis TB dan 22 blok parafin
kelompok kontrol, diambil 5 p blok parafin dari
setiap masing-msing blok parafin, dilakukan
ekstraksi DNA dan pemeriksaan multiplex real
time polymerase chain reaction menggunakan
primer gen sikuens sisipan [S6//0 dan gen
Mycobacterium protein tuberculosis MPB64
untuk mendeteksi DNA M. tuberculosis dan gen
16S rRNA untuk mendeteksi Mycobacterium
non tuberculosis. Objek penelitian blok parafin
limfadenitis TB berasal dari 23 orang pasien
perempuan dan 17 laki-laki, sedangkan untuk
kelompok kontrol jumlah perempuan dan laki-
laki adalah seimbang. Usia penderita limfadenitis
terbanyak 30—40 tahun.

Penelitian ini adalah penelitian uji diagnostik
dengan rancangan potong lintang yang pemilihan
sampel, pemeriksaan, dan analisnya dilakukan
periode Juni 2012--Juni 2013 di laboratorium
Departemen Patologi Anatomi dan laboratorium
Biologi Molekuler Departemen Patologi Klinik
Rumah Sakit Dr. Hasan Sadikin Bandung.

Hasil

Dari 62 objek penelitian yang masuk kriteria
inklusi, didapat kelompok usia terbanyak untuk
limfadenitis TB adalah 30-40 tahun. Objek
penelitian penderita perempuan sedikit lebih
banyak bila dibandingkan dengan laki-laki yaitu
1,1:1.

Pada penelitian ini terdapat sebanyak 40
kasus didiagnosis sebagai limfadenitis TB secara
histopatologi, setelah dilakukan pemeriksaan M
RT-PCR didapatkan 30 kasus disebabkan oleh
M. tuberculosis dan 10 kasus negatif, bukan
disebabkan oleh M. tuberculosis maupun MNT.
Hasil negatif palsu M RT-PCR pada blok parafin
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Tabel 1 Karakteristik Objek Penelitian

Variabel Limfadflnitis TB Kmllltrol
Jenis kelamin
Laki-laki 17 11
Perempuan 23 11
Usia (tahun)
<10 2
10—<20 3
20—<30 11 3
30—<40 12 4
40—<50 4 5
>50 2 5
Letak kelenjar
Koli 36 12
Aksila 1 4
Submandibula 0 1
Subklavikula 3 0
Inguinal 0 5
Usia blok parafin
Satu tahun 14 7
Dua tahun 7 11
Tiga tahun 7 4
Empat tahun 12 0

Keterangan: n = jumlah blok parafin

dapat disebabkan oleh berbagai faktor antara
lain adalah distribusi Mycobacterium yang tidak
merata pada sampel jaringan, nekrosis yang luas
pada jaringan Mycobacterium, proses fiksasi dan
pembuatan blok parafin serta perubahan struktur
DNA sewaktu proses fiksasi formalin. Nekrosis
perkijuan yang luas dapat menyebabkan hasil
negatif karena Mycobacterium jarang tumbuh di
bagian tengah jaringan nekrotik. Daerah nekrosis
itu kekurangan oksigen yang diperlukan untuk
pertumbuhan bakteri, sehingga Mycobacterium
itu lebih sering berada di bagian tepi nekrosis

yang masih ditemukan sel makrofag.'” Hasil
negatif palsu histopatologi pada M RT-PCR
dapat disebabkan oleh jumlah DNA yang kurang
dari 0,2 pg sehingga tidak dapat terdeteksi
oleh alat. Fragmen DNA yang dapat dianalisis
biasanya mempunyai bp <500 bp, oleh karena
lebih mudah berfragmentasi. Ukuran amplikon
merupakan faktor yang mempunyai peran dalam
keberhasilan amplifikasi, karena DNA pada blok
parafin sering terdegradasi oleh prosedur fiksasi
dan embedding."

Di antara 22 blok parafin yang negatif TB

Tabel 2 Interpretasi Hasil Multiplex Real Time Polymerase Chain Reaction Mycobacterium

tuberculosis
Primer Nilai Ct Interpretasi Limf. TB Kelompok Kontrol
MTB . 30 5
Mycobacteria <40 M. tuberculosis (+)
MTB >40 M. tuberculosis (-) 10 17

Mycobacteria

Keterangan: Ct= cycle treshold
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Tabel 3 Validitas Pemeriksaan Multiplex RT- PCR untuk Deteksi Mycobacterium tuberculosis

Limfadenitis TB
- - - - Total
Histopatologi (+) Histopatologi (-)
) 30 5 35
RT- PCR
©) 10 17 27

dengan pemeriksaan histopatologi, lima sampel
positif dengan pemeriksaan M RT-PCR. Hal
ini terjadi pada pasien dengan limfadenopati
dan terdapat kecurigaan ke arah keganasan.
Imunosupresi alamiah dari lesi keganasan dapat
mereaktivasi infeksi TB laten. Hasil positif palsu
berasal dari objek kelenjar limfe atau objek
pemeriksaan yang berasal dari penderita kanker
atau pasien imunokompromais.

Penelitian pemeriksaan pada blok parafin
limfadenitis TB menggunakan multiplex RT-PCR
memiliki angka validitas (Tabel 4).

Tabel 4 Hasil Validitas Multiplex RT-PCR

Parameter Nilai (%)
Sensitivitas 75
Spesifisitas 77
Nilai duga positif 86,6
Nilai duga negatif 63
Akurasi 75,8

Pembahasan

Limfadenitis sering disebabkan oleh bakteri
M. tuberculosis maupun MNT. Penelitian ini
merupakan penelitian yang menilai hasil validitas
berupa sensitivitas, spesifisitas, nilai duga positif,
nilai duga negatif, dan akurasi menggunakan
teknik M RT-PCR dari sampel blok parafin
limfadenitis TB. Limfadenitis TB perlu dibedakan
dengan MNT karena terapinya yang sangat
berbeda sehingga diperlukan suatu pemeriksaan
yang dapat menentukan etiologi penyebab dengan
pasti.! Multiplex RT-PCR merupakan salah satu
alat pemeriksaan yang dapat menentukan etiologi
pasti penyebab limfadenitis. Limfadenitis TB
sering dijumpai pada dewasa muda di negara
dengan prevalensi TB yang tinggi. Infeksi M.
tuberculosis merupakan penyebab limfadenitis
yang paling sering terjadi pada anak dan dewasa.
Mycobacterium tuberculosis mempunyai daya
patogenitas yang lebih tinggi daripada MNT,
sehingga dapat menimbulkan penyakit pada
penderita dengan imunitas normal, oleh karena
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itu M. tuberculosis lebih sering dijumpai daripada
MNT."®

Hasil negatif palsu M RT-PCR dapat disebabkan
oleh jumlah kuman yang sedikit (pausibasiler)
dalam jaringan.'” Jumlah DNA yang kurang dari
0,2 pg dapat memberikan hasil negatif palsu
karena DNA tidak dapat beramplifikasi.'® Fiksasi
jaringan dengan menggunakan formalin dan
disimpan dalam waktu lama dapat menyebabkan
perubahan struktur dan degradasi DNA. Fiksasi
yang sebaiknya digunakan untuk hasil optimal
adalah penggunaan cairan neutral buffer formalin
dibandingkan dengan 10% non-buffer formalin
karena akan memperlambat proses degradasi
yang disebabkan oleh formalin. Penggunaan
10% non-buffer formalin dapat menyebabkan
tidak teramplifikasinya DNA gen 1S6//0 pada
real time PCR sehingga akan memberikan hasil
negatif palsu. Penambahan bee wax pada parafin
untuk memisahkan sampel blok parafin dapat
memberikan hasil negatif palsu pada amplifikasi
fragmen IS6110 M. tuberculosis. Waktu fiksasi
yang baik untuk jaringan yang akan dilakukan
pemeriksaan M RT-PCR adalah tidak lebih dari
24 jam untuk menghindari fiksasi berlebihan
yang dapat menyebabkan cross/ink dari molekul
DNA. Formalin mengakibatkan terjadi kerusakan
DNA ireversibel yang sering kali terjadi pada
pemanjangan waktu fiksasi. Beberapa faktor
yang dapat memengaruhi degradasi DNA pada
blok parafin termasuk lamanya fiksasi, pH,
konsentrasi garam, dan suhu. Oksidasi non-buffer
formalin membentuk asam dan lingkungan asam
menyebabkan degradasi asam nukleat karena
ikatan B glikosidik pada basa purin terhidrolisis
pada pH 4.

Proses amplifikasi DNA dipengaruhi juga
oleh jenis parafin dan proses penanaman jaringan
di dalam parafin. Jenis parafin yang digunakan
sebaiknya parafin murni tanpa campuran lilin
lebah (beeswax, cerra alba). Lilin lebah umumnya
ditambahkan pada parafin untuk memudahkan
pemotongan sampel blok parafin. Lilin lebah ini
dapat memberi hasil negatif terhadap amplifikasi
fragmen gen IS6110 M. tuberculosis. Proses
pencairan parafin untuk penanaman jaringan
memerlukan suhu yang tinggi sehingga dapat
menyebabkan proses degradasi asam nukleat. '

Target gen yang digunakan pada penelitian
ini adalah fragmen DNA dari gen /56710 dan
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MPB64 untuk mendeteksi DNA M. tuberculosis
dan 16S rRNA untuk mendeteksi MNT. Sikuens
fragmen DNA gen [S6110 merupakan target
optimum untuk mendiagnosis M. tuberculosis
karena keberadaannya pada hampir seluruh strain
M. tuberculosis complex." Penelitian Singh
dkk.'® melaporkan bahwa hanya beberapa strain
M. tuberculosis yang tidak mengandung gen
156110 sehingga dapat mengurangi sensitivitas
multiplex RT-PCR dan menyebabkan hasil negatif
palsu jika hanya menggunakan gen 1S6//0. Gen
1S6110 dan MPB64 digunakan bersama-sama
untuk meningkatkan sensitivitas multiplex RT-
PCR.' Kegagalan M RT-PCR untuk mendeteksi
M. tuberculosis dapat juga disebabkan perbedaan
primer dan probe yang digunakan.'” Kegagalan
amplifikasi gen /S6110 juga dapat disebabkan
karena tidak terdapatnya copy 1S6110 dalam M.
tuberculosis, walaupun M. tuberculosis yang tidak
memiliki 7S67/0 jumlahnya sedikit."® Jumlah
base pairs yang besar dan perbedaan sikuens
genom manusia dapat mengakibatkan primer
tidak dapat berikatan dengan DNA kromosom
sehingga memberikan hasil negatif palsu pada
pemeriksaan RT-PCR."

Penelitian ini menemukan dari 10 blok parafin
limfadenitis TB dengan hasil M RT-PCR negatif,
3 (tiga) sampel memiliki nekrosis yang luas,
satu sampel berasal dari penderita yang pernah
mendapat terapi TB selama enam bulan, satu
sampel limfadenitis mikobakterial, dan lima
sampel lainnya secara histopatologi sesuai dengan
diagnosis limfadenitis TB. Hasil negatif palsu M
RT-PCR pada blok parafin dapat disebabkan oleh
berbagai faktor antara lain terlalu sedikitnya basil
dalam sampel, distribusi Mycobacterium yang
tidak merata pada sampel jaringan, nekrosis yang
luas pada jaringan Mycobacterium, proses fiksasi
dan pembuatan blok parafin, serta perubahan
struktur DNA sewaktu proses fiksasi formalin.’

Lima sampel yang positif multiplex RT-
PCR berasal dari satu pasien anak dengan kista
ductus tiroglosus regio koli anterior, satu orang
pasien dewasa dengan limfadenopati koli dan
dicurigai metastasis keganasan ke area koli, satu
orang pasien wanita dengan diagnosis klinis
limfadenopati regio aksila sinistra dan benjolan
di payudara kiri, 1 (satu) orang pasien laki-laki
dengan diagnosis limfadenopati koli dekstra
dan limfadenopati inguinal, serta 1 (satu) orang
perempuan dengan diagnosis limfadenopati koli.
Organ spesifik seperti kelenjar limfe merupakan
tempat persisten untuk M. tuberculosis, karena
reaktivasi dan replikasi dapat terjadi ketika
daya tahan tubuh dan imunitas pejamu rendah.?
Pemeriksaan biopsi hanya menganalisis sebagian
jaringan yang diambil saat biopsi eksisi sehingga
distribusi dan jumlah basil yang bervariasi pada
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setiap bagian akan memberikan hasil negatif
palsu.!!

Hasil positif pun tidak selalu menunjukkan
kuman yang aktif, karena kuman dorman atau
persisten dapat terdeteksi dengan pemeriksaan
ini."? Hasil positif palsu M RT-PCR dapat terjadi
oleh karena kontaminasi silang walaupun pada
penelitian ini menggunakan tahapan PCR yang
berbeda pada setiap tahapannya (ekstraksi DNA,
pre-PCR mixing, PCR) dilakukan di ruangan
yang berbeda untuk mengurangi kontaminasi
silang.” Kontaminasi dapat juga terjadi selama
pemotongan blok parafin, walaupun setiap selesai
pemotongan parafin menggunakan cairan RNase
pada pisau pemotong. Kontaminasi dapat juga
terjadi selama ekstraksi dan amplifikasi DNA
walaupun pada penelitian ini internal control
dapat berfungsi baik.

Pemeriksaan multiplex real time polymerase
chain reaction dapat dianjurkan untuk konfirmasi
diagnosis limfadenitis tuberkulosis pada kasus
tersangka kuat limfadenitis TB secara klinis,
tetapi hasil histopatologi tidak memperlihatkan
limfadenitis TB. Keterbatasan pada penelitian ini
adalah tidak dilakukan pengukuran konsentrasi
DNA setelah ekstraksi DNA sehingga ketika
dilakukan pemeriksaan M RT-PCR kemungkinan
ada beberapa sampel yang memiliki konsentrasi
DNA sangat rendah sehingga memberikan hasil
negatif palsu.

Simpulan, multiplex real time PCR memiliki
validitas yang sedang untuk diagnosis limfadenitis
tuberkulosis pada spesimen blok parafin.
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