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ABSTRAK

Pemeriksaan mikroskopik BTA digunakan untuk mendiagnosis awal atau pemantauan
pengobatan TB Paru. Pada prinsipnya, pemeriksaan ini menggunakan Carbol Fuchsin
untuk mewarnai Mycobacterium tuberculosis (M.tbc). Terdapat kekurangan pada cara
ini, yaitu penambahan Carbol Fuchsin dan pemanasan sputum dilakukan setelah
pembuatan sediaan, dimana M. tbc masih dalam keadaan hidup. Akibatnya, terdapat
risiko penularan pada pekerja laboratorium yang mengerjakannya. Untuk menghindari
hal tersebut, dapat dilakukan penambahan Carbol Fuchsin dan pemanasan sputum
sebelum pembuatan sediaan, maka pada saat pembuatan sediaan, M. tbc telah mati.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh penambahan Carbol Fuchsin dan
pemanasan sputum sebelum dan sesudah pembuatan sediaan dengan variasi
konsentrasi Carbol Fuchsin 0,3%; 0,5% dan 1% serta suhu pemanasan 60°C dan
80°C. Jenis penelitian yang digunakan jenis penelitian eksperimen semu dengan
desain penelitian Static Group Comparison. Sampel yang digunakan pada penelitian ini
adalah sputum penderita TB positif. Tempat dan waktu penelitian dilakukan di
Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Teknologi Laboratorium Medik Politeknik
Kesehatan Kementerian Kesehatan Bandung pada bulan Mei 2019. Data yang
didapatkan merupakan data primer dari hasil gambaran mikroskopik pewarnaan BTA
yang ditampilkan dalam bentuk tabel. Kemudian data dianalisis dengan melihat hasil
gambaran mikroskopik pewarnaan BTA pada konsentrasi 0,3%; 0,5%, dan 1% dan
suhu pemanasan 60°C dan 80°C,. Hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa
konsentrasi optimum Carbol Fuchsin untuk mewarnai M. tbc sebelum pembuatan
sediaan adalah 1% dengan suhu pemanasan 80°C.

Kata kunci: Pemeriksaan Mikroskopik BTA, Carbol Fuchsin, Suhu Pemanasan
PENDAHULUAN TB Paru, pemeriksaan minimal yang
perlu dilakukan adalah pemeriksaan

mikroskopik BTA. Pemeriksaan ini
memegang peran dalam mendiagnosis

menyerang organ paru namun dapat awal azltau pemantauan pengobatan B
juga menyerang organ lain. Bakteri Paru °. Metode yang digunakan pada

Tuberkulosis (TB) merupakan
suatu penyakit menular yang

yang menyebabkan penyakit ini adalah pemeriksaan ini adalah metode Ziehl
Mycobacterium tuberculosis (M. tbc).
Penyakit ini menular melalui udara dari
orang yang terinfeksi TB ke orang lain,
salah satunya melalui batuk *.

Dalam memastikan diagnostik

Neelsen. Metode ini merupakan
metode yang direkomendasikan oleh
WHO. Sampel yang digunakan adalah
sputum. Sputum yang purulen akan
dibuat sediaan, lalu setelah kering
ditambahkan dengan Carbol Fuchsin
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dan dipanaskan hingga menguap.
Pemanasan dan penambahan Carbol
Fuchsin bertujuan untuk membuka
dinding sel M.tbc yang mengandung
lapisan lemak dalam konsentrasi tinggi
sehingga memudahkan dalam
penyerapan zat warna. Langkah
tersebut juga akan membuat zat warna
tidak dapat dilunturkan oleh peluntur
yang Kkuat sekalipun seperti asam
alkohol 3.

Terdapat kekurangan pada cara
ini, yaitu pada pembuatan sediaan
meggunakan sputum yang
mengandung M.tbc yang masih hidup.
Hal ini dapat menyebabkan penularan
bakteri tersebut pada pekerja
laboratorium yang mengerjakannya.

Sebagai seorang pekerja
laboratorium, risiko terjadinya
penularan sangatlah besar, baik
pekerja yang kontak dengan pasien
maupun yang memeriksa sampel
pasien.

Berdasarkan penelitian yang
dilakukan Mega Mirawati dan Estu
Lestari pada Jurnal llmu dan Teknologi
Kesehatan  tahun 2017, untuk
mengurangi penyebab terjadinya
penularan, sputum ditambahkan Carbol
Fuchsin dan dipanaskan hingga
menguap sebelum pembuatan sediaan.
M.tbc akan mati dan akan membuka
dinding sel agar mudah dalam
penyerapan warna. Pemanasan yang
dilakukan sebelum pembuatan sediaan
dapat mengurangi penyebab penularan
pada pekerja laboratorium. Kekurangan
dari cara ini adalah hasil pewarnaan
menunjukkan warna sel bakteri yang
tipis *. Hal ini dapat disebabkan karena
konsentrasi Carbol Fuchsin yang terlalu
rendah atau suhu yang kurang optimal
dalam membuka lapisan dinding sel
bakteri. Revised National Tuberculosis
Control Programme (RNTCP)
merekomendasikan penggunaan
Carbol Fuchsin 1%, sedangkan WHO
merekomendasikan Carbol Fuchsin
0,3%, namun alasan pengurangan
konsentrasi tidak didokumentasikan °

Selain itu, untuk suhu pemanasan yang
direkomendasikan oleh WHO adalah
sekitar 60°C®.

Berdasarkan hal tersebut
peneliti berkeinginan untuk meneliti
tentang pengaruh penambahan Carbol
Fuchsin dan pemanasan pada sputum
sebelum dan setelah pembuatan
sediaan terhadap hasil pewarnaan BTA
metode Ziehl Neelsen dengan variasi
suhu 60°C dan 80°C serta konsentrasi
Carbol Fuchsin 0,3%, 0,5%, dan 1%.

METODE

Metode yang digunakan pada
penelitian ini adalah eksperimen semu
dengan Static Group Comparison yang
terdiri dari variabel independen dan
variabel dependen. Variable
independen dalam penelitian ini adalah
penambahan Carbol Fuchsin pada
konsentrasi 0,3%; 0,5%; dan 1% dan
pemanasan sputum pada suhu 60°C
dan 80°C. Sedangkan variable
dependen dalam penelitian ini adalah
hasil pewarnaan BTA pada perbesaran
100x lensa  objektif. Penelitian
dilaksanakan pada bulan Januari - Mei
2019 meliputi  pengumpulan data
berupa hasil pewarnaan BTA dengan
melibatkan seorang panelis terlatih
yang merupakan pengajar bidang
mikrobiologi.

Penelitian ini  menggunakan
metode pewarnaan Ziehl Neelsen
terhadap kontrol dan metode
pewarnaan Ziehl Neelsen yang telah
dimodifikasi terhadap sampel. Sampel
yang digunakan merupakan sampel
sputum penderita TB dengan kriteria
sputum dengan nilai BTA 3+.

Pada penelitin  ini, Carbol
Fuchsin dengan konsentrasi 0,3%;
0,5%; dan 1% ditambahkan ke dalam
tabung reaksi berisi sputum, kemudian
dipanaskan di atas waterbath pada
suhu 60°C dan 80°C. Hasil perlakuan
tersebut dibuat sediaan dan dilakukan
pewarnaan BTA. Data hasil
pengamatan dibandingkan  dengan
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kontrol (menggunakan metode Ziehl
Neelsen). Data yang diperoleh diolah
dengan melihat hasil gambaran
mikroskopik pewarnaan BTA pada
konsentrasi Carbol Fuchsin 0,3%;
0,5%; dan 1% dan pada suhu
pemanasan 60°C dan 80°C. Kemudian
dilihat pengaruh konsnetrasi Carbol
Fuchsin dan suhu pemanasan terhadap
hasil pewarnaan BTA.

HASIL

Pada penelitian ini telah
dilakukan pengamatan hasil pewarnaan
BTA berdasarkan variasi konsentrasi
Carbol Fuchsin 0,3%; 0,5%; dan 1%
serta suhu pemanasan 60°C dan 80°C.
Pewarnaan BTA dengan penambahan
Carbol Fuchsin dan pemanasan
sputum sebelum pembuatan sediaan
dilakukan sebanyak 5 pengulangan dan

BTA

didapatkan 30 sediaan. Sampel yang
digunakan merupakan sputum
penderita TB dengan kriteria sputum
BTA 3+. Sampel ditambahkan Carbol
Fucshin dan dipanasakan di dalam
tabung reaksi. Penelitian ini
dilaksanakan pada bulan Mei 2019 di
Laboratorium  Mikrobiologi  Jurusan
Teknologi Laboratorium Medik
Politeknik ~ Kesehatan  Kementerian
Kesehatan Bandung.

Sputum BTA positif dilakukan
penambahan Carbol Fuchsin sebelum
pembuatan sediaan yaitu pada tabung
reaksi. Pemanasan sputum dan Carbol
Fuchsin dilakukan menggunakan
waterbath. Sebelumnya telah dibuat
Kontrol Positif yaitu sputum BTA positif
yang dilakukan pewarnaan BTA
metode Ziehl Neelsen yang dapat
dilihat pada gambar 1.

-

L2 T ’
Gambar 1. Kontrol Positif (Dokumentasi Pribadi)

-
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Gambar 2. Negatif (Dokumentasi Pribadi)

Setelah dilakukan pengamatan terhadap hasil pewarnaan BTA didapatkan hasil

seperti tertera pada tabel 1 dan 2 :

Tabel 1. Hasil pewarnaan BTA dengan penambahan Carbol Fuchsin 0,3%; 0,5%, dan 1% pada suhu
pemanasan 60°C

Konsentrasi
(%)

Suhu (°C) Pengulangan

Hasil Pewarnaan BTA

0,3 60

0,5

Tidak Jelas
Tidak Jelas
Tidak Jelas
Tidak Jelas
Tidak Jelas
Kurang Jelas
Kurang Jelas
Kurang Jelas
Kurang Jelas
Kurang Jelas
Kurang Jelas
Kurang Jelas
Kurang Jelas
Kurang Jelas
Kurang Jelas

QPR ONFPORRWONREFPOORMWOWNPE,

Berdasarkan hasil pada tabel 1 dapat
diketahui bahwa suhu pemanasan 60°C
menunjukkan hasil yang tidak jelas pada
4 sediaan dengan konsentrasi Carbol
Fuchsin 0,3% dan hasil yang kurang
jelas pada 8 sediaan konsentrasi 0,5%
dan 1%. Hal tersebut menunjukkan
penambahan Carbol Fuchsin 0,3%

dengan suhu pemanasan  60°C
memberikan hasil yang tidak optimal
pada hasil pewarnaan BTA. Pada
penambahan Carbol Fuchsin 0,5% dan
1% dengan suhu pemanasan 60°C
memberikan hasil yang kurang optimal
pada hasil pewarnaan BTA.

Tabel 2. Hasil pewarnaan BTA dengan Penambahan Carbol Fuchsin 0,3%; 0,5%, dan 1% pada Suhu
Pemanasan 80°C

Konsentrasi ~ Suhu (°C)

(%)

Pengulangan

Hasil Pewarnaan BTA

0,3 80

0,5

Tidak Jelas
Tidak Jelas
Tidak Jelas
Tidak Jelas
Tidak Jelas
Kurang Jelas
Kurang Jelas
Kurang Jelas
Kurang Jelas
Kurang Jelas
Jelas

P ORRWONRFRPORAWDNEERE
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Jelas
Jelas
Jelas
Jelas

GabhwiN

Pada suhu pemanasan 80°C
memberikan hasil yang Dbervariasi.
Berdasarkan hasil pada tabel 2 dapat
diketahui bahwa  semakin  tinggi
konsentrasi pada suhu pemanasan
tersbut maka hasil pewarnaan BTA
semakin baik. Pada 5 sediaan dengan
konsentrasi 0,3% didapatkan hasil

pewarnaan BTA yang tidak jelas, 5
sediaan dengan konsentrasi 0,5%
didapatkan hasil pewarnaan BTA kurang
jelas, dan 5 sediaan dengan konsentrasi
1% didapatkan hasil pewarnaan BTA
jelas. Maka konsentrasi Carbol Fuchsin
optimal dengan suhu pemanasan 80°C
adalah 1%.

NON BTA

Gambar 3. Hasil Pewarnaan BTA dengan Carbol Fuchsin 0,3% dan Suhu Pemanasan 60°C
(Dokumentasi Pribadi)

BTA

Gambar 4. Hasil Pewarnaan BTA dengan Carbol Fuchsin 0,5% dan Suhu Pemanasan 60°C
(Dokumentasi Pribadi)
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Gambar 5. Hasil Pewarnaan BTA dengan Carbol Fuchsin 1% dan Suhu Pemanasan 60°C
(Dokumentasi Pribadi)

Gambar 6. Hasil Pewarnaan BTA denéan Carbol Fuchsin 0,3% dan Suhu Pemanasan 80°C
(Dokumentasi Pribadi)

Gambar 7. Hasil Pewarnaan BTA dengan Carbol Fuchsin 0,5% dan Suhu Pemanasan 80°C
(Dokumentasi Pribadi)
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BTA

Gambar 8. Hasil Pewarnaan BTA dengan Carbol Fuchsin 1% dan Suhu Pemanasan 80°C
(Dokumentasi Pribadi)

PEMBAHASAN

Pada penelitian ini dilakukan
pengamatan hasil pewarnaan BTA pada
24 sediaan. Sebelumnya telah dipilih
variasi suhu pemanasan 60°C, 80°C,
dan 100°C, namun pada penelitian ini
tidak dilakukan pada suhu 100°C. Hal
tesebut dikarenakan pada suhu 80°C
sputum yang telah ditambahkan Carbol
Fuchsin menjadi tidak purulen dan
menyulitkan dalam pembuatan sediaan.
Maka peningkatan suhu pemanasan
akan mempengaruhi konsistensi
sputum.

Pemanasan sputum pada
penelitian ini  dilakukan  sebelum
pembuatan sediaan. Salah satu fungsi
pemanasan adalah untuk membunuh M.
tbc. Pemanasan yang dilakukan
sebelum pembuatan sediaan bertujuan
agar M. tbc telah mati saat pembuatan
sediaan. Hal tersebut akan mengurangi
risiko penularan M. tbc pada pekerja
laboratorium yang mengerjakannya.

Penambahan Carbol Fuchsin
dan pemanasan sputum dilakukan di
dalam tabung reaksi. Penggunaan
tabung reaksi untuk pewarnaan BTA
didasarkan pada modifikasi pewarnaan
Spora yang juga menggunakan tabung
reaksi.

Berdasarkan penelitian yang
telah dilakukan, suhu pemanasan 60°C

kurang optimal dalam membuka dinding
sel M. tbc yang mengandung lapisan
lemak jika dilakukan pada sputum
dengan volume yang banyak. Selain itu
perbandingan volume penamabahan
Carbol Fuchsin dan sputumnya sama.
Sehingga Carbol Fuchsin  kurang
optimal dalam mewarnai BTA pada
sputum. Sedangkan suhu pemanasan
80°C hanya memberikan hasil optimal
pada penambahan Carbol Fuchsin 1%.

Penambahan Carbol Fuchsin
0,3% dengan suhu pemanasan 60°C
memberikan hasil pewarnaan BTA yang
tidak jelas. Hal tersebut menunjukkan
bahwa suhu pemanasan 60°C yang
tidak optimal dalam membuka dinding
sel M.tbc, mengakibatkan Carbol
Fuchsin tidak dapat menembus dinding
sel tersebut dan hasil pewarnaan BTA
menjadi tidak optimal.

Pada penambahan Carbol
Fuchsin 0,5% dan 1% dengan suhu
pemanasan 60°C memberikan hasil
pewarnaan BTA yang kurang jelas. Hal
tersebut menunjukkan suhu
pemanasan yang kurang optimal dalam
membuka dinding sel M.tbc,
mengakibatkan Carbol Fuchsin menjadi
kurang optimal dalam menembus
dinding sel tersebut meskipun
konsentrasinya telah dinaikkan menjadi
0,5% dan 1%.

Hasil pewarnaan BTA yang tidak
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optimal juga didapatkan pada
penambahan Carbol Fuchsin 0,3%
dengan suhu pemanasan 80°C. Hal
tersebut menunjukkan bahwa suhu
pemanasan 80°C yang tidak optimal
dalam membuka dinding sel M.tbc,
mengakibatkan Carbol Fuchsin tidak
dapat menembus dinding sel tersebut
dan hasil pewarnaan BTA menjadi tidak
optimal.

Pada penambahan Carbol
Fuchsin 0,5% dengan suhu pemanasan
80°C memberikan hasil pewarnaan BTA
yang kurang jelas. Hal tersebut
menunjukkan suhu pemanasan yang
kurang optimal dalam membuka dinding

sel M.tbc, mengakibatkan Carbol
Fuchsin menjadi kurang optimal dalam
menembus  dinding sel tersebut
meskipun konsentrasinya telah

dinaikkan menjadi 0,5%.

Sedangkan pada penambahan
Carbol Fuchsin 1% dengan suhu
pemanasan 80°C memberikan hasil
yang jelas. Hal tesebut menunjukkan
bahwa dengan suhu pemanasan 80°C
akan memberikan hasil pewarnaan BTA
yang optimal jika konsentrasi Carbol
Fuchsin  dinaikkan  menjadi  1%.
Konsentrasi Carbol Fuchsin 1% dapat
menembus dinding sel M. tbc meskipun
dengan volume penambahan Carbol
Fuchsin yang sama dengan sputum dan
kurang optimalnya suhu pemanasan
80°C dalam membuka lapisan lemak M.
thc.

Hasil pewarnaan BTA dengan

penambahan Carbol Fuchsin dan
pemanasan sputum sebelum
pembuatan  sediaan dibandingkan

dengan kontrol positif dan negatif.
Kemudian didapatkan hasil bahwa
penambahan Carbol Fuchsin dan
pemanasan sputum setelah pembuatan
sediaan memberikan hasil pewarnaan
BTA yang lebih jelas. Hal tersebut dapat
terjadi karena sampel yang digunakan
dalam penelitian ini  menggunakan
sputum dengan volume yang banyak,
mengakibatkan suhu pemanasan
menjadi kurang optimal dan penyerapan

zat warna menjadi kurang baik.

Penanganan terhadap limbah
hasil pewarnaan BTA  dilakukan
berdasarkan Standar  Operasional
Prosedur. Limbah yang  bersifat
infeksius dan non-infeksius baik padat
maupun cair dilakukan pemisahan dan
dimasukkan ke dalam wadah
penampungan limbah infeksius. Wadah
yang digunakan merupakan wadah yang
tidak bocor dan tahan terhadap tusukan.
Sebelum limbah infeksius dibuang,
dilakukan  sterilisasi  menggunakan
Autoclave dan dilanjutkan insenerasi,
sedangkan limbah cair dibuang melalui
sistem IPAL. Alat kaca yang digunakan
disterilisasi menggunakan Autoclave ’.

SIMPULAN

Hasil pewarnaan BTA dengan
penambahan Carbol Fuchsin dan
pemanasan sputum sebelum

pembuatan sediaan dapat mewarnai
M.tbc pada penambahan Carbol
Fuchsin 0,5% dan 1% dengan suhu
pemanasan sputum 60°C dan 80°C.
Penambahan Carbol Fuchsin 1%
memberikan hasil yang optimal pada
suhu pemanasan 80°C.

Hasil penelitian masih memiliki
banyak kekurangan. Perlu dilakukan
pemeriksaan Kultur ~ BTA  untuk
mengetahui kemampuan suhu
pemanasan 60°C hingga 80°C dalam
membunuh M. tbc. Membuat variasi
perbandingan sampel dan Carbol
Fuchsin untuk mengetahui adanya
pengaruh volume sampel dan Carbol
Fuchsin terhadap hasil pewarnaan BTA.
Membuat variasi suhu di atas 80°C dan
di bawah 100°C untuk mengetahui
pengaruh kenaikan suhu pemanasan
terhadap kualitas sampel dan hasil
pewarnaan BTA.
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