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Abstract

Tuberculosis (TB) remains the leading opportunistic infection in HIV/AIDS patients with
immunosuppression, where conventional Acid-Fast Bacilli (AFB) microscopy frequently yields
false-negative results. This study aimed to analyze the sensitivity of Polymerase Chain
Reaction (PCR) targeting the 1S6110 gene in detecting Mycobacterium tuberculosis among
HIV/AIDS patients with negative AFB results, using GeneXpert as the reference standard. A
descriptive analytical cross-sectional study was conducted on 5 HIV/AIDS patients with
suspected TB at Lepo-Lepo Primary Health Center from January to May 2025. Sputum samples
were examined using Ziehl-Neelsen staining and GeneXpert Molecular Rapid Test, while blood
samples were analyzed by PCR using 1S6110 gene-specific primers. DNA extraction utilized
Geneaid kit, amplification followed standard protocol (35 cycles), and visualization through
2% agarose gel electrophoresis. All samples showed negative AFB results but were positive for
MTB (detected low) on GeneXpert examination. PCR analysis detected 1S6110 gene in all blood
samples (100%), demonstrated by DNA band formation at 123 bp with concentrations ranging
0.472-89.39 ug/mL. The 2x2 diagnostic table showed perfect concordance (true positive=5,
false negative=0), yielding PCR sensitivity of 100%. PCR method targeting 1S6110 gene
demonstrates very high sensitivity in detecting M. tuberculosis in HIV/AIDS patients with
negative AFB results, showing perfect concordance with GeneXpert, making it an effective
molecular diagnostic alternative for high-risk populations with paucibacillary manifestations.
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Abstrak

Tuberkulosis (TB) merupakan infeksi oportunistik utama pada pasien HIV/AIDS dengan sistem
imun yang tersupresi, dimana pemeriksaan Bakteri Tahan Asam (BTA) konvensional sering
memberikan hasil negatif palsu. Penelitian ini bertujuan menganalisis sensitivitas metode
Polymerase Chain Reaction (PCR) dengan target gen 1S6110 dalam mendeteksi Mycobacterium
tuberculosis pada pasien HIV/AIDS dengan hasil BTA negatif, menggunakan GeneXpert sebagai
standar referensi. Penelitian deskriptif analitik dengan desain cross-sectional dilakukan terhadap
5 pasien HIV/AIDS dengan suspek TB di Puskesmas Lepo-Lepo periode Januari-Mei 2025. Sampel
sputum diperiksa menggunakan metode pewarnaan Ziehl(-Neelsen dan Tes Cepat Molekuler (TCM)
GeneXpert, sedangkan sampel darah dianalisis dengan PCR menggunakan primer spesifik gen
IS6110. Ekstraksi DNA menggunakan kit Geneaid, amplifikasi mengikuti protokol standar (35
siklus), dan visualisasi melalui elektroforesis gel agarosa 2%. Seluruh sampel menunjukkan hasil
BTA negatif namun positif MTB (detected low) pada pemeriksaan GeneXpert. Analisis PCR
mendeteksi gen 1S6110 pada semua sampel darah (100%), ditunjukkan dengan pembentukan pita
DNA berukuran 123 bp dengan konsentrasi berkisar 0,472-89,39 pg/mL. Tabel diagnostik 2x2
menunjukkan konkordansi sempurna (true positive=5, false negative=0), menghasilkan nilai
sensitivitas PCR sebesar 100%. Metode PCR dengan target gen 1S6110 memiliki sensitivitas sangat
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tinggi dalam mendeteksi M. tuberculosis pada pasien HIV/AIDS dengan hasil BTA negatif dan
menunjukkan konkordansi sempurna dengan GeneXpert, sehingga dapat menjadi alternatif
diagnostik molekuler yang efektif untuk populasi berisiko tinggi dengan manifestasi
paucibacillary..

Kata Kunci : tuberkulosis, HIV/AIDS, 1S6110, sensitivitas PCR, geneXpert

PENDAHULUAN
Tuberkulosis (TB) tetap menjadi masalah kesehatan terbesar secara global,

khususnya pada pasien dengan infeksi HIV/AIDS yang mengalami penurunan daya
tahan tubuh. Menurut World Health Organization (2022), TB merupakan
penyebab utama kematian di antara pasien HIV/AIDS dengan tingkat ko-infeksi
yang tinggi, khususnya di wilayah endemik seperti di Indonesia. Pasien HIV/AIDS
memiliki risiko 20 kali lebih tinggi untuk mengidap TB aktif dibandingkan populasi
umum, dikarenakan penurunan jumlah sel CD4 yang mengakibatkan gagal
mempertahankan bakteri TB dalam keadaan laten, sehingga memicu progresinya
menjadi penyakit TB aktif (Muna & Cahyati, 2019).

Deteksi TB pada pasien HIV/AIDS menimbulkan masalh tersendiri, karena
gejala klinis sering tidak khas dan beban bakteri dalam sputum cenderung rendah
(paucibacillary). Metode konvensional seperti pemeriksaan mikroskopis Bakteri
Tahan Asam (BTA) memiliki sensitivitas rendah, sehingga sering memberikan
hasil negatif palsu (Dewi et al., 2019). Hal ini menyebabkan keterlambatan
diagnosis dan pengobatan, yang berdampak buruk pada prognosis pasien maupun
potensi penularan penyakit.

Perkembangan teknologi molekuler, khususnya Polymerase Chain Reaction
(PCR), menawarkan solusi potensial untuk meningkatkan akurasi diagnostik TB
pada pasien HIV/AIDS. Gen IS6110 (Insertion Sequence 6110) merupakan elemen
penyisipan yang eksklusif ditemukan pada Mycobacterium tuberculosis complex
(MTBC) dengan jumlah kopi 10-20 per genom, menjadikannya target molekuler
yang ideal untuk deteksi spesifik (Mitani et al., 2016). Keberadaan multiple
copies 156110 dalam genom M. tuberculosis meningkatkan sensitivitas amplifikasi
PCR, memungkinkan deteksi hingga 20 sel bakteri atau setara 100 pg DNA
(Adhyatma et al., 2020).
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Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa PCR dengan target 156110
memiliki sensitivitas 55-90% dengan waktu deteksi kurang dari 24 jam, jauh
melampaui metode mikroskopis konvensional (Apriyani, 2024). Namun,
implementasi PCR sebagai alat diagnostik rutin di Indonesia masih terbatas,
terutama di fasilitas kesehatan primer dengan akses terbatas terhadap teknologi
GeneXpert yang lebih mahal.

Data epidemiologi dari Dinas Kesehatan Provinsi Sulawesi Tenggara tahun
2021 mencatat 949 kasus HIV/AIDS, dengan Puskesmas Lepo-Lepo menjadi salah
satu fasilitas dengan jumlah pasien terbanyak (38 kasus pada periode Januari-
Mei 2025). Tingginya prevalensi ko-infeksi TB-HIV di wilayah ini menuntut
pengembangan algoritma diagnostik yang lebih akurat dan hemat biaya (cost-
effective). Penelitian ini bertujuan menganalisis sensitivitas metode PCR dengan
target gen 1S6110 dalam mendeteksi M. tuberculosis pada pasien HIV/AIDS
dengan hasil BTA negatif, menggunakan GeneXpert sebagai standar referensi,
serta memberikan rekomendasi implementasi diagnostik molekuler yang dapat

diterapkan di fasilitas kesehatan dengan sumber daya terbatas.

BAHAN DAN METODE
Populasi penelitian adalah seluruh pasien HIV/AIDS yang tercatat di

Puskesmas Lepo-Lepo peride Januari - Mei 2025 sebanyak 38 pasien. Sampel
dipilih menggunakan teknik purposive sampling dengan kriteria inklusi: (1)
pasien HIV/AIDS terkonfirmasi secara serologis, (2) hasil pemeriksaan BTA
negatif, (3) bersedia berpartisipasi dalam penelitian dengan menandatangani
informed consent. Berdasarkan hal di atas diperoleh 5 responden yang
memenuhi kriteria penelitian.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi sampel sputum pagi
dan darah vena pasien HIV/AIDS, Kit Isolasi DNA Geneaid (Genomic DNA Mini
Kit), Proteinase K, Phosphate Buffered Saline (PBS), GSB buffer, etanol
absolut, W1 buffer, Wash buffer, Elution buffer, primer forward 156110 (5'-
CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG-3)), primer reverse 1S6110 (5'-
CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG-3'), GoTaq Green Master Mix, agarosa, buffer TAE
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(Tris Acetate EDTA) 1X pH 8, gel red, aquabides, dan reagen pewarnaan Ziehl-

Neelsen. Adapun peralatan yang digunakan Peralatan yang digunakan meliputi

thermocycler PCR, microcentrifuge, spektrofotometer UV-Vis, perangkat

elektroforesis horizontal, UV transilluminator, laminar air flow, waterbath,

vortex, mikropipet (10 pyL, 100 pL, 1000 pL), tips steril, tabung eppendorf, hot

plate, neraca analitik, dan mikroskop cahaya.

Prosedur penelitian di laksanakan dalam beberapa tahapan di antaranya

adalah:
1.

Pemeriksaan BTA dan TCM GeneXpert

Sampel sputum pagi dikumpulkan dalam wadabh steril bervolume 50 mL.
Pemeriksaan BTA dilakukan menggunakan metode pewarnaan Ziehl-
Neelsen dengan protokol standar sesuai pedoman nasional Program
Pengendalian Tuberkulosis. TCM GeneXpert MTB/RIF dilakukan sesuai
instruksi manufaktur Cepheid untuk deteksi simultan M. tuberculosis
dan resistensi rifampisin.

Ekstraksi DNA

Sampel darah vena sebanyak 3 mL dikoleksi menggunakan tabung
EDTA. Ekstraksi DNA dilakukan menggunakan Geneaid DNA Extraction
Kit dengan prosedur: (1) transfer 200 pL darah ke tabung eppendorf
dan tambahkan 20 pL Proteinase K serta 200 pL PBS, (2) inkubasi pada
waterbath 60°C selama 5 menit, (3) tambahkan 200 puL GSB buffer dan
inkubasi kembali pada 60°C selama 5 menit dengan pembalikan
berkala, (4) tambahkan 200 pL etanol absolut dan vortex 10 detik, (5)
transfer larutan ke kolom GS dan sentrifugasi 12.000 rpm selama 1
menit, (6) pencucian menggunakan 400 uL W1 buffer dan 600 pL Wash
buffer dengan sentrifugasi berturut-turut, (7) sentrifugasi kering
selama 3 menit, (8) elusi DNA menggunakan 100 pyL Elution buffer
dengan sentrifugasi 12.000 rpm selama 2 menit (Apriyani, 2024).

. Pengukuran Konsentrasi DNA

Konsentrasi dan kemurnian DNA diukur menggunakan spektrofotometer

UV-Vis pada panjang gelombang 260 nm dan 280 nm. Konsentrasi DNA
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dihitung menggunakan rumus: [DNA] = A0 x 50 pg/mL x faktor
pengenceran. Rasio kemurnian DNA ditentukan melalui perbandingan

A260/A280, dengan nilai ideal berkisar 1,8-2,0 untuk DNA murni.

. Amplifikasi PCR

Reaksi PCR dilakukan dalam volume total 12,5 pL menggunakan GoTaq
Green Master Mix dengan komposisi: 6,25 yL master mix, 0,5 yL primer
forward (10 pM), 0,5 pL primer reverse (10 pM), 3,25 pL nuclease-free
water, dan 2 pL DNA template. Protokol amplifikasi menggunakan
thermocycler dengan program: predenaturasi 95°C selama 2 menit,
diikuti 35 siklus yang terdiri dari denaturasi 95°C selama 30 detik,
annealing 55°C selama 30 detik, ekstensi 72°C selama 15 detik, dan
ekstensi akhir 72°C selama 5 menit (Adhyatma et al., 2020).

. Elektroforesis dan Visualisasi

Produk PCR dianalisis melalui elektroforesis gel agarosa 2% yang dibuat
dengan melarutkan 0,30 gram agarosa dalam 15 mL buffer TAE 1X pH
8. Setelah pemanasan hingga mendidih dan pendinginan hingga 60°C,
ditambahkan 1 pL gel red. Elektroforesis dilakukan pada tegangan 100
volt selama 60 menit. Visualisasi pita DNA dilakukan menggunakan UV
transilluminator dan dokumentasi dengan sistem gel documentation.
Hasil positif ditandai dengan terbentuknya pita DNA spesifik pada
ukuran 123 base pair (bp).

. Analisis Data

Sensitivitas metode PCR dihitung menggunakan tabel diagnostik 2x2
dengan formula: Sensitivitas = [TP / (TP + FN)] x 100%, dimana TP (true
positive) adalah jumlah sampel positif pada PCR dan GeneXpert,
sedangkan FN (false negative) adalah jumlah sampel negatif pada PCR
tetapi positif pada GeneXpert. Data disajikan dalam bentuk tabel dan

gambar dengan deskripsi naratif.

. Pernyataan Etik

Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan etik dari institusi terkait

dan informed consent dari seluruh responden dengan menjamin
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konfidensialitas data sesuai prinsip autonomy, beneficence, non-

maleficence, dan justice

HASIL

1. Karakteristik Responden

Penelitian ini melibatkan 5 pasien HIV/AIDS dengan suspek TB yang
memenuhi kriteria inklusi. Distribusi responden berdasarkan jenis
kelamin menunjukkan predominasi laki-laki sebanyak 4 orang (80%) dan
perempuan 1 orang (20%). Rentang usia responden berada pada kelompok
produktif, dengan mayoritas berusia 21-31 tahun sebanyak 4 orang (80%)
dan kelompok usia 29-30 tahun sebanyak 1 orang (20%).

2. Hasil Pemeriksaan BTA dan TCM GeneXpert

Tabel 1 menunjukkan distribusi hasil pemeriksaan BTA dan TCM

GeneXpert pada seluruh sampel penelitian.
Tabel 1. Distribusi Hasil Pemeriksaan BTA dan TCM GeneXpert dalam Deteksi

Mycobacterium tuberculosis

Metode Positif n (%) Negatif n (%) Total
BTA (Ziehl-Neelsen) 0(0) 5 (100) 5
TCM GeneXpert 5 (100) 0 (0) 5

Seluruh sampel (100%) menunjukkan hasil BTA negatif pada
pemeriksaan mikroskopis Ziehl-Neelsen, namun terdeteksi positif MTB
dengan kategori detected low pada TCM GeneXpert. Pola ini
mengindikasikan kondisi paucibacillary yang khas pada pasien HIV/AIDS
dengan imunosupresi, dimana jumlah bakteri dalam sputum berada di
bawah ambang deteksi mikroskopis (5.000-10.000 bakteri/mL) namun
masih dapat dideteksi melalui amplifikasi molekuler GeneXpert (minimal
131 bakteri/mL).

3. Hasil Analisis Molekuler PCR
Hasil pengukuran konsentrasi DNA dari sampel darah kelima

responden disajikan pada Tabel 2.
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Tabel 2. Hasil Pengukuran Konsentrasi dan Kemurnian DNA Menggunakan

Spektrofotometer
Kode Absorbansi Absorbansi Konsentrasi DNA Rasio
sampel A260 A2s0 (pg/mL) A260/A2s0
11 0,073 0,072 0,472 1,086
12 3,442 3,247 89,39 1,068
13 3,400 3,256 86,80 1,050
14 3,394 3,280 85,38 1,039
15 3,412 3,263 87,21 1,052

Konsentrasi DNA berkisar antara 0,472-89,39 ug/mL dengan rata-rata
69,85 pg/mL. Sampel 12 memiliki konsentrasi tertinggi (89,39 pg/mL),
sedangkan sampel |11 memiliki konsentrasi terendah (0,472 pg/mL). Rasio
kemurnian DNA (Az260/A280) berada pada rentang 1,039-1,086, sedikit di
bawah standar ideal (1,8-2,0) yang mengindikasikan kemungkinan
kontaminasi protein residual atau etanol. Meskipun demikian, seluruh
sampel tetap dapat diamplifikasi dengan sukses mengingat sensitivitas
tinggi metode PCR dan toleransi enzim Taq polymerase terhadap
kontaminan minor.

4. Deteksi Gen 1S6110 Melalui Amplifikasi PCR
Hasil amplifikasi PCR divisualisasikan melalui elektroforesis gel
agarosa 2% dan dokumentasi menggunakan UV transilluminator seperti

ditampilkan pada gambar 1.
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Gambar 1. Visualisasi elektroforesis produk PCR Gen 1S6110. M = DNA Marker, 11-15 =
sampel pasien HIV/AIDS. Pita DNA spesifik berukuruan 123 bp terdeteksi

pada seluruh sampel, mengonfirmasi keberadaan M. tuberculosis

Visualisasi gel elektroforesis menunjukkan pembentukan pita DNA
yang jelas dan spesifik pada ukuran 123 bp di seluruh sampel (I1-15),
mengonfirmasi keberadaan gen 156110 sebagai penanda eksklusif M.
tuberculosis. Intensitas pita yang relatif homogen mengindikasikan
keberhasilan amplifikasi PCR meskipun dengan konsentrasi dengan
konsentrasi DNA template yang bervariasi.

5. Analisis Sensitivitas PCR
Perbandingan hasil PCR dengan TCM GeneXpert sebagai standar

referensi disajikan dalam tabel diagnostik 2x2 (Tabel 3).

Tabel 3. Tabel Diagnostik 2x2 Perbandingan PCR dengan TCM GeneXpert

TCM GeneXpert Positif TCM GeneXpert Negatif Total
PCR Positif 5 (True Positive) 0 (False Positive) 5
PCR Negatif 0 (False Negative) 0 (True Negative) 0
Total 5 0 5

Berdasarkan tabel diagnostik 2x2, diperoleh nilai true positive (TP) =5 dan

false negative (FN) = 0. Perhitungan sensitivitas menggunakan formula:

Sensitivitas = X 100%

[(TPT+PFN)]
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Sensitivitas = X 100%

5
&l
= 100%
Hasil analisis menunjukkan konkordansi sempurna (100%) antara metode
PCR gen 156110 dengan TCM GeneXpert dalam mendeteksi M. tuberculosis pada
pasien HIV/AIDS dengan hasil BTA negatif. Tidak terdapat sampel yang
memberikan hasil negatif palsu (false negative) pada PCR, mengindikasikan

reliabilitas tinggi metode ini untuk populasi paucibacillary.

DISKUSI

Penelitian ini mengonfirmasi bahwa metode Polymerase Chain Reaction
(PCR) dengan target gen 1S6110 memiliki sensitivitas yang sanngat itnggi dalam
mendeteksi Mycobacterium tuberculosis (MWTB) pada pasien HIV/AIDS yang hasil
pemeriksaan Bakteri Tahan Asam (BTA) negatif. Hal ini penting mengingat
pemeriksaan BTA konvensional dengan pewarnaan Ziehl-Neelsen sering kali
menghasilkan hasil negatif palsu pada populasi HIV/AIDS karena jumlah bakteri
yang rendah (paucibacillary) dalam sputum pasien. Keberhasilan deteksi 100%
gen 1S6110 pada sampel darah memalui PCR menunjukkan bahwa teknik
molekuler ini dapat menjadi alternatif yang efektif dibandingkan metode

mikroskopis yang kurang sensitif (Dewi et al., 2019).

PCR menggunakan target gen I1S6110 berpotensi tinggi sebagai metode
diagnostik karena gen ini merupakan elemen penyisipan yang spesifik untuk
Mycobacterium tuberculosis complex dan terdapat dalam jumlah copy yang
cukup banyak pada genom, meningkatkan peluang amplifikasi DNA yang berhasil
walaupun dengan jumlah bakteri rendah (Mitani et al., 2016). Meskipun
kemurnian DNA yang diukur dalam penelitian ini sedikit di bawah standar ideal
(rasio A260/A280 < 1,8), sensitivitas tinggi PCR dan toleransi enzim Taq
polymerase terhadap kontaminan minor memastikan proses amplifikasi tetap
optimal (Adhyatma et al., 2020).

Konsistensi hasil PCR dengan metode standar GeneXpert MTB/RIF yang

juga menunjukkan 100% deteksi MTB pada sampel yang sama menegaskan
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validitas dan realibilitas metode PCR ini sebagai alat pendeteksi molekuler.
geneXpert yang dikenal memiliki sensitivitas tinggi dan waktu deteksi singkat
menjadi standar rujukan yang ideal, sehingga konkordansi sempurna
(sensitivitas 100%) dengan PCR 1S6110 membuka peluang penerapan metode
pCR ini secara luas khususnya pada fasilitas kesehatan primer dengan
keterbatasan sumber daya dan akses terhadap teknologi GeneXpert yan grelatif
mahal (Apriyani, 2024).

Kejadian negatif palsu pada pemeriksaan BTA di kalangan pasien HIV/AIDS
disebabkan oleh imunosupresi yang menurunkan jumlah sel CD,4, sehingga
infeksi MTB cenderung menunjukkan manifestasi paucibacillary dan klinis yang
tidak spesifik. Oleh karena itu, diagnosis TB pada kelompok ini membutuhkan
metode laboratorium dengan tingkat sensitivitas tinggi seperti PCR gen 1S6110
agar pengobatan dapat dimulai lebih awal dan transmisi infeksi dapat dicegah
secara lebih efektif (Muna & Cahyati, 2019).

Penelitian ini juga memiliki impliasi epidemiologis, mengingat tingginya
prevalensi ko-infeksi TB-HIV di wilayah Sulawesi Tenggara yang menuntut
metode diagnosis yang cepat, akurat, dan hemat biaya. Implementasi PCR gen
IS6110 sebagai alat diagnostik molekuler alternatif dapat memperkuat program
pengendalian TB serta meningkatkan deteksi kasus yang selama ini sulit
diidentifikasi menggunakan metode konvensional, terutama pada pasien
dengan imunodefisiensi berat. Hasil penelitian ini memberikan kontribusi
penting dalam bidang diagnostik molekuler TB pada pasien HIV/AIDS,
megusulkan bahwa metode PCR gen 156110 dapat menjadi strategi diagnostik
tambahan yang efektif, akurat, serta sesuai untuk diterapkan di fasilitas
kesehatan tingkat primer untuk mendukung deteksi dini dan terapi tepat waktu

pada populasi berisiko tinggi
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KESIMPULAN

Metode Polymerase Chain Reaction (PCR) dengan target gen 1S6110
memiliki sensitivitas yang sangat tinggi dalam mendeteksi Mycobacterium
tuberculosi pada pasien HIV/AIDS dengan hasil BTA negatif, terbukti dengan
konkordansi sempurna terhadap GeneXpert. Teknik PCR ini menunjukkan
potensi sebagai alternatif diagnostik molekuler yang efektif, cepat, dan hemat
biaya khususnya pada populasi berisiko tinggi dengan manifestasi
paucibacillary. Implementasi PCR gen IS6110 di fasilitas kesehatan primerdapat
mempercepat diagnosis, mendukung pengobatan tepat waktu, dan memperkuat
program pengendalian tuberculosis di wilayah dengan prevalensi ko-infeksi TB-
HIV yang tinggi.
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