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ABSTRACT

The COVID-19 pandemic has occurred in Indonesia since March 2020. An increase in cases requires
the involvement of various medical elements from the beginning of the patient's condition to the
diagnosis decision. Preparation of pre-analysis, analysis, to good post-analysis in the laboratory
greatly supports the results of the diagnosis needed. The purpose of this study was to find out various
factors that influence invalid results in a real-time examination — polymerase chain reaction (RT-PCR)
in patients at Dr. Wahidin Sudirohusodo Mojokerto general hospital. Data collection from the
hospital's biomolecular laboratory in a cross-sectional descriptive observational manner was taken
from September to November 2020. A total of 40 data processed with descriptive statistics percentage
showed a tendency to invalidity results by 30%. Pre-analytic errors play a big role in the RT-PCR
method inspection process. Sample misidentification, poor sample quality, non-standard sample
transportation conditions, and sample storage are some of the things that support the invalidity of the
results of the COVID-19 RT-PCR examination method. Evaluation during the work process at various

stages as well as the use of controls can minimize laboratory results that are not appropriate.
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PENDAHULUAN

Sejak awal tahun 2020 terjadi fenome-
na penyakit baru yang dikenal sebagai corona
virus disease 19 atau disingkat COVID-19
(Sucahya, 2020). Sindrom penyakit akut me-
nyerang sistim pernafasan ini disebabkan virus
SARS-CoV-2 yang pertama kali ditemukan
pada bulan Desember 2019 di Wuhan, Ibu
Kota Propinsi Hubei China. Penyebaran global
COVID-19 di tahun 2020, menyebabkan or-
ganisasi kesehatan dunia (WHO) menetapkan
wabah penyakit ini sebagai darurat kesehatan
internasional pada 30 Januari 2020 dan dinya-
takan sebagai pandemi sejak 11 Maret 2020
(Huang et al., 2021).

Wabah COVID-19 yang begitu cepat
terjadi mengejutkan hampir semua negara di
dunia termasuk Indonesia, sehingga tindakan
pencegahan perluasan penyakit segera dil-
akukan semua negara di dunia. Penerapan lock
down dan social distancing menjadi aturan
dalam menghentikan mata rantai perluasan
virus (Benke et al., 2020)

Jalur penularan antar manusia terjadi
melalui udara dan yang berhubungan erat
dengan penyebaran virus pernapasan adalah
droplet dan aerosol. Meskipun tindakan socia/
distancing memberikan kondisi pencegahan
terhadap COVID-19 namun jumlah dominasi
virus di dalam droplet atau aerosol mem-
berikan keyakinan tentang tingginya tingkat
penularan (Jayaweera et al., 2020).

Pengujian terhadap agen penyebab
COVID-19  yaitu  virus  SARS-CoV-2
didasarkan pada deteksi protein (antigen virus
atau antibodi inang) atau asam nukleat virus.
Deteksi antibodi IgM dan atau IgG
menunjukkan kemungkinan telah terinfeksi
SARS-CoV-2 sedangkan tes berbasis viral load
berdasarkan deteksi antigen virus, fragmen
spesifik protein virus, atau RNA virus berbasis
PCR. Tujuan tes antigen adalah mendeteksi
infeksi aktif terlepas dari respons imunitas.
Pemeriksaan antigen lain adalah metode
imunokromatografi yang dapat memberikan
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hasil dalam waktu 15 menit. Metode yang
direkomendasikan food and drug administra-
tion (FDA) saat ini untuk mencegah infeksi
COVID-19 adalah reverse transcription
quantitative polymerase chain reaction (RT-
gPCR) (Uribe-Alvarez et al., 2021). Masalah
penting tes RT-PCR adalah kemungkinan hasil
negatif palsu dan positif palsu. Hasil negatif
menunjukkan bahwa pasien belum tentu tidak
terinfeksi COVID-19 sehingga tidak boleh
digunakan sebagai kriteria pengobatan atau
manajemen pasien (Tahamtan & Ardebili,
2020).

METODE PENELITIAN
Jenis Penelitian

Penelitian menggunakan studi ob-
servasi kualitatif deskriptif dengan data
sekunder yang diambil dari pemeriksaan
COVID-19 dengan mengabaikan status derajat
keparahan penyakit dan hanya bertujuan untuk
mmengetahui gambaran hasil invalid pada
pemeriksaan metode RT-PCR pada pasien
COVID-19 di Rumah Sakit Umum dr. Wahi-
din Sudiro Husodo Mojokerto.

Waktu dan Tempat Penelitian

Pelaksanaan penelitian selama tiga bulan
yaitu bulan September hingga November tahun
2020 pada unit laboratorium molekuler RSU
dr. Wahidin Sudirohusodo Mojokerto.

Instrumen Penelitian

Pengumpulan data didapatkan dari se-
tiap hasil sampling spesimen nasofaring dan
orofaringeal test berdasarkan rekomendasi
pusat pengendalian dan pencegahan penyakit
AS (CDC) yang ditempatkan segera pada 2-3
ml media tabung transportasi virus. Tes gen E
digunakan sebagai alat skrining lini pertama,
kemudian diikuti dengan pengujian konfirmasi
dengan tes rna-dependent RNA polymerase
gene (RdRp). Tes gen N akhirnya dapat
dianalisis sebagai tes konfirmasi tambahan.
Penghitungan data menggunakan rumus
prevalensi VNN yaitu :

¥ sampel pasien yang terinfeksi virus (oran
pel p yang ( g)xloo%

% sampel pasien yang diamati virus (orang)

Data prevalensi menggambarkan frekuensi
infeksi lama dan baru pada pasien dalam satu
jangka waktu dan lokasi tertentu (Melinda,

RT-PCR sebagai standar emas untuk
deteksi COVID-19 dengan hasil positif
memberikan penguatan diagnosa infeksi virus.
Namun, kemampuan deteksi metode RT-PCR
masih menunjukkan adanya beberapa hasil
positif palsu dan negatif palsu akibat
kemampuan infrastruktur yang masih terbatas
seperti kelangkaan reagen dan kurangnya
kemampuan staf terlatih. Faktor yang mampu
meningkatkan  akurasi hasil tes dapat
menambahkan temuan klinis dan hasil
penunjang lain dalam menguatkan identifikasi
potensi kasus (Munne et al., 2021).

Malau; Posma, Kennedy; Humala &
Desrianty, 2022)
Sampel atau Populasi Penelitian

Sampel penelitian berasal dari hasil
swab nasofaring dan orofaring pasien poliklin-
ik khusus covid dan rawat inap Rumah Sakit
Umum dr.Wahidin Sudirohusodo Mojokerto.
Besar sampel yang digunakan mengikuti

rumus :

N
n=———C
1+N (d?)
Keterangan :

N : Besar Populasi

d : Tingkat kesalahan yang digunakan

5%

Berdasarkan rumus tersebut maka
digunakan sampel sejumlah 40 orang.

Alat dan Bahan

Alat yang harus dipersiapkan sebagai
berikut Cool box, kantong plastic, Alat RT-
PCR Mico Biomed. Bahan yang digunakan
adalah sebagai berikut Swab Nasofaring dan
Orofaring, VTM, Reagen RT-PCR.

Prosedur
Pra Analitik

Pasien yang datang ke poli covid tahu
diruang Rawat inap dengan membawa blanko
permintaan dan dilakukan swab nasofaring dan
orofaring.
Analitik
Langkah-langkah proses ekstraksi

Petugas mengcoding  sampel sesuai
print out sampel dibagi admin. Petugas
menyiapkan alat dan bahan (menyalakan




Jurnal SainHealth Vol. 6 No. 1 Edisi 2022

© Fakultas Ilmu Kesehatan Universitas Maarif Hasyim Latif Sidoarjo

p-ISSN : 2548-8333
e-ISSN : 2549-2586

healing block, alat ekstrasi dan inisialisasi).
Menyiapkan reagen yang akan digunakan
proses ekstraksi dan sampel VIM yang akan di
ekstraksi. Memasukkan 500 p sampel tube 1.5
ml. Menambahkan NB buffer 500 p, NPK
buffer 20 p, NCM buffer 10 p kemudian
divortex 15 detik dan di spin down 3 detik.
Inkubasi ke heating block 65° C selama
10menit. Memutar di spin down selama 3 detik
selanjutnya ditambahkan IPA 500 p dan vortex
15 detik dan spin down 3 detik. Memindahkan
sampel yang akan di ekstraksike tube uper tray
dan tutup dengan pre cartridge. Membuka
lower tray, tempatkan waste cartridge dan
memasukkan elution cartrige, tube elution
sesuai nomer sampel di upper tray kemudian
tekan ',

Mixing Reagen

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian didapatkan dari
laboratorium Bromokuler sebagai salah satu
bagian dari rumah sakit umum dr. Wahidin
Sudiro Husodo selama bulan September sam-
pai November 2020. Jumlah sampel dalam
penelitian ini sebanyak 40 pasien yang diambil
dari pasien COVID-19 di poli COVID maupun
dari Rawwat Inap berfokus menggunakan alat

Tabel 1. di atas menunjukkan
prosentase hasil invalid baik hasil positif dan
negatif sebesar kurang lebih 30%. Bukti
penelitian ~ menyatakan ~ bahwa  sumber
kesalahan pra-analitik merupakan sumber
utama  kesalahan  dalam  pemeriksaan
laboratorium termasuk dalam penggunaan
bahan pemeriksaan virus. Berbagai faktor
kesalahan misalnya ketidaktepatan dalam
identifikasi pasien dan atau sampel menjadi
potensi menurunnya keamanan dan kualitas
pengujian metode RT-PCR, selain itu kondisi
transportasi sampel seperti lama waktu
pengiriman, penyimpanan sampel yang tidak
sesuai (suhu penyimpanan tidak terukur baik),
kualitas volume sampel dan adanya komponen
substansi pengganggu seperti penggunaan zat
aditif yang tidak sesuai atau terjadi pembekuan
pada sampel dapat menjadi faktor invaliditas
hasil pemeriksaan RT-PCR (Lippi et al., 2020).
Perbedaan kit reagen dari setiap alat berhub-
ungan dengan perbedaan gen target pada

Reagen terdiri dari MM, PPM, IPC,
Kontrol postf (pc), Kontrol negatif (NC).
Keluarkan reagen dari frezer dan fortek tunggu
sampai mencair. Mixing reagen terdiri dari
MM, PPM, IPC dengan perbandingan 3-1-1.
Memberi nomor pada tube (No. 1 sd 14, NC,
PC). Memasukkan reagen mixing ke tube yang
telah diberi nomor sebanyak 5 ul, sampel, NC,
PC sebanyal 5 ul. Sampel sesuai kode dan NC,
PC sesuai tulisan pada tube kalau tulisan NC
berarti isinya reagen dan NC, dst. Menutup
tube kemudian fortek selama 10 detik.
Centrifuge selama 10 detik. Membuka tutup
siapkan lab cip. Pada lab cip No. 1 masukkan
8.2ul tube yang tertulis NC, lab cip No. 2 tube
yang berisi sampel samapi dengan lap cip No.
15, lab cip No. 16 masukkan 8,2ul yang berisi
reagen dan PC, wusahakan jangan ada
gelembung pada lab cip .

RT-PCR yang disajaikan pada Tabel di bawah
ini.
Tabel 1. Distribusi Frekuensi Hasil

No Hasil Frekuensi Pl‘O(Soe/(I)l )t ase

1 Invalid 12 30

2 Positif 14 35

3 Negatif 14 35
Total 40 100

pemeriksaan RT-PCR bahan sampel COVID-
19. Penelitian ini menggunakan gen target
OF3A dan N dengan nilai CT 40.

Hasil penelitian lain yang menyatakan
bahwa antara metode RT-PCR dan tes cepat
molekuler (TCM) mempunyai kesesuaian hasil
hingga 100% tidak mendukung hasil penelitian
ini (Abdullah et al.,, 2021)(Wolters et al.,
2020), sedangkan hasil penelitian lain menya-
takan keadaan yang sama seperti hasil
penelitian ini berasal dari 20 sampel menun-
jukkan 1 hasil yang tidak sesuai sehingga
kesesuaian hasilnya sebesar 95% (Smithgall et
al., 2020)(Kari Broder et al., 2020).

Tahapan proses pemeriksaan laboratorium
meliputi tahap pra analitik, analitik dan pasca
analitik. Sebagian kesalahan pra-analitik
terjadi sebesar 46-68,2% sedangkan kesalahan
pasca analitik menyumbang 18,5-47%. Faktor
kesalahan pra-analitik sebagian besar terjadi
akibat penerimaan sampel yang tidak sesuai
persyaratan.  Persiapan  pasien  sebelum




Jurnal SainHealth Vol. 6 No. 1 Edisi 2022

© Fakultas Ilmu Kesehatan Universitas Maarif Hasyim Latif Sidoarjo

p-ISSN : 2548-8333
e-ISSN : 2549-2586

pemeriksaan laboratorium memegang peran
penting untuk mendapatkan hasil pemeriksaan
yang benar. Sampel pemeriksaan yang tidak
sesuai persyaratan tidak dapat diterima dan
dilakukan ulang pengambilan sampel sesuai
kriteria. Pengulangan sampling pasien dapat
meminimalkan kerugian laboratorium (Plebani,
2006).

Tahapan analitik yang disertai dengan
tahapan pra analitik dan pasca analitik yang
benar dapat memberikan hasil laboratorium
yang sangat berguna bagi klinisi dalam
menetapkan diagnosa. Tahapan persiapan,
pengambilan dan pengolahan sampel serta
kegiatan setelah analisis memberikan peran
sangat penting dalam validitas hasil laboratori-
um. Hasil pemeriksaan dengan kualitas tinggi
karena adanya ketelitian dan ketepatan sangat
membantu kesesuaian terapi bagi pemulihan
kesehatan pasien (Tuntun, Maria; Sriwulan,
Wieke; Setiawan, Doni; Nuryati, 2018).

Berhubungan dengan hasil RT-PCR
terdapat adanya resiko kemunculan hasil
negative palsu dan positif palsu. Hasil negative
tidak mengecualikan kemungkinan infeksi
COVID-19. Beberapa faktor diketahui
berhubungan dengan inkonsistensi hasil RT-
PCR. Penggunaan primer dalam setiap
perbedaan gen dipengaruhi variasi urutan RNA
virus. Hasil negative palsu dapat terjadi akibat
adanya mutasi primer dan area target genom
SARS-CoV-2. Perancangan sangat akurat
terhadap area pelestarian genom virus tetap
dapat memunculkan variabilitas penyebab
ketidakcocokan primer, probe dan urutan target
sehingga berpotensi terjadi penurunan kinerja
pemeriksaan dan hasil negative palsu.
Amplifikasi ganda target gen diharapkan dapat
menghindari hasil invalid. Inkonsistensi hasil
dapat dihindari dengan penggunaan jenis
specimen berbeda. Adanya satu atau lebih
reaksi primer dan probe negative test control
(NTC) adalah indikasi terjadinya kontaminasi
sampel yang dapat memunculkan hasil positif
palsu. Pengawasan internal perlu dikerjakan
terhadap identifikasi sampel dengan substansi
yang berpotensi mengganggu proses ekstraksi
asam nukleat dan amplifikasi PCR. Resiko
positif plasu sangat mempengaruhi pasien
sehingga pedoman pengujian dan standard
konfirmasi test menjadi hal yang sangat perlu
diperhatikan (Tahamtan & Ardebili, 2020).

Proses analisis sampel sesuai dengan
standard prosedur laboratorium yang baik
misalnya penggunaan kit reagen RT-PCR yang
berkualitas akan mampu meningkatkan akurasi
hasil pemeriksaan. Berbagai faktor yang
mempengaruhi validitas hasil seperti lokasi
pengambilan sampel yang tidak tepat dan tidak
dikerjakan pada waktu yang tepat dapat
memberikan kemungkinan hasil negative
palsu.  Proses transportasi sampel ke
laboratorium hingga tehnik pengerjaan yang
dikerjakan dengan teliti berperan penting pada
hasil akhir pemeriksaan. Potensi kontaminasi
sampel akibat tidak menjalankan protokol
pengerjaan sesuai alur pemeriksaan dapat
menyebabkan kemungkinan hasil positif palsu
(Damo et al., 2021).

Kesalahan identifikasi sampel, pengambi-
lan sampel yang kurang tepat, kualitas sampel
yang buruk, volume sampel sangat sedikit,
proses pengiriman sampel yang tidak standard,
kontaminasi sampel, kesalahan pipetting
selama proses persiapan sampel merupakan
beberapa faktor penyabab kesalahan pra
analitik. Kemungkinan hasil negative palsu
dapat terjadi apabila selama proses analisis
didapatkan kontaminasi silang, pengerjaan test
di luar masa infeksi, primer dan probe yang
tidak sesuai, kesalahan dalam penggabungan
nukleotida serta faktor mutasi. Proses
pengerjaan RT-PCR yang relatif tidak
sederhana memerlukan keahlian tersendiri bagi
tehnisi profesional dan peralatan khusus karena
mampu mengerjakan sampel dalam jumlah
yang banyak sekaligus (Agustina &
Fajrunni’mah, 2020).

Hasil positif pada gen RP (human gen)
dapat menjadi penanda validasi hasil RT-PCR
karena menunjukkan proses ekstraksi asam
nukleat dan proses pengambilan sampel yang
benar.  Pemilihan  reagensia =~ RT-PCR
berdasarkan spesifisitas dan sensitivitas reagen
manufaktur disesuaikan dengan reagensia
kimiawi di dalam alat dan dikerjakan sesuai
kebutuhan menjadi peran penting dalam
penggunaan bahan pemeriksaan (Wahjudi,
2020)

Hasil negative palsu dapat disebabkan
berbagai faktor termasuk didalamnya sumber
spesimen, waktu  pengambilan  sampel,
prosedur operasional dan kualitas reagensia.
Beberapa hasil penelitian dengan pengerjaan
metode RT-PCR menunjukkan hasil negative
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palsu terjadi hingga 20-40% dimana hasil tidak
sesuai dengan gejala klinis mengarah pada
infeksi SARS-CoV-2 (Wang et al., 2020).

Buruknya  kualitas  sampel  yang
mengandung sedikit material substansi target,
waktu pengambilan sampel terlalu awal atau
terlalu lambat dan tidak sesuainya penanganan
transportasi sampel dapat menjadi sebab
didapatkannya hasil negative palsu, sehingga
hasil RT-PCR negative tidak menyingkirkan
kemungkinan terjadinya infeksi virus COVID-
19 (Yusra & Pangestu, 2020).

Kemungkinan hasil negative dapat terjadi
apabila tehnik pengambilan sampel salah
karena pengambilan posisi sampling tidak
tepat. Sikap tidak kooperatif pasien terutama
anak anak mendukung kurang tepatnya
pengambilan target lokasi. Selain itu, tehnik
pengambilan dengan menggunakan bahan
organik seperti kayu atau kapas dapat
mempengaruhi  hasil RT-PCR, sebaiknya
digunakan bahan dakron wuntuk proses
sampling nasofaring atau orofaring
(Pratiwi & Widodo, 2020)

Tahap pra analitik pada penelitian ini
salah satunya adalah pada proses pengambilan
swab. Proses pengambilan yang tepat dengan
kedalaman yang tepat sangat mempengaruhi
hasil sampel yang diperoleh. Pada penelitian
ini satu pasien dilakukan proses pengambilan
swab  sebanyak 2 VTM  schingga
kekooperatifan pasien juga mempengaruhi
dalam proses pengambilan swab. Selain itu
penyimpanan reagen yang kurang tepat juga
bisa memberikan kesalahan pada proses pra
analitik, baik reagen yang digunakan untuk
pemeriksaan TCM maupun RT-PCR.

Tahap analitik bisa dipengaruhi oleh
keterampilan  analis yang mengerjakan.
Semakin kompeten analis yang melakukan
pemeriksaan maka human  error  Dbisa

KESIMPULAN

Pemeriksaan RT-PCR memiliki batas
deteksi konsentrasi analit yang lebih rendah
dengan proses pengerjaan yang lebih kompleks
sehingga diperlukan kompetensi dalam bidang
ketrampilan dan keahlian khusus dari seorang
petugas laboratorium untuk meningkatkan va-
liditas hasil laboratorium.

Tahap pra-analitik memberikan kontri-
busi terbesar dalam peningkatan resiko hasil

diminimalkan. Analis yang kompeten akan
melakukan prosedur pemeriksaan sesuai SOP
dengan lebih baik. Pada proses ekstraksi RT-
PCR merupakan salah satu kunci utama
memperoleh hasil yang tepat karena dengan
proses ekstraksi yang benar akan diperoleh
isolat DNA yang murni dan tepat. Begitu juga
untuk proses selanjutnya yaitu pada proses
mixing keterampilan analis juga sangat
diperlukan karena hampir semua volume
pemipetan pada RT-PCR dalam jumlah yang
sangat kecil jadi ketelitian dan keterampilan
pemipetan analis juga sangat mempengaruhi.
Sedangkan pada TCM semua proses dilakukan
secara closed system atau dilakukan secara
otomatis oleh alat sehingga kesalahan paada
proses analitik bisa lebih diminimalkan.

Prosedur pemipetan pada pengerjaan RT-
PCR perlu diperhatikan untuk menghindari
terbentuknya gelembung di dalam tip. Posisi
mikropipet dengan tip terisi harus berada
dalam kondisi vertikal, penggunaan sarung
tangan selama pengerjaan sampel RNA dan
pengambilan larutan secara aseptis merupakan
beberapa tindakan penting selama proses
analisis (Vertygo et al., 2021).

Setiap alat beserta kit reagennya mem-
berikan informasi bahwa deteksi gen target
untuk pemeriksaan COVID-19 melalui metode
tes cepat molekuler (TCM) dan RT-PCR
merupakan hal berbeda. Pada pemeriksaan
TCM menggunakan gen target N2 dan E
dengan nilai CT (cycle threshold) < 40. Pada
sampel dengan kode C ini memiliki nilai CT
pada N2 yaitu 34,2 dan E sebesar 30,5
sehingga hasil yang dikeluarkan adalah positif.
Sedangkan untuk RT-PCR menggunakan gen
target Orf3a dan N dengan nilai CT < 40. Pada
sampel kode C menunjukkan hasil negatif yang
artinya nilai CT > 40 pada masing-masing gen
target

invalid dibandingkan dengan tingkat analitik
dan pasca analitik yang disebabkan dari
spesimen yang diterima laboratorium tidak
memenubhi syarat yang ditentukan.
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