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ABSTRAK

Latar belakang

Indonesia termasuk negara kedua dengan kasus TB (tuberkulosis) terbanyak di dunia, sehingga TB di Indonesia harus dikendalikan
dengan cara meningkatkan kapasitas dan membangun akses universal yang dibutuhkan untuk menegakkan diagnosis laboratorium
yang cepat dan akurat. Kemajuan dalam mengontrol TB dan mengurangi konsekuensinya dapat dipercepat melalui diagnosis dini
dan pengobatan yang tepat. Penelitian ini menggunakan pemeriksaan polymerase chain reaction (PCR) sebagai baku emas,
walaupun untuk diagnosis rutin membutuhkan biaya yang lebih mahal. Oleh karena itu sangat dibutuhkan metode diagnostik yang
cepat, akurat dan tidak mahal yaitu biopsi aspirasi jarum halus (BAJAH) dengan gambaran morfologi berupa epiteloid dan nekrosis.
Tujuan penelitian ini untuk menganalisis gambaran morfologi limfadenitis TB menggunakan BAJAH dan PCR.

Metode

Penelitian ini merupakan studi analitik dengan pendekatan potong lintang. Jumlah sampel adalah n sampel, yaitu semua pasien
limfadenitis tuberkulosis. Kriteria gambaran morfologi yang berupa epiteloid dan nekrosis pada pemeriksaan sitologi BAJAH dan
PCR, kemudian dilakukan uji chi-square.

Hasil

Gambaran morfologi limfadenitis TB yang berupa epiteloid dan nekrosis pada pemeriksaan sitologi BAJAH menunjukkan hasil
pemeriksaan PCR 100% positif. Analisis statistik menggunakan Fisher exact antara grup | dan grup Il, grup Il dan grup Il
menunjukkan perbedaan tidak bermakna (p=0,074); sedangkan antara grup | dan grup lll menunjukkan perbedaan bermakna
(p<0,05).

Kesimpulan

Metode PCR dapat digunakan untuk mengkonfirmasi gambaran morfologik (epiteloid dan nekrosis) lymfadenitis TB.

Kata kunci: TB, limfadenitis, biopsi aspirasi, morfologi, PCR.
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Cytology Biopsy of Fine Needle Aspiration Polymerase Chain Reaction Methods

ABSTRACT

Background

Indonesia is the 2™ largest of tuberculous (TB) cases in the world. Therefore, TB must be controlled by increasing the capacity and
developing universal access needed for TB diagnose accurately and quickly. Progression in controlling TB and decreasing the
consequence can be accelerated through early detection and promt treatment. This study used PCR test as gold standard, albeit
the high cost. Thus, quick, accurate and low cost diagnostic method is needed. In this case morphologic features requirement
include the existence of epithelioid and necrosis in FNAB smears. Objective was to analyze morphologic features of tuberculosis
lymphadenitis using FNAB and PCR methods.

Methods

This study is a cross sectional analysis. N samples are all kind of lymphadenitis tuberculosis. Morphologic features in FNAB
cytology must be confirmed using PCR test and performing chi-square test respectively.

Results

Epitheloid and necrosis features of TB lymphadenitis on FNAB showed 100% positive on PCR methods. This study divided into
three groups. Statistic analyses between group | and Il, group Il and Il showed in significant differences (p=0.074); while between
group | and 11l showed significant differences (p<0.05).

Conclusions

PCR method could confirmed morphologic features (epitheloid and necrosis) of TB lymphadenitis.

Key words: TB, lymphadenitis, aspiration biopsy, morphology, PCR.
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PENDAHULUAN

Tuberkulosis (TB) masih merupakan masalah
utama kesehatan global. Indonesia termasuk
negara kedua dengan kasus TB terbanyak di
dunia." Tuberkulosis (TB) merupakan penyakit
kronis sistemik dan serius, paling sering berhu-
bungan dengan M. tuberculosis. TB kelenjar
adalah peradangan satu atau lebih kelenjar
yang biasanya disebabkan oleh fokus infeksi
primer di tempat lain di dalam tubuh. M.
tuberculosis berbentuk batang atau terkadang
sedikit melengkung, tidak berspora maupun
berkapsul. Ukuran panjang 1-4 um dan lebar
0,3-0,6 ym. Penularan TB biasanya langsung,
melalui inhalasi organisme dalam bentuk
aerosol yang dihasilkan oleh proses ekspekto-
rasi.” Salah satu langkah dalam mengendalikan
TB adalah meningkatan sumber daya manusia
termasuk kemampuan tenaga kesehatan dalam
penemuan kasus den%an harapan dapat menu-
runkan penularannya.” Ahli Patologi Anatomik
sendiri sangat berperan dalam menegakkan
diagnosis limfadenitis TB, didukung oleh pe-
nelitian sebelumnya yang menyimpulkan sen-
sitivitas dan spesifisitas yang tinggi dalam
menegakkan diagnosis limfadenitis TB. Dalam
mengontrol TB, diperlukan peningkatan kapa-
sitas dan akses universal untuk diagnosis dini.*
Deteksi TB yang terlambat akan meningkatkan
risiko penularan, namun dengan diagnosis dini
dan pengobatan yang tepat, maka TB akan
dapat dikendalikan.’

Selain TB paru, lokasi yang paling
sering adalah Kelenjar Getah Bening (KGB),
saluran urogenital, pleura, tulang dan sendi,
meningen dan sistem saraf pusat, peritoneum
dan organ perut Iainnya.6 Penderita TB ekstra
paru di Amerika Serikat dan Jerman dilaporkan
masing-masing sebanyak 41% dan 50%. Limfa-
denitis TB di India terbanyak pada usia 11-20
tahun, sedangkan di Amerika Serikat sering
pada usia 25-50 tahun. Perbandingan antara
laki-laki dengan perempuan adalah 1:1,3."
Epidemiologi TB menurut data survei di India
lebih besar dari perkiraan, walaupun angka
kejadian dan kematian TB menurun secara
global.1 Pertumbuhan TB akan meningkat
apabila terdapat kemiskinan, kepadatan pendu-
duk dan penyakit kronis yang menyebabkan
disabilitas. Demikian juga, pada orang berdaya
tahan tubuh rendah dan lanjut usia, rentan
tertular penyakit TB. Jumlah kasus baru di
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Indonesia setiap tahun bertambah 25% dan
sekitar 140.000 kematian disebabkan oleh TB.?

Limfadenitis TB dapat dideteksi melalui
pemeriksaan sitologi biopsi aspirasi jarum halus.
Dalam menegakkan diagnosis limfadenitis TB
secara sitologi tidak selalu mudah dan kultur
negatif tidak mutlak menyingkirkan TB, sehingga
perlu teknik lain sebagai baku emas. Kriteria
diagnostik TB secara sitologi apabila dijumpai
kelompokan sel histiosit tipe epiteloid dan sel-sel
datia berinti banyak dari tipe Langhans, dengan
atau tanpa nekrosis.***

Limfadenopati sering dijumpai dalam
praktek klinis. Penggunaan sitologi BAJAH pada
pemeriksaan limfadenopati telah menjadi teknik
minimal invasif yang dapat diterima dan diprak-
tekkan secara luas. Hal ini sangat menghemat
biaya dan akurat sebagai lini pertama untuk
pemeriksaan berbagai kondisi inflamasi, dan
keganasan.'® Sitologi biopsi aspirasi sangat
mudah, cepat, murah dan dapat diterapkan
pada negara yang berkembang dengan fasilitas
yang terbatas.'’ Sedangkan, pada penelitian
yang lain menyimpulkan hal yang berbeda, di
mana klinisi harus konsisten untuk melakukan
pemeriksaan M. tuberculosis pada pembengkak-
an di leher dan biopsi jarum halus.*

Untuk menegakkan diagnosis limfade-
nitis TB dapat dilakukan kultur, dengan pewar-
naan Ziehl Neelsen dan gambaran histopatologi
maupun immunohistokimia. Teknik terbaru yang
diperkenalkan adalah Radiometric BECTEC
system dan PCR. PCR merupakan suatu teknik
perbanyakan (amplifikasi) potongan DNA secara
in vitro pada daerah spesifik yang dibatasi oleh
dua buah primer oligonukleotida. Primer yang
digunakan sebagai pembatas daerah yang
diperbanyak adalah DNA untai tunggal yang
urutannya komplemen dengan DNA template
nya. Proses tersebut mirip dengan proses
replikasi DNA secara in vivo yang bersifat semi
konservatif. Teknik ini mampu memperbanyak
urutan 105-106 kali lipat dari jumlah nanogram
DNA template. PCR dapat digunakan untuk
amplifikasi urutan nukleotida, menentukan
kondisi urutan nukleotida suatu DNA yang
mengalami mutasi, bidang kedokteran forensik,
melacak asal-usul seseorang dengan memban-
dingkan sidik jari, mendeteksi DNA mikrobiologi
seperti M. tuberculosis.

Tujuan penelitian ini  adalah untuk
menganalisis gambaran morfologi limfadenitis
TB menggunakan BAJH dan PCR.
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METODE

Penelitian ini merupakan studi analitik dengan
desain potong lintang (cross sectional). Seluruh
sampel merupakan penderita dengan pembe-
saran KGB sesuai dengan kriteria inklusi yaitu
peradangan spesifik maupun non spesifik,
sampel diperoleh secara non probability
consecutive sampling. Aspirasi jarum halus
dilakukan pada setiap sampel dan dibuat 2
sediaan apusan untuk pemeriksaan sitologi dan
pemeriksaan PCR.

Pada sediaan pertama dilakukan
aspirasi pada lesi, diambil aspirat dan dibuat
sediaan apus. Sediaan dikeringkan diudara dan
diwarnai dengan May Grunewald Giemsa, lalu
dinilai kriteria gambaran morfologi sitologi
berupa epiteloid dengan nekrosis, epiteloid
tanpa nekrosis dan nekrosis tanpa epiteloid
kemudian dikonfirmasi dengan pemeriksaan
PCR.

Selanjutnya pada sediaan kedua
dengan cara yang sama diambil aspirat dari
tempat yang sama dengan aspirat pertama dan
dibuat sediaan untuk PCR dengan metode
konvensional untuk menentukan M. tuberculosis
complex. Referensi strain bakteri mycobacterial
dan nonmycobacterial diperoleh dari American
Type Culture Collection (ATCC; Rockville, Md.)
yang digunakan pada amplifikasi PCR sesuai
dengan instruksi ATCC: M. tuberculosis ATCC
25177. DNA seluler yang dimurnikan diampli-
fikasi dengan DNAase polimeraseTag termo-
stabil dalam thermal cycler (Perkin-Elmer Cetus;
Norwalk, Conn.) sebagai M. tuberculosis positif.
Campuran reaksi amplifikasi DNA 100-, ul
mengandung 10 mMTris hidroklorida (pH 8,3);
50 mM potassium chloride; 1,5 mM magnesium
klorida; 0,01% gelatin; 20 pmol masing-masing
dari dua primer; 2,5 nmol dari masing-masing
dari empat trifosfat deoksiribonukleosida; 1 U
dari Tag DNA polimerase (Perkin-Elmer Cetus);
dan jumlah spesimen DNA, DNA kontrol positif,
atau DNA kontrol negatif yang sesuai. Suhu
campuran reaksi pertama-tama dinaikkan
menjadi 94°C selama 20 detik, untuk men-
denaturasi DNA, dan kemudian didinginkan
hingga 63°C selama 20 detik. Suhu campuran
reaksi kemudian dinaikkan menjadi 72°C
selama 1 menit, untuk memper-panjang pertum-
buhan rantai DNA. Proses ini diulangi 32 kali,
dengan inkubasi 10 menit pada 72°C pada
akhirnya. Sepersepuluh dari campuran reaksi
yang diamplifikasi difraksinasi secara elektro-
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foresis dalam gel agarosa 2% yang mengan-
dung 0,5 ug etidium bromida per ml dan
diperiksa secara visual di bawah sinar UV untuk
pita-pita DNA dengan ukuran yang sesuai. Jika
hasil awal negatif, sebagian (biasanya seper-
lima) dari campuran reaksi yang diamplifikasi
untuk 32 siklus lainnya dalam kondisi yang
sama dengan deoksiribonukleosida trifosfat,
primer, dan Tag DNA polimerase yang ditam-
bahkan baru-baru ini. Sepasang oligonukleotida
sintetis 24-basa yang mengurung wilayah kode
gen 165-basa untuk antigen 65-kilodalton telah
disintesis. Urutan primer oligonukleotida adalah
(dari ujung 5' sampai 3 CTAG
GTCGGGACGGTGAGGCCAGG dan
CATTGCGAAGT GATTCCTCCGGAT. Oligo-
nukleotida lain dengan panjang 40 pangkalan
yang terletak di antara dua primer disintesis
untuk digunakan sebagai penyelidikan internal,
dan urutannya adalah (dari ujung 5 'hingga the
3) AGCGTAAGTAGCGGGGTTGCCGT
CACCCGGTGACCCCCGT. Perbedaan setiap
kategori akan dianalisis dengan menggunakan
uji fisher exact test dengan menggunakan
perangkat lunak uji statistik.

HASIL

Penelitian ini terdiri atas 97 sampel penderita
limfadenitis yang dilakukan tindakan biopsi
aspirasi jarum halus di Laboratorium Patologi
Anatomik di kota Medan. Hasil penelitian
tersebut ditampilkan dalam bentuk tabel sebagai
berikut:

Tabel 1. Karateristik sampel penelitian berdasarkan
pemeriksaan FNAB.

. Persen-
Pemeriksaan FNAB Jumlah tase (%)
B 39 40,2
Proses radang kronik non spesifik 34 35,1
Abses 24 24,7
Total 97 100

Pada Tabel 1 hasil pemeriksaan biopsi
aspirasi jarum halus menunjukkan 39 (40,2%)
sampel diagnosis TB; 34 (35,1%) sampel proses
radang kronik non spesifik; 24 (24,7%) sampel
diagnosis abses.

Tabel 2. Distribusi kasus berdasarkan morfologi &
PCR positif.

. . PCR
Group  Tampilan morfologi Jumlah positif
| Epiteloid dengan nekrosis 22 100%
1] Epiteloid tanpa nekrosis 12 100%
11 Nekrosis tanpa epiteloid 5 60%
Total 39
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Berdasarkan tampilan morfologi dapat
dibagi menjadi group I, 1l dan lll. Dari 39 kasus
dengan gambaran TB dijumpai 22 (100%) kasus
dengan tampilan epiteloid dengan nekrosis
didapati 100% PCR positif, serta 12 (100%)
kasus dengan tampilan morfologi berupa
epiteloid tanpa nekrosis dengan hasil 100%
PCR positif. Sedangkan tampilan morfologi
nekrosis tanpa epiteloid yang terdiri atas 5
kasus didapati 60% PCR positif.

Tabel 3. Perbedaan statistik antara group morfologi.

Fisher
Group Morfologi Positif  Negatif Exact
Test (p)

| Epiteloid dengan 22 0

nekrosis
Il Epiteloid tanpa nekrosis 12 0
1l Epiteloid tanpa nekrosis 12 0 p=0,074
1l Nekrosis tanpa 3

epiteloid
| Epiteloid dengan 22 0 p=0,028

nekrosis
1l Nekrosis tanpa 3 2

epiteloid

Berdasarkan perbedaan antara group
morfologi, dengan menggunakan fisher exact
test kemudian dibandingkan antara group |
dengan group Il didapatkan hasil PCR konstan
oleh karena 100% PCR positif. Lalu dibanding-
kan group Il dengan group Il didapatkan
perbedaan yang tidak signifikan (p=0,074).
Selanjutnya dibandingkan antara group | dan
group Il didapatkan perbedaan yang signifikan
(p<0,05).

DISKUSI

Tabel 1 menunjukkan bahwa dari 97 sampel,
dijumpai 40,2% sampel pasien TB, 35,1%
sampel proses radang kronik non spesifik dan
24,7% sampel abses. Pada penelitian terdahulu
menunjukkan 50% sampel limfadenitis non
spesifik, 36% sampel TB dan 10% sampel
abses.™

Hasil penelitian ini sesuai dengan
peneliti terdahulu yang menyatakan bahwa
hampir 40% kasus positif TB sesuai dengan
data WHO.

Pada Tabel 2 dapat dilihat gambaran
morfologi yang lain digunakan sebagai pem-
banding. Tampilan morfologi limfadenitis TB
yang dikonfirmasi dengan PCR terdapat 39
sampel pemeriksaan PCR positif TB yang diteliti
menunjukkan adanya gambaran epiteloid
dengan nekrosis dijumpai pada 22 kasus.
Gambaran epiteloid tanpa nekrosis dijumpai
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pada 12 kasus. Sedangkan, gambaran nekrosis
tanpa epiteloid dijumpai hanya 5 kasus. Kasus
limfadenitis sering ditemukan, di mana secara
klinis bisa saja dicurigai sebagai TB. Namun,
menegakkan diagnosis berdasarkan gambaran
morfologi adalah sangat penting untuk memulai
pengobatan pada kasus limfadenitis TB. Sitologi
biopsi aspirasi jarum halus sangat sederhana,
noninvasif, murah dan memiliki sensitifitas yang
tinggi. Berdasarkan rujukan morfologi yang
dinilai adalah epiteloid dengan nekrosis,
epiteloid tanpa nekrosis dan nekrosis tanpa
epiteloid.™

Pada Tabel 3 dapat dilihat perbedaan
statistik masing-masing group morfologi, di
mana perbedaan group | dan Il didapatkan hasil
PCR konstan, hal ini disebabkan pada pemerik-
saan PCR baik group | dan group Il didapatkan
100% positif. Perbedaan antara group Il dan
group Il pada penelitian ini tidak dijumpai
perbedaan yang bermakna, sedangkan pada
group | dan group Il terdapat perbedaan yang
bermakna dalam menegakkan diagnosis TB.
Sejalan dengan penelitian terdahulu yang mem-
bandingkan antara sitomorfologi epiteloid dan
nekrosis dijumpai pada 72 (40,0%) kasus,
epiteloid tanpa nekrosis 53 (29,5%) kasus,
sedanqkan nekrosis tanpa epiteloid 55 (30,5%)
kasus.™® Sedangkan penelitian terdahulu, dalam
membandingkan pola limfadenitis TB dijumpai
epiteloid dengan nekrosis 102 (48,1%) kasus,
epiteloid tanpa nekrosis 40 (18,9%), sedangkan
nekrosis tanpa epiteloid 70 (33%) kasus.**

Gambar 1. Nekrosis dan epiteloid A. 100x. B. 400x.

Gambaran morfologi epiteloid dengan nekrosis
dijumpai pada seluruh kasus TB pada penelitian
ini yang terjadi oleh karena adanya inflamasi
dan kerusakan jaringan yang disebabkan oleh
stimulasi makrofag untuk  mengeradikasi
mycobacteria, sehingga respon Thl menimbul-
kan pembentukan granuloma dan nekrosis.
Makrofag yang teraktivasi bisa membentuk
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sitoplasma yang banyak menyerupai sel-sel
epitel yang disebut sel epiteloid. Beberapa
makrofag yang teraktivasi akan bergabung
membentuk satu multinucleated giant cell. Dari
uraian di atas morfologi epiteloid dan nekrosis
dapat menjadi pegangan sebagai kriteria
minimal dalam menegakkan diagnosis TB.
Pada sebagian kecil kasus infeksi TB berkem-
bang karena usia lanjut atau immunosupresi,
sehingga respon imun yang terjadi hanya
nekrosis tanpa epiteloid.®

Berdasarkan studi yang dilakukan
penulis sebelumnya, didapatkan bahwa peme-
riksaan biopsi aspirasi jarum halus pada limfa-
denitis TB memiliki akurasi 94,85%. Sedangkan
sensitivitas dan spesifisitas masing-masing
92,50% dan 96,49%, sehingga dapat digunakan
sebagai pemeriksaan yang lebih cepat, murah
dan akurat dalam menegakkan diagnosis
limfadenitis TB."

KESIMPULAN

Metode PCR dapat digunakan untuk mengkon-
firmasi gambaran morfologik (epiteloid dan
nekrosis) lymfadenitis TB.
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