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ABSTRAK 

DIAN EKAYANTI ASTARI. Pengembangan Metode Diagnostik Reverse 
Transcription Loop-Mediated Isothermal Amplification (RT-LAMP) dengan 
Metode Pembacaan Kuantitatif Terbaru Berupa Biosensor pH untuk 
Mendeteksi SARS-CoV-2 (dibimbing oleh Gita Vita Soraya dan Marhaen Hardjo). 
 
Reverse transcription loop mediated isothermal amplification (RT-LAMP) adalah 
salah satu alternatif pemeriksaan molekuler yang lebih cepat dan sederhana 
daripada reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) yang 
merupakan gold standard untuk mendeteksi SARS-CoV-2. Metode paling 
sederhana dari beberapa metode pembacaan hasil amplifikasi RT-LAMP adalah 
metode kolorimetrik. Namun, metode ini bersifat subjektif sehingga memiliki risiko 
bias yang tinggi. Untuk mengatasi subjektivitas tersebut, pada penelitian ini kami 
mengembangkan uji molekular RT-LAMP menggunakan gen N SARS-CoV-2 
sebagai target, yang dikombinasikan dengan metode pembacaan kuantitatif 
terbaru berupa biosensor pH portabel serta dibandingkan dengan pemeriksaan 
kualitatif berupa kolorimetrik dan gel elektroforesis. Uji molekular ini kemudian 
divalidasi menggunakan 57 sampel yang telah dikonfirmasi menggunakan 
pemeriksaan RT-PCR. LoD pemeriksaan ini adalah 103 salinan/μl. Terdapat 
perubahan warna yang tidak jelas menjadi jingga pada beberapa sampel dengan 
nilai Ct yang hampir rendah (>28). Dari ketiga metode pembacaan yang diuji, 
sensitivitas tertinggi terdapat pada kolorimetrik dan gel elektroforesis (93,75%), 
sedangkan spesifisitas dan likelihood ratio tertinggi terdapat pada sensor pH (84% 
dan 5,47). Pada pengukuran sensor pH, terdapat perbedaan yang signifikan (p 
<0,0001) antara pH rata-rata sampel RT-PCR (+) (6,15 ± 0,27) dengan pH rata-
rata sampel RT-PCR (-) COVID-19 (6,72 ± 0,22). Analisis korelasi menunjukkan 
terdapat korelasi yang kuat (r = 0,78, p <0,0001) antara nilai Ct yang diperoleh dari 
RT-PCR dengan sensor pH. Dengan performa yang cukup baik ini, RT-LAMP 
dengan metode pembacaan sensor pH kuantitatif dapat dikembangkan lebih lanjut 
sebagai pemeriksaan molekuler untuk deteksi SARS-CoV-2 yang cepat dan 
sederhana. 
 
Kata kunci: RT-LAMP, COVID-19, SARS-CoV-2, sensor pH, diagnostik molekuler  
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ABSTRACT 

DIAN EKAYANTI ASTARI. Development of A Reverse Transcription Loop-
Mediated Isothermal Amplification (RT-LAMP) Assay with Novel Quantitative 
pH Biosensor Readout Method for SARS-CoV-2 Detection (supervised by Gita 
Vita Soraya and Marhaen Hardjo). 
 
Reverse-transcription-loop-mediated-isothermal-amplification (RT-LAMP) is a 
molecular amplification method that can potentially detect SARS-CoV-2 as a 
COVID-19 causative agent in a shorter time than the current gold-standard reverse 
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) diagnostic tool. However, 
previously developed RT-LAMP assays have mostly relied on highly subjective 
visual colorimetric interpretation. In this study, an RT-LAMP assay was developed 
with a novel quantitative pH biosensor readout method. In this study, an RT-LAMP 
assay targeting the N-gene of SARS-CoV-2 was developed, with quantitative 
measurement of reaction pH using a portable pH sensor compared to qualitative 
colorimetric and gel electrophoresis readout methods. RT-PCR was used as the 
gold standard, with 57 clinical COVID-19 samples used for validation of the test. 
The LoD of the assay is 103 copies/μl. Indistinct color changes to orange were 
observed in some samples with almost low Ct values (>28). Of the three readout 
methods tested, the highest sensitivity was found in both colorimetric and gel 
electrophoresis (93.75%), while the highest specificity and likelihood ratio was 
found in the pH sensor (84% and 5.47). On the sensor measurement, a significant 
difference (p < 0.0001) was observed between the average pH of the RT-PCR (+) 
COVID-19 (6.15 ± 0.27) and the average pH of the RT-PCR (-) samples (6.72 ± 
0.22). Correlation analysis revealed a strong correlation (r = 0.78, p < 0.0001) 
between the Ct-values obtained from RT-PCR with the biosensor pH readout. With 
this performance, RT-LAMP with the quantitative pH sensor readout method can 
be further developed as a molecular assay for the rapid and simple detection of 
SARS-CoV-2. 
 
Keywords: RT-LAMP, COVID-19, SARS-CoV-2, pH sensor, molecular diagnostic  
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang Masalah 

Pandemi coronavirus disease (COVID-19) yang berlangsung pada 

tahun 2020 hingga 2023 memberi dampak yang sangat signifikan terhadap 

kehidupan global. Krisis kesehatan masyarakat yang timbul akibat pandemi 

membuktikan bahwa penyempurnaan modalitas pemeriksaan harus terus 

dilakukan dalam upaya penanganan dan pencegahan penyakit. Uji 

diagnostik yang terjangkau, cepat, dan sederhana sangat dibutuhkan pada 

pengendalian penyakit terutama ketika terjadi pandemi. Untuk diagnosis 

COVID-19, uji amplifikasi asam nukleat (nucleic acid amplification test, 

NAAT) memiliki sensitivitas terbaik dalam mendeteksi RNA SARS-CoV-2, 

dengan pemeriksaan quantitative real-time-polymerase chain reaction 

(qRT-PCR) yang menjadi standar baku emas saat ini. (Vandenberg et al., 

2020; Mizoguchi et al., 2021) 

Di samping performanya yang unggul, RT-PCR memiliki beberapa 

kelemahan seperti lamanya waktu pemeriksaan, kebutuhan alat 

thermocycler yang mahal, reagen kit PCR yang terbatas di daerah perifer, 

serta kebutuhan akan fasilitas laboratorium yang terstandarisasi dan 

petugas yang terlatih. (Hadaya, Schumm and Livingston, 2020; Soraya and 

Ulhaq, 2020) Beberapa uji molekuler lain yang telah dikembangkan dapat 

digunakan sebagai alternatif lain, seperti clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats (CRISPR) atau uji molekuler lainnya seperti ID 

Now atau Cue's COVID- 19 Diagnostic Test. Namun metode ini juga masih 

belum sesuai untuk daerah dengan keterbatasan sumber daya dan fasilitas, 

sebab sebagian metode tersebut masih dalam tahap evaluasi klinis dan 

menunggu persetujuan dari otoritas kesehatan. (Afzal, 2020; Ganguli et al., 

2020) 

Modalitas lain yang berpotensi untuk digunakan di daerah terbatas 

adalah metode loop-mediated isothermal amplification (LAMP).  Metode ini 
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menggunakan 4-6 primer spesifik serta enzim Bst polymerase untuk 

mengamplifikasi DNA (atau RNA jika dikombinasikan dengan reverse 

transcriptase) secara isothermal (pada suatu suhu yang sama) menjadi 

amplikon dalam jumlah besar. Oleh sebab itu, metode LAMP dapat 

dilakukan menggunakan waterbath atau heat block dan dapat memberikan 

hasil yang cepat. (Notomi et al., 2000) 

Hasil amplifikasi metode LAMP dapat dideteksi dengan beberapa 

metode seperti turbidimetri, visualisasi kolorimetrik, gel elektroforesis, dan 

fluoresens real-time. Metode yang paling umum adalah interpretasi 

kolorimetrik dengan penambahan indikator pH seperti phenol red ke dalam 

campuran reaksi. Dengan adanya sekuens target asam nukleat pada 

sampel, reaksi LAMP berlangsung dengan cepat dan menghasilkan hasil 

amplifikasi berupa amplicon serta produk sampingan seperti ion hidrogen. 

Hal ini menyebabkan terjadinya penurunan pH pada campuran reaksi, 

menghasilkan perubahan warna dari merah muda (pH 8) menjadi kuning 

(pH 6) yang dapat diinterpretasikan secara visual bahwa target DNA atau 

RNA positif terdapat dalam sampel yang sedang dianalisis. (Shabani, 

Dowlatshahi and Abdekhodaie, 2020; Subsoontorn, Lohitnavy and 

Kongkaew, 2020)  

Sejauh ini, metode LAMP telah digunakan pada banyak studi untuk 

mendeteksi berbagai organisme dalam berbagai bidang, seperti pertanian, 

kedokteran hewan, keamanan pangan, bioterorisme, pemantauan 

lingkungan, dan diagnostik klinis. (Moehling et al., 2021) Dalam bidang 

kedokteran, metode ini telah dikembangkan untuk diagnostik klinis deteksi 

gen tertentu (misalnya hBRCA1, BRAF, HLA-B), atau patogen seperti virus 

(misalnya dengue, influenza, HSV, hepatitis), bakteri (misalnya E. coli, 

Salmonella, Vibrio cholera), parasit (misalnya Plasmodium), dan lainnya. 

(Becherer et al., 2020) 

Pada pandemi COVID-19, beberapa studi juga telah 

mengembangkan metode LAMP untuk mendeteksi SARS-CoV-2 dengan 

penggunaan enzim reverse transcriptase (dalam bentuk reverse 

transcription loop-mediated isothermal amplification, RT-LAMP) dalam 
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waktu kurang dari 60 menit. Penelitian-penelitian ini menggunakan target 

gen yang berbeda, seperti ORF1ab (Lamb et al., 2020; Yu et al., 2020), gen 

S (G.-S. Park et al., 2020; Yan et al., 2020), gen N (W. E. Huang et al., 

2020; Zhang et al., 2020), atau gen E (Lee et al., 2020). Di antara penelitian 

tersebut, Park et al., Huang et al., dan Baek et al. menggunakan interpretasi 

kolorimetrik dengan phenol red sebagai indikator pH. Meskipun metode 

kolorimetrik ini sangat sederhana, metode ini memiliki keterbatasan berupa 

subjektivitas penentuan warna secara visual. (de Oliveira Coelho et al., 

2021) 

Metode pembacaan lain yang lebih objektif misalnya dengan 

pengukuran pH kuantitatif, yaitu dengan pengukuran pH campuran reaksi 

secara langsung dan bukan disimpulkan dari perubahan kolorimetrik. 

Namun, analisis pH reaksi LAMP menggunakan pH meter konvensional 

masih sulit dilakukan karena beberapa faktor. Pertama, volume cairan yang 

diperlukan untuk pengujian pH adalah sekitar 5 ml pada pH meter 

konvensional atau 100 μl pada pH meter bervolume mikro, sedangkan 

volume total untuk reaksi RT-LAMP biasanya hanya 25 μl. Kedua, alat ukur 

pH konvensional memerlukan kalibrasi dan pemeliharaan secara berkala 

sehingga penggunaannya tidak praktis. Ketiga, alat ukur pH konvensional 

perlu dibersihkan setiap kali telah digunakan untuk mengurangi kontaminasi 

silang yang dapat mengacaukan hasil pengukuran. (Mcglynn, 2003; Kwong 

et al., 2013; Afsahi, Ahmadi-hamedani and Khodadi, 2020) 

  Keterbatasan ini dapat diatasi dengan penggunaan biosensor pH 

sekali pakai bervolume mikro yang telah terkalibrasi. Dalam studi ini, kami 

mengeksplorasi penggunaan biosensor seperti itu untuk pengukuran pH 

kuantitatif dalam uji molekuler berbasis RT-LAMP untuk mendeteksi RNA 

SARS-CoV-2. Jika berhasil, teknologi ini dapat dikembangkan menjadi 

suatu platform pengukuran utuh yang memanfaatkan pengukuran pH 

kuantitatif untuk penilaian hasil reaksi RT-LAMP yang cepat untuk deteksi 

SARS-CoV-2 atau patogen lainnya. Untuk mengamati performa metode 

RT-LAMP-COVID-19 ini, penelitian ini membandingkan pengukuran pH 



4 
 

kuantitatif dengan kolorimetrik dan gel elektroforesis konvensional, dengan 

menjadikan pemeriksaan RT-PCR sebagai rujukan. 

1.2 Rumusan Masalah 

Keterbatasan yang terdapat pada metode diagnostik standar baku 

emas untuk deteksi SARS-CoV-2 saat ini mendorong peneliti untuk 

mengembangkan metode RT-LAMP yang dikombinasikan dengan metode 

pembacaan kuantitatif berupa sensor pH. Dalam penelitian ini, peneliti juga 

membandingkan performa metode tersebut dengan metode pembacaan 

kualitatif yaitu kolorimetrik dan gel elektroforesis. Selain itu, metode 

pemeriksaan ini juga akan dicobakan menggunakan sampel apusan 

nasofaring yang tidak melalui proses ekstraksi. Rumusan masalah dalam 

penelitian ini dapat diuraikan dalam beberapa pertanyaan penelitian 

sebagai berikut. 

1. Bagaimanakah sensitivitas analitik (limit of detection, LoD) dan 

spesifisitas analitik RT-LAMP-COVID-19 dengan metode 

pembacaan kolorimetrik dan gel elektroforesis jika dibandingkan 

dengan standar emas RT-PCR? 

2. Bagaimanakah perbedaan rerata pH hasil positif dan negatif RT-

LAMP, korelasi antara pH RT-LAMP dan nilai Ct RT-PCR, serta 

cut-off point dan area under the curve (AUC) RT-LAMP-COVID-

19 dengan metode pembacaan sensor pH? 

3. Bagaimanakah performa diagnostik (sensitivitas dan spesifisitas 

klinis, akurasi, nilai duga positif, nilai duga negatif, rasio 

kemungkinan positif, dan rasio kemungkinan negatif) RT-LAMP-

COVID-19 dengan metode pembacaan kolorimetrik, gel 

elektroforesis, serta biosensor pH jika dibandingkan dengan 

standar emas RT-PCR? 

4. Bagaimanakah hasil pemeriksaan RT-LAMP-COVID-19 jika 

menggunakan sampel RNA yang tidak diekstraksi (crude 

sample) dibandingkan dengan standar emas RT-PCR? 
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1.3 Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan suatu pemeriksaan 

molekuler berbasis RT-LAMP untuk mendeteksi SARS-CoV-2 dalam waktu 

singkat serta menggunakan peralatan laboratorium sederhana sehingga 

dapat digunakan di daerah perifer. Secara khusus, tujuan dari penelitian ini 

dapat diuraikan sebagai berikut. 

1. Menilai sensitivitas analitik (limit of detection, LoD) dan 

spesifisitas analitik RT-LAMP-COVID-19 dengan metode 

pembacaan kolorimetrik dan gel elektroforesis jika dibandingkan 

dengan standar emas RT-PCR. 

2. Menilai perbedaan rerata pH hasil positif dan negatif RT-LAMP, 

korelasi antara pH RT-LAMP dan nilai Ct RT-PCR, serta cut-off 

point dan area under the curve (AUC) RT-LAMP-COVID-19 

dengan metode pembacaan sensor pH. 

3. Menilai performa diagnostik (sensitivitas dan spesifisitas klinis, 

akurasi, nilai duga positif, nilai duga negatif, rasio kemungkinan 

positif, dan rasio kemungkinan negatif) RT-LAMP-COVID-19 

dengan metode pembacaan kolorimetrik, gel elektroforesis, 

serta biosensor pH jika dibandingkan dengan standar emas RT-

PCR. 

4. Menilai hasil pemeriksaan RT-LAMP-COVID-19 jika 

menggunakan sampel RNA yang tidak diekstraksi (crude 

sample) dibandingkan dengan standar emas RT-PCR. 

1.4 Manfaat Penelitian 

Bagi pengembangan ilmu, penelitian ini dapat memberikan 

pengetahuan yang lebih luas tentang metode pemeriksaan RT-LAMP 

khususnya untuk deteksi SARS-CoV-2, terutama bagi peneliti serta bagi 

pembaca. Apabila tes ini dapat dikembangkan dengan sensitivitas dan 

spesifisitas yang baik, maka diharapkan bahwa tes ini dapat digunakan 

secara luas sebagai alat diagnostik molekuler untuk deteksi SARS-CoV-2 

atau dikembangkan lebih lanjut untuk modalitas diagnostik pemeriksaan 
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virus lainnya. Terlebih karena metode LAMP memiliki keunggulan 

dibandingkan metode PCR yaitu membutuhkan waktu yang lebih singkat 

serta menggunakan peralatan laboratorium sederhana, dengan metode 

pembacaan sensor pH yang modern dan simple, maka diharapkan alat ini 

dapat digunakan hingga pada fasilitas pelayanan kesehatan di perifer. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 COVID-19 

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) merupakan penyakit 

respiratorik kausa virus yang mulai muncul di akhir tahun 2019, disebabkan 

oleh virus baru dari kelompok coronavirus, yaitu severe acute respiratory 

syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2). Sebelumnya, virus lain dari 

kelompok coronavirus juga pernah merebak sebagai penyakit respiratorik 

berat, yaitu severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) 

pada tahun 2002 dan Middle East respiratory syndrome (MERS-CoV) pada 

tahun 2012. (Hu et al., 2020) Ketiga virus ini merupakan anggota yang 

paling berbahaya diantara tujuh jenis coronavirus yang telah ditemukan. 

(Shabani, Dowlatshahi and Abdekhodaie, 2020) Namun, penularan SARS-

CoV-2 telah melampaui SARS-CoV dan MERS-CoV, menyebabkan wabah 

ini menjadi fokus perhatian dunia kesehatan. (Hu et al., 2020) 

Semua kelompok usia memiliki risiko untuk terinfeksi SARS-CoV-2, 

namun usia yang lebih tua (>60 tahun) serta adanya komorbid akan 

menimbulkan manifestasi klinis yang lebih parah berupa penyakit 

respiratorik berat yang membutuhkan perawatan bahkan menyebabkan 

kematian. Umumnya gejala berupa demam, batuk kering, kelelahan, dan 

sesak pada kasus yang lebih berat. Infeksi pada anak-anak dan dewasa 

muda biasanya asimptomatis atau hanya berupa gejala ringan, sedangkan 

pada lansia berupa gejala berat hingga gagal pernapasan dan kematian. 

Kebanyakan pasien menunjukkan gejala klinis setelah waktu inkubasi 1-14 

hari (rata-rata 5 hari) serta munculnya dyspneu dan pneumonia sekitar 8 

hari sejak munculnya gejala penyakit ini disusul oleh fase kritis dan 

kematian sekitar 16 hari. (Hu et al., 2020) 

Diagnosis COVID-19 yang tepat berperan penting dalam 

manajemen penyakit ini, terutama dalam pengendalian dan pembatasan 

dengan cara identifikasi kasus, isolasi, dan pelacakan kontak (Gambar 1). 
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Gejala klinis yang bermanifestasi pada pasien COVID-19 umumnya tidak 

spesifik sehingga tidak dapat menjadi acuan untuk diagnosis yang akurat. 

Beberapa modalitas diagnostik yang umum digunakan saat ini adalah 

pemeriksaan computer tomography scan (CT-scan), pemeriksaan 

serologis, maupun deteksi molekular. (Udugama et al., 2020) 

 
Gambar 1. Alur penanganan pasien COVID-19 saat ini (Udugama et al., 2020) 

Pemeriksaan CT-scan hanya dapat digunakan untuk diagnosis 

klinis, namun dapat memberikan gambaran normal pada fase awal 

perjalanan penyakit ini. (Udugama et al., 2020) Pemeriksaan serologis 
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berupa deteksi antibodi terhadap SARS-CoV-2 hanya mendeteksi orang 

dengan respon imun humoral yang telah terbentuk terhadap virus ini, 

sehingga dapat melewatkan carrier virus yang belum memiliki imunitas aktif 

tersebut. (Afzal, 2020) Pemeriksaan antigen secara cepat juga sedang 

dikembangkan saat ini namun masih memiliki sensitivitas yang rendah 

dengan kemungkinan yang besar untuk memberikan hasil negatif palsu. 

(Vandenberg et al., 2020) 

Deteksi molekular adalah pilihan utama sebagai pemerikaan 

standar baku emas terhadap COVID-19, karena dapat mengidentifikasi 

patogen kausatifnya secara langsung, yaitu SARS-CoV-2. (Afzal, 2020; 

Udugama et al., 2020) Beberapa uji molekular yang ada saat ini 

menggunakan teknik amplifikasi dengan polymerase chain reaction (PCR) 

ataupun teknik sequencing (Gambar 2). (D’Cruz, Currier and Sampson, 

2020) Real time reverse transcriptase polymerase chain reaction (qRT-

PCR) menjadi pemeriksaan standar baku emas saat ini karena lebih efisien 

secara biaya serta memiliki performa yang cukup baik. (Afzal, 2020)  

 
Gambar 2. Struktur SARS-CoV-2 dan beberapa uji laboratorium serta molekul targetnya 
(D’Cruz, Currier and Sampson, 2020) 

Pemeriksaan RT-PCR dilakukan dalam bentuk DNA, sehingga 

RNA SARS-CoV-2 perlu ditranskripsikan dengan bantuan reverse 

transcriptase menjadi complementary DNA (cDNA). (Vandenberg et al., 

2020) Sampel yang digunakan pada pemeriksaan ini adalah apusan dari 
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saluran respiratorik atas (nasofaring dan/atau orofaring) maupun saluran 

respiratorik bagian bawah. (WHO, 2020) Karena pemeriksaan yang ada 

masih membutuhkan fasilitas laboratorium, sehingga alur pemeriksaan 

sampel masih harus melewati proses transport dari tempat pasien ke 

tempat pemeriksaan sebelum dilakukannya pemeriksaan tersebut. 

(Udugama et al., 2020) 

2.2 SARS-CoV-2 

SARS-CoV-2 merupakan anggota keluarga Coronaviridae yang 

termasuk dalam ordo Nidovirales dan genus betacoronavirus (β-CoV). 

(Ramakrishna et al., 2020; Yang et al., 2020; Yao et al., 2020) Virus ini 

berbentuk sferis dengan diameter 80-160 mm, memiliki nukleokapsid yang 

membungkus untai RNA-nya, dan diselubungi oleh envelop, membran, 

serta protein spike pada permukaannya (Gambar 3). Baik secara struktural 

maupun sekuens genome yang dimilikinya, terdapat kemiripan antara 

SARS-CoV-2 dengan SARS-CoV (79%) dan MERS-CoV (50%). (Afzal, 

2020; Hu et al., 2020) 

 
Gambar 3. Struktur SARS-CoV-2 (M. Park et al., 2020)  

SARS-CoV-2 memiliki single-stranded RNA positive-sense 

(+ssRNA) dengan genome sepanjang ~30.000 nukleotida (Afzal, 2020; 

Shabani, Dowlatshahi and Abdekhodaie, 2020) yang mengkode sedikitnya 

29 protein (Yao et al., 2020) termasuk empat protein strukturalnya, yaitu 

protein nucleocapsid (N), envelop (E), membrane (M), dan spike (S), serta 

dua gen open reading frame (ORF1a dan ORF1b) yang mengkode protein 

nonstruktural, termasuk RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) 
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(Gambar 4). (Soraya et al., 2018; Afzal, 2020; Shabani, Dowlatshahi and 

Abdekhodaie, 2020) Berdasarkan perbedaan sekuens pada urutan basa 

28.144 pada genome RNA-nya, SARS-CoV-2 dibagi menjadi subtype L dan 

S, di mana subtipe L memiliki mutasi yang lebih banyak dengan 

kemampuan penyebaran yang lebih tinggi. (Yang et al., 2020) 

 
Gambar 4. Struktur genom lengkap SARS-CoV-2 (29.903 nukleotida) (Khailany, Safdar 

and Ozaslan, 2020) 

Ketika SARS-CoV-2 menginfeksi suatu sel, protein spike (S) akan 

berikatan dengan reseptor angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) pada 

permukaan sel inang melalui receptor binding domain (RBD) yang berada 

pada subunit S1 protein S tersebut. Subunit S1 akan mengalami perubahan 

bentuk kemudian dilepaskan, serta subunit S2 akan mengalami transisi 

menjadi bentuk pascafusi yang lebih stabil yang akan memediasi masuknya 

virus ke dalam sel inang. Setelah masuk ke dalam sel inang, virus akan 

berkembang biak dan melisiskan sel inang, menyebabkan kerusakan 

alveolar, serta acute respiratory distress syndrome (ARDS) pada pasien 

yang terinfeksi. (Afzal, 2020; Y. Huang et al., 2020; Yang et al., 2020; Yao 

et al., 2020)  

2.3 RT-PCR 

Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) saat ini 

merupakan modalitas diagnostik standar baku emas (gold standar) dan 

telah digunakan secara luas untuk skrining maupun deteksi dini COVID-19. 

Pemeriksaan ini sangat sensitif karena mampu mendeteksi sekuens 

genomik spesifik. Lebih jauh lagi, terdapat pemeriksaan real time RT-PCR 
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(qRT-PCR) yang merupakan teknik kuantitatif dan mampu mendeteksi 

jumlah RNA yang teramplifikasi melalui PCR. (Afzal, 2020) 

Untuk pemeriksaan RT-PCR, RNA virus diekstraksi dari spesimen 

apusan nasofaring atau orofaring dan akan dipurifikasi. RNA yang telah 

dipurifikasi ini akan dikonversi menjadi complementary DNA (cDNA) 

menggunakan reverse transcriptase, suatu enzim DNA polimerase yang 

RNA-dependent. Hasil cDNA inilah yang nantinya akan diamplifikasi 

menggunakan PCR. (Fraga, Meulia and Fenster, 2014; Afzal, 2020) 

 
Gambar 5. Representasi prinsip real-time RT-PCR (Afzal, 2020) 

Prinsip real time RT-PCR (Gambar 5) menggunakan primer 

sekuens spesifik yang berada di depan (forward primer) dan belakang 

(reverse primer) gen target, serta probe fluorogenik yang telah dilabel 
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dengan sebuah fluorophore (reporter fluorescent) pada 5’ serta sebuah 

quencher pada 3’. Probe ini disebut juga sebagai Taq-Man probes. Ketika 

Taq-Man probe terhibridisasi ke sekuens target kemudian didegradasi oleh 

DNA polimerase selama PCR, fluorophore akan dilepaskan sebagai sinyal 

fluorescence dan akan terdeteksi secara real-time dan data tersebut akan 

diplot sesuai siklus replikasi. (Afzal, 2020) Beberapa contoh primer RT-PCR 

serta gen targetnya dapat dilihat pada Tabel 1. 

Tabel 1. Contoh primer RT-PCR SARS-CoV-2 (Udugama et al., 2020) 

 

Hasil dari pemeriksaan RT-PCR ini adalah berupa nilai cycle 

threshold (Ct value), yang merupakan jumlah siklus PCR yang dibutuhkan 

untuk menghasilkan fluorescence yang dapat terdeteksi. Nilai Ct <37 

menunjukkan infeksi COVID-19 yang positif secara klinis, nilai Ct >40 

menunjukkan infeksi negatif, sedangkan nilai Ct 37-40 direkomendasikan 
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untuk menjalani pemeriksaan ulang. Nilai Ct yang semakin rendah 

menunjukkan viral load yang semakin tinggi. (Afzal, 2020; M. Park et al., 

2020) Saat ini, gen target yang sering digunakan dalam pemeriksaan RT-

PCR adalah gen N, E, S, dan RdRp. (Ramakrishna et al., 2020; WHO, 2020)  

2.4 RT-LAMP sebagai Alternatif RT-PCR 

Pemeriksaan RT-PCR yang digunakan sebagai standar baku emas 

saat ini memiliki beberapa kekurangan, seperti biaya yang besar dengan 

waktu analisis lebih lama, sekitar 4 sampai 6 jam, sehingga waktu turn-

around dari sampel hingga hasil juga lebih lama. Selain itu, pemeriksaan ini 

membutuhkan laboratorium dengan fasilitas lengkap serta tenaga analis 

yang lebih terlatih yang mampu mengoperasikan alat-alat pemeriksaan 

tersebut. (Afzal, 2020) 

Selain modalitas diagnostik seperti RT-PCR, para peneliti di dunia 

saat ini juga sedang mengembangkan beberapa metode lain untuk 

pemeriksaan SARS-CoV-2 seperti reverse transcription loop mediated 

isothermal amplification (RT-LAMP), clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats (CRISPR), biosensor elektrokimia dan optic untuk 

deteksi RNA, serta metode deteksi virus maupun protein virus SARS-CoV-

2. (Afzal, 2020; Shabani, Dowlatshahi and Abdekhodaie, 2020) 

Terdapat beberapa metode amplifikasi asam nukleat selain PCR, 

misalnya nucleic acid sequence-based amplification (NASBA), 

transcription-mediated amplification (TMA), loop-mediated isothermal 

amplification (LAMP), isothermal multiple displacement amplification 

(IMDA), strand displacement amplification (SDA), signal-mediated 

amplification of RNA technology (SMART), dan helicase-dependent 

amplification (HDA). Diantara beberapa metode ini, metode LAMP adalah 

metode yang paling sering digunakan setelah metode PCR. Selain lebih 

murah dan lebih cepat, metode ini hanya membutuhkan kondisi isothermal 

sehingga tidak bergantung pada ketersediaan thermocycler. (Parivallal and 

Vasanthakumar, 2020; Shabani, Dowlatshahi and Abdekhodaie, 2020) 

Beberapa penelitian juga menunjukkan bahwa metode LAMP ini dapat 
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memberikan hasil dalam waktu yang singkat yaitu satu jam atau lebih cepat. 

(Shabani, Dowlatshahi and Abdekhodaie, 2020) Metode LAMP juga bersifat 

portable sehingga dapat digunakan on site, serta tidak membutuhkan 

transpor sampel. (Cui et al., 2020) 

 
Gambar 6. Prinsip metode LAMP (Tomita et al., 2008) 
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Prinsip metode loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 

dijelaskan pada Gambar 6. Gambar 6a Menunjukkan tahap desain primer 

reaksi LAMP. Pada sekuens DNA target, ditentukan enam daerah berbeda 

yang diberi label F3, F2, F1, B1c, B2c, dan B3c dari ujung 5’. Jika c mewakili 

sekuens yang komplementer, maka sekuens F1c merupakan 

komplementer dari sekuens F1. Metode LAMP menggunakan dua inner 

primer (forward, FIP, dan backward, BIP) serta outer primer (F3 dan B3). 

FIP (BIP) adalah primer hybrid yang terdiri dari sekuens F1c (B1c) dan F2 

(B2). (Tomita et al., 2008) 

Gambar 6b menunjukkan tahap pembentukan struktur baru dalam 

metode LAMP. Sintesis DNA dimulai dari menempelnya sekuens F2 dari 

FIP ke sekuens F2c pada DNA target yang akan memulai elongasi. 

Amplifikasi DNA pada BIP juga terjadi dengan cara yang sama. Primer F3 

kemudian akan menempel pada sekuens F3c pada DNA target, dan terjadi 

sintesis DNA oleh Bst DNA polimerase yang menyebabkan pergeseran, di 

mana untai DNA yang memanjang dari FIP akan terlepas. Untai tunggal 

yang dilepaskan akan membentuk struktur loop pada ujung 5’ (struktur 4). 

Sintesis DNA akan berlanjut dengan DNA untai tunggal sebagai cetakan, di 

mana primer BIP dan B3, akan menghasilkan struktur 5 dengan cara yang 

sama seperti yang dijelaskan sebelumnya. (Tomita et al., 2008) 

Gambar 6c menunjukkan langkah-langkah siklus amplifikasi. 

Dengan menggunakan struktur 5 sebagai cetakan, sintesis DNA dimulai 

dari sekuens F1 pada ujung 3’, dan elongasi dimulai dari menempelnya FIP 

ke untai tunggal F2c dalam struktur loop. Langkah amplifikasi akan berlanjut 

hingga menghasilkan struktur 7 yang komplementer dengan struktur 5, 

serta struktur 8 juga akan menghasilkan struktur 5 dengan reaksi yang 

mirip. Secara khusus, struktur 7a dan 9a serta struktur 5a dan 10a (dalam 

kotak kuning) dihasilkan dari struktur 6 dan 8. Struktur 9a dan 10a kemudian 

masing-masing membentuk struktur 9 dan 10, sedangkan 7a dan 5a 

masing-masing membentuk struktur 7 dan 5. Pada proses ini, struktur yang 

lebih panjang (11, 12) juga diproduksi. (Tomita et al., 2008) 
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Kunci utama dalam amplifikasi menggunakan metode LAMP 

sekaligus merupakan tahap pertama yang perlu diperhatikan adalah proses 

desain primer. (Tomita et al., 2008) Proses desain ini dapat menggunakan 

software khusus untuk mendesain primer untuk metode LAMP, yaitu 

PrimerExplorer (http://primerexplorer.jp/e/) dengan cara mengunggah 

sekuens gen target yang diinginkan. Sekuens genomik tersebut dapat 

diakses melalui database Genbank National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). (Mohon et al., 

2020) Beberapa syarat yang perlu diperhatikan untuk mendapatkan primer 

yang optimal yaitu:  

a. Kedua ujung inner primer tidak mengandung banyak AT. 

b. Nilai Tm untuk setiap domain harus berkisar antara ~ 55–65°C. 

c. 5’ dari F2 hingga 5’ dari F1 dan 5’ dari B2 hingga 5’ dari B1 

harus sepanjang 40–60 bp. 

d. Panjang daerah DNA yang diamplifikasi (khususnya dari F2 

hingga B2) tidak boleh lebih dari 4200 bp. 

e. Kemurnian primer sangat penting untuk kecepatan dan 

reprodusibilitas amplifikasi dan direkomendasikan 

menggunakan primer FIP dan BIP yang telah dimurnikan 

menggunakan HPLC.(Tomita et al., 2008) 

Untuk amplifikasi RNA, langkah reverse transcriptase perlu 

dilakukan sebelum proses LAMP, dan metode ini dikenal sebagai RT-

LAMP. Reverse transcriptase loop mediated isothermal amplification (RT-

LAMP) didefinisikan sebagai metode diagnostik molekular isothermal 

dengan cara mengamplifikasi DNA sampel dengan bantuan Bst DNA 

polimerase dan reverse transcriptase, seperti yang digunakan untuk 

mendeteksi RNA SARS-CoV-2. (Shabani, Dowlatshahi and Abdekhodaie, 

2020) Deteksi amplicon yang dihasilkan dapat dilakukan dengan 

mengidentifikasi produk sampingan berupa presipitat magnesium 

pirofosfat, pewarnaan DNA-binding, gel elektroforesis, maupun real-time 

fluoresens. (Shabani, Dowlatshahi and Abdekhodaie, 2020) 

http://primerexplorer.jp/e/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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Beberapa pendekatan telah diketahui untuk mendeteksi produk 

RNA pada RT-LAMP, salah satunya adalah dengan menggunakan indikator 

pH seperti phenol red pada reaksi pada lingkungan buffer yang lemah. 

Seiring dengan berjalannya reaksi amplifikasi, terbentuk produk sampingan 

berupa proton yang akan menurunkan pH reaksi dan menyebabkan 

perubahan warna dari merah menjadi kuning sehingga dapat dinilai secara 

visual, baik menggunakan kamera telepon genggam sederhana, mesin 

fotokopi, office scanner, maupun plate scanner dengan kuantifikasi 

spektrofotometer. (Dao Thi et al., 2020) Ilustrasi uji diagnostik molekular 

menggunakan RT-LAMP dengan interpretasi kolorimetrik dapat dilihat pada 

Gambar 7. (Cui et al., 2020) 

 
Gambar 7. Ilustrasi interpretasi uji diagnostik RT-LAMP SARS-CoV-2 (Cui et al., 2020) 

Sudah terdapat beberapa penelitian yang menggunakan metode 

RT-LAMP ini untuk mendeteksi SARS-CoV-2 dengan waktu yang 

dibutuhkan di bawah 60 menit. Beberapa dari penelitian tersebut 

menggunakan gen target yang berbeda, seperti ORF1ab (G.-S. Park et al., 

2020; Lamb et al., 2020; W. E. Huang et al., 2020; Yan et al., 2020; Yu et 

al., 2020; Zhang et al., 2020), gen S (G.-S. Park et al., 2020; W. E. Huang 

et al., 2020; Yan et al., 2020), gen N (Baek et al., 2020; G.-S. Park et al., 

2020; Klein et al., 2020; W. E. Huang et al., 2020; Zhang et al., 2020), 

maupun gen E (Lee et al., 2020). Gen N yang mengkode protein 
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nukleokapsid sering digunakan sebagai target diagnosis molekular karena 

kandungan mRNA yang melimpah. (G.-S. Park et al., 2020) 

2.5 Kerangka Teori 

 

Gambar 8. Kerangka teori penelitian ini 

2.6 Kerangka Konsep 

 

Keterangan: 

 

 

Gambar 9. Kerangka konsep penelitian ini 

Variabel independen pada penelitian ini adalah pemeriksaan RT-

LAMP dengan interpretasi kolorimetrik, gel elektroforesis, dan sensor pH.  

Sedangkan variabel dependen pada penelitian ini adalah kejadian COVID-

19 yang dikonfirmasi melalui hasil pemeriksaan qRT-PCR. 

2.7 Hipotesis Penelitian 

Hipotesis penelitian ini dibagi menjadi dua, yaitu: 

SARS-CoV-2 COVID-19 

Diagnosis 

Molekular 

Gold standard: 
RT-PCR 

Outbreak 

Pengendalian 

penyakit 

Pemeriksaan 

RT-LAMP 

Interpretasi kolorimetrik 

Interpretasi sensor pH 

Interpretasi gel elektroforesis 

COVID-19 

Variabel independen 

Variabel dependen 
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Hipotesis nol (H₀): Tidak terdapat perbedaan performa diagnostik 

antara metode pembacaan kuantitatif sensor pH dan metode kualitatif pada 

pemeriksaan RT-LAMP untuk mendeteksi SARS-CoV-2 pada sampel 

berupa apusan nasofaring. 

Hipotesis alternatif (H1): Metode pembacaan kuantitatif sensor pH 

pada pemeriksaan RT-LAMP dapat memberikan performa diagnostik yang 

lebih baik daripada metode kualitatif untuk mendeteksi SARS-CoV-2 pada 

sampel berupa apusan nasofaring. 

2.8 Definisi Operasional 

Tabel 2. Definisi operasional 

Variabel Definisi Cara pengukuran Skala 

Variabel dependen 

Pemeriksaan 

RT-LAMP 

dengan metode 

interpretasi 

kolorimetrik 

Pemeriksaan RT-

LAMP dilakukan oleh 

peneliti sesuai 

metode penelitian. 

Interpretasi 

kolorimetrik 

dilakukan secara 

visual dengan mata 

telanjang peneliti. 

Dilakukan secara 

visual 

menggunakan 

mata telanjang  

Kategorik nominal 

dikotom: 

1. Kuning dan orange: 

positif 

2. Merah muda: 

negatif 

Pemeriksaan 

RT-LAMP 

dengan metode 

pembacaan gel 

elektroforesis 

Pemeriksaan gel 

elektroforesis 

dilakukan sesuai 

yang disebutkan 

pada metode 

penelitian 

Interpretasi 

dilakukan di 

bawah sinar UV 

Kategorik nominal 

dikotom 

1. Positif 

2. Negatif 

Pemeriksaan 

RT-LAMP 

dengan metode 

pembacaan 

sensor pH 

Pemeriksaan pH 

dengan sensor pH 

dilakukan sesuai 

yang disebutkan 

pada metode 

penelitian 

Dilakukan dengan 

alat biosensor pH 

yang akan 

membaca pH 

larutan hasil 

reaksi secara 

otomatis  

Numerik interval yang 

akan dikelompokkan 

menjadi kategorik 

nominal dikotom 

(positif/negatif) sesuai 

titik potong yang akan 

ditentukan 

Variabel independen 

Kejadian 

COVID-19 yang 

dikonfirmasi 

dengan 

pemeriksaan 

qRT-PCR 

Pemeriksaan qRT-

PCR dilakukan oleh 

petugas laboratorium 

HUMRC dengan 

menggunakan 

sampel RNA yang 

telah diekstraksi 

Data dari 

laboratorium 

HUMRC 

Kategorik nominal 

dikotom 

(positif/negatif) sesuai 

hasil pemeriksaan 

berupa nilai Ct, nilai Ct 

<37 diinterpretasikan 

sebagai positif 

  


