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ABSTRACT

The COVID-19 pandemic caused by SARS-CoV-2 has resulted in losses to death in various
countries. Increased testing for COVID-19 screening is a must to prevent the spread of the viruses. The aim
of this review is to explain in principle the differences between individual testing methods and sample
pooling methods, as well as their advantages and benefits. There are several tests commonly used to detect
SARS-CoV-2 including rapid antibody tests, rapid antigen tests, and PCR swab tests. The PCR swab test
is a definitive test by the World Health Organization because its sensitivity and specificity can reach 100%.
However, the test also has several drawbacks such as high cost, the need for standardized facilities, the risk
of exposure, and the preparation and test procedures for the sample require trained-human resources. The
sample pooling method is a modification of the individual test because in the process an individual swab
specimen is mixed with different individual specimens together, then RNA is extracted and tested by RT-
PCR. According to several references, the results of RT-PCR with the sample pooling method were still
able to detect the presence of the SARS-CoV-2 gene even though there was an insignificant shift in Cy
values under certain conditions. This method is proven to be able to increase testing of SARS-CoV-2
massively and more cost effective.

Keywords: COVID-19; diagnostic; sample pooling; SARS-CoV-2

INTISARI

Pandemi COVID-19 yang disebabkan oleh SARS-CoV-2 telah mengakibatkan kerugian hingga
kematian di berbagai negara. Peningkatan metode tes untuk skrining COVID-19 merupakan suatu
keharusan untuk mencegah penyebaran virus. Ulasan ini bertujuan untuk menjelaskan secara prinsip
perbedaan antara metode uji individual dengan metode sample pooling, serta kelebihan dan manfaatnya.
Terdapat beberapa uji yang umum digunakan untuk deteksi SARS-CoV-2 antara lain tes rapid antibody,
tes rapid antigen, dan tes swab PCR. Tes swab PCR merupakan tes yang direkomendasikan oleh World
Health Organization karena sensitivitas dan spesifisitasnya dapat mencapai 100%. Namun uji tersebut juga
memiliki beberapa kekurangan yaitu biaya uji mahal, memerlukan fasilitas terstandarisasi, tingginya resiko
paparan, serta preparasi dan prosedur pengujian sampel memerlukan sumber daya manusia terlatih. Metode
sample pooling merupakan modifikasi dari uji individual karena pada prosesnya spesimen swab suatu
individu dicampur dengan spesimen individu yang berbeda secara bersama-sama, kemudian dilakukan
ekstraksi RNA dan diuji dengan RT-PCR. Menurut beberapa sumber referensi, hasil RT-PCR dengan
metode sample pooling tetap mampu mendeteksi adanya gen SARS-CoV-2 meskipun terjadi pergeseran
Cr value yang tidak signifikan dengan kondisi tertentu. Metode ini terbukti mampu meningkatkan
pengujian SARS-CoV-2 secara masif dan lebih efektif dari segi ekonomi.

Kata kunci: COVID-19; diagnosa; sample pooling; SARS-CoV-2

PENDAHULUAN

Coronavirus Disease-19 (COVID-19)
merupakan penyakit infeksius yang disebabkan
oleh coronavirus positive sense single-stranded
RNA atau dengan nama lain SARS-CoV-2
(Zhu et al., 2020). Menurut International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV),
SARS-CoV-2 diklasifikasikan di bawah genus
Betacoronavirus (subgenus Sarbecovirus) dari
famili Coronaviridae (de Groot et al., 2020).

Kasus SARS-CoV-2 pertama kali ditemukan di
Wuhan, China pada bulan Desember 2019
(Huang et al., 2020). Gejala yang diakibatkan
oleh infeksi SARS-CoV-2 bersifat tidak
spesifik, namun pada umumnya ditandai
dengan demam, kelelahan, dan batuk kering
(Huang et al., 2020; She et al., 2020). Sebagian
besar pasien COVID-19 yang dengan gejala
ringan atau sedang dapat sembuh tanpa
memerlukan  perawatan khusus. Namun,
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penyakit ini dapat menyebabkan manifestasi
klinis yang parah hingga kematian pada pasien
atau individu dengan kondisi medis tertentu
(seperti penyakit paru-paru kronis, diabetes,
atau kondisi jantung yang serius) dapat menjadi
lebih parah bila disertai dengan infeksi COVID-
19 (Huang et al., 2020).

Menurut World Health Organization
(2021), sejak Desember 2019 hingga 30 Juli
2021 telah tercatat 196.553.009 kasus
terkonfirmasi positif dan 4.200.412 orang
diantaranya meninggal dunia di berbagai
negara. Banyaknya kasus terkonfirmasi positif
ini, salah satunya disebabkan oleh mutasi
SARS-CoV-2 vyang turut menyebabkan
tingginya tingkat penularan. Hingga saat ini
telah dilaporkan beberapa varian SARS-CoV-2
secara global (Burki, 2021) yaitu Alpha, Beta,
Delta, Gamma, Epsilon, Zeta, Eta, Theta, lota,
dan Kappa (World Health Organization,
2021b).

Peningkatan metode tes untuk deteksi
COVID-19 merupakan suatu keharusan untuk
mencegah penyebaran virus (Millioni &
Mortarino, 2021). Dari beberapa varian yang
telah ditemukan tersebut, varian Alpha, Beta,
dan Gamma menjadi perhatian khusus karena
menyebabkan tingkat penularan yang tinggi,
meningkatkan keparahan penyakit, dan secara
signifikan mengurangi netralisasi antibodi yang
dihasilkan selama infeksi atau setelah
dilakukan vaksinasi (Janik et al., 2021). Oleh
karena itu dibutuhkan suatu metode yang cepat
dan spesifik untuk peneguhan diagnosa pasien
dengan gejala COVID-19, diharapkan pasien
terinfeksi dapat segera ditangani.

Terdapat beberapa metode untuk
mendeteksi SARS-CoV-2 antara lain: swab
rapid antigen dan tes swab PCR. Uji swab rapid
antigen memiliki prinsip mendeteksi protein
(antigen) spesifik virus pada sampel saluran
pernafasan (Scohy et al., 2020) sedangkan tes
swab PCR memiliki prinsip kerja vyaitu
melakukan amplifikasi asam nukleat melalui
Polymerase Chain Reaction (PCR) (Weissleder
et al., 2020). Uji rapid antigen memiliki
kelebihan waktu pengujian relatif singkat
namun kurang sensitif (Scohy et al., 2020) bila
dibandingkan dengan tes swab PCR.
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World Health Organization (WHO)
merekomendasikan uji molekuler reverse
transcription PCR (RT-qPCR) dengan sampel
swab saluran pernafasan sebagai metode untuk
mengidentifikasi dan peneguhan diagnosa
infeksi SARS-CoV-2 (Corman et al., 2020).
Hal ini disebabkan sensitifitas PCR yang
mencapai 90-100% dan spesifisitas 100%,
sehingga memungkinkan untuk mendeteksi
virus dalam spesimen dengan viral load yang
rendah (Corman et al., 2020; Vogels et al.,
2020). Selain itu metode RT-PCR memiliki
keunggulan lain yaitu mampu memeriksa
sampel dalam jumlah banyak dalam satu batch
(Bai et al., 2020). Namun uji RT-PCR juga
memiliki beberapa kekurangan antara lain
biaya wuji mahal, memerlukan fasilitas
terstandarisasi, tingginya resiko paparan, serta
preparasi dan prosedur pengujian sampel
memerlukan sumber daya manusia terlatih
(Agustina & Fajrunni’mah, 2020). Hal ini
menjadi tantangan tersendiri, terutama bagi
negara berkembang dikarenakan kurangnya
fasilitas laboratorium (L.S. Lau et al., 2020).
Oleh karena itu, diperlukan metode lain yang
dapat meningkatkan kapasitas uji spesimen
COVID-19 untuk meminimalkan kekurangan
yang dimiliki RT-PCR yaitu dengan metode
sample pooling. Metode sample pooling
memiliki  prinsip  penggabungan  atau
pencampuran beberapa sampel spesimen swab
ke dalam satu tempat seperti tabung (pool)
untuk kemudian dilakukan pengujian sebagai
sampel tunggal (Theagarajan, 2020). Metode
ini dapat dijadikan alternatif solusi pengujian
sampel COVID-19 secara masif dengan waktu
pengujian yang relatif singkat, penghematan
biaya yang lebih besar, serta penggunaan
reagen yang lebih minimal (Abdalhamid et al.,
2020; Garg et al., 2020).

Ulasan ini bertujuan untuk menjelaskan
secara prinsip perbedaan antara metode uji
individual dengan metode sample pooling, serta
kelebihan dan manfaatnya, sehingga dapat jadi
rujukan sebagai metode yang dapat digunakan
untuk peneguhan diagnosa COVID-19 di masa
pandemi ini.
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KARAKTERISTIK VIRUS SARS-CoV-2
Virus SARS-CoV-2 merupakan
penyebab dari Corona Virus Disease-2019 atau
yang lebih dikenal dengan COVID-19. Secara
taksonomi virus ini termasuk ke dalam ordo
Nidovirales, famili Coronaviridae, subfamili
Orthocoronavirinae, genus Betacoronavirus
(Gorbalenya et al.,, 2020). Coronavirus
merupakan virus RNA beruntai tunggal positif
(+) ssRNA) dengan ukuran diameter 80-220 nm
(Park, 2020) dan panjang genom dari virus
SARS-CoV-2 mencapai >30 kb, terdiri dari 14
open reading frames (ORFs) yang mengkode
27 protein (Wu et al., 2020). Terdapat lima gen
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esensial, empat diantaranya merupakan protein
struktural (N, E, M dan S) dan gen untuk
replikasi/transkripsi virus (RNA dependent
RNA polymerase, RdRp). Struktur genomnya
5’-RdRp-S-E-M-N-3’ dan jarang berubah-ubah
(Park, 2020). Glikoprotein M atau yang disebut
dengan matriks protein merupakan protein
struktural yang paling berlimpah dan berperan
untuk penempelan virion virus. Protein N
berperan penting dalam fase morfogenesis
siklus hidup virus (Siu et al., 2008). Sedangkan
protein S memainkan peran kritis dalam
penempelan pada sel dan fusi pada membran sel
inang (Alsobaie, 2021).

Spike (S)

RNA viral genome

Gambar 1. Struktur Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2 (biorender.com)

Menurut Burki (2021), telah banyak
ditemukan secara global beberapa varian
SARS-CoV-2 selama pandemi ini. Varian
SARS-CoV-2 dikelompokkan menjadi tiga
kelompok yaitu: Variant of concern, variant of
interest, dan variant of high consequence
(Centers for Disease Control and Prevention,
2021), akan tetapi nomenklatur yang konsisten
belum ditetapkan untuk varian SARS-CoV-2
(World Health Organization, 2021a). Namun
per Juni 2021, World Health Organization
(WHO) telah menetapkan penamaan 10 varian
SARS-CoV-2 yang telah terdeteksi di sejumlah
negara untuk memudahkan pelafalan dan untuk
menghindari stigma negatif terhadap suatu
negara. Varian-varian tersebut antara lain:
Alpha (B.1.17), Beta (B.1.351), Delta
(B.1.617.2), Gamma (P.1), Epsilon

(B.1.427/B.1.429), Zeta (P.2), Eta (B.1.525),
Theta (P.3), lota (B.1.526), dan Kappa
(B.1.617.1) (World Health Organization,
2021b).

Berbagai negara telah melakukan upaya
untuk mencegah tingginya angka penularan dan
kematian akibat SARS-CoV-2, salah satunya
adalah dengan melakukan testing dan tracing.
Menurut Kim & Koo (2021), metode testing
dan tracing dapat menurunkan laju infeksi serta
dapat menghindarkan rumah sakit dari
membeludaknya pasien yang terinfeksi SARS-
CoV-2. Secara tersirat juga bahwa kemampuan
testing dan tracing yang memadai dapat
memungkinkan kita untuk menjadi lebih siap
menghadapi resiko penyakit menular yang akan
datang (Y. J. Kim & Koo, 2021).
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METODE DIAGNOSA SARS-CoV-2

Uji diagnosa SARS-CoV-2 dapat
dikelompokkan menjadi beberapa jenis yaitu:
uji serologi, uji antigen dan uji amplifikasi asam
nukleat (Weissleder et al., 2020). Uji serologi
atau rapid test antibody menggunakan prinsip
lateral flow assay, mampu mendeteksi adanya
antibodi SARS-CoV-2 melalui
immunoglobulin G (IgG) dan immunoglobulin
M (IgM) dalam darah pasien secara cepat (5-30
menit),  proses  pemeriksaannya  tidak
membutuhkan peralatan dan kemampuan
khusus (Koczula & Gallotta, 2016; Bai et al.,
2020). Namun menurut Li et al. (2020), rapid
test antibody dapat menghasilkan negatif palsu
dikarenakan beberapa faktor antara lain kadar
antibodi yang masih rendah, respon produksi
antibodi yang berbeda-beda dari tiap individu,
dan waktu paruh yang panjang pasca infeksi.
Selain itu rapid test antibody juga dapat
memberikan hasil positif palsu karena terjadi
reaksi silang dengan virus patogen lainnya
seperti SARS-CoV dan MERS-CoV atau
kondisi-kondisi tertentu seperti kehamilan dan
penyakit autoimun (Okba et al., 2020).

Sedangkan uji rapid antigen memiliki
prinsip mendeteksi protein (antigen) spesifik
virus pada sampel yang berasal dari saluran
pernafasan (Scohy et al., 2020). Nukleokapsid
merupakan protein spesifik yang umumnya
dapat digunakan untuk mendeteksi SARS-CoV
dan SARS-CoV-2 (S.K.P. Lau et al., 2004). Uji
ini tidak memerlukan adanya amplifikasi target
gen yang dideteksi sehingga waktu yang
diperlukan untuk pengujian relatif singkat
namun bersifat kurang sensitif (Scohy et al.,
2020). Sampel swab nasofaring dengan viral
load tinggi mampu dideteksi dengan baik,
namun  ketika viral load  menurun
sensitifitasnya juga turun. Selain itu, hanya
dapat mendeteksi antigen saat virus aktif
bereplikasi, sehingga uji ini paling tepat
digunakan untuk mengidentifikasi infeksi pada
fase akut atau tahap awal infeksi sehingga
rentan menghasilkan negatif palsu dan positif
palsu (Scohy et al., 2020). Hasil positif palsu
juga dapat terjadi jika antibodi pada strip uji
bereaksi dengan antigen virus lain (WHO,
2020).
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Pada uji amplifikasi asam nukleat, RNA
virus dikonversi menjadi DNA yang kemudian
diamplifikasi melalui  Polymerase Chain
Reaction (PCR) (Weissleder et al., 2020).
Metode umum yang digunakan adalah real-
time reverse transcriptase polymerase chain
reaction (RT-PCR) dan telah digunakan juga
dalam diagnosis dan surveilans berbagai
penyakit virus lainnya seperti SARS-CoV dan
MERS-CoV (Corman et al., 2020; Mackay et
al., 2002; Drosten et al., 2013). Gen N1, N2,
dan gen RdRp merupakan target gen yang biasa
digunakan untuk mendeteksi SARS-CoV-2
(Weissleder et al., 2020). Sampel swab dari
saluran pernafasan atas (nasofaring dan
orofaring) merupakan sampel yang paling
sering digunakan untuk diagnosa SARS-CoV-2
dan jarang diambil dari saluran pernafasan
bawah (cairan bronchoalveolar lavage) (See &
Toh, 2020). Sampel swab yang telah dikoleksi
harus segera diproses dan diuji, jika tidak maka
sampel dapat disimpan hingga 72 jam pada
suhu 2-8°C. Namun bila disimpan lebih dari 72
jam, maka sampel harus dibekukan pada -70
°C.

Uji RT-PCR merupakan gold standart
untuk diagnosa SARS-CoV-2 karena memiliki
kemampuan deteksi pada konsentrasi yang
rendah (0,5 salinan/uL) dengan sensitivitas 90-
100% dan spesivisitas 100%, sehingga
memungkinkan untuk mendeteksi virus dalam
spesimen dengan viral load yang rendah
(Corman et al., 2020; (Vogels et al., 2020).
Selain itu metode RT-PCR memiliki
keunggulan lain yaitu mampu memeriksa
sampel dalam jumlah banyak dalam satu batch
(Bai et al., 2020). Namun uji RT-PCR juga
memiliki beberapa kekurangan antara lain
biaya uji mahal, memerlukan fasilitas
terstandarisasi, tingginya resiko paparan, serta
preparasi dan prosedur pengujian sampel
memerlukan sumber daya manusia terlatih
(Agustina & Fajrunni’mah, 2020). Selain itu
permintaan pengujian yang meningkat selama
pandemi menyebabkan kekurangan alat swab,
alat pelindung diri (APD), reagen, dan peralatan
seperti thermocyclers dan kontainmen biosafety
level-2, hingga menyebabkan terlambatnya
peneguhan diagnosa.
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METODE SAMPLE POOLING

Prinsip kerja dari sample pooling adalah
menggabungkan atau mencampur beberapa
sampel spesimen swab ke dalam satu tabung
(pool) untuk kemudian dilakukan pengujian
sebagai sampel tunggal (Theagarajan, 2020).
Menurut Van et al. (2012), sebelumnya metode
sample pooling telah terbukti efektif dalam
mendeteksi beberapa penyakit lain seperti HIV,
chlamydia, malaria dan influenza. Sample
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beberapa sampel swab individu yang berbeda
secara bersama-sama, kemudian dilakukan
ekstraksi RNA dan diuji dengan RT-PCR (S.Y.
Kim et al., 2020). Jika hasilnya negatif maka
setiap sampel dari pooling dianggap negatif
sehingga tidak diperlukan pengujian individu
lebih lanjut (Gambar 2.), dan sebaliknya jika
suatu pool didapatkan hasil positif maka sampel
yang ada di dalam pool tersebut akan diuji lagi
secara individual (Abdalhamid et al., 2020).

pooling dilakukan  dengan  mencampur
[ [ [ [ [ [ o o
a® a a® a® aa a® aa a®
1-3 Uji ulang 4-6 7-9
o o] ®@ | ® » ®e o e
a & e ad b a & o
"{:' I:," stop
1 2 3
o & e N/ N/

Gambar 2. llustrasi metode sampel pooling (Millioni & Mortarino, 2021)

Perbedaan antara metode uji individual
dengan metode pooling adalah pada waktu dan
biaya (reagen, tenaga kerja, pelaporan) yang
dibutuhkan untuk satu kali  pengujian
(Abdalhamid et al., 2020). Pada uji individual
diperlukan ekstraksi RNA satu per satu pada
sampel lalu dilakukan uji RT-PCR untuk
mendapatkan hasil, sedangkan metode pooling
mencampur beberapa sampel sekaligus untuk
diekstraksi kemudian dilakukan RT-PCR
(Abdalhamid et al., 2020). Menurut Lim et al.
(2020), terdapat pergesaran nilai cycle
threshold (Ct value) pada metode sample
pooling namun tidak berbeda signifikan bila
dibandingkan metode uji individual. Hasil
tersebut dapat dipengaruhi beberapa faktor,

antara lain: rendahnya angka prevalensi virus
pada suatu populasi, jumlah sampel yang diuji,
dan jumlah sampel yang berada dalam satu pool
(Thanh et al., 2021).

Berbagai studi untuk menentukan
banyaknya jumlah sampel dalam satu pool telah
dilakukan, namun ukuran yang optimal adalah
sekitar 20-30 sampel dengan angka prevalensi
virus 1%. Sedangkan jika angka prevalensinya
sekitar 15% maka dalam satu pool berisi sekitar
15 sampel. Dengan kata lain, semakin tinggi
prevalensi virus pada suatu populasi maka
jumlah sampel yang digunakan dalam suatu
pool akan berkurang (Ghosh et al., 2020; Shani-
Narkiss et al., 2020; Millioni & Mortarino,
2021; Mutesa et al., 2021). Metode pooling
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juga memiliki kekurangan yaitu jika pooling
dilakukan dengan jumlah sampel yang terlalu
banyak dalam satu batch, maka dapat
mengurangi sensitivitas dan memunculkan
hasil negatif palsu terutama pada sampel
dengan viral load rendah dikarenakan terjadi
pengenceran (S. Y. Kim et al., 2020; Sahajpal
et al., 2020). Dengan metode sample pooling
diharapkan dapat meningkatkan kapasitas
skrining terhadap SARS-CoV-2 pada suatu
populasi yang besar secara cepat pada kondisi
yang terbatas, sehingga dapat mempercepat
peneguhan diagnosa (Deka & Kalita, 2020).

KESIMPULAN

Metode  sample  pooling  bukan
merupakan metode baru untuk mendeteksi
suatu penyakit, sehingga dapat digunakan
sebagai metode skrining SARS-CoV-2. Metode
ini dianggap lebih efisien dan lebih cepat bila
dibandingkan dengan metode pengujian
individiual karena dapat menguji lebih banyak
sampel  sekaligus dalam satu  waktu,
menghemat  penggunaan  reagen, dan
menurunkan beban kerja. Metode ini memiliki
potensi sebagai metode alternatif skrining
penyakit menular di masa depan sehingga
nantinya dapat mempercepat proses skrining
dan peneguhan diagnosa penyakit pada suatu
populasi besar.
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