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Abstrak  
Coronavirus disease 2019 (COVID-19) adalah penyakit yang disebabkan oleh virus Severe Acute Respiratory 

Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) yang pertama kali terjadi di China dan dikonfirmasi menjadi pandemi 

global oleh World Health Organization (WHO). Transmisi virus COVID-19 menyebar sangat cepat, untuk 

mengatasi hal tersebut diperlukan peningkatan dan perkembangan metode deteksi yang lebih efektif.  

Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) merupakan gold standard yang 

masih digunakan untuk metode deteksi virus COVID-19. Kelemahan dalam metode ini yaitu peralatan yang 

mahal dan waktu pengerjaan yang lama. Selain itu pengambilan sampel swab mengakibatkan ketidaknyamanan 

bagi pasien. Terdapat metode alternatif deteksi virus SARS-CoV-2 yaitu saliva based RT-LAMP. Adapun 

tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui kemampuan metode colorimetric saliva based RT-LAMP untuk 

deteksi virus SARS-CoV-2 yang menyebar di Indonesia. Pada penelitian ini digunakan 5 sampel saliva pasien 

positif COVID-19 yang berasal dari RS PKU Muhammadiyah Kota Yogyakarta. Setelah sampel terkumpul, 

virus diinaktivasi menggunakan heating block pada suhu 95oC  selama 5 menit dan ditambahkan larutan PBS 

sebanyak 400μl. Kemudian hasil ekstraksi diamplifikasi menggunakan miniPCR pada suhu 65°C selama 30 

menit. Visualisasi hasil reaksi tersebut dideteksi secara colorimetric menggunakan phenol red dan dikonfirmasi 

menggunakan elektroforesis. Manfaat dari penelitian ini adalah dapat memberikan metode alternatif secara 

molekuler dalam deteksi SARS-CoV- 2 berbasis saliva di Indonesia dan memberikan keuntungan kepada pasien 

karena metode colorimetric saliva based RT-LAMP dapat mengurangi mengurangi ketidaknyamanan saat 

pengambilan sampel, membutuhkan waktu yang cepat dan biaya yang lebih murah. Pengujian metode saliva 

based RT-LAMP dengan visualisasi phenol red belum mampu untuk mendeteksi virus SARS-CoV-2 secara 

efektif dan efisien karena phenol red yang kurang kompatibel sebagai pewarna atau sudah rusak akibat 

penyimpanan yang terlalu lama. Namun berdasarkan hasil visualisasi elektroforesis metode saliva based RT-

LAMP efektif mendeteksi virus SARS-CoV-2 menggunakan thermal cycler yaitu pada suhu 65°C dengan waktu 

30 menit.  

 

Kata kunci: COVID-19; colorimetric; mini PCR; RT-LAMP; saliva 

 

Detection of SARS-CoV-2 using a colorimetric saliva-based RT-LAMP 

method with miniPCR 
 

Abstract  
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) is caused by the Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 

(SARS-CoV-2), first identified in China and later declared a global pandemic by the World Health Organization 

(WHO). The rapid transmission of the COVID-19 virus necessitates the development of more effective 

detection methods. Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) remains the gold 

standard for COVID-19 detection. However, this method has drawbacks, including the high cost of equipment 

and lengthy processing time. In addition, the use of swab samples can cause discomfort for patients. An 

alternative detection method for SARS-CoV-2 is saliva-based RT- LAMP. This research aims to evaluate the 

effectiveness of the colorimetric saliva- based RT-LAMP method in detecting SARS-CoV-2 in Indonesia. Five 

saliva samples from COVID-19-positive patients were collected from PKU Muhammadiyah Hospital, 

Yogyakarta. Once collected, the virus was inactivated using a heating block at 95°C for 5 minutes, followed by 

the addition of 400 μL of PBS (Phosphate-Buffered Saline) solution. The extracted samples were then amplified 

using a miniPCR device at 65°C for 30 minutes. The reaction results were visualized colorimetrically using 

phenol red and confirmed through electrophoresis. This research offers a molecular alternative for detecting 

SARS- CoV-2 using saliva samples in Indonesia. It also benefits patients, as the colorimetric saliva-based RT-

LAMP method reduces discomfort during sample collection, provides faster results, and is more cost-effective. 

However, the use of phenol red as a visual indicator in the saliva-based RT-LAMP method was found to be less 

effective and efficient for detecting SARS-CoV-2. This inefficacy may be due to the incompatibility of phenol 
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red as a dye or its degradation due to prolonged storage. Nevertheless, electrophoresis visualization confirmed 

that the saliva-based RT-LAMP method effectively detected SARS-CoV-2 using a thermal cycler at 65°C for 30 

minutes. 

 

Keywords: colorimetric; COVID-19; miniPCR; RT-LAMP; saliva  

 

1. Pendahuluan 
Coronavirus disease 2019 (COVID-19) adalah penyakit yang disebabkan oleh virus Severe Acute 

Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) yang sebelumnya disebut 2019-nCoV, dan 

dinyatakan sebagai pandemi pada tanggal 12 Maret 2020 (Susilo et al., 2020). Penyakit ini pertama 

kali terjadi di China dan dikonfirmasi menjadi pandemi global oleh World Health Organization 

(WHO) tanggal 22 Desember 2020 (WHO, 2020). Hingga 24 November 2021, total kasus konfirmasi 

COVID-19 di dunia adalah 258.164.425 kasus dengan 5.166.192 kematian (CFR 2,0%) di 204 Negara 

Terjangkit dan 151 Negara Transmisi Komunitas, sedangkan di Indonesia, Pemerintah Republik 

Indonesia telah melaporkan sebanyak 4.254.443 orang terkonfirmasi positif COVID-19 dan ada 

143.766 kematian (CFR:  3,4%) terkait COVID-19 yang dilaporkan dan 4.102.700 pasien telah 

sembuh dari penyakit tersebut (Kemenkes, 2021).  

Transmisi virus COVID-19 menyebar sangat cepat untuk mengatasi hal tersebut diperlukan adanya 

metode deteksi yang lebih efektif. Metode deteksi dengan rapid test dengan menggunakan antibodi 

untuk mendeteksi adanya virus COVID-19 namun, juga memiliki kelemahan yaitu hanya dapat 

mendeteksi antibodi dimana antibodi yang muncul terlambat sementara virusnya sudah masuk terlebih 

dahulu (Cevik et al., 2020). Selain rapid test terdapat metode lain yaitu quantitative Reverse 

Transcription Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) merupakan gold standard yang ditetapkan 

WHO untuk deteksi virus SARS-CoV-2 (Corman et al., 2020). Menurut Lamb et al. (2020), terdapat 

kelemahan dalam metode qRT-PCR yaitu peralatan yang mahal dan waktu pengerjaan yang lama. 

Menurut Jamal et al. (2021), terdapat kendala dalam menggunakan metode RT-PCR yaitu hasil 

deteksi yang membutuhkan waktu lama (2 hingga 4 jam) dan pengambilan sampel dengan cara swab 

nasofaring yang menimbulkan ketidaknyamanan. Penggunaan sampel swab nasofaring lebih 

berpotensi membuat petugas kesehatan terpapar droplet infeksius serta dapat menimbulkan infeksi 

silang dan mengganggu kenyamanan pasien saat pengambilan sampel. Menurut Xu et al. (2020), 

pencegahan terjadinya infeksi silang pada deteksi SARS-CoV-2 dapat dilakukan dengan 

menggunakan sampel saliva. Kelebihan dalam menggunakan sampel saliva yaitu dapat mencegah 

infeksi silang pada tenaga medis, penurunan kebutuhan tenaga medis, pengurangan biaya APD, dan 

dapat mengurangi ketidaknyamanan oleh pasien saat pengambilan sampel (To et al., 2020). PCR 

mempunyai keunggulan dalam mendiagnosis penyakit, namun juga memiliki beberapa kekurangan 

seperti waktu pengerjaan yang rumit dan lebih lama. Oleh karena itu, beberapa peneliti 

mengeksplorasi lebih lanjut mengenai teknik amplifikasi DNA, sehingga ditemukan metode 

amplifikasi yang disebut Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) (Wang et al., 2020). 

LAMP merupakan metode amplifikasi asam nukleat berdasarkan pada prinsip aktivitas 

pemindahan untai asam nukleat yang mengamplifikasi beberapa salinan DNA target dengan 

spesifisitas, efisiensi, dan kecepatan tinggi dalam kondisi isotermal. Reaksi dari metode ini terdiri dari 

reverse transcriptase, enam primer yang mengikat wilayah DNA target, DNA polimerase di suhu 

yang konstan yaitu 65°C. Menurut Mukama et al. (2020), metode LAMP tergolong efektif dan cepat 

karena dapat mendeteksi DNA dengan konsentrasi yang sedikit dengan waktu sekitar 20-30 menit. 

LAMP memiliki metode khusus dalam menganalisis RNA yaitu Reverse Transcriptase Loop-

mediated Isothermal Amplification (RT-LAMP) (Lamb et al., 2020). Deteksi molekuler dengan 

menggunakan RT-LAMP berpotensi menjadi metode deteksi COVID-19 yang efektif karena cepat, 

mudah dilakukan, sensitif, spesifik dan akurat (Yu et al., 2020). Hasil pengujian RT-LAMP dapat 

divisualisasikan dengan visualisasi kolometri atau fluorescence di bawah sinar ultra-violet (Aoki et 

al., (2021). 

Deteksi molekuler membutuhkan alat seperti thermocycler dalam penggunaannya, pada penelitian 

ini digunakan miniPCR sebagai alat deteksi. Alat ini memiliki bentuk yang kecil dan portable serta 

memiliki fungsi yang hampir sama dengan alat amplifikasi DNA pada umumnya. miniPCR memiliki 
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keunggulan dari segi ukurannya yang kecil memudahkan untuk dibawa dan dipindahkan, 

pengoperasian yang lebih mudah serta harga yang relatif terjangkau (Gonza´lez et al., 2019). Metode 

RT-LAMP dapat digunakan sebagai metode alternatif untuk mendeteksi SARS-CoV-2 karena proses 

yang cepat, sensitif, akurat, spesifik dan sangat berguna untuk daerah yang tidak memiliki fasilitas 

pemeriksaan laboratorium yang memadai (Lu et al., 2020 ; Yu et al., 2020). Untuk mempercepat 

interpretasi data hasil amplifikasi dapat digunakan metode koloimetri. Tujuan penelitian ini adalah 

untuk mengetahui kemampuan metode colorimetric saliva based RT-LAMP  menggunakan MiniPCR 

untuk deteksi virus SARS-CoV-2 di Indonesia. 
 

2. Metode  

2.1. Alat dan Bahan 
Untuk Pengabdian kepada Masyarakat, metodologi dijelaskan mulai dari tahap persiapan, 

pelaksanaan, penyusunan laporan dan publikasi. Selain itu, proses kerjasama dengan mitra juga 

dijelaskan secara sistematis. Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu MiniPCR, mikropipet, 

mikrotip, mikrotube, tube PCR, collection tube, marker pen, deep freezer, ice box, hot stirrer, 

alumunium foil, mini spindown, centrifuse, erlenmeyer, scapel, timbangan analtik, tabung ukur, 

masker, gloves, spuit, heating block dan kamera. Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara 

lain, alkohol, aquades, agarose, kit reagen RT-LAMP Optigen ISO-DR004-RT300 Ltd, sampel saliva 

positif COVID-19, kontrol positif (plasmid gen ORF1ab/RdRp SARS CoV-2), TE buffer, Phosphate 

buffered saline, loading dye, nuclease free water, Phenol red, Primer LAMP gen ORF1ab SARS 

CoV-2 yang dapat dilihat pada Tabel 2. 
 

Tabel 2. Primer LAMP 

Primer Sekuens 

F3 ACAAAGCCTTACATTAAGTGG 

B3 CACCATCAACAAATATTTTTCTCAC 

FIP TGGGTGGTATGTCTGATCCCAATATTGTTAAAATATGACTTCACGG 

BIP TGTGTTAACTGTTTGGATGACAGATGTAGGTGG GAACACTGT 

LF CGGTCAAAGAGTTTTAACCTCTCTT 

LB TGCATTCTGCATTGTGCAAACT 

 

2.2. Optimasi Waktu RT-LAMP 
Untuk optimasi RT-LAMP mengikuti protokol Optigen ISO-DR004-RT300 Ltd dilakukan 

menggunakan kontrol positif konsentrasi 0.1 ng gen RdRp sintetis dengan kisaran waktu yaitu; 10, 20, 

30, 45 dan 60 menit dengan suhu 65oC (OptiGen, 2020). Optimasi dilakukan untuk hasil kondisi RT-

LAMP terbaik yang akan digunakan pada penelitian ini. Disiapkan mikrotube yang sudah dilabeli 

dengan marker pen yaitu 10, 20, 30, 45, dan 60 menit, Non Template Control (NTC) dan Nuclease 

Free Water (NFW). Untuk pembuatan larutan dilakukan di Laminar Air Flow (LAF) untuk menjaga 

kesterilan alat dan media serta meminimalisir adanya kontaminasi.  

Reagen mix dibuat dengan komposisi antara lain Master Mix 12,5 µl,  primer mix 2,5 µl, NFW 

2,5 µl dan template yang berisi kontrol positif konsentrasi 0.1 ng sebanyak 5 µl. Total volume dalam 

tube PCR adalah 25 µl. Setelah itu, disiapkan kontrol negatif dengan menambahkan NFW sebagai 

template NTC dan NFW tanpa adanya campuran reagen mix. Kontrol negatif berfungsi untuk 

memastikan tidak adanya kontaminasi pada reagen. Selanjutnya, reagen di sentrifuge pada suhu 20oC 

dengan kecepatan 10.000 rpm selama 30 detik. Setelah itu, reagen dimasukkan ke dalam miniPCR 

secara bergantian berdasarkan waktu yang telah ditetapkan (10, 20, 30, 45 dan 60 menit). Kemudian 

dilakukan elektroforesis untuk visualisasi hasil setelah running miniPCR. 

 

2.3. Uji RT Lamp Sampel RNA 
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah saliva pasien COVID-19 sebanyak 5 sampel. 

Sampel tersebut berasal dari RS PKU Muhammadiyah Kota Yogyakarta. Sampel yang digunakan 

adalah pasien yang telah mendapat hasil deteksi COVID-19 berdasarkan tes RT-qPCR. Jumlah 

sampel air liur yang didapat sebanyak tiga contoh positif dan dua contoh negatif COVID-19. Sebelum 
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pengambilan sampel, pasien mengisi informed consent yang telah disiapkan. Seleksi dilakukan 

dengan pasien diminta untuk tidak makan atau minum selama 30 menit kemudian pasien meludahkan 

saliva ke dalam saliva collection yang sudah steril (Yamazaki et al., 2021). Setelah itu, sampel air liur 

disimpan dalam lemari es bersuhu 40C sambil dipersiapkan untuk tahap inaktivasi panas. 

Sampel saliva yang akan di inaktivasi, berasal dari saliva pasien yang telah terkonfirmasi positif 

covid-19 melalui tes swab PCR. Setelah didapatkan sampel saliva dari pasien positif covid-19, 

selanjutnya dilakukan inaktivasi. Inaktivasi panas sampel air liur dilakukan langsung pada hari yang 

sama setelah pengambilan sampel. Sampel air liur diambil dari lemari es dan diencerkan 

menggunakan larutan Phosphate buffered saline (PBS) steril dengan konsentrasi 1:2 (Matic et al., 

2021). Sampel air liur diambil sebanyak 0,2 mL menggunakan jarum suntik steril. Kemudian 

dimasukkan ke dalam mikrotube yang berisi larutan PBS 0,4mL. Kemudian dilakukan inaktivasi 

panas menggunakan blok pemanas pada suhu 950C selama 10 menit (Li et al., 2021). Selanjutnya 

sampel air liur disimpan pada suhu -80°C di dalam freezer. 

Total reaksi yang digunakan yaitu 25μl dengan komposisi yaitu Master Mix, sampel saliva, 

primer mix dan NFW. Komposisi reagen dapat dilihat pada tabel 3. Selanjutnya tube PCR 

dimasukkan ke dalam miniPCR thermal cycler pada suhu 650C selama 30 menit (OptiGen, 2020). 

 
Tabel 3. Konsentrasi Reagen 

No Reagen Volume (µl) 

1 RT-LAMP Master Mix 15 

2 Primer Mix 2,5 

3 Nuclease Free Water 2,5 

4 RNA template 5 

Total 25 

 

2.4. Visualisasi Hasil 
Penelitian ini menggunakan metode visualisasi kolorimetri dan elektroforesis. Visualisasi hasil 

secara kolorimetri dilakukan dengan menggunakan indikator pH yaitu phenol red. Tabung PCR yang 

diamplifikasi menambahkan phenol red sebanyak 1µl (Wu et al., 2021). Kemudian diamati perubahan 

warna pada tabung berisi sampel air liur, perubahan warna merah jambu menunjukkan hasil positif 

menjadi kuning (Huang et al., 2020). Kemudian dilanjutkan dengan elektroforesis. Pada 

elektroforesis, diawali dengan membuat gel agarose. Disiapkan agarose dengan konsentrasi 2% 

sebanyak 0,5 gram dan larutan TE buffer 25 ml. Agarose dan larutan TE buffer dilarutkan dengan 

magnetic stirrer hingga larutan agarose bening. Kemudian ditambahkan pewarna menggunakan 

fluorovue sebanyak 2 µl.  

Gel agarose dituangkan ke dalam cetakan elektroforesis dan berikan sisiran di atas cetakan untuk 

membentuk sumuran. Lalu ditunggu hingga gel agarose mengeras. Setelah gel agarose mengeras, 

lepaskan sisiran dan TE Buffer dimasukkan ke dalam cetakan elektroforesis hingga gel agarose 

terendam. Kemudian gel agarose siap digunakan untuk elektroforesis. Setelah itu, siapkan DNA 

ladder 100bp, kontrol positif, kontrol negatif, dan sampel sebanyak 5µl dan ditambahkan 1µl loading 

dye. Reagen dicampurkan dengan menggunakan mikropipet (Dragon Lab 0,5-10 µl) dan 

dihomogenkan. Setelah homogen, reagen dimasukkan ke dalam sumuran. Setelah itu, dilakukan 

elektroforesis selama 30 menit dan gel agarose diamati dengan sinar blue light transiluminator untuk 

melihat  hasil visualisasi pita DNA. 

 

2.5. Analisis Data 
Analisis data dilakukan secara analisis deskriptif meliputi data hasil RT-LAMP dari perubahan 

warna setelah diberikan phenol red. 

 

3. Hasil dan Pembahasan 

3.1. Optimasi RT-LAMP 
Penelitian dilakukan dengan mengoptimasi waktu pada metode RT-LAMP. Deteksi sampel 

penelitian menggunakan RT-LAMP sebaiknya dilakukan optimasi terlebih dahulu. Optimasi harus 
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dilakukan sebelum deteksi sampel penelitian menggunakan miniPCR, sehingga didapatkan kondisi 

waktu yang sesuai. Hal ini bertujuan untuk mencapai hasil yang optimal (Nidom et al., 2021). Waktu 

yang digunakan dalam penelitian ini yaitu 10, 20, 30, 45 dan 60 menit. Sedangkan suhu yang 

digunakan yaitu 65oC sesuai dengan panduan kit yang digunakan. Berdasarkan hasil kondisi optimasi 

kontrol positif menggunakan miniPCR dengan metode RT-LAMP, hasil ampfilikasi kontrol positif 

pada berbagai waktu yang disajikan pada Gambar  1. 

 

     
Gambar 1. Hasil Elektroforesis Optimasi Waktu RT-LAMP. (1a) = Hasil Elektroforesis Optimasi Waktu  RT-

LAMP. M (Marker), 1-2 (Kontrol positif 10 Menit), 3-4 (Kontrol positif 20 menit), 5-6  (Kontrol positif 30 

menit), 7 (NTC), 8 (NFW). (1b) = M (Marker), 1-2 (Kontrol positif 45 Menit), 3-4 (Kontrol positif 60 menit), 5 

(NTC), 6 (NFW) 

 
Waktu 10 menit tidak menunjukkan adanya band/pita DNA, hal ini menandakan bahwa waktu 

mempengaruhi amplikon yang terbentuk. Waktu 20 menit menunjukan adanya pita DNA, hal ini 

menandakan bahwa amplifikasi visual dari RT-LAMP terjadi paling cepat namun tidak digunakan 

sebagai waktu uji RT-LAMP. Hal ini dikarenakan waktu yang terlalu cepat dapat menyebabkan 

primer menempel pada sisi genom lain sehingga mengakibatkan spesifitas yang rendah pada hasil 

amplifikasi. Waktu 45 dan 60 menit menunjukan adanya pita DNA. Akan tetapi pada optimasi waktu 

45 dan 60 menit tidak akan digunakan untuk uji RT-LAMP karena waktu yang terlalu lama dapat 

menyebabkan kegagalan amplifikasi, hal ini dikarenakan tidak menempelnya primer pada gen target. 

Suhu yang digunakan adalah 65oC yang telah disesuaikan dengan panduan protokol kit yang 

digunakan.  

Berdasarkan hasil pengujian bahwa untuk lama durasi proses reaksi ditentukan pada suhu 65oC 

selama 30 menit  dalam  metode RT-LAMP. Metode akan sensitif dan spesifik untuk mendeteksi 

SARS-CoV-2 apabila bereaksi pada suhu 65oC selama 30 menit. Penelitian Kobayashi et al. (2021), 

melakukan penelitian dengan menggunakan waktu 30 menit pada deteksi SARS-COV-2 dengan 

metode RT-LAMP dengan menghasilkan waktu yang optimal untuk deteksi yaitu pada kurun waktu 

30 menit. Huang et al. (2020), juga melakukan penelitian dengan deteksi SARS-COV-2 menggunakan 

metode RT-LAMP dalam kurun waktu 30 menit pada suhu 65oC. Penelitian Mautner et al. (2020), 

menyatakan bahwa dibutuhkan suhu dan waktu yang sesuai untuk mendapatkan efektivitas yang tepat 

dari metode RT-LAMP. Suhu dan waktu yang tidak sesuai dapat mempengaruhi efektivitas dari 

metode RT-LAMP. Selanjutnya akan dilakukan pengambilan sampel dan dilanjutkan uji RT-LAMP. 

 

3.2. Pengambilan Sampel 
Pengambilan sampel dilakukan dengan mengambil sampel saliva dari pasien positif COVID-19. 

Sampel tersebut berasal dari RS PKU Muhammadiyah Kota Yogyakarta. Pengambilan sampel 

dilakukan oleh pihak laboratorium RS PKU Muhammadiyah Kota Yogyakarta. Pasien diminta untuk 

tidak makan atau minum selama 30 menit kemudian pasien meludahkan ke dalam wadah yang telah 

disediakan sehingga mempermudah dan tidak menimbulkan rasa sakit pada pasien (Gambar 2). 
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Gambar 2. Sampel Saliva dari Pasien Positif COVID-19 

Hal ini sesuai dengan Jamal et al. (2021), yang menyatakan bahwa penggunaan saliva dapat 

menghindari risiko paparan terhadap petugas kesehatan dan tidak menimbulkan rasa sakit pada 

pasien. Inaktivasi sampel air liur dari pasien dilakukan selama 10 menit dengan panas pada suhu 

95°C. Inaktivasi panas pada sampel air liur bertujuan untuk mencegah virus SARS-CoV-2 menular 

kepada petugas kesehatan. Sampel air liur disimpan pada suhu -80°C untuk menghindari panas dan 

tidak rusak.  

Uji RT-LAMP dapat dilakukan dengan mudah setelah memanaskan sampel liur pada suhu 95°C 

saat inaktivasi panas dan juga dapat menghilangkan suatu inhibitor yang dapat mengganggu hasil uji 

RT-LAMP. Menurut Griesemer et al. (2021), antibodi dan enzim yang dikenal sebagai inhibitor pada 

sampel air liur memiliki kemampuan untuk mempengaruhi ketidakstabilan RNA virus dan 

menghambat proses deteksi. Sesuai dengan Priatni et al. (2007), menyatakan bahwa semakin tinggi 

suhu pemanasan, maka semakin besar untuk rusaknya virus yang disebabkan oleh denaturasi protein 

yang dapat menghilangkan efektivitas virus atau menyebabkan virus inaktif. 

 

3.3. Uji RT LAMP 
Uji RT-LAMP dilakukan dengan pengamatan perubahan warna pada tabung berisi sampel 

setelah diberikan phenol red. Perubahan warna dapat dilihat oleh mata telanjang setelah memasukan 

phenol red sebagai indikator perubahan warna. Warna merah jambu berubah menjadi kuning 

menunjukkan hasil positif, sedangkan tidak terjadi perubahan warna menunjukan hasil yang negatif. 

Hasil Uji RT-LAMP menggunakan MiniPCR pada Gambar 3 menunjukan, pada sampel saliva terlihat 

bahwa tidak ada perubahan warna yang terjadi pada kontrol positif dan seluruh sampel setelah 

diberikan phenol red. Hasil yang seharusnya didapatkan adalah terjadinya perubahan warna dari 

merah menjadi kuning setelah diberikan phenol red. 

 

 
Gambar 3. Hasil uji kolorimetri berbasis air liur RT-LAMP. K+ (Kontrol positif), K-(NTC), S1-S3 (sampel air 

liur positif), S4-S5 (sampel air liur negatif). 

 

Hasil uji RT-LAMP berbasis air liur pada Gambar 3 menunjukkan tidak terjadi perubahan warna 

pada seluruh tabung. Warna merah jambu menunjukkan tidak terdapat virus SARS-CoV-2 pada 

sampel, sedangkan pada saat dilakukan uji RT-LAMP, tabung S1,S2 dan S3 berisi air liur positif 

mengandung virus SARS-CoV-2, dan seharusnya terjadi perubahan warna merah jambu menjadi 

kuning. Perubahan warna merah menjadi kuning akan terjadi karena setiap terjadi polimerisasi dalam 

penambahan basa nitrogen, untuk membuat rantai nukleotida akan disertai pelepasan ion hidrogen 
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sehingga menjadi bersifat asam. Pemberian phenol red yang bersifat basa akan merubah warna 

tersebut menjadi kuning. Sejalan dengan Huang et al. (2020), menyatakan bahwa phenol red adalah 

salah satu indikator pH yang dapat digunakan, dengan menunjukkan warna merah muda pH 8,2-8,6 

dan akan berubah warna menjadi kuning ketika pH menurun. Tanner et al. (2015), menyatakan bahwa 

pada perubahan warna hasil amplifikasi RT-LAMP dapat divisualisasikan dengan indikator pH karena 

amplifikasi asam nukleat melepaskan pirofosfat dan ion hidrogen yang dapat menurunkan pH larutan 

reaksi sehingga indikator pH yang sensitif dapat digunakan untuk menunjukkan hasil positif atau 

negatif dari RT-LAMP. Tidak terjadi perubahan  warna pada hasil amplifikasi RT-LAMP dapat 

disebabkan karena ada kontaminasi pada phenol red. Hal ini dapat menyebabkan kerusakan pada 

phenol red dan merubah pH yang semula basa menjadi asam. Sehingga ketika phenol red diberikan 

pada sampel yang bersifat asam, tidak terjadi perubahan pH yang merubah warnanya dari merah 

menjadi kuning. Berdasarkan hasil tersebut, dapat dinyatakan terjadi negatif palsu. Faktor penyebab 

terjadinya negatif palsu pada penelitian ini adalah jumlah amplikon yang mungkin lebih sedikit dan 

nilai CT (cycle threshold) lebih dari 30. Menurut Aoki et al. (2021), uji kolorimetri RT-LAMP 

berkorelasi dengan nilai Ct pasien. Hasil uji kolorimetri RT-LAMP pada pasien jika diamati langsung 

dengan mata telanjang, menunjukkan hasil negatif palsu dan tidak dapat ditentukan.  

Sampel air liur yang diperoleh dari pasien diencerkan dengan PBS kemudian diinaktivasi 

menggunakan panas pada suhu 950C selama 10 menit. Perlakuan inaktivasi panas sampel air liur ini 

bertujuan untuk menonaktifkasi virus SARS-CoV-2 agar tidak menular kepada peneliti atau petugas 

kesehatan saat proses pengujian. Setelah inaktivasi panas, sampel air liur disimpan pada suhu -800C 

untuk menjaga kualitas sampel agar tidak rusak. Morais et al. (2022), menyatakan bahwa pemanasan 

pada suhu 950C saat inaktivasi panas dapat menurunkan daya inhibitor yang ditimbulkan oleh 

inhibitor pada sampel liur sehingga memudahkan proses uji RT-LAMP. Sejalan dengan penelitian 

Griesemer et al. (2021), inhibitor pada sampel air liur merupakan antibodi dan enzim yang dapat 

mempengaruhi ketidakstabilan RNA virus dan menghambat proses deteksi.  

Reagen RT-LAMP yang berbeda seperti Master Mix juga dapat menimbulkan hasil yang berbeda 

pada penelitian ini dengan penelitian sebelumnya. Penelitian ini menggunakan produk RT Isothermal 

Master Mix ISO-DR004-RT100 dari OptiGene. Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Yu et al. 

(2020), Janíková et al. (2021), dan Dos Santos et al. (2021) menggunakan WarmStart Colorimetric 

LAMP 2X Master Mix (New England Biolabs), sedangkan Huang et al. (2020) menggunakan 

WarmStart Colorimetric LAMP 29 (New England Biolabs). Phenol red yang digunakan dalam 

penelitian ini telah disimpan dalam waktu yang lama, sehingga ada kemungkinan terjadi kerusakan 

yang menyebabkan tidak adanya perubahan warna pada sampel yang diuji. Menurut Jaroenram et al. 

(2022), jenis indikator pH yang dapat digunakan selain phenol red adalah xylenol orange (XO), 

lavender green (LG) dan hydroxy naphthol blue (HNB). Berdasarkan hasil uji kolorimetri pada 

penelitian ini yang menunjukkan negatif palsu, maka perlu dipastikan dengan visualisasi 

menggunakan elektroforesis. 

 

3.4. Visualisasi Hasil dengan Elektroforesis 
Visualisasi hasil dilakukan untuk mengkonfirmasi hasil dari perubahan warna menggunakan 

phenol red, dari hasil pengujian RT-LAMP dengan menggunakan elektroforesis (Gambar 4). 

 

          
Gambar 4. Visualisasi hasil Elektroforesis dengan Uji RT-LAMP. M (Marker), K+ (Kontrol positif), K- 

(Kontrol negatif), S1-S3 (Sampel positif), S4-S5 (Sampel negatif). 
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Elektroforesis merupakan suatu metode untuk memisahkan fragmen DNA berdasarkan berat 

molekulnya. Elektroforesis bertujuan untuk melihat hasil amplifikasi DNA dengan menggunakan 

miniPCR (Priatni et al., 2007). Produk amplifikasi menunjukan munculnya hasil pita DNA untuk 

spesimen kontrol positif dan sampel positif SARS-CoV-2. Tidak terdapat pita DNA yang terlihat 

dalam sampel negatif dan Non Template Control atau kontrol negatif. Hal ini berkorelasi pada hasil 

pengujian RT-LAMP yang dimana sampel yang positif berada pada kontrol positif, sampel S1, S2 

dan S3 sedangkan sampel negatif berada pada kontrol negatif, sampel S4 dan S5 (gambar 3).  

Sampel RT-LAMP positif memiliki pola pita atau tangga yang sama dengan kontrol positif. Hal 

ini sesuai dengan hasil pengujian RT-LAMP bahwa adanya warna merah setelah proses reaksi 

menunjukan adanya virus SARS-COV-2. Hal ini sesuai dengan hasil visualisasi melalui ektroforesis 

bahwa muncul band pada sampel pada sampel S1, S2 dan S3. Sedangkan pada sampel S4 dan S5 

menunjukan tidak adanya virus SARS-COV-2 ditandai dengan tidak munculnya pita band dari hasil 

elektroforesis. Dari hasil tersebut dapat memperkuat bahwa adanya negatif palsu pada hasil uji 

kolorimetri RT-LAMP dengan indikator phenol red. 

Penelitian ini berhasil menunjukkan bahwa reaksi RT-LAMP mampu mengamplifikasi gen 

RdRp dari SARS COV-2 secara spesifik, efektif, dan efisien melalui visualisasi elektroforesis. 

Namun, metode saliva-based RT-LAMP dengan visualisasi phenol red belum mampu menunjukan 

hasil yang sesuai dengan visualisasi elektroforesis. Visualisasi kolorimetri dengan phenol red tidak 

memberikan hasil yang signifikan karena kemungkinan kerusakan reagen karena penyimpanan dalam 

waktu yang lama atau faktor lain seperti amplikon yang rendah. Namun, hasil elektroforesis 

mendukung keberadaan SARS-CoV-2 dengan munculnya pita DNA pada sampel positif. Dengan 

demikian, metode ini dapat digunakan sebagai alternatif deteksi yang lebih nyaman, cepat, dan hemat 

biaya, meskipun perlu pengembangan lebih lanjut untuk meningkatkan akurasi dan sensitivitasnya.  

 

4. Kesimpulan 
Berdasarkan hasil pengujian metode saliva based RT-LAMP dengan visualisasi phenol red belum 

mampu untuk mendeteksi virus SARS-CoV-2 secara efektif dan efisien karena phenol red yang 

kurang kompatibel sebagai pewarna atau sudah rusak akibat penyimpanan yang terlalu lama. Namun 

berdasarkan hasil visualisasi elektroforesis metode saliva based RT-LAMP efektif mendeteksi virus 

SARS-CoV-2 menggunakan thermal cycler yaitu pada suhu 65°C dengan waktu 30 menit.  
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