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ABSTRAK

PENGUJIAN ISOLAT KLINIK Mycobacterium tuberculosis RESISTEN TERHADAP BEBERAPA
ANTIBIOTIKA DENGAN METODE REAKSI BERANTAI POLIMERASE / POLYMERASE CHAIN
REACTION (PCR) Uji PCR menggunakan 2 pasang primer (Pt8 & Pt9 dan Pt3 & Pt6) untuk mendetcksi
DNA 9 isolat bakteri M. tubereulosis yang resisten terhadap beberapa macam antibiotika seperti isoniazid,
streptomisin, isoniazid + streptomisin, dan isoniazid + rifampisin, telah dilakukan Teknik PCR dilakukan untuk
mengamplifikasi DNA hasil ekstraksi sel 9 isolat M. tuberculosis resisten yang sudah dilisiskan. DNA 8 isolat
menunjukkan hasil postif yaitu terdapatnya pita DNA pada gel agarosa setelah diamplifikasi dengan primer Pt8 &
Pt9, sedangkan satu isolat resisten memberikan hasil negatif (tidak ada pita DNA). Amplifikasi DNA dengan
m,enggunakan primer Pt3 & Pt6 memberikan hasil positif pada 2 isolat bakteri, sedangkan 7 isolat bakteri
resisten yang lain memberikan hasil negatif. DNA strain HyRv yang diamplifikasi dengan primer Pt8 & Pt9
maupun primer Pt3 & Pt6, juga menunjukkan hasil positif. Ukuran fragmen DNA hasil amplifikasi dengan
primer Pt8 & Pt9 dan primer Pt3 & P16 masing-masing adalah 541 dan 188 bp.

ABSTRACT

PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION) ASSAY ON ANTIBIOTICS RESISTANT
CLINICAL ISOLATES OF Mycobacterinm tuberculosis To detect the DNA of 9 drug-resistant isolates of M.
tuberculosis such as isoniazid, streptomycin, isoniazid + streptomycin, and isoniazid + rifampisin- resistant
isolates, the DNA amplification by using PCR assay was carried out afler lysing the bacterial cells, Two primer
pairs for amplification used were Pt8 & Pt9 and Pt3 & Pt6. The amplified DNA target of 8 drug-resistant
isolates and 1 drug-resistant isolate by means Pt8 & P{9 primer, gave the positive and negative results,
respectively. Presence of amplified DNA target fragments/ bands on agarose gel, showed the positive results and
vice versa. PCR process by using Pt3 & Pt6 primer revealed the positive results on 2 drug- resistant isolates,
whereas there was no amplified DNA bands from the other 7 isolates. DNA amplification by using either Pt8 &
Pt9 or Pt3 & Pt6 primers occured on Hy;Rv strain DNA. Size of the amplified DNA products with Pt8 & Pt9 and
Pt3 & Pt6 primers were 541 bp and 188 bp, respectively.

PENDAHULUAN

Saat ini peningkatan kasus tuberkulosis suatu
penyakit infeksi discbabkan bakteri Mycobacterium
tuberculosis  sejalan  dengan  peningkatan  kasus
tuberkulosis yang resisten terhadap antibiotika (obat anti
tuberkulosis = oat) khususnya di negara berkembang
temasuk Indonesia. Para peneliti memperkirakan + 50
juta orang terinfeksi strain M. tuberculosis yang resisten
terhadap paling tidak satu macam oat (NCCR, Mei
1998). Mini-epidemi penyakit tuberkulosis / thc
discbabkan strain yang resisten oat ganda pernah
dilaporkan terjadi di Amerika Serikat dan penyembuhan
kasus tersebut dengan pengobatan terbaik hanya
mencapai 20 - 40 % . (1). Di Medan pernah dilakukan
penelitian yang menyatakan 96 % penderita mengandung
kuman TB resisten terhadap satu atau lebih dari 4 macam
obat yaitu etambutol, rifampisin, isoniazid, dan
streptomisin  (2). Kegagalan program pengendalian
penyakit tbc antara lain disecbabkan kegagalan terapi
kasus tuberkulosis yang resisten terhadap oat disamping
kelemahan dalam diagnostik (3,4). Penderita yang telah
menerima  pengobatan tetapi  gagal merespon obat

tersebut, masih dapat menularkan ke penderita lain
ataupun ke orang yang sedang dalam terapi.

Resistensi terhadap antibiotika (cat) seperti INH/
isoniazid, streptomisin, etambutol, rifampisin, dll dapat
disebabkan oleh beberapa hal, antara lain pengobatan
yang tidak adekwat, ketidak patuhan berobat, pemakaian
obat tunggal pada penderita tbc. Timbulnya resistensi
terhadap oat pada M. tuberculosis disebabkan mutasi
random pada kromosom bakteri. Proses mutasi tersebut
terjadi secara spontan pada strain liar, bahkan terjadinya
sebelum kontak dengan obat (3). Sifat resistensi ini juga
disebabkan karena adanya mutasi gen yang menyandi
protein atau enzim tertentu dalam bakteri tersebut,
misalnya terjadinya reistensi terhadap rifampisin karena
mutasi gen rpof yang menyandi RNA polimerase sub
unit f§ (5).

Penggunaan metode PCR (Polymerase Chain
Reaction) untuk mendeteksi M. tuberculosis  telah
banyak dikembangkan dan diaplikasikan (6). Sekwens
DNA target yang diamplifikasi dapat dianalisis dengan
elektroforesis gel agarosa. Namun penggunaan pelacak
DNA spesifik yang dilabel antara lain dengan radioisotop
(* P) untuk menghibridisasi produk amplifikasi tersebut
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ternyata lebih sensitif dan spesifik (7,8). Pengujian
dengan kultur pada 11 spesimen penderita thc
menunjukkan hasil negatif sedangkan setelah diuji
dengan PCR yang dilanjutkan dengan uji hibridisasi
menggunakan pelacak yang dilabel dengan * P, 9
spesimen dari jumlah tersebut menunjukkan hasil positif

(8).

Penelitian telah dilakukan untuk mengetahui
apakah metode PCR juga dapat digunakan untuk
mendeteksi isolat M. tuberculosis yang resisten terhadap
antibiotika (obat anti tuberkulosis).

BAHAN DAN TATA KERJA

Strain Bakteri. Dalam penelitian ini digunakan 9
buah strain bakteri M. tuberculosis resisten terhadap
beberapa antibiotika berasal dari penderita tuberkulosis
yang diperoleh dari rumah sakit Persahabatan. Strain
yang resisten terhadap isoniazid / INH berjumlah 4
sampel (isolat I a, I b, 1 ¢, I d), resisten streptomisin satu
sampel (isolat S), resisten isoniazid + streptomisin satu
sampel (isolat I + S), dan resisten isoniazid + rifampisin
3 sampel (isolat IR.1, TR.2, IR.3). Metode untuk
menentukan resistensi yang digunakan adalah modified
absolute conceniration (konsentrasi absolut yang
dimodifikasi). Strain bakteri resisten tersebut kemudian
ditumbuhkan dalam medium Lowenstein Jensen, suhu
37°C selama + 1 bulan.

Persiapan DNA Bakteri . DNA yang dipersiapkan
untuk proses PCR dilakukan dengan metode fenol-
kloroform sesuai dengan penelitian terdahulu (9). Secara
singkat dapat dijelaskan sebagai berikut, DNA diisolasi
dari kultur bakteri dalam medium agar miring
Lowenstein Jensen. Sel bakteri dari agar miring dibuat
suspensi dengan menambahkan larutan NaCl 0,9 %,
dipanaskan pada subu 90°C untuk mematikan sel.
Suspensi disentrifugasi, dicuci, dan dibuat pelet. Pelet
bakteri diresuspensikan dengan bufer TE (Tris-EDTA/
Ethylene Diamine Tetra Acetic) ditambah dengan
lisosim, proteinase-K dan SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)
untuk  melisiskan sel. Larutan fenol-kloroform-
isoamilalkohol (24 : 1) kemudian ditambahkan dengan
volume sama, disentrifugasi, dan diperoleh fase air yang
mengandung  DNA. DNA  diendapkan dengan
menambahkan larutan NaCl 5M dan etanol absolut
dingin (-20°C). Pelet DNA didapatkan dengan
mensentrifugasi suspensi tersebut dengan kecepatan
13.000 rpm, suhu -10°C.

Penentuan Konsentrasi dan Tingkat Kemurnian
DNA. Pelet DNA disuspensikan dengan bufer TE pH 8,0.
Suspensi DNA tersebut dibuat pengenceran, kemudian
ditentukan konsentrasi dan kemumian DNA hasil
ekstraksi, dengan menggunakan spektrofotometer pada
A (panjang gelombang) 260 nm dan 280 nm.

Amplifikasi DNA. DNA M. tuberculosis resisten

antibiotika  diamplifikasi  dengan teknik PCR
menggunakan 2 macam primer. Primer 1 adalah
pasangan primer P18 &) -

GTGCGGATGGTCGCAGAGAT-3") dan Pt9
(CTGGATGCCCTCACGGTTCA-3") yang terletak
dalam sckwens sisipan (IS6110) genom bakteri M.

tuberculosis kompleks, masing-masing pada pasangan
basa 105 sampai 124 dan 626 sampai 645 (10). Primer 2
merupakan pasangan primer P3 (5"
GAACGGCTGATGACCAAACT-3") dan P16 (5-
ACGTAGGCGAACCCTGCCCA-3"),  masing-masing
terletak pada pasangan basa 664 sampai 683 dan 832
sampai 851 dari IS 986 (7). DNA sampel sebanyak 100
ng (10pl) ditambahkan ke dalam campuran reaksi PCR
(40pl) untuk tiap satu reaksi. Sebagai kontrol positif
digunakan DNA M. tuberculosis Hi;Rv. Campuran
reaksi PCR terdiri dari komponen-komponen seperti
penelitian terdahulu (9) yaitu bufer reaksi (10mM Tris-
HCl + 50mM KCI), 2,0 mM MgCl,, 0,01 % gelatin,
dNTP (dATP,dCTP,dGTP,dTTP) masing-masing 0,2 1M,
primer Pt8 & Pt9 masing-masing 0,2puM, dan 1 Unit Taq
polimerase. Penggunaan primer Pt3 & Pt9 masing-
masing 0,4pM dan Taq polimerase yang ditambahkan
adalah 2,5 Unit (7). Amplifikasi dilakukan dalam DNA
thermocycler (Perkin-Elmer) dengan tahap denaturasi
selama 1,5 menit pada suhu 94°C, tahap annealing pada
suhu 65°C selama 2 menit dan tahap exfension 3 menit,
suhu 72°C. Banyaknya siklus yang digunakan 40 siklus.

Teknik Elektroforesis Gel Agarosa. Teknik ini
digunakan untuk mendeteksi DNA hasil amplifikasi.
Produk PCR sectelah ditambah dengan /oading buffer
dimasukkan ke dalam sumur gel agarosa. Hae Il @X174
yang diencerkan dan juga ditambah dengan /loading
buffer dimasukkan juga ke dalam sumur tersebut sebagai
penanda ukuran molekul DNA (marker), Elcktroforesis
dilakukan selama * 1 jam dengan voltase 100V dalam
larutan bufer TBE (Tris-Borat-EDTA).

Visualisasi DNA. DNA hasil amplifikasi yang
telah dielektroforesis divisualisasi dengan mewarnai
DNA dalam gel menggunakan larutan etidium bromida.
Dengan menggunakan UV transilluminator, pita DNA
akan terlihat dan dapat diketahui ukurannya berdasarkan
penanda ukuran molekul yang dinyatakan dengan base

pair (bp).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil ekstraksi DNA isolat M. tuberculosis
resisten terhadap beberapa antibiotika dapat dilihat pada
Tabel 1. Konsentrasi DNA dari 9 strain bakteri tersebut
bervariasi yaitu berkisar antara 109,5 - 556,5 ng/ul. Hal
ini disebabkan tingkat pertumbuhan strain-strain tersebut
berbeda, sehingga mempengaruhi jumlah DNA yang
diekstraksi. Nilai rasio (A 260mn / A280nm) yang
menunjukkan tingkat kemurnian DNA hasil ekstraksi 9
strain bakteri tersebut juga bervariasi antara 1,27 - 1,50.
Nilai rasio 1,8 - 1,9 menunjukkan kemurnian DNA hasil
ekstraksi (10). Hasil ekstraksi DNA dalam penelitian ini
mempunyai nilai rasio di bawah 1,8 menununjukkan
adanya kontaminasi dengan protein (11). Kontaminasi
tersebut kemungkinan dari protein medium pertumbuhan
yang tercampur pada saat penyediaan suspensi sel
bakteri. Kontaminasi protein dari medium kecil
kemungkinannya apabila menggunakan medium cair
untuk penyediaan suspensi bakteri. KOLK, dkk (10)
menggunakan juga kultur cair M. tuberculosis dalam
media cair Sauton, Middlebrook 7H11 atau Tween
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albumin untuk ekstraksi DNAnya dan memberikan
tingkat kemurnian yang baik. Namun, hasil penelitian
terdahulu (12) dengan menggunakan medium padat yang
sama dengan penelitian ini, menunjukkan tingkat
kemurnian DNA A tuberculosis Hy;Rv sebagai strain
standar cukup baik (nilai rasio 260 nm/ 280 nm = 1,9).
Perubahan pada sel bakteri yang resisten terhadap
antibiotika, mungkin juga dapat mempengaruhi DNA
hasil ekstraksinya. Menurut MORRIS (5) M. tuberculosis
resisten  streptomisin  mengalami perubahan pada
selubung  dinding selnya yang  menyebabkan
permeabilitasnya ~ menurun,  kemungkinan  akan
mempengaruhi ekstraksi pada DNA nya.

Hasil amplifikasi DNA 9 isolat strain M.
tuberculosis resisten terhadap beberapa antibiotika
menggunakan primer Pt8 & Pt9 yang dianalisis dengan
teknik elektroforesis gel agarosa, dapat dilihat pada
Gambar 1 dan 2. Dari gambar tersebut dapat dilihat 8
isolat dari 9 isolat resisten antibiotika,menunjukkan hasil
positif demikian juga strain H3;Rv. Adanya fragmen/pita
DNA pada gel agarosa dari 4 isolat resisten isoniazid
(Gambar 1 lajur 3, 5, 8, dan Gambar 2, lajur 2 ), satu
isolat resisten streptomisin dan 1 isolat resisten isoniazid
+ streptomisin masing-masing pada Gambar 2 lajur 3 dan
lajur 6, menunjukkan hasil positif. DNA 2 isolat bakteri
resisten isoniazid + rifampisin yang diamplifikasi dengan
pasangan primer tersebut, juga menunjukkan hasil positif
(Gambar 1, lajur 4 dan 7). Jumlah DNA isolat dan strain
Hs;Rv yang diamplifikasi masing-masing adalah 100 ng
dan 10 ng. Fragmen DNA tersebut mempunyai ukuran
541 bp. Pada Gambar 2 lajur 5 juga terlihat hasil negatif
(tidak adanya pita DNA) dari satu isolat resisten
isoniazid + rifampisin (IR3). Hal ini mungkin disebabkan
adanya perubahan sckwens DNA pada daeral/ lokasi
sasaran primer Pt8 & Pt9 yang terletak pada sekwens
sisipan (IS 6110) dari isolat tersebut. Jumlah kopi IS6110
dalam genom isolat resisten terscbut juga sangat
mempengaruvhi DNA hasil amplifikasi. Beberapa strain
bakteri M. tuberculosis hanya mempunyai 1 kopi IS6110
bahkan ada strain yang tidak mempunyai kopi tersebut.
(13).

Analisis DNA produk PCR yang dimplifikasi
menggunakan primer Pt3 & Pt6 diperlihatkan pada
Gambar 3 dan 4. Gambar tersebut menunjukkan di antara
9 isolat M. tuberculosis yang resisten pada antibiotika,
hanya terdapat 2 isolat memberikan hasil positif yaitu
isolat resisten isoniazid (I.a) dan isolat resisten isoniazid
+ rifampisin (IR.1). Fragmen DNA 2 isolat tersebut
terdapat pada lajur 3 dan 6 gel agarosa (Gambar 3) DNA
strain standar Hi;Rv hasil amplifikasi sebagai kontrol
positif juga memberikan hasil positif. Jumlah DNA isolat
dan strain standar masing-masing adalah 100ng dan
10ng. Fragmen DNA hasil amplifikasi menggunakan
primer Pt3 & P16 baik untuk isolat maupun strain standar
adalah 188bp.

Beberapa peneliti menyatakan resistensi terhadap
obat anti tuberkulosis pada M. tuberculosis disebabkan
perubahan ataupun mutasi pada gen dalam genom
bakteri. Perubahan pada gen katG yang menyandi
katalase-peroksidase atau gen inhA yang mengkode
enzim yang terlibat dalam biosintesis asam mikolat,
menyebabkan terjadinya sifat resistensi terhadap
isoniazid (14,15). Mutasi gen rpsl yang menyandi protein
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ribosomal S 12 dan gen rrs yang menyandi 16rRNA,
terdapat pada + 80 % strain M. tuberculosis resisten
streptomisin. (16). Strain resisten rifampisin (+ 95%)
mengalami mutasi pada daerah spesifik dari gen rpof
yang menyandi RNA polimerase sub unit [ (17).
Mekanisme utama resistensi obat anti tuberkolosis ganda
adalah akumulasi perubahan dalam gen yang menyandi
sasaran obat dalam sel (5). Dalam penelitian ini, lokasi
sekwens DNA target dengan menggunakan primer Pt8 &
Pt9 maupun Pt3 & Pt6 adalah pada sckwens sisipan
(1S6110 & 1S986) dari genom M. fuberculosis . Jadi tidak
pada gen yang menyandi sasaran obat dalam genom
terscbut. Namun, DNA beberapa isolat tidak dapat
diamplifikasi seperti satu isolat resisten isoniazid +
rifampisin dengan menggunakan primer Pt8 & Pt9 dan 7
isolat dengan menggunakan primer Pt3 & Pt6. Hal ini
mungkin disebabkan adanya mekanisme resistensi lain
dalam genom bakteri yang resisten tersebut. Berdasarkan
penelitian MORRIS (5), gen rrs dan rpsL pada 27 %
isolat resisten streptomisin, tidak mengalami mutasi
demikian juta 17 isolat resisten isoniazid dari 42 isolat
tidak mengalami perubahan pada gen katG atau inhA.

Apabila dibandingkan uji PCR menggunakan
primer Pt8 & Pt9 dan P13 & Pt6, ternyata primer Pt8 &
Pt9 lebih sensitif. Sekwens DNA sasaran untuk primer
Pt8 & Pt9 kemungkinan terdapat lebih banyak dalam
genom isolate yang digunakan dalam penelitian ini,
daripada sekwens untuk Pt3 & Pt6. Penggunaan primer
Pt3 & Pt6 akan lebih sensitif dan spesifik untuk deteksi
M. tuberculosis apabila digunakan sebagai primer ke 2
untuk mengamplifikasi DNA hasil PCR dengan primer
INS1 & INS2 pada nested PCR (7)

KESIMPULAN

Deteksi M. tuberculosis resistent terhadap
beberapa antibiotika (obat anti tuberkulosis) dengan PCR
menggunakan primer Pt8 & Pt9, lebih sensitif dibanding
dengan primer Pt3 & Pt6. Jadi uji PCR dengan primer
Pi8 & Pt9 dapat dipakai untuk mengetahui adanya
bakteri resisten tersebut.

Uji PCR dengan menggunakan primer yang
didisain dari gen yang menyandi protein / enzim yang
menjadi sasaran obat anti tuberkulosis (oat), yang
dilanjutkan dengan teknik biologi molekuler yang lain
seperti  seckwensing dapat mendeteksi resistensi M.
tuberculosis terhadap oat, sehingga dapat diberikan terapi
yang tepat.
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Tabel 1. Konsentrasi dan tinglat kemurnian (easio absorbansi pada A 260 nm / A 280nm)
DNA hasil ekstralesi isolat M. tuberculosis vesisten Isoninzid (1), streptomisin (S),
isoniazid + streptomisin (FS), dan isoninzid + vifampisin (IR)

Macam Isolat Konsentrasi DNA Rasio absorbansi
(ng / pl) (A260 nm/A 280nm)
Isolat I.a. 144 1.41
Isolat Lb 400,5 1.43
Isolat I.c 109,5 1,30
Isolat I.d 181.5 1,33
Isolat S 324 1,50
Isolat I + 8 121,5 1,40
Isolat IR. | 1454 1,30
Isolat IR.2 318 1,42
Isolat IR.3 556,5 1,27
E 2 3 4 5 6 7 % i 2 34 5 & 7 8

Gambar 1. Analisis DNA produk PCR isolat Gambar 2. Analisis DNA produk PCR isolat
M. tuberculosis resisten, dengan M. tuberculosis resisten, dengan
primer P18 & P19 menggunakan primer P(8 & Pt9 menggunakan
clektroforesis gel agarosa elektroforesis gel agarosa
Lajur 1 : Marker @X 1741 aelll Lajur 1 : Marker @X174Haelll
Lajur 21 DNA strain [13;Rv 10ng, Lajur 2 : Isolat 1.d (100ng)

(kontrol +) Lajur 3 : Isolat S (100ng)
Lajur 3 Isolat Fa (100ng) Lajur 4 : Kontrol - (lanpa DNA)
Lajur 4 : Tsolat IR (100ng) Lajur 5 Isolat IR.3 (100ng)
Lajur 3¢ Isolat 1.h (100ng) Lajur 6 Isolat T8 (100ng)
Lajur 60 IKontrol - (Tanpa DNA) Lajur 8 @ DNA strain HyRv 10ng
Lajur 7: Isolat IR.2 (100ng) (kontrol +)

Lajur 8 : Isolat 1.c (100ng)
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Gambar 3. Analisis DNA produk PCR isolat
M. tuherenlosis resisten, dengan
primer P3 & P16 menggunakan
clektroforesis gel agarosa

Gambar 4. Analisis DNA produk PCR isolnl
M. tuberculosis resisten, denpan
primer PU3 & P't6 mengpunakan
clektroforesis gel agarosa

Lajur 1 : Marker @X 1741 1aclll Lajur | : Marker @X1741acll]
Lajur 2 : Isolal I+ 8 (100ng) Lajur 2 : DNA strain Hi;Rv 10ng
Lajur 3 : Tsolal La (100ng) (kontrol +)
Lajur 4 : Konltrol - (Tanpa DNA) Lajur 3: Kontrol - (tanpa DNA)
Lajur 5: DNA strain 11y;Rv 10ng Lajur-4 : Isolat 1.c (100ng)

(kontrol +) Lajur 5: [solat IR.2 (100ng)
Lajur 6 ; Isolat IR_1 (100ng) Lajur 6 Isolat Ld (100ng)
Lajur 7: Isolat S (100ng) Lajur 8 : Isolat IR.3 (100ng)
Lajur 8 : Isolat 1.b (100ng)

DISKUSI

NAZLY HILMY

Berapa lama kecepatan analisis dengan PCR
dibandingkan dengan metode konvensional pada pasicn
yang terkontaminasi kuman TB resisten ?
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MARIA LINA

Dengan metode konvensional uji resistensi Af.
tuberculosis : uji pembiakan + uji resistensi @ 2 - 4 bulan.
Dengan metode PCR : dilanjutkan dengan metode RFLP
alaupun sekwensing : 2 - 3 hari.




