P IR/T.303/00

DETEKSI  Mycobacteriwin  uberculosis  Hi7Rv
DENGAN REAKSI BERANTAI POLIMERASA

(PCR).

Maria Lina, Pratiwi Sudar nono, Fera Ibrahim, dan
Amin Seebandrio.

979



DETEKSI Mycobacterium tuberculosis HyRv DENCGAN REAKSI BERANTAI

FHLIMERASA {(PCR) *
Maria Lina** Pratiwi Sudarmono®**,Fera Ibrahim ** ¢, dan Amin Soebandrig®**

ABSTRAK

DETEKSI Mycobacterium tuberculosis HyRv DENGAN REAKSI BERANTAL
POLIMERASA (PCR). Sensitivitas PCR  mendeteksi b. kteri M. mberculosis HiRv
telah dilakukan dengan menggunakan berbagai konsentrasi DNA Hi/Rv. Ekstraksi DNA
sel bakteri M. tuberculosis dilakukan dengan metode stanc ar fenol kloroform setelah sel
dilisiskan dengan lisosim dan proteinase K. Amplifikisi DNA dilakukan dengan
menggunakan primer oligonukleotida P8 dan Pt9 ying berasal dari DNA M
fuberculosis, yaitu sekwens sisipan 6110 (IS6110) dan »rimer YNP5 & YNP6 yang
disintesis dari sekwens DNA yang menyandi antigen b rotein 38 kDa (Pab). Reaksi
dilakukan pada DNA dengan konsentrasi 2ug, lug, 8)0ng, 600ng, 400ng, 200ng,
15Ung, 100ng, 50ng, 10ng, 5ng, ing, 100 pg, 10pg, Spg, | )g, 100fg, 10fg dan 1fg untuk
primer Pt8 & Pt9, sedangkan untuk primer YNPS & YNP¢ konsentrasi yang digunakan
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adalah 10ng, 5Sng, Ing, 500pg, 100pg, 10pg, lpg, S500fg. 100fg, dan 10fg.

Dengan menggunakan primer Pt8 & Pt9, fragmen sebesar 541 bp masih dapat .dideteksi
pada DNA 10fg. Jumlah tersebut :;,étara dengan 2 sel bakteri. Fragmen DNA yang
diamplifikasi menggunakan primer YNP5 & YNPG adalah sebesar 419 bp dengan jumlah
DNA 5pg, masith dupat dideteksi dan setara dengan 1000 sel bakteri. Penelitian ini
merupakan penelitian awal untuk mengetahui sensitivitas 1ji PCR dalam mendiagnosis

tuberkulosis dari spesimen penderita.

ABSTRACT

DETECTION OF Mycobacterium tuberculosis H ;Rv BY USING POLY-
MERASE CHAIN REACTION (PCR). Study on detcction of AL tuberculosis
Hz7Rv bacteria to determine the sensitivity of PCR has be-n carried out by using many
varieties of Hi;Rv DNA concentrations.  After the bacterial cells were lysed with
lyzozyme and proteinase-K, the DNA extraction was cone with phenol-chloroform
standard method. The oligonucleotide primers Pt8 & Pt9 - rom insertion sequence 6110
(IS6110) and YNP5 & YNPG6 which synthetized from D VA sequence of the 38 kDa
protein antigen b (Pab) of M. tuberculosis, were used for DNA amplification process.
DNA concentration used in this study, were 2ug, 1pg, 80)ng, 600ng, 400ng, 200ng,
150ng, 100ng, 50ng, 10ng, Sng, 1ng, 100pg, 10pg, pg, 100fg, 10fg, 1fg, and

the concentrations of 100pg, 10pg, Spg, 1pg, 100fg, 10f; for each pair of Pt8 & Pt9




primer and YNPS & YNPG primer, respectively. Results st owed that the detection limit
of amplified DNA using P18 & Pt9 primer was 10fg. The DNA was equivalent to two
bacterial cells. The DNA of Spg which was equivalent to 1000 bacterial cells could be
amplified by using YNP5 & YNP6 primer. The amplitied {-agment DNA of 541 bp and
419 bp, were resulted by using Pt8 & Pt9 primer aid YNPS & YNP6 primer,
respectively . The prelimenary study was carried out to det :rmine the sensitivity of PCR

test for diagnosis of tuberculosis from clinical specimen.

PENDAHULUAN

Tuberkulosis (tbc) adalah suatu penyakit disebabkan oleh infeksi bakteri M.
tuberculosis. Penyakit tuberkulosis merupakan penyebab mortalitas tertinggi di daerah
tropis. Jumlah kasus dan rerata kejadian tuberkulosis paru (positif kuman tahan asaam)
tiap 10.000 penduduk di Indonesia tahun 1995, berturut-turut menunjukkan aangka
77381 dan 5,96 (1).

Pada umumnya diagnosis penyakit tuberkulosis dilakukan dengan metode
konvensional, yaitu dengan mengidentifikasi langsung bakteri tahan asam dengan
pemeriksaan mikroskopik. Metode tersebut dapat dilakukar dengan cepat dan biaya yang
diperlukan cukup murah, tetapi sensitivitas dan spesific itas masih rendah. Hal ini
disebabkan bakteri tidak dapat diidentifikasi sampai denga spesies dan jumlah bakteri

dalam spesimen klinis khususnya sputum harus dalam juml h cukup banyak. YEAGER




dalam DE WIT dan EISENACH dkk (2, 3), menyatakan j imlah bakteri yang ada dalam
spesimen untuk dapat dideteksi adalab > 10* - 10° per ml .

Metode konvensional lain adalah dengan mengkultur kuinan dalam media tertentu dan
hasil yang diperoleh cukup baik, karena mempunyai spesi isitas dan sensitivitas tinggi.
Sensitivitas metode tersebut mendekati 100% (4). Menu ut HOBBY (5), kandungan
bakteri 10 - 100 dalam tiap sampel klinis, masih dapa: dikultur. Namun, cara ini
membutuhkan waktu cukup lama, yaitu 3 - 8 minggu (4, 6) Cara diagnosis lain dengan
menggunakan tes serologi , akan tetapi sensitivitas dan spesifisitasnya masih kurang
memuaskan (7).

Saat ini telah dikembangkan metode alternatif untuk mengatasi keterbatasan cara
diagnosis tersebut di atas, antara lain dengan teknik yang didasarkan pada amplifikasi
DNA baktert M. tuberculosis menggunakan reaksi berar tai polimerasa (“Polymerase
Chain Reaction”™/PCR). Teknik tersebut dikembangkan dengan menggunakan berbagai
elemen genetik yang merupakan sasaran cetakan DNA, m salnya sekwens sisipan 6110
(8, 9), gen yang menyandi protein struktural 65kDa (10) 38 kDa {4). Metode PCR
cukup sensitif’ karena dapat mendeteksi kuman dalam Junilah sedikit yang ada dalam
spesimen.  Kelebihan lain metode tersebut mempunyai spesifitas cukup tinggi dengan
waktu yang relatif singkat.

Dalam penelitian in telah dilakukan i sensitivitas PCR -iengan menggunakan primer

oligonukleotida tertentu untuk mendeteksi bakteri M. fubercufosis strain Hz;Rv.




BAHAN DANTAT 1 KERJA

Kultur Bakteri Strain bakteri yang digunakan ialah A wberculosis Hy;Rv diperoleh

dani rumah sakit Sumber Waras, Jakarta, Bakteri dibie <kan dalam medium miring
Lowenstemn Jensen (volume 25 ml ) pada suhu 37°C se ama 3 - 4 minggu. Sebagai
kontrol neganf digunakan juga bakteri Mycobacterium lai 1, yaitu M. smegmaiis yang
mempunyat waktu pertumbuhan 3 - 4 hari.

Ekstraksi DNA Bakteri. M. mberculosis yang sulah tumbuh dalam medium

Lowenstein Jensen dibuat suspensi dengan menambahka: larutan NaCl 0,9% (b/v).
Untuk mematikan sel bakteri, suspensi dipanaskan 15 meni pada subu 100°C. Suspensi
bakteri tersebut disentrifuge pada kecepatan 6000 rpm (“r-wvolutions per minute/putaran
per menit), selama 30 menit. Pelet sel bakteri dicuci dengar larutan 0,9% NaCl sebanyak
2 kali, kemudian dilarutkan dalam 2 ml larutan bufer Tri-EDTA /bufer TE) pH 8.0.
Larutan lisosim 10mg per ml sebanyak 1/10 volume ditambz hkan ke dalam larutan bakteri
tersebut dan diinkubasi 90 menit pada suhu 37°C. Protcinase K dan SDS (“Sodium
Dodecyl Sulfate™) kemudian ditambahkan sehingga konse itrasi akhir proteinase K dan
SDS masing-masing  menjadi 100ug per ml dan 1% (b/v). Larutan dikocok dan
dimkubasi semalam pada suhu 65°C. Larutan fenol yang dij 2nuhkan dengan larutan Tris-
HCE pH 8,0 dan ditambah larutan kloroform isoamilalkohol, ditambahkan ke dalam
larutan tersebut dengan volume yang sama . Campurai1 larutan digoyang supaya
homogen selama 10 menit, kemudian disentrifuge pada 4000 rpm selama 5 menit. Fase

air yang mengandung DNA dan  berada di atas fase f:nol yang berwarna kuning,




dipindahkan ke dalam tabung lain, ditambah dengan klo oform dengan volume yang
sama. Larutan digoyang seperti di atas, fase air yang terentuk dipindahkan ke dalam
tabung sentrifuge. Larutan NaCl 5M dan etanol 100% dingin (-20°C) ditambahkan
masing-masing sebanyak 1/25 dan 2,5 volume, diinkubas' semalam pada suhu -20°C,
kemudian disentrifuge selama 15 menit pada 13.000 rpm de ngan suhu -10°C. Supernatan
dibuang dan pelet ditambah dengan etanol 70% tetapi tidak diresuspensikan, disentrifuge
lagt selama 5 menit déngan kecepatan dan suhu sama seperti di atas. Setelah supernatan
dibuang, pelet dikeringkan dalam eksikator. Pelet kemudian dilarutkan dalam 1ml larutan
bufer 1 x TE, diinkubasi semalam pada suhu 4°C. Konsentrasi dan kemurnian DNA
ditentukan dengan mengukur rapat optiknya (“optical density”) menggunakan
spektrofotometer pada panjang geiorﬁbang 260nm dan 20 nm. DNA yang diperoleh
kemudian diencerkan dengan larutan bufer TE pada beber: pa konsentrasi. Pengenceran
DNA untuk uji PCR menggunakan primer Pt8 & Pt9 dilak ikan dalam 3 tahap. Tahap 1
menggunakan konsentrasi 200, 100, 80, 60, 40, dan 20ng/ . Apabila pengenceran pada
tahap 1, pita DNA masih jelas terdeteksi, dilakukan jengenceran tahap 11 yang
mempunyai konsentrasi lebih rendah. Konsentrasi DNA pda tahap II adalah 15ng/ul,
H0ng/l, Ing/ul, dan 500pg/pl.  Demikian juga jika pita DNﬁ; masih terdeteksi pada
pengenceran tahap 11, dilakukan pengenceran tahap IIl Pada tahap Il digunakan
konsentrasi DNA yang lebih rendah lagi, yaitu 100pg/u, 10pg/u, 1pg/ul, 500fg/ul,
100fg/ul,  50fg/ul, 10fg/ul, 1fg/n, dan O,1fg/ul.  Amylifikasi DNA dengan primer

YNP5 & YNPO6, dilakukan dengan konsentrasi Ing/ul, 500pg/pl, 100pg/ul, 50pg/ul,



H0pg/ul, Tpg/ul, 500fg/ul, 100fg/ul, S0fe/ul, 10fg/ul, dan 1fg/ul. Sebagai kontrol
negatif digunakan DNA Mycobacterium smegmatis 1008 d :ngan konsentrasi 40ng/pl.

Proses Reaksi Berantai Polimerasa. Primer yang digu iakan pada proses PCR adalah

Pt8 (5°- GTGCGGATGGTCGCAGAGAT-3")dan Pt 9 5°- CTCGATGCCCTCACG-
GTTCA- 3%)  dari Boehringer Mannheim yang masing-n asing terletak pada pasangan
basa 105 sampai 124, dan 626 sampai 645 dari sekwen ; sisipan 6110 (IS 6110) M.
fuberculosis kompleks. Sebagai pembanding digunakan primer yang disintesis dari
sekwens DNA M. wberculosis kompleks yang menyandi ntigen b protein Pab 38kDa,
vaitu primer YNP5 (5°- ACCACCGAGCGGTTCG( CTGA-3") & YNP6 (5°-
GATCTGCGGGTCGTCCCAGGT-3"),  yang diperolel dari R. Nakamura Ph.D,,
laboratorium BCG, Jepang. Dalam proses ini digunakar campuran komponen, yaitu
larutan bufer (10 mM Tris-HCI pH 8,3 + 50 mM KCl), 2,0 mM MgClL, 0,01% (b/v),
gelatin, dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) masing-masir ¢ 0,2uM, primer P18 & Pt9
masing-masing 0,2uM, sedang untuk primer YNPS & YNIP'6 masing-masing 20pmol dan
I Unit Taq DNA polimerasa. Campuran tersebut sebanyak 40ul dimasukkan ke dalam
tabung khusus untuk PCR, ditambah dengan 10pl sampel DNA kemudian kocok dengan
menggunakan vorteks. Setelah ditambah dengan 50pl minyak mineral, campuran
dimasukkan dalam alat “DNA thermocycler” (Perkin-Elmer). Proses PCR dilakukan
sebanyak 40 siklus dengan tahap denaturasi selama ,5 menit pada suhu 94°C,

“annealing” pada suhu 65°C selama 2 menit, dan tahap ekst :nsi 3 menit pada suhu 72°C.

Deteksi DNA Hasil Amplifikasi. Produk PCR di ana sis dengan elektroforesis gel
agarosa. DNA hasil amplifikasi dicampur dengan “loading »uffer” yang terdiri atas 25%

.




(b/v) gliserol, 35% (b/v) sukrosa, dan 0,025% (b/v) bromfe 10l biru, dengan perbandingan
4 bagian sampel dan | bagian “loading bufter”. Penand: berét molekul yang dipakai
dalam penelitian ialah X174 Haelll yang diencerkan dcngan air suling dan ditambah
dengan “loading butfer” dengan perbandingan 1 : 3 :1. P oses elektroforesis dilakukan
dengan voltase konstan (100V) selama 1 jam dalam larutar bufer Tris-Borat EDTA/TBE
yang mempunyai komposist 89 mM Tris, 89 mM asam orat, dan 2 mM EDTA. Gel
diwarnal dengan larutan etidium bromida (0,5 ug/ml) dan livisualisasi dengan sinar ultra
violet melalw * UV transilluminator”, Pewarnaan ini me wnjukkan pita DNA dengan
ukuran tertentu yang dapat diketahui dengan menggunakan penanda berat molekul yang
dinyatakan dengan pasangan basa (bp). Pita DNA dalam ¢el tersebut kemudian diambil

gambar dengan menggunakan kamera polaroid MP-4.

HASIL

Konsentrasi DNA yang diperoleh hasil ekstraksi DNA : train bakteri M. uberculosis
HssRv adalah 118 - 1160 ng/pl. Rasio absorbansi DNA pa la panjang gelombang 260nm
dan 280 nm yang menunjukkan kemurnian hasil ekstraksi ONA, berkisar antara 1,51 -
.91 DNA hasil ekstraksi mikobakterium atipik M. sme rmatis 1008 sebagai kontrol
negatif, mempunyai konsentrasi 600 - 1068 ng/ul dengan r: sio absorbansi berkisar antara
1,84 - 1,94,

Seri pengenceran difakukan pada DNA strain M. b reulosis H3;Rv dengan rasio

absorbansi 1,94, sedangkan untuk DNA strain M. smegmaris 1008 dengan nilai absorbansi




1.84. Hasil amplifikasi setelah dideteksi dengan proses elektroforesis, diwarnai dengan
larutan etidium bromida, visualisasi melalui “UV transilluminator”, dilakukan pemotretan
dan hasilnya dapat dilihat pada Gambar 1, 2, 3, dan 4. Tidak semua hasil ampliikasi
diperlihatkan pada gimbar tersebut. Gambar 1, 2, 3 memperfihatkan pita fragmen DNA
M. tuberculosis HyRv hasil amplifikasi DNA yang diencer an pada tahap 1, 11, dan 111,
menggunakan primer Pt8 & Pt9. Konsentrasi DNA tere: dah 20ng/ul (= 200ng DNA
yang diamplifikasi) ada tahap I, masth jelas terdetek:i (Gambarl). Deteksi hasil
amplifikast DNA pada pengenceran tahap 11, dapat dilihat p.da Gambar 2. Pada Gambar
2 terlihat pita DNA hasil amplifikasi DNA Sng  {(konscntrasi 500pg/ul) masih jelas
terlihat. Amplifikasi DNA hasil pengenceran tahap 11, dis:jikan pada Gambar 3. Batas
deteksi DNA yaitu DNA yang masth dapat diamplifika:i dan dideteksi, adalah 10fg
(Gambar 3, lajur 8). DNA Ifg tidak terdeteksi yaitu tida : menunjukkan pita pada gel
agarosa (tidak diperlihatkan dalam gambar). Jumlah DN/ 10fg yang merupakan batas
deteksi hasil amplifikasi menggunakan primer Pt8 & Pt9, set ira dengan 2 sel bakteri.
Gambar 4 menunjukkan pita DNA hasil amplifikasi mcnggunakan primer YNP5 &
YNP6.  Jumlah DNA Spg (= 500fg/ul) masih memperlih itkan pita DNA (Gambar 4,
lajur 7), sedangkan pita DNA dalam gel agarosa hasil a nplifikasi 1pg tidak terlihat.
Berdasarkan penanda berat molekul (“marker”)  @2{174Haelll, pita DNA M.
fuberculosis HyRv yang diamplifikasi menggunakan primer Pt8 & Pt9 |, mempunyai
ukuran 541 bp (Gambar 1, 2, 3), sedangkan ukuran fragisen DNA yang diamplifikasi

dengan primer YNPS & YNP6, ialah 419 bp (Gambar 4).




Gambar 1 lajur 8, Gambar 2 lajur 4, Gambar 3 lajur 5 dan Gambar 4 lajur 4 tidak
menunjukkan adanya pita DNA M. smegmuatis 1008, berarti tidak terjadi amplifikasi

DNA dengan menggunakan primer tersebut di atas.

PEMBAHASAN

Konsentrasi DNA M. tuberculosis Hy,Rv yang didapat dalam penelitian ini berkisar
antara 118 - 1160ng/ul dengan rasio-absorbansi 1,51 - 1,91, Hasil ekstraksi strain yang
sama dengan menggunakan larutan fenol-kloroform t.npa perlakuan lisosim dan
protemnase-K, ialah 50 - 300 pg DNA per gram suspensi sel bakteri, dengan rasio
absorbansi > 1,75 (2).

Sensitivitas penggunaan PCR untuk mendeteksi bakteri M. tuberculosis H3;Rv dengan
menggunakan primer Pt8 & Pt9 disinresis dari sekwens sisipan {IS6110) merupakan
sekwens spesifik pada DNA M. tberculosis kompleks, telah dilakukan. Hasil dari seri
pengenceran, ternyata DNA dengan konsentrasi 10fg atau : etara dengan 2 sel bakteri {2,
9, 6)., masih dapat dideteksi dengan elektroforesis gel ag rosa. Hasil dari 8 upi PCR
dengan menggunakan primer yang sama, 10fg DNA M. mberculosis dapat dideteksi
dengan elektroforesis gel agarosa, sedang 1fg masih dapal dideteksi pada 2 uji PCR (9).
Menurut KOLK dkk (6), 1fg DNA M. fuberculosis kompl ks yang diamplifikasi dengan
menggunakan primer INSI & INS2 dari sekwens sisijan IS986 bakteri tersebut,
menunjukkan pita DNA cukup jelas dalam gel agarosa. 15986 identik dengan 1S6110

(11). DNA M. tuberculosis dari 50 sel yang diamplifik; si menggunakan primer yang

10




berasal dari IS6110, dapat dideteksi dengan elektroforesis el agarosa. (8). Batas deteksi
dengan hibridisasi “‘southern” menggunakan pelacak DN A yang mempunyai sekwens
vang terletak di antara hasil amplifikasi, masing-masing adai th 2 dan 5 sel bakteri (12, 8).

Hasil amplifikasi DNA HsRv dengan menggunakan p imer YNP5S & YNP6 dalam
penelitian ini, menunjukkan pita DNA dari 5pg DNA serara dengan 1000 sel bakteri
masih terlihat dalam gel agarosa. Penelitian SJOBRIN 3 dkk (4) menyatakan DNA
M. iubercuiosis dari < 10 sel bakteri yang diamplifikasi dengan menggunakan primer
oligonukleotida dengan sekwens yang sama, masih dapat ¢ deteksi setelah dilisis dengan
metode pemanasan dan ultrasonikasi.

DNA M. tuberculosis yang diamplifikasi dengan meng; unakan primer yang didesain
dari gen yang menyandi protein kejut panas 65 kDa, memp mnyai ukuran fragmen sebesar
383 dan 165 bp dalam gel agarosa, megﬁng-masing mempun: ai batas deteksi 100pg setara
dengan 40 sel bakteri (13, 10). Fragmen DNA sebesar 08bp yang merupakan hasil
amplitikast DNA M. tuberculosis dengan menggunakan pr mer dari gen yang menyandi
165 rRNA, mempunyai batas deteksi 100pg (14 ).

Perbedaan senstivitas uji PCR dalam penelitian ini dengan penelitian yang dilakukan
oleh para peneliti terdahuly, kemungkinan disebabkan ole. banyaknya fragmen DNA
target yang terdapat berulang dalam genom bakteri secara alamiah (2, 15). Sekwens
sisipan 186110 terdapat 10 - 16 kopi dalam genom M. mberculosis (16, 17), sedangkan
gen yang menyandi antigen protein 38kDa ataupun 65kDa terdapat hanya lkopi dalam
genom  bakteri tersebut (8, 18). Metode ekstraksi DNA juga berpengaruh pada

senstivitas PCR (4 ).
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Ponggunaan teknik PCR untuk mendeteksi bakteri A7 twberciulosis H:7Ry  dengan
Pty dalam peneliian mi cukup sensitif diba: ding dengan primer YNP3 &
NPO Batas detekst penggunaan primer tersebut masing- 1asing adath 101z DNA setara

denzan 2 osel bakteri dan 3pg DNA setara dengan 1000 sel t 1kteri,
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541 bp —»
541 bp —»
Gambar 1. Hasil PCR DNA M. tuberculosis Gambar 2. Hasil PCR DNA M. tuberculosis
H3;Rv menggunakan primer Pt§ & Pt9 H3;Rv men; gunakan primer P18 & Pt9
dengan elektroforesis gel agarosa. . dengan elel troforesis gel agarosa.
Lajur : 1. “ Marker” @X174Haelll, Lajur: 1. “ Marker” @X174Haelll
2. DNAHzRv 2ug, 3. lpg, ' 2. DNA H;;Rv 150ng, 3. 100ng,
4. 800ng, 5. 600ng, 6. 400ng 6. 50ng, 7. 10ng, 8. 5ng.
7. 200ng 4, DNA M. smegmatis 1008
8. DNA M. smegmatis 1008 400ng 400ng (kontrol negatif)

(kontrol negatif) 5 Kontrol (tanpa DNA)
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Gambar 3. Hasil PCR DNA M. tuberculosis
H3;Rv menggunakan primer Pt8 & Pt9
dengan elektroforesis gel agarosa,
Lajur: 1. “Marker” DX174Haelll
Lajur: 2. DNA Hiy;Rv Ing, 3. 10pg,

4. Spg, 6. lpg 7.100f, 8. 10fg
Lajur: 5. DNA M smegmatis 1008 400ng

(kontrol negatif)

Gambar 4. Ha«il PCR DNA A/ tuberculosis
H3;Rv mer ggunakan primer YNP5 & YNP6
dengan ele <troforesis gel agarosa,
Lajur: 1 “Marker” @X174Haelll.
Lajur: 2. DNA Hs;Rv 10ng, 3. 3ng,
S lng, 6. 500pg, 7. Spe,
8. 10pg :
4+ DNA M. smegmatis 1008
400ng (kontrol negatif).

Lajur :




