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RINGKASAN

KARAKTERISASI MUTASI GEN rpoB Mycobacterium tuberculosis DARI

SPUTUM PASIEN BTA POSITIF DI SUMATRA BARAT

Penelitian Hibah PEKERTI ini secara umum bertujuan agar adanya alih

teknologi dan keterampilan serta terwujudnya kerjasama antara TPM dengan TPP
dalam bidang penelitian. Sedangkan tujuana khusus pelaksanaan Hibah ini adalah untuk
mengembangkan teknik reverse hibridisasi untuk karakterisasi mutasi pada gen rpoB
Mycobacterium tuberculosis dari sputum pasien positif BTA di Sumatra Barat dengan
Mutasi gen rpob M.tuberculosis merupakan faktor utama penyebab terjadinya resistensi

bakteri ini terhadap antibiotik rifampisin, dimana resisntesi terhadap antibiotik ins

merupakan penanda sudah terjadinya MDR.

Pada tahun kedua Hibah PEKERTI ini telah dilakukan tahapan-tahapan

penelitian sebagai berikut :

1.

D LW

Koleksi sampel sputum positif BTA dari Balai Pengobatan Penyakit Paru (BP4)
Lubuk Alung Sumbar dan RSUD Djamil Padang, dengan memperhatikan
jenis/kriteria infeksi pasien

Kultur bakteri M.tuberculosis menggunakan medium LG

Uji sensitifitas M. tuberculosis dengan metode konvensional

Isolasi DNA M. tuberculosis dengan menggunakan teknik boilling

Amplifikasi gen rpoB M.tuberculosis
Mengembangkan /optimasi metode reverse dot blot hybridization dengan primer

berlabel biotin
Berdasarkan tujuan khusus penelitian yang telah ditetapkan untuk tahun [ ini,

maka selanjutnya dapat dilihat tingkat pencapaian keberhasilan penelitian berupa :

1.
2,
3.

4.
5.

Telah dikultur 40 sampel M. tuberculosis ke medium LG

Telah dilakukan uji sensitifitas antibiotik dengan metode konvensional

Telah berhasil diisolasi sebanyak 40 sahpel DNA M.tuberculosis dari kulur
bakteri dengan teknik boilling

Amplifikasi gen rpoB M.tuberculosis dari DNA kontrol

Proses optimasi reaksi reverse hibridisasi

Walaupun dalam pencapaian tujuan khusus Hibah ini terdapat beberapa kendala,

namun tujuan umum dari Hibah ini telah cukup berhasil. Pelaksanaan penelitian ini



clah berhasil mentransfer tebnologi dan beterampilan pada TPP antuk  melakukan
pene litin penclitian disdang molekuber  Dengan adanys hibah w0 juga membuka
i cwempatan TPP untuk menjalin kerjasama dengan beberapa pihak dan lembaga lawn
Aalam rencana-rencana penelitian berikutnya
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Di Indonesia, penyakit tuberculosis merupakan masalah utama kesehatan

masyarakat. Hasil Survei Kesehatan Nasional (SURKESNAS) yang dilakukan tahun
2001 menunjukkan bahwa penyakit ini merupakan penyebab kematian nomor tiga
setelah penyakit jantung dan saluran pernafasan pada semua kelompok usia dan nomor
satu dari golongan penyakit infeksi. Ada beberapa faktor yang menyebabkan sulitnya
penanganan TB, salah satunya adalah belum efektifnya pemberian kemoterapi terhadap
bakteri Mycobacterium tuberculosis (M.tuberculosis) penyebab TB (Mursyda, 2007).
Pendekatan kemoterapi untuk TB agak berbeda dengan infeksi bakteri yang lain.
M. tuberculosis merupakan mikroorganisme yang memiliki waktu regenerasi yang
panjang dan memiliki kemampuan menjadi dorman dalam tubuh hospesnya, sehingga
menyulitkan agen kemoterapi mencapai targetnya. Kemoterapi anti tuberkulosis yang
umumnya digunakan adalah : Isoniazid (INH), Ethambutol (EMB), Pyrazinamide
(PZA) dan Rifampicin (RIF). Keempat jenis kemoterapi anti tuberkulosis ini sering juga
disebut sebagai “ First line drugs “. (Gillespie, 2002 dan Crofton et al, 1999)
Pemberian kemoterapi anti tuberkulosis ibarat pisau bermata dua, di satu sisi
mereka membunuh patogenik M. tuberculosis, namun di sisi lain bisa memunculkan M.
tuberculosis yang resistan terhadap obat-obatan tersebut. Penyebab utama dari resistansi
adalah penggunaan obat yang tidak memadai, yang mencakup ketidakpatuhan minum
obat, penggunaan obat bermutu rendah,-diagnosa yang kurang akurat dan pengawasan
Penggunaan obat yang tidak optimal. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa resistan
bakteri ini tidak saja terjadi pada salah satu jenis agen kemoterapi tapi bisa lebih.

1



Kondisi ini dikenal juga dengan istilah Multi-Drugs Resistance (MDR). Karena
kombinasi INH dan RIF merupakan kemoterapi utama dalam penanganan awal infeksi
M. tuberculosis, maka khusus untuk TB, MDR didefenisikan sebagai resistan M
tuberculosis terhadap minimal Rifampicin (RIF) dan Isoniazid (INH) (Johnson er al,
2005dan Crofton ez al, 1999)

Menurut Somoskovi et af (2001) dalam Johson et al (2005), kemungkinan
terjadinya resistan tunggal bakteri terhadap RIF jarang dibandingkan dengan INH. Hal
tersebut dapat diketahui dari data penelitiannya yaitu sekitar 95 % resistan RIF selalu
diiringi resistan agen kemoterapi lain. Dengan demikian jika M ruberculosis sudah
diketahui resistan terhadap RIF maka sangat besar kemungkinannya juga sudah resistan
terhadap INH, artinya bakteri ini sudah mengalami MDR. Berdasarkan hal tersebut
maka WHO menetapkan resistan RIF sebagai penanda terjadinya MDR_

Mekanisme resistansi M. tuberculosis terhadap RIF sudah banyak dipelajari, dan
ditemukan bahwa lebih dari 95 % resistan RIF terjadi karena adanya mutasi titik pada
daerah sepanjang 81-bp (Rifampicin resistance region) dari gen rpoB yaitu antara
kodon 507-533. Umumnya mutasi terjadi karena perubahan asam amino Ser menjadi
Leu pada kodon 531 (lebih kurang 2547 %), kemudian diikuti oleh mutasi His menjadi
Tyr pada kodon 526 dan Asp menjadi Val pada kodon 516 (Deepa ef al, 2005, Johnson
et al, 2005 dan Musser, 1995).

Untuk mengetahui apakah M. ruberculosis sudah resistan atau belum maka periu
dilakukan uji resistansi bakteri. Secara konvensional uji resistansi dilakukan dengan
teknik kultur bakteri pada medium yang mengandung agen kemoterapi. Tetapi metode
ini memiliki kelemahan di antaranya membutuhkan waktu yang lama (sekitar 34
bulan) dan faktor human error yang cukup tinggi. Karena rentang waktu vang
diperlukan untuk mendapatkan hasil cukup lama, terjadinya resistansi pada bakteri sulit
diketahui dengan cepat. Dampak dari tidak terdeteksinya bakteri yang resistan ini
adalah selain berpengaruh pada faktor kesembuhan juga akan menyebabkan terjadinya
penularan secara luas kuman-kuman TB yang resistan ke orang lain. Hal ini
menyebabkan penanganan masalah TB semakin komplek dan membutuhkan biaya yang
sangat besar (Gillespie, 2002).

Seperti umumnya sebagi'an besar negara berkembang, di Indonesia dengan
alasan efisiensi, uji resistansi konvensional kuman M. rubercudosis tidak terlalu umum
dilakukan. Padahal sebagai negara dengan kasus TB nomor tiga terbesar di dunia,

-



dimana WHO (2005) memperkirakan lebih kurang 620 ribu kasus TB pada tahun 2004
dengan angka kematian 55 orang per 100 ribu jumlah penduduk setiap tahunnya,
penanganan TB idealnya dilakukan lebih serius lagi.

Dengan diketahuinya mekanisme resistansi M. tuberculosis terhadap RIF terjadi
karena adanya mutasi titik pada daerah sepanjang 81-bp, maka saat inj banyak
dikembangkan metode deteksi resistansi berbasis molekuler yang lebih cepat, tepat dan
akurat. Frekuensi alel yang terkait dalam resistensi ini umumnya berbeda pada setiap
penyebaran geografis Sehingga perlu dilakukan karakterisasi mutasi gen rpoB
M tuberculosis pada masing-masing daerah kgususnya dengan melakukan pendekatan
molecular.

Pada tahun pertama telah dilakukan isolasi DNA M.tuberculosis langsung dari
sputum pasien positif BTA. Dari DNA yang diisolasi tersebut juga telah berhasil
dilakukan proses amplifikasi gen rpoB M tuberculosis pada beberapa sampel. Dengan
metode hibridisasi dot blot yang memakai probe berlabel radioaktif telah berhasil
diperoleh dot hasil hibridisasi. Namun dari hasil hibridisasi ini masih sulit diambil suatu
kesimpulan tentang kemungkinan adanya mutasi pada gen rpoB sampel, karena terdapat
keraguan pada hasil kontrol yang digunakan. Sehingga penelitian ini dilanjutkan ke
tahun kedua sehingga diperoleh karakter yang tepat mengenai mutasi gen rpoB
M.tuberculosis yang diisolasi dari sampel yang ada di Sumatera Barat.

Pada penelitian tahun kedua ini, dikembangkan metode reverse hibridisasi dot
blot. Prinsip dasar metode ini adalah melakukan hibridisasi secara terbalik, dalam artian
yang ditempelkan ke membran adalah probe. Selanjutnya probe inilah yang akan
dikenali oleh produk PCR yang telah diamplifikasi dengan primer yang berlabel biotin.
Jika metode ini berhasil dilakukan, maka merupakan salah satu alternatif
pengembangan deteksi molekular mutasi gen rpoB M .tuberculosis di daerah-daerah
yang belum memiliki fasilitas labor molekuler yang lengkap. Karena selanjutnya hanya
dengan fasilitas mesin PCR (termocycler) dan beberapa equipment labor sederhana
lainnya deteksi mutasi dapat dilakukan dimasing-masing daerah.

1.2 Waktu dan Tempat Penelitian |
Penelitian dilakukan di laboratorium Mikrobiologi Departemen Mikrobiologi,

Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia dan laboratorium Genetika dan



Bioteknologi Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam

Universitas Negeri Padang terhitung Maret 2009 sampai dengan Desember 2009.

1.3 Hasil yang diharapkan

Hasil yang diharapkan dalam penelitian ini adalah berhasilnya dipeoleh

karakterisasi mutasi gen rpoB M tuberculosis dari sampel sputum pasien psoitif BTA di

Sumatra Barat. Disamping itu melalui penelitian yang didanai oleh Hibah PEKERTT ini
Juga diharapkan dapat dilakukan transfer teknologi dan keterampilan oleh TPM kepada
TPP dalam genetika molekuler umunya dan studi tentang M. tuberculosis khususnya,
terwujudnya penelitian mandiri oleh TPP dalam kasus lain serta terwujudnya bentuk

kerjasama penelitian antara TPM dan TPP kelak setelah HIBAH PEKERTI berakhir.



II. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN TAHUN KE II

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif dengan tujuan melihat
karakterisasi mutasi gen rpoB M.tuberculosis dari sputum pasiren positif BTA di
Sumatra Barat. Untuk mencapai tujuan tersebut serangkaian penelitian yang dilakukan
pada tahun pertama dengan tahapan sebagai berikut :

1. Memurnikan DNA hasul isolasi
2. Amplifikasi gen rpoB M.tuberculosis dari DNA hasil isolasi

3. Deteksi ulang mutasi gen rpoB dengan metode reverse dot blot hibridisasi
memekai probe yang dikenali oleh produk PCR yang diamplifikasi dengan
primer berlabel biotin

4. Sekuensing gen rpoB untuk mengetahui pola mutasi yang terjadi dan konfirmasi
hasil hybridisasi yang telah dilakukan

5. Analisis hasil dan data yang diperoleh
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan gambaran pola mutasi pada

gen rpoB M.tuberculosis dari isolate Sumatra Barat. Hasil yang diperoleh juga
diharapkan dapat menjadi bagian dari data nasional, sehingga dapat dikembangkan
sistem pendeteksi resistensi RIF yang efektif sensitive, spesifik dan efisien. Lebih lanjut
dengan adanya kerjasma penelitian ini (antara TPP dengan TPM) diharapkan
terciptanya kemandirian TPP untuk melakukan penelitian-penelitian lebih lanjut

khususnya yang berbasis molekuler.



III. TINJAUAN PUSTAKA

3.1 Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis adalah bakteri yang banyak menimbulkan kasus
TB. Organisme ini pertama kali ditemukan oleh Robert Koch pada tanggal 24 Maret
1882. Kuman TB berbentuk batang halus berukuran 3 X 0,5 pm, dapat juga terlihat
seperti biji-biji. Pada kultur berbentuk koloid berfilamen dan tidak berspora. Ciri koloni
cembung, kering dan warnanya agak kekuningan M. tuberculosis mempunyai sifat
khusus yaitu tahan terhadap asam pada pewarnaan. Oleh karena itu disebut pula sebagai
Basil Tahan Asam (BTA). Kuman TB cepat mati dengan sinar matahari langsung, tetapi
dapat bertahan hidup beberapa jam ditempat yang gelap dan lembab. Dalam jaringan
tubuh kuman ini dapat dorman, tertidur lama selama beberapa tahun
( ).

M. tuberculosis adalah bakteri aerob obligat yang mendapatkan energi dari
oksidasi berbagai senyawa karbon. Dibandingkan dengan bakteri lain, pertumbuhannya
lebih lambat. Waktu generasi basil M. tuberculosis adalah sekitar 20 jam dengan suhu
optimum 37° C. Berdasarkan Bergey’s manual of systemayic bacteriology 2™ Ed, 2001

dalam Mursyda, 2007 M. tuberculosis diklasifikasikan sebagai berikut :

Kingdom : Bacteria

Phyllum : Actinobacteria .
Class : Actinobacteria

Sub Class : Actinobacteridae

Ordo : Actinomycetales

Sub Ordo : Corinebacterineae

Family : Mycobacteriaceae

Genus : Mycobacterium

Spesies : Mycobacterium tuberculosis

Telah hampir 9 tahun lalu, genom M. tuberculosis dibaca urutan nukleotidanya

oleh Cole dan koleganya di laboratorium Sanger Center. Urutan dari nukleotida genom

6



M. tuberculosis tersebut te]ah dipublikasikan di Jurnal ilmiah internasional Nature, edisi
12 November 1998. Besar ukuran genom bakteri ini adalah 4.411.529 pasang basa dan
mengandung sekitar 4,000 gen pengkode protein serta mempunyai bentuk kromosom
sirkular ( Achmad, R.J dan Ngili, Y, 2005 ).

Data dari hasil pembacaan genom M. tuberculosis menunjukkan bahwa bakteri

ini memiliki beberapa keunikan. Sekitar 200 gennya mengode enzim untuk

metabolisme asam lemak, yaitu + 6 9 dari total gen (tabel. 1). Diantara 200 gen

tersebut, kira-kira 100 gen A tuberculosis diduga berfungsi pada B oksidasi darj asam
lemak, dibandingkan E. Coji hanya 50 enzim yang terlibat dalam metabolisme asam
lemak. Dengan begitu banyaknya enzim M tuberculosis untuk metabolisme asam
lemak, hal ini akan mempengaruhi kemampuan patogen tersebut tumbuh pada jaringan

yang di infeksinya. Dimana asam lemak merupakan sumber karbon utama (Smith,
2003; 472).

Tabel 3.1 Klasifikasi umum gen M. tuberculosis(Smith, 2003).

Fungsi Nomor gen | % total | Kapasitas total |
pengodean

Metabolisme lipid 225 57 9,3

Jalur Informasi 207 5,2 6,1

Dinding sel dan proses didalam sel 517 13,0 15,5

RNAs 50 1,3 0,2

PE dan PPE protein 167 4,2 71
Metabolisme perantar dan respirasi 877 22,0 24,6
Pengaturan protein 188 4,7 4,0
Virulensi, Detoksifikasi, dan adaptasi | 91 2,3 2,4
Cadangan makanan

Protein lain yang belum diketahui | 911 22,9 18,4
funsinya 607 15,3 9,9




IV. METODE PENELITIAN

4.1. Tempat dan waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di laboratorium Mikrobiologi Departemen Mikrobiologi,
Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia dan laboratorium Genetika dan

Bioteknologi Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam

Universitas Negeri Padang -

4.2. Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah sputum pasien yang
dinyatakan positif BTA. Sputum dikoleksi dari Balai Pengobatan Penyakit Paru (BP4)
Lubuk Alung di Sumatra Bara. Pada penelitian ini juga diikutkan M. tuberculosis strain
H37Rv sebagai kontrol yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi FK-UI.
Selanjutnya dari sputum ini tanam pada medium LJ untuk stok kuman, sehingga dapat

digunakan untuk penelitian-penelitian yang akan datang.

4.3. Prosedur Penelitian
4.3.1 Kultur M.tuberculosis

Sputum dimasukan dalam tabung yang mengandung NaOH 4% dengan
Perbandingan 4:1. Campuran dihomogenkan dan diinkubasi pada suhu 370C selama 15
menit. Sebanyak 100 uL sampel diinokulasi kedalam medium LG. Inkubasi pada suhu
370C sampai terlihat pertumbuhan koloni M.tuberculosis. Pengamatan dilakukan
*ampai 8 minggu, untuk selanjutnya jika tidak ditemukan koloni bakteri dapat

dikatakana negatif.
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32 Isolasi asam nukleat bakteri

Asam nukleat bakteri (DNA) diisolasi dari kultur dengan menggunakan metode
pemanasan pada suhu 80-90°C selama 1 jam. Selanjutnya DNA yang sudah diperoleh
Jisimpan dalam suhu -20°C sampai digunakan untuk tahap berikutnya.

433 Uji sensitifitas secara konvensional

Sebanyak 1 ose koloni bakteri dilarutkan dalam 7 ml aquades steril. Suspensi
dengan kosentrasi 0,01 mg/ml tersebut diinokulasikan masing-masing 100ul pada
medium LG yang tidak mengandung antibiotik (kontrol), dan masing-masing pada
medium yang mengandung antibiotik. Tabung ditutup dan digoyang untuk meratakan
sebaran suspensi bakteri dalam tabung. Inkubasi pada suhu 370C. Amati pertumbuhan
koloni bakteri dan bandingkan dengan kontrol. Bakteri dikatakan resisten jika jumlah
koloni sama atau lebih banyak dari 2 (dibandingkan kontrol) dan begitu sebaliknya.

4.3.4 Reaksi berantai polymerase gen RIF

Reaksi berantai polimerse (PCR) digunakan untuk mengamplifikasi fragmen
gen rpoB M .tuberculosis dengan menggunakan primer yang spesifik yang sudah
berlabel biotin (sekuen primer mengacu pada literature yang digunakan).

Reaksi PCR dilakukan sesuai dengan SOP’S yang dibuat Victor, TC et al (tidak
dipublikasikan), pada reaksi PCR dimasukkan primer yang dikonstruksi 1 pL, H,O
%85 WL, dNTP’s 4 L, taq polymerase 2 pL, 10X Buffer 5,0 uL, MgCl; 1,0 L, dan
kemudian ditambahkan 2,5 uL DNA yang diisolasi. Pada penelitian ini, reaksi PCR
bﬂlangsu“g sebanyak 40 siklus. Siklus PCR dimulai dengan melakukan denaturasi
Wal pada suhy 95°C selama 4 menit. Tahap selanjutnya dialakukan denaturasi pada
thu 95°¢ selama 1 menit, annealing disesuaikan dengan Tm (Melting temperatur )

mer Yang dikonstruksi, dan elongasi pada suhu 72°C selama | menit. Untuk tahap 2-
4 diulang sebanyak 40 siklus. Pada akhir siklus dilakukan inkubasi tambahan pada suhu
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-7°C sclama 10 menit untuk menyempurnakan proses polimerisasi Untuk mengetahu
hasil dari amplifikasi, dilakukan elektroforesis pada gel agarose 1.5 % dan dilihat pada
'V transluminator.
4.3.5 Dot blot hibridisasi

Deteksi mutasi pada dacrah. gen rpoB dilakukan dengan metode reverse
hibridisasi dot blot, menggunakan probe-probe spesifik (baik wild type maupun mutan).
Pemilihan probe berdasarkan mutasi yang umum terjadi (berdasarkan literature). Probe
akan dikenali oleh produk PCR yang diamplifikasi dengan menggunakan primer
berlabel biotin. Amplifikasi dilakukan pada DNA hasil isolasi dan kontrol positif
berupa DNA yang sudah diketahui ada mutasi pada daerah yang akan diteliti (stok
Laboratorium Mikrobiologi FK-UI)
4.3.6 Sequensing gen rpoB

Sekuensing dilakukan untuk konfirmasi hasil hibridisasi serta menentukan pola
mutasi yang terjadi pada daerah rpoB tersebut. Selain itu metode ini juga dilakukan
untuk mengetahui kemungkinan mutasi pada daerah selain yang dikenali oleh probe
Yyang digunakan.

4.4 Analisis data

Data dalam penelitian ini berupa ada tidaknya dot yang diperoleh dan hasil
Uibridisasi. Dot pada membran hibridisasi dianalisis dengan membandingkannya
dengan kontrol yang digunakan. Selanjutnya didefinisikan apakah ada tiaknya mutas:

Pda kodon yang dideteksi

\('




V. HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil
5.1.1 Hasil Uji Sensitifitas

Pada penelitian ini berhasil dikoleksi sputum sebanyak 40 sampel dari pasien
positif BTA. Koleksi sampel dilakukan dari tanggal 31 Maret — 28 Juni 2009 di Balai
Pengobatan Penyakit Paru (BP4) Lubuk Alung Sumbar dan RSUD Djamil Padang. Dari
sputum yang dikoleksi dilakukan isolasi DNA dan kultur bakteri M Tuberculosis pada
medium LG. Isolasi DNA dilakukan dengan metode boiling dari sputum vang sudah
dihomogenisasi dengan NaOH. Uji resistensi dilakukan dengan menggunakan metode

konvensional (kultur pada medium yang mengandung antibiotik). Hasil uji resistensi

dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 5.1. Hasil Uji resistensi M ruberculosis

Hasil Uji Resistensi Jumiah

Sensitif 19
Resisten

- Isoniazin o

- Rifampisin 0

- Isoniazin dan Streptomisin !
Lainnya (koloni tidak tumbuh) A
Total 40

Pada Tabel 5.1 dapat dilihat kalau dari 40 sampel yang berhasil dikultur awal,
hany,
Aya ¢ sampel yang berhasil dilakukan uji sensitifitas antibiotik. Sebanyak 14 sampel
Ia i he o o
8 belum berhasil diperoleh hasil uji sensitifitasnya. Ada beberapa kondisi yang dapat

dijelaslmn dari k | diuji sensitifitas tersecbut diantaranya adalah
€ 14 sampel yang gagal diuji sen ‘ :
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(arend koloni tidak berhasil ditumbuhkan kembali dan juga ada yang disebabkan karena
- salahan prosedur.

Hasil pada tabel 5 menunjukan kalau berdasarkan hasil uji sensitiftas
menggunakan metode konvensional, tidak ditemukan adanya sampel yang resisten
1erhadap antibiotik Rifampisin. Hasil uji sensitifitas ini selanjutnya akan dibandingkan

dengan deteksi secara molekular menggunakan metode reverse dot blot hibridisasi yang

dikembangkan.
5.1.2. Amplifikasi gen rpoB M.tuberculosis

Sebelum hibridisasi, maka terlebih dahulu dilakukan amplifikasi DNA M.
tuberculosis. DNA hasil isolasi dari kultur digunakan sebagai cetakan dalam reaksi PCR
untuk mengamplifikasi gen rpoB M. Tuberculosis. PCR dilakukan dengan
menggunakan primer rpoBfor dan rpoBrev yang diprediksi akan mengamplifikasi
figmen DNA sebesar 412 bp. Pada ujung -5 primer rpoBfor telah diberi penanda
(label) biotin, sehingga dapat digunakan dalam reaksi reverse hybridisasi. Untuk tahap
Pertama reaksj PCR dilakukan pada satu sampel dan tiga DNA yang akan digunakan
*bagai kontrol reaksi reverse hybridisasi. Hasil elektroforesis produk PCR pada gel
*8rose dapat diiha pada gambar berikut ini.

Dari - gambar dapat dilihat kalau fragmen-fragmen hasil PCR yang di
elektroforesis Pada gel agarose 1,2% berada diantara pita marker 603-310 bp. Hal ini
berars; bahwa PCR dengan menggunakan primer rpoB for dan rpoB rev berhasil
d“akukan karena berdasarkan posisi primer pada gen rpoB M tuberculosis, maka

dipragsy . _
ik besar produk PCR yang akan dihasilkan sekitar 412 bp.




Gambar 5.1: Hasil elektroforesis produk PCR kontrol yang akan digunakan untuk
optimasi reaksi reverse hibridiasi pada gel agarose 1,2%. 4.654: sampel,
183LBK:mutasi pada kodon 526, 3706: mutasi pada kodon 531, PD4:
mutasi pada kodon 516, H37Rv: Wild type dan M adalah marker HindIII.

5.13. Reverse Dot blot hibridisasi

Seperti yang menjadi latar belakang penelitian, maka pada tahun ke 1I hibah
Pekerti ini deteksi mutasi pada daerah gen rpoB M tuberculosis dilakukan dengan
teknik reverse hibridisasi dot blot. Berbeda dengan teknik hibridisasi biasa, pada
*verse hibridisasi inj yang ditempelkan ke membran adalah probe yang tidak berlabel,
Y8 kemudian akan direaksikan dengan produk PCR yang telah dihasilkan
Sebel“mnya. Untuk mendapatkan rekasi yang tepat, maka dilakukan kombinasi dari dua
lietrat“r sebelumnya yaitu Lia (2002) dan Victor et al. Berdasarkan Musser (1995),
Pada 8¢n rpoB M, tuberculosis terdapat tiga kodon yang memiliki kecendrungan tinggi
ik Menglamaj mutasi, yaitu kodon 516, 526 dan 532. Namun karena probe untuk

k - .
Odop 331 memiliki TM yang berbeda dengan dua probe yang lain 700C (scharusnnya

.



aka untuk optimasi reaksi tahap pertama hanya dilakukan pada probe 516 dan
600C). ™

526 saja-
pada penelitian ini optimasi coba dilakukan pada banyak kondisi reaks;. Secara

gkas dapat dilihat pada tabel berikut ini.
I

Tabel 5.2. Optimasi yang dilakukan pada reaksi reverse dot blot hibridisasi

- T R ~ Kondisi reaksi
| No clerang Sebelum optimasi | Optimasi yang dilakukan |
‘|| Fiksasi probe dengan | Pemanasan 800C, 2 Menggunakan NaOH

membran jam 04M

‘2. | Denaturasi probe Tidak didenaturasi didenaturasi ]
3. | Kosentrasi buffer SSPE SXSSPE 0,1%SDS | 2xSSPE  0,1%SDS, 5x

| - | |SSPE0,5%SDS

4| Buffer pencuci/reaksi | SSPE | Ssc

5. | Kosentrasi probe 10 uM 50 pM, 100 puM, 150

| o R ‘1M dan 200 uM

6. TDenaturasi produk PCR Tanpa menggunakan | Menggunakan  larutan

| larutan prehibridisasi | prehibridisasi
7. | Alat pendukun hibridisasi | Shaker khusus Water bath
8. | Final washing Dengan final | Tanpa final washing

—

o tes—— | washing
9. | Suhu hibridisasi 2 derajat dibawah | Diturunkan sampai 500C
. | TM (580C)

Dari semua kondisi optimasi yang coba dilakukan, ternyata masih belum
Mampu diperoleh hasi yang diharapkan. Hal utama yang dikhawatirkan pertama kali
“lalah jika probe tidak dapat ditempelkan pada membran. Seperti yang diketahui probe
memilik; ukuran yang Jauh lebih pendek (20-25 bp) jika dibandingkan dengan produk
PCR (>400 bp). Namun pada proses optimasi yangn juga menempelkan primer

Tlabe| biotin ke membran seperti halnya probe, termyata dapat dihasilkan dot seperti
Yang diharapkan. Dalam hal ini dapat disimpulkan kalau proses penempelan probe ke

Me . L
Mran tidak ada masalah, karena seperti yang diketahui primer juga memiliki ukuran

Yang ¢
8 tidak Jauh berbeda
ikg .

dengan probe (20 bp). Hal lain yang juga dikhawatirkan adalah

"oses denaturas; produk PCR pada suhu 1000C akan merusak label biotin pada

24




". <l

obe. Namun proses optimasi yang menempelkan produk PCR yang di denaturasi dan
probe:

ang tidak didenaturasi temyata memberikan hasil yang sama, yaitu temyata proses
y

pemanasan tidak merusak label biotin. Hasil proses rekasi reverse hibridisasi ini dapat

ilihat pada gambar berikut ini.

Keterangan = T, Probe dengan produk PCR. Pada tahap akhir dilakukan final washing,
2. Probe dengan produk PCR tanpa dilakukan final washing, 3. Produk
PCR dengan primer berlabel biotin; a. yang didenaturasi, b. Tidak
denaturasi
Berdasarkan hasil hibridisasi ini, maka kemungkinan masalah selanjutnya
“alah proses hibridisasi yang tidak berjalan seperti yang diharapkan. Hal ini bisa
di e i
<babkan karena suhu hibridisasi, kosentrasi larutan pencuci dan lain-lain. Untuk
Mep; .
"WeWab keraguan ini, pada reaksi optimasi yang lain dilakukan dengan mengikutkan
Prog .
Uk PCR Yang tidak berlabel dan ditempelkan ke membran seeperti halnya probe.
Selap; - :
“Mutnya Semua membran dihibridisasi dengan produk PCR berlabel biotin. Hasil
briisag;
1Sasi Memberikan hasil yang cukup mengembirkan, dimana pada membran yang
Men _ .
Bandung produk PCR yang tidak berlabel berhasil membentuk dot seperti yang

|
Pkan, Hal inj berarti bahwa tidak ada masalah dengan reaksi hibridisasi dan ada

-



quang untuk memperoleh hasil seperti yang diharapkan. Hasil hibridiasi dapat dilihat
P

4 gambar berikut ini
[\" =

J—

‘ @ | a4

-

|
@ = .J

Keterangan : 1. hibridisasi dengan 5x SSPE 0,1% SDS, 2. Hibridisasi dengan 2x SSPE
0,1% SDS, 3. Hibridisasi produk PCR yang tidak berlabel biotin dengan
Produk PCR berlabel Biotin, 5xSSPE 0,1% SDS

Berdasarkan hasil optimasi tahap ini maka kemugkinan yang dapat dijelaskan
adalah hibridisasi dapat terjadi antara produk PCR yang tidak berlabel dengan produk
PCR berlabel karena produk PCR ukurannya lebih besar sehingga ikatan yang terbentuk
lebih kyat Ada beberapa solusi yang dapat dilakukan untuk proses optimasi setelah
Melihat hag;) ini. Diantaranya adalah dengan meningkatkan kosentrasi probe, mencoba
"eNgganti shaker dengan water bath, memperhatikan proses pencucian dan lain-lain.

Proses Optimasi rekasi reverse hibridisasi ini dilakukan di Mikrobiologi FK UL
e Yaktu yang dijadwalkan untuk bekerja di Jakarta sudah selesai, maka
”ﬁncanakan Proses optimasi akan dilakukan di laboratorium Biologi FMIPA UNP.
:?ﬂnun kareng bencana gempa tanggal 30 September 2009 yang menycbabkan
Ml Pada beberapa bahan dan kondisi laboratorium proses optimasi ini masih

by
u

W
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V1. KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

Kesimpulan yang dapat diambil darj penelitia yang telah dilakukan yaitu belum
dapat dilakukan reaksi reverse hibridisasi untuk mendeteksi mutasi pada gen rpoB M.

tuberculosis. Untuk ity perlu dilakukan proses optimasi reaksi sehingga diperoleh

kondisi yang optimum. sehingga dapat melakukan karakterisasi mutasi pada gen rpoB
M tuberculosis dengan jelas.

6.2. Saran

Diharapkan dukungan darj institusi untuk melengkapi alat

-alat yang dibutuhkan
dalam pengembangan biologi molekular Yang lebih baik.
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