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ABSTRAK: Sekitar 8-20% isolate M. tuberculosis yang resisten terhadap isoniazid diketahui
telah mengalami mutasi pada posisi regio promoter inhA [1]. Untuk memperoleh titik mutasi
pada regio promoter, maka amplifikasi fragmen target perlu untuk dilakukan. Tujuan
dilakukannya penelitian ini adalah untuk mengamplifikasi regio promoter inhA, mengetahui ada
tidaknya mutasi dan jenis mutasi pada isolat 134 MDR-TB. Tahap isolasi DNA dilakukan
menggunakan metode Boom yang telah dimodifikasi. Fragmen target diamplifikasi dengan
teknik PCR menggunakan sepasang primer (forward primer 5> ACATACCTGCTGCGCAAT 3’
dan reverse primer 5> CTCCGGTAACCAGGACT GAA 3’). Amplikon disekuensing secara
satu arah menggunakan forward primer. Analisis homologi dilakukan menggunakan program
online BLASTN, sementara identifikasi mutasi dilakukan menggunakan software MEGAA4. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa analisis homologi isolate 134 terhadap M. tuberculosis H37Rv
adalah sebesar 99%. Tahap analisis mutasi menemukan terjadinya perubahan sitosin menjadi
timin (C->T) pada posisi -15 isolat 134 MDR-TB.
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ABSTRACT: Approximately 8-20% M. tuberculosis isolates that are resistant to isoniazid habe
been known to have a mutation in inhA promoter region [1]. To find the mutation in inhA
promoter region, it is necessary to carry out the amplification of the target fragment. The purpose
of this research were to amplify the inhA promoter region and to find out if there is a mutation
and type of mutation at MDR-TB isolate. DNA isolation was done by a modified Boom method.
Target fragment was amplified by a pair primer (forward primer 5’
ACATACCTGCTGCGCAAT 3’ and reverse primer 5° CTCCGGTAACCAGGACT GAA 3’
using Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. Amplicon was sequenced in one forward
direction. Homology analysis was conducted by online BLASTn program, while the mutation
was identified by MEGA4. The result of this research showed that homology analysis of 134 was
homolog by 99% of M. tuberculosis H37Rv. The mutation of cytosine to thymine (C>T) was
found occurring at position -15 of isolate 134 MDR-TB.
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1. PENDAHULUAN

Penyakit tuberkulosis (TB) merupakan
masalah kesehatan di dunia. Penyakit ini
menempati  peringkat kedua penyebab
kematian karena infeksi setelah HIV [2]. Di
Provinsi Bali, khususnya pada tahun 2011

ditemukan sebanyak 1450 kasus TB paru dan
513 (35%) diantaranya ditemukan di Kota
Denpasar [3]. Penanganan TB menghadapi
tantangan baru dengan munculnya Multidrug
resistance TB (MDR-TB). MDR-TB
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didefinisikan sebagai penyakit TB yang
disebabkan oleh M. tuberculosis yang resisten
merupakan obat lini pertama TB [2].

Isoniazid (INH) merupakan obat lini
pertama TB yang telah digunakan sejak lama.
Resistensi terhadap INH dapat muncul akibat
adanya mutasi pada inhA. Studi mutasi
terhadap inhA menemukan bahwa dari seluruh
isolat M. tuberculosis yang mengalami
resistensi terhadap INH (INH") mengalami
mutasi pada regio promoter inhA sebesar 8-
20% dan pada daerah Open Reading Frame
(ORF) sebesar 0-5% [1]. Sekitar 66% isolate
mengalami mutasi pada posisi -15 regio
promoter inhA [4]. Persentase terjadinya
mutasi pada regio promoter yang lebih tinggi
dibandingkan ORF menyebabkan penelitian

mengenai identifikasi mutasi pada regio
promoter inhA menjadi penting untuk
dilakukan.

Pada penelitian ini dipilih  teknik

Polymerase Chain Reaction (PCR). Teknik ini
mampu  mengamplifikasi segmen DNA
sehingga dapat menyediakan DNA dalam
jumlah  yang cukup untuk dideteksi
menggunakan sekuensing.

Di Indonesia khususnya Provinsi Bali,
penelitian ~ mengenai  amplifikasi  dan
identifikasi mutasi pada regio promoter inhA
M. tuberculosis belum dilakukan. Pada
penelitian ini akan dilakukan amplifikasi,
identifikasi mutasi serta perubahan basa yang
terjadi pada isolate 134 MDR-TB. Data yang
diperoleh dari penelitian ini akan digunakan
dalam wusaha melengkapi database mutasi
regio promoter inhA isolat M. tuberculosis
MDR-TB di Indonesia khususnya Bali.

2. PERCOBAAN
2.1 Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan antara lain isolat
M. tuberculosis MDR, larutan pelisis L6
(GUSCN, Tris-HCI, EDTA, dan Triton-X),
washing buffer L2 (GuSCN dan Tris HCI),
suspensi  diatom, etanol 70%, aseton,
aquadest, sepasang primer (forward dan
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setidaknya terhadap isoniazid dan rifampisin
yang

reverse), buffer TE, H,O, PCR mix, gel
agarosa 1,5%, marker 100 bp DNA ladder,
TBE, dan EtBr. Peralatan yang digunakan
yaitu microwave, vortex (Maxi Mix %),
inkubator (BINDER®), biomedical freezer,
shaker rotator (HEALTH® tipe H-SR-200),
sentrifuse (Biofuge Primo R®), biological
safety cabinet class Il type A2 (ESCO®),
micro tube, tabung eppendorf 1,5 mL, thermal
cycler (Applied Biosystem Veriti 96%), alat
elektroforesis (chamber elektroforesis, comb,
tray), UV transiluminator Gel Doc XR System
(BioRad®) serta sequencer.

2.2 Metode
2.2.1 Isolasi DNA

Tahap isolasi dilakukan menggunakan
metode Boom yang telah dimodifikasi. Sel
dilisiskan menggunakan larutan pelisis L6
yang  ditambahkan  suspensi  diatom.
Dihomogenkan 100 rpm selama 15 menit.
Disentrifugasi 12.000 rpm selama 1 menit.
Pelet dicuci dengan washing buffer L2
sebanyak dua kali. Pelet selanjutnya dicuci
dengan etanol 70% dan aseton. Pelet
dikeringkan pada suhu 56°C selama 15 menit
kemudian ditambahkan aquadest. Diinkubasi
suhu 56°C selama 10 menit. Disentrifugasi
12.000 rpm selama 5 menit. Supernatan
digunakan sebagai templat PCR.

2.2.2 Amplifikasi regio promoter inhA
dengan PCR
Proses PCR dilakukan dalam alat

thermalcycler. Tahap amplifikasi dilakukan
menggunakan forward primer (mabA-inhA-
promoter-FS) dengan urutan 5° ACATACC
TGCTGCGCAAT 3° dan reverse primer
(mabA-inhA-promoter-R) dengan urutan 5’
CTCCGGTAACCAGGACTGAA 3’. Kondisi
PCR yang digunakan meliputi predenaturasi
pada suhu 95°C selama 15 menit, amplifikasi
sebanyak 45 siklus dan setiap siklus meliputi
tahap denaturasi (94°C, 1 menit), annealing
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(54°C, 1 menit 20 detik), dan tahap ekstensi
(72°C, 1 menit 10 detik), serta diakhiri

2.2.3 Deteksi amplikon

Tahap elektroforesis menggunakan gel
agarosa 1,5% dalam TBE 1x dan selanjutnya
divisualisasi  menggunakan  alat UV
transiluminator (Gel Doc XR System).
Sekuensing dilakukan secara satu arah
menggunakan forward primer.

2.2.4 Analisis homologi dan mutasi
Analisis homologi dilakukan dengan
membandingkan sekuen isolat 134 MDR-TB
dengan sekuen nukleotida M. tuberculosis
H37Rv (GenBank U66801.1) menggunakan
program online BLASTn. Tahap analisis
mutasi dilakukan dengan mengidentifikasi
terjadinya perubahan basa pada sekuen
menggunakan software MEGAA4.

3. HASIL dan PEMBAHASAN
3.1 Amplifikasi regio promoter inhA dan

analisis amplikon

Isolasi DNA menggunakan metode
Boom vyang telah dimodifikasi berhasil
dilakukan, sehingga diperoleh supernatan
yang mengandung DNA  kromosomal.
Selanjutnya dilakukan tahap amplifikasi
regio promoter inhA dalam alat thermalcycler
menggunakan forward primer dengan urutan
5 ACATACCTGCTGC GCAAT 3’ dan
reverse  primer dengan  urutan 5’
CTCCGGTAACCAGGAC 3° [5]. Proses
pemisahan fragmen target dilakukan pada gel
agarosa 1,5% dengan penambahan EtBr,
kemudian divisualisasi menggunakan UV
transiluminator Gel Doc XR System. Dalam
proses elektroforesis, TBE maupun tris-asetat
EDTA (TAE) merupakan buffer standar yang
biasa digunakan [6]. Namun dalam penilitian
ini dipilih TBE jarena TBE memiliki
kapasitas buffer lebih besar dibandingkan
TAE, sehingga dapat memberikan resolusi
pemisahan yang lebih baik. Selain itu
fragmen DNA yang berukuran kecil (<300
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dengan ekstensi akhir pada suhu 72°C selama
10 menit.

bp) akan bermigrasi lebih cepat dalam TBE
dibandingkan TAE [7]. Elektroforegram hasil
amplifikasi fragmen target menghasilkan pita
amplifikasi tunggal berukuran +284 bp
(Gambar 1). Pita amplifikasi yang tampak
jelas pada elektroforegram menandakan
mengamplifikasi

bahwa primer dapat
fragmen target dengan baik.

Gambar 1. Elektroforegram hasil amplifikasi
M. tuberculosis pada suhu
annealing 54°C. M: Marker 100
bp DNA ladder, 134: Isolat 134
MDR-TB

Hasil amplifikasi PCR yang diperoleh
hanya mampu memberikan  informasi
mengenai ukuran fragmen target, tetapi
belum mampu memberikan informasi
mengenai perbedaan dan persamaan pada
tingkat nukleotida. Oleh sebab itu diperlukan
teknik sekuensing.

3.2 Analisis Produk PCR

Adanya mutasi akan menyebabkan
terjadinya perubahan sekuen basa. Untuk
mengetahui terjadinya perubahan tersebut,
maka diperlukan teknik sekuensing [8].
Produk PCR isolat 134 MDR-TB
disekuensing secara satu arah menggunakan
forward primer Produk PCR isolat 134
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MDR-TB disekuensing secara satu arah
menggunakan forward primer (mabA-inhA-
promoter-FS). Tahap sekuensing diproses
oleh PT Genetika Science Indonesia. Hasil

Analisis homologi sekuen isolat dilakukan
menggunakan BLASTNn yang dapat diakses
secara online  melalui  situs  URL:/
www.ncbi.nlm.nih.gov. Program BLASTnN
merupakan program yang digunakan untuk
membandingkan sekuen nukleotida terhadap
database dan menghitung signifikansi statistik
sekuen tersebut. Hasil analisis BLASTn akan
memberikan informasi mengenai spesies yang
memiliki kesamaan dengan sekuen DNA
sampel sehingga dapat digunakan untuk
identifikasi. Data hasil analisis homologi
antara isolat 134 MDR-TB dan sekuen
M.tuberculosis H37Rv (U66801.1) memiliki
tingkat kesamaan (ident) sebesar 99%. Nilai
ident yang tinggi mengindikasikan bahwa
isolat 134 MDR-TB dan M.tuberculosis
H37Rv  (GenBank U66801.1) dianggap
sebagai spesies yang sama.

Tahap analisis produk PCR dilanjutkan
dengan analisis mutasi. Analisis ini dilakukan
dengan cara  mengidentifikasi  adanya
perubahan sekuen basa yang terjadi. Tahap
analisis mutasi menggunakan  software
MEGA4 pada isolat 134 MDR-TB
menemukan terjadinya 1 mutasi yang
diketahui  merupakan substitusi transisi.
Mutasi tersebut terjadi pada posisi -15 yaitu
perubahan basa sitosin menjadi timin (C>T).
Mutasi pada posisi -15 regio promoter inhA
merupakan mutasi yang paling sering
ditemukan, dengan angka kejadian bervariasi
tergantung wilayah geografis dilakukannya
penelitian. Mutasi pada regio promoter inhA
diketahui dapat menyebabkan meningkatnya
ekspresi protein InhA yang berakibat pada
tetap berlangsungnya biosintesis asam mikolat
yang merupakan penyusun dinding sel M
tuberculosis. Pembentukan dinding sel yang
semakin tebal menyebabkan terjadinya
peningkatan nilai MIC INH di atas normal
[9,10].
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sekuensing isolat 134 MDR-TB terbaca
sebanyak 256 basa. Sekuen DNA selanjutnya
dianalisis homologinya terhadap sekuen
M.tuberculosis H37Rv (U66801.1).

Adanya mutasi pada regio promoter inhA
biasanya juga diasosiasikan dengan resistensi
INH tingkat rendah. Namun, isolat yang
resisten terhadap INH (INH") dan memiliki
mutasi pada regio promoter inhA juga dapat
memiliki mutasi tambahan pada gen katG
yang berakibat pada terjadinya resistensi INH
tingkat tinggi [11]. Berdasarkan penelitian
sebelumnya pada isolat 134 MDR-TB,
ditemukan 2 mutasi yaitu kodon 191 yang
mengkode  triptofan  menjadi  arginin
(TGG->CGQG) dan kodon 234 yang mengkode
alanin menjadi glisin (GCG—>GGG) [12].
Terjadinya mutasi pada regio promoter inhA
dan gen katG menyebabkan isolat 134 MDR-
TB tergolong ke dalam isolat resistensi INH
tingkat tinggi.

4. KESIMPULAN

Tahap amplifikasi regio promoter inhA
isolat 134 MDR-TB telah berhasil dilakukan
menggunakan sepasang primer, yaitu forward
primer (mabA-inhA-promoter-FS) dan reverse
primer (mabA-inhA-promoter-R). Jenis mutasi
yang terjadi pada regio promoter inhA isolat
134 MDR-TB adalah substitusi transisi
dengan perubahan basa sitosin menjadi timin
(C->T) pada posisi -15.
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