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ABSTRAK

Deteksi adanya mutasi pada gen katG MDR-TB (Multi Drug Resistance Tuberculosis) yang
bertanggung jawab terhadap resistensi isoniazid (INH) dapat dilakukan dengan teknik Polymerase
Chain Reaction (PCR). Pada penelitian ini metode PCR digunakan untuk mengamplifikasi fragmen
berukuran 724 pb gen katG. Telah dilakukan percobaan pendahuluan, di mana proses PCR berhasil
mengamplifikasi fragmen berukuran 724 pb namun masih menghasilkan pita yang sangat tipis yang
menunjukkan bahwa proses amplifikasi belum optimal. Oleh sebab itu, penelitian ini bertujuan untuk
mengoptimasi proses PCR agar mampu meningkatkan produk amplifikasi sehingga diperoleh pita yang
tebal. Produk PCR yang tebal ini cukup memadai untuk proses sekuensing.

Tahap optimasi yang dilakukan dalam proses PCR meliputi penambahan jumlah templat DNA pada
formula PCR, variasi suhu annealing, penambahan waktu annealing dan waktu ekstensi. Hasil optimasi
menunjukkan penambahan jumlah templat DNA menjadi 1 yL, suhu annealing 56°C, waktu annealing
1 menit 20 detik, dan waktu ekstensi 2 menit memberikan amplifikasi terbaik karena menghasilkan pita
yang tebal dan tidak terjadi mispriming.

Kata Kunci : katG, INH, PCR, optimasi

1. PENDAHULUAN

Pada tahun 1995, diperkirakan terdapat 9
juta pasien TB baru dan 3 juta kematian akibat
TB di seluruh dunia. Diperkirakan 95% kasus
TB dan 98% kematian akibat TB di dunia,
terjadi pada negara-negara  berkembang
(Depkes RI, 2007). Masalah tuberkulosis
diperparah dengan adanya kekebalan ganda
bakteri Multidrug Resistance (MDR) TB
terhadap Obat Antituberkulosis (Lina dkk.,
2007). Isoniazid, rifampisin, pirazinamid,
etambutol, dan streptomisin merupakan Obat
Antituberkulosis (OAT) lini pertama pada
pengobatan TB. INH merupakan prodrug yang
diaktifkan oleh enzim katalase peroksidase
yang dikode oleh gen katG pada M.
tuberculosis (Katzung, 2004). Mutasi pada gen
katG mengakibatkan M. tuberculosis resisten
terhadap INH (Retnoningrum, 2004).

Deteksi adanya mutasi pada gen katG MDR-
TB yang bertanggung jawab terhadap resistensi
Isoniazid (INH) dapat dilakukan dengan teknik
Polymerase Chain Reaction (PCR). PCR
merupakan teknik yang digunakan untuk
mengamplifikasi sekuens genom  spesifik
(Arisan et al., 2003). Dalam penelitian ini,
metode PCR digunakan untuk mengamplifikasi
fragmen berukuran 724 pb gen katG MDR-TB.
Pada percobaan pendahuluan proses PCR
berhasil mengamplifikasi fragmen berukuran
724 pb namun masih menghasilkan pita yang
sangat tipis yang menunjukkan bahwa proses
amplifikasi belum optimal. Oleh sebab itu,
penelitian ini bertujuan untuk mengoptimasi
proses PCR agar mampu meningkatkan produk
amplifikasi sehingga diperoleh pita yang tebal.

Tahap optimasi yang dilakukan dalam
proses PCR meliputi penambahan jumlah
templat DNA pada formula PCR, variasi suhu
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annealing, penambahan waktu annealing dan
waktu ekstensi.

2. BAHAN DAN METODE
2.1 Bahan Penelitian

Dalam penelitian ini digunakan isolat
MDR-TB vyang diperoleh dari Instalasi
Mikrobiologi Klinik Rumah Sakit Umum Pusat
Sanglah  Denpasar. Pada tahap isolasi,
diperlukan larutan pelisis (GUSCN, Tris-HCI,
EDTA dan Triton X-100), suspensi diatom,,
etanol 70%, aseton, dan RNase free water.
Bahan yang digunakan dalam tahap amplifikasi
adalah  sepasang primer oligonukleotida,
GoTag® Green Master Mix. Bahan yang
digunakan untuk deteksi produk PCR dengan
elektroforesis, yaitu gel agarosa 1,5%, TBE
(Tris-Boric-EDTA), serta etidium bromida.

2.2 Alat Penelitian

Alat yang digunakan meliputi alat-alat
gelas yang biasa digunakan dalam laboratorium
analisis, vortex, inkubator, freezer, shaker
rotator, biological safety cabinet class Il, satu
set pipet mikro (0,1-10 pL, 10-100 pL, 20-100
pL, 100-1000 pL), tip (10, 20, 100, 200 pL),
tabung mikro 1,5 mL, Thermalcycler PCR
(merk Veriti), seperangkat alat elektroforesis,
serta UV transilluminator (merk Gel Doc Bio-
Rad).

2.3 Prosedur Penelitian
2.3.1 Isolasi DNA dari Isolat MDR-TB
Isolasi DNA dilakukan dengan
menggunakan metode Boom. Sel bakteri
dilisiskan dengan menggunakan larutan bufer
lisis yang terdiri dari GUSCN, Tris-HCI, EDTA,
dan Triton X-100. Sel yang telah dilisiskan
dipresipitasi dengan etanol 70% dan aseton
serta disentrifugasi pada kecepatan tinggi. Pelet
yang diperoleh dikeringkan dalam waterbath
dan ditambahkan RNase free water. Isolat DNA
yang diperoleh siap digunakan sebagai templat
untuk proses PCR. Seluruh prosedur isolasi
DNA dilakukan dalam biological safety cabinet
class Il (Boom et al., 1990).

2.3.2 Amplifikasi Gen katG MDR-TB
Sepasang primer oligonukleotida gen katG
yang telah didesain sebelumnya, yaitu KG24F
(5’-GAAGTACGGCAAGAAGCTCTC-3’) dan
KG60R (5’-CGTGATCCGCTCATAGATCG-
3’) digunakan dalam proses PCR. Formulasi
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PCR dilakukan dengan mencampurkan H.,0O,
GoTag® Green Master Mix, primer
oligonukleotida, dan templat DNA.

Amplifikasi dilakukan dengan tahap denaturasi
awal pada suhu 95°C selama 15 menit diikuti
40 siklus terdiri dari denaturasi pada suhu 95°C
selama 1 menit, annealing, dan ekstensi pada
suhu 72°C selama 2 menit, serta ekstensi akhir
pada suhu 72°C selama 10 menit. Optimasi
suhu annealing dilakukan pada beberapa suhu
berdasarkan suhu yang dianjurkan dari program
desain primer.

2.3.3 Deteksi Produk PCR

Lempeng Produk PCR dideteksi dengan
elektroforesis gel agarosa 1,5% b/v (0,52 g
agarosa dalam 35 mL buffer TBE 1 kali yang
ditambahkan 2,8 pL etidium bromida 10
mg/mL). Larutan agarosa dituangkan ke dalam
tray elektroforesis dan dibiarkan mengeras.
Setelah mengeras, gel agarosa dipasang dalam
chamber elektroforesis dan sisir pada gel
dicabut, larutan TBE dituang sampai melebihi
permukaan gel. Selanjutnya, 3 uL sampel hasil
PCR dimasukkan ke dalam sumur yang
terbentuk dari sisir. Kemudian dielektroforesis
pada tegangan 65 volt selama 45 menit. Hasil
elektroforesis kemudian divisualisasi pada UV
transilluminator.

3. HASIL

Hasil kondisi optimasi deteksi gen katG
isolat MDR-TB dengan teknik PCR dan
elektroforesis gel agarosa 1,5% pada gradien
suhu annealing (48°C, 50 °C, 52 °C, 54 °C, 56
°C, dan 58°C), waktu annealing 1 menit, waktu
ekstensi 1 menit, serta volume DNA sampel 0,5
pL pada formula PCR dapat ditunjukkan oleh
Gambar A.1. Kondisi tersebut memperlihatkan
adanya pita yang sangat tipis pada suhu 48°C
dan 50°C. Pada suhu 52°C, 54°C, 56°C, dan
58°C tidak menghasilkan produk amplifikasi.
Berdasarkan hasil optimasi tersebut maka
dilakukan optimasi kembali pada suhu
annealing yang sama dengan penambahan
volume DNA sampel menjadi 1 pL pada
formula PCR.

Hasil kondisi optimasi kedua yang
ditunjukkan oleh Gambar A.2 memperlihatkan
adanya pita pada semua suhu, kecuali pada
suhu 58°C. Dari enam gradien suhu, dilakukan
pemilihan suhu annealing optimum yang
berdekatan dengan Tm primer. Berdasarkan
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program Clone Manager Suite 6, Tm primer
disebutkan pada suhu 58°C namun pada suhu
tersebut tidak diperoleh pita DNA sehingga
suhu 56°C digunakan sebagai suhu annealing.

Untuk meningkatkan produk amplifikasi,
dilakukan pula penambahan waktu annealing
dan waktu ekstensi dalam proses PCR. Dimana
waktu awal annealing dan waktu ekstensi yang
digunakan yaitu 1 menit. Dalam penelitian
waktu annealing 1 menit 20 detik dan waktu
ekstensi 2 menit memberikan pita yang lebih
tebal yang dapat ditunjukkan oleh Gambar A.3.
Pita tersebut dapat digunakan sebagai templat
untuk proses sekuensing.

4. PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil kondisi optimasi deteksi
gen katG isolat MDR-TB dengan teknik PCR
dan elektroforesis gel agarosa 1,5% pada
gradien suhu annealing (48°C, 50°C, 52°C,
54°C, 56°C, dan 58°C), waktu annealing 1
menit, waktu ekstensi 1 menit, serta volume
DNA sampel 0,5 pL pada formula PCR yang
ditunjukkan oleh Gambar A.1 menghasilkan
pita yang sangat tipis hanya pada suhu 48°C
dan 50°C. Hal tersebut kemungkinan
disebabkan karena konsentrasi templat DNA
yang kurang dari 1 ng. Konsentrasi templat
DNA 1 ng merupakan konsentrasi minimal
yang dapat digunakan dalam proses PCR
(Bartlett et al., 2003) sehingga dilakukan
penambahan volume DNA hasil ekstraksi
(sampel) pada formula PCR (Clontech, 1999).

Berdasarkan hasil kondisi optimasi tersebut
maka dilakukan optimasi kembali pada suhu
annealing yang sama dengan penambahan
volume DNA sampel menjadi 1 pL pada
formula PCR. Hasil kondisi optimasi kedua
yang ditunjukkan oleh  Gambar A2
memperlihatkan adanya pita pada semua suhu,
kecuali pada suhu 58°C. Adanya pita pada suhu
48, 50, 52, 54, dan 56 °C menggambarkan

bahwa penambahan volume DNA hasil
ekstraksi  mampu  meningkatkan  produk
amplifikasi.

Dari lima gradien suhu optimasi yang

menghasilkan pita, dilakukan pemilihan suhu
annealing optimum yang berdekatan dengan
Tm primer. Berdasarkan program Clone
Manager 6, Tm primer disebutkan pada suhu
58°C namun pada suhu tersebut tidak diperoleh
pita DNA sehingga suhu 56°C digunakan
sebagai suhu annealing. Selain alasan tersebut,
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pada suhu annealing 56°C tidak menunjukkan
adanya mispriming dan berdasarkan penelitian,
Tm primer berkisar antara 50-65 °C (Abd-
Elsalam, 2003; Borah, 2011; Handoyo dan Atri,
2000).

Untuk meningkatkan produk amplifikasi,
dilakukan pula penambahan waktu annealing
dan ekstensi dalam proses PCR. Pemilihan
waktu yang optimum tergantung pada templat
DNA yang digunakan. Penentuan waktu untuk
proses annealing berkaitan dengan panjang
primer sedangkan pemilihan waktu ekstensi
primer tergantung pada panjang fragmen DNA
yang akan diamplifikasi (Handoyo dan Ari,
2000). Waktu awal annealing dan ekstensi yang
digunakan dalam penelitian, yaitu 1 menit,
namun setelah dilakukan optimasi kembali,
waktu annealing 1 menit 20 detik dan waktu
ekstensi 2 menit memberikan pita yang lebih
tebal Pita tersebut dapat digunakan sebagai
templat untuk proses sekuensing yang berguna
untuk mengetahui jenis mutasi yang terjadi
pada fragmen 724 pb gen katG isolat MDR-TB.

5. KESIMPULAN

Berdasarkan  penelitian ~ yang  telah
dilakukan, hasil optimasi gen katG MDR-TB
menunjukkan penambahan jumlah templat
DNA menjadi 1 pL, suhu annealing 56°C,
waktu annealing 1 menit 20 detik, dan waktu
ekstensi 2 menit memberikan amplifikasi
terbaik karena menghasilkan pita yang tebal
dan tidak terjadi mispriming yang dapat
digunakan sebagai templat untuk proses
sekuensing.
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Gambar A.1 Elektroforegram gen katG isolat MDR-TB dengan gradien suhu annealing
Keterangan gambar: 1. 100 bp DNA ladder; 2. Pita DNA pada suhu 48°C; 3. Pita DNA
pada suhu 50°C; 4. Pita DNA pada suhu 52°C; 5. Pita DNA pada suhu 54°C; 6. Pita
DNA pada suhu 56°C; 7. Pita DNA pada suhu 58°C dengan konsentrasi DNA sampel
0,5 pL dalam formula PCR

1 2 3 4 5 6 7
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Gambar A.2 Elektroforegram gen katG isolat MDR TB dengan gradien suhu annealing
Keterangan gambar: 1. 100 bp DNA ladder; 2. Pita DNA pada suhu 48°C; 3. Pita DNA
pada suhu 50°C; 4. Pita DNA pada suhu 52°C; 5. Pita DNA pada suhu 54°C; 6. Pita
DNA pada suhu 56°C; 7. Pita DNA pada suhu 58°C konsentrasi DNA sampel 1 pL
dalam formula PCR
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Gambar A.3Elektroforegram gen katG isolat MDR-TB pada suhu annealing 56°C dengan waktu
annealing 1 menit 20 detik dan waktu ekstensi 2 menit.
Keterangan gambar: 1, 2, dan 3. Isolat MDR-TB; 4. 100 bp DNA ladder
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