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ABSTRAK

Multiplex PCR merupakan metode yang dapat digunakan untuk mengamplifikasi dua atau lebih

sekuen target secara simultan. Penelitian ini bertujuan untuk melakukan optimasi PCR pada daerah

promoter inhA, gen inhA, dan gen katG menggunakan isolat Multidrug Resistance Tuberculosis (MDR-TB).

Proses isolasi DNA dilakukan dengan menggunakan High Pure PCR Template Preparation Kit. Proses

amplifikasi dilakukan dengan Multiplex PCR yang menggunakan tiga pasang primer yaitu mabA-inhA-

promoter-FS dan mabA-inhA-promoter-R, inhA (F) dan inhA (R) dan KG24F dan KG60R. Proses amplifikasi

dimulai dengan proses denaturasi awal pada suhu 95°C selama 15 menit, diikuti dengan 45 siklus yang

terdiri dari denaturasi pada suhu 94°C selama satu menit, annealing pada suhu 56°C, 57°C dan 58°C

selama satu menit 20 detik dan ekstensi pada suhu 72°C selama dua menit. Proses amplifikasi diakhiri

dengan ekstensi akhir pada suhu 72°C selama 10 menit. Deteksi produk PCR dilakukan dengan

elektroforesis dan divisualisasi pada Ultra Violet Transiluminator. Hasil penelitian ini menunjukkan

bahwa pada suhu annealing 56°C, pita yang dihasilkan tebal, jelas dan sesuai dengan ukuran yang

diinginkan dibandingkan pada suhu 57°C dan 58°C. Simpulan yang diperoleh yaitu suhu annealing 56°C

merupakan suhu annealing optimum daerah promoter inhA, gen inhA, dan gen katG dari isolat Multidrug

Resistance Mycobacterium tuberculosis dengan metode Multiplex PCR.

Kata-kata kunci: Multi-Drug Resistance Mycobacterium tuberculosis (MDR-TB); Multiplex Polymerase Chain

Reaction

ABSTRACT

Multiplex PCR is a method used to amplify more than one target sequences simultaneously. The aim
of this research was to optimize PCR on the region of inhA promoter, inhA gene and katG gene using

Multidrug Resistance Tuberculosis (MDR-TB) Isolate. Isolation of DNA was done by using High Pure PCR
Template Preparation Kit. Amplification process was done by  Multiplex PCR usingthree pairs primers i.e.

mabA-inhA-promoter-FS and mabA-inhA-promoter-R,inhA (F) and inhA (R) and  KG24F and KG60R.
Amplification process started by predenaturation at 95°C for 15 minutes, followed by 45 cycles consisting

of denaturation at 94°C for 1 minute, annealing at 56°C, 57°C and 58°C for 1 minute and 20 seconds and
extension at 72°C for 2 minutes. Then it is finished by postextension at 72°C for 10 minutes. PCR product

was detected by electrophoresis and visualized under UV Transiluminator. Annealing temperature of
56°C resulted in a thicker, clearerandaccording to the desired size as compared to that of with 57°C and

58°C. Conclusion that obtained was annealing temperature 56°C was optimum annealing temperature
on inhA promoter, inhA gene and katG gene region of Mycobacterium tuberculosis Multidrug Resistance

isolate using Multiplex Polymerase Chain Reaction.
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PENDAHULUAN

Multi-Drug Resistance Mycobacterium

tuberculosis (MDR-TB) adalah bentuk

tuberkulosis (TB) yang resisten terhadap dua

atau lebih obat antituberkulosis (OAT) lini

pertama, seperti rifampisin (RIF) dan isoniazid

(INH) (Halilu et al., 2014).

Isoniazid merupakan salah satu obat utama

untuk tuberkulosis (Silva dan Palomino, 2011).

Isoniazid bekerja dengan cara menghambat

biosintesis asam mikolat yang merupakan

komponen utama dan spesifik dari dinding sel

mikobakteri (Bardou et al., 1998). Resistensi

yang terjadi pada INH disebabkan oleh adanya

mutasi gen pada Mycobacterium tuberculosis.

Terdapat Beberapa gen yang bertanggung jawab

terhadap terjadinya resistensi terhadap INH

yaitu, katG, inhA, ahpC, kasA, dan ndh

(Kaufmann dan Hahn, 2003). Berdasarkan

laporan penelitian yang telah dilakukan,

penyebab utama terjadinya resistensi terhadap

INH karena terjadi mutasi pada katG dan inhA

(Silva dan Palomino, 2011). Sekitar 50%

resistensi terhadap INH disebabkan oleh mutasi

pada katG dan antara 20 sampai 34% mutasi

pada inhA  (Kaufmann dan Hahn, 2003).

Multiplex Polymerase Chain Reaction

(PCR) merupakan metode yang dapat digunakan

untuk mengamplifikasi dua atau lebih sekuen

target secara simultan (Markoulatos et al.,

2002). Kelebihan Multiplex PCR adalah lebih

murah dan hemat waktu pengerjaan karena

dapat mengamplifikasi dua atau lebih sekuen

target secara simultan dengan satu kali reaksi

PCR sehingga dapat menghemat alat dan reagen

yang digunakan (Edwards dan Gibbs, 1994).

Metode ini dapat digunakan untuk mendeteksi

penyakit pasien yang berbeda dalam sampel yang

sama (Rodriguez dan Ramirez, 2012).

Spesifisitas, efisiensi, dan sensitivitas

amplifikasi dengan Multiplex PCR dipengaruhi

oleh beberapa faktor. Salah satu faktor yang

memengaruhi adalah suhu annealing (Yang et

al., 2013). Suhu annealing adalah suhu yang

diperlukan untuk primer berhasil menempel

pada DNA target. Suhu annealing yang terlalu

rendah dari suhu optimum, maka akan

menyebabkan terjadinya false priming, dan jika

suhu annealing lebih tinggi dari suhu

optimumnya, maka primer tidak dapat

menempel pada DNA target sehingga proses PCR

tidak berhasil (Handoyo dan Rudiretna, 2001).

Dalam perkembangan keilmuan mengenai

mutasi yang terjadi pada MDR-TB, telah

banyak dilakukan penelitian pada gen

resistensi INH dengan metode PCR di

Indonesia. Namun, penelitian menggunakan

metode multiplex PCR masih belum banyak

dilakukan di Indonesia. Oleh karena itu,

penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk

optimasi suhu annealing dan amplifikasi

fragmen promoter inhA, gen inhA, dan gen katG

dengan metode Multiplex PCR. Hasil penelitian

ini diharapkan dapat membantu dalam

pengembangan teknik biomolekular dan

membantu dalam mendeteksi MDR-TB.

METODE PENELITIAN

Sampel dalam penelitian ini adalah isolat

151 M. tuberculosis MDR yang diperoleh dari

Instalasi Mikrobiologi Klinik, Rumah Sakit

Umum Pusat (RSUP) Sanglah Denpasar.

Sampel yang diperoleh diisolasi, kemudian

ditentukan suhu annealing optimum. Setelah

suhu annealing optimum diperoleh, dilakukan

amplifikasi dengan metode multiplex PCR dan

hasil produk PCR dideteksi menggunakan

elektroforesis.

Isolasi DNA

Sampel isolat 151 M. tuberculosis MDR

hasil subkultur dilarutkan dalam larutan

phosphate-buffered saline (PBS). Isolasi DNA

dilakukan dengan menggunakan high pure PCR

template preparation kit (Roche, 2012). Sampel

bakteri sebanyak 200 ìL diputar pada Centrifuge

dengan kecepatan 3000xg selama lima menit.

Pelet diresuspensi dengan penambahan 200 ìL

larutan PBS. Selanjutnya dilisiskan dengan

menggunakan 5 ìL lyzosime (10 mg/mL dalam

10 mM Tris HCl pH 8). Kemudian sampel

diinkubasi dalam suhu 37°C selama 15 menit.

Sampel ditambahkan 200 ìL binding buffer dan

40 ìL Proteinase K. Kemudian dihomogenkan

dan diinkubasi dalam suhu 70°C selama 10

menit. Sampel ditambahkan 100 ìL isopropanol

kemudian dihomogenkan dengan menggunakan

vorteks. Campuran tersebut dituangkan pada

tabung mikro yang telah dipasang filter dan

diputar pada Centrifuge selama satu menit

dengan kecepatan 8000 x g. Supernatan yang

diperoleh dibuang. Filter dipindahkan ke tabung

mikro baru dan ditambahkan dengan 500 ìL

inhibitor removal buffer kemudian diputar pada

Centrifuge selama satu menit dengan kecepatan

8000xg. Supernatan yang diperoleh dibuang dan

filter dipindahkan ke tabung mikro baru.
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Ditambahkan 500 ìL washing buffer dan diputar

pada Centrifuge selama satu menit dengan

kecepatan 8000xg. Supernatan dibuang dan

filter dipindahkan ke tabung mikro baru.

Ditambahkan 500 ìL washing buffer. Diputar

pada Centrifuge selama satu menit dengan

kecepatan 8000xg. Kemudian supernatan

dibuang dan filter dipindahkan pada tabung

mikro ukuran 1,5 mL. Diputar pada Centrifuge

selama 10 detik dengan kecepatan 13000xg.

Supernatan dibuang dan filter dipindahkan ke

dalam tabung baru. Ditambahkan 50 ìL ellution

buffer (70°C) dan diputar pada Centrifuge

selama satu menit dengan kecepatan 8000xg.

DNA pada supernatan yang diperoleh digunakan

sebagai templat DNA dalam proses PCR.

Optimasi suhu annealing dan amplifikasi

fragmen promoter inhA, gen inhA, dan gen

katG M. tuberculosis dengan Multiplex

PCR

Multiplex  PCR dilakukan dengan

menggunakan tiga pasang primer yaitu daerah

promoter inhA (7-290 pb)  dengan sepasang

primer yaitu mabA-inhA-promoter-FS dengan

urutan 5’-ACA TAC CTG CTG CGC AAT-3’ dan

mabA-inhA-promoter-R dengan urutan 5’- CTC

CGG TAA CCA GGA CTG AA-3’ (Chen et al.,

2011), daerah gen inhA (31-490 pb) dengan

sepasang primer, yaitu primer inhA (F) dengan

urutan 5’-CTG GTT AGC GGA ATC ATC AC-3’

dan primer inhA (R) dengan urutan 5’-CGA CCG

TCA TCC AGT TGT A-3’, daerah gen katG (2437-

3160 pb) dengan sepasang primer yaitu KG24F

dengan urutan 5’-GAA GTA CGG CAA GAA GCT

CTC-3’ dan KG60R dengan urutan 5’-CGA TCT

ATG AGC GGA TCA CG-3’(Suryadi et al., 2014).

Kondisi PCR yang diaplikasikan adalah

denaturasi awal pada suhu 95°C selama 15

menit, amplifikasi sebanyak 45 siklus

(denaturasi pada suhu 94°C selama satu menit,

annealing selama satu menit 20 detik dan

ekstensi pada suhu 72°C selama dua menit) serta

ekstensi akhir pada suhu 72°C selama 10 menit.

Suhu annealing yang akan digunakan

ditentukan dengan optimasi. Optimasi pertama

menggunakan suhu 56°C dan 58°C dan apabila

suhu tersebut belum dapat menentukan suhu

annealing optimum dilakukan optimasi kedua

dengan suhu 57°C.

Deteksi Produk PCR

Produk PCR dideteksi dengan  elektroforesis

gel agarosa 1,3% b/v. Elektroforesis dilakukan

dengan running buffer TBE (Tris-Boric Acid-

Gambar 1. Elektroforegram hasil PCR pada

suhu 56°C dan 58°C; 1. Suhu

annealing 56°C 2. Marker 100 pb, 3.

Suhu annealing 58°C.

EDTA) 0,5x pada tegangan 50 v selama 60

menit. Hasil elektroforesis kemudian

divisualisasi menggunakan alat ultraviolet (UV)

Transiluminator (Gel Doc).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil amplifikasi PCR menggunakan suhu

annealing 56°C dan 58°C dideteksi dengan

elektroforesis gel agarosa yang disajikan pada

Gambar 1.

Suhu annealing adalah suhu yang

diperlukan untuk primer berhasil menempel

pada DNA target (Handoyo dan Rudiretna, 2001).

Suhu annealing (Ta) yang optimum merupakan

salah satu faktor penting yang menentukan

keberhasilan proses PCR (Henegariu, 1997).

Suhu annealing yang terlalu rendah dari suhu

optimum, maka akan menyebabkan terjadinya

false priming, dan jika suhu annealing lebih

tinggi dari suhu optimumnya, maka primer

tidak dapat menempel pada DNA target

sehingga proses PCR tidak berhasil (Handoyo

dan Rudiretna, 2001).

Suhu annealing yang dipilih untuk

multiplex PCR harus dapat mengomptimalkan

kerja ketiga primer yang digunakan.  Optimasi

pertama menggunakan suhu 56°C dan 58°C.

Kedua suhu ini dipilih karena berdasarkan

penelitian sebelumnya, kedua suhu tersebut

dapat mengamplifikasi daerah promoter inhA
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TB. Hal ini ditunjukan dengan ukuran pita yang

dihasilkan sesuai dengan ukuran yang

diinginkan sehingga dapat diaplikasikan untuk

proses sekuensing. Keberhasilan metode

multiplex PCR ini mengamplifikasi tiga fragmen

DNA menghasilkan metode yang lebih efisien

dalam hal biaya dan waktu pengerjaan karena

dapat mengamplifikasi lebih dari satu sekuen

target secara simultan dengan satu kali reaksi

PCR, sehingga dapat menghemat alat dan reagen

yang digunakan (Edwards dan Gibbs, 1994).

Keberhasilan metode tersebut juga

menghasilkan metode yang mampu mendeteksi

tuberkulosis dengan cepat dan sensitif sehingga

terapi yang diberikan cepat dan sesuai dengan

kebutuhan pasien dan mampu mencegah

berkembangnya resistensi obat antituberkulosis.

Metode multiplex PCR juga telah diuji mampu

membedakan spesies mikobakteri penyebab

tuberkulosis (Gopinath dan Singh, 2009).

SIMPULAN

Simpulan yang dapat ditarik dari penelitian

ini adalah suhu annealing 56°C merupakan

suhu annealing optimum daerah promoter inhA,

gen inhA, dan gen katG dari isolat Multidrug

Resistance Mycobacterium tuberculosis  (MDR-

TB) dengan metode Multiplex PCR.

SARAN

Perlu dilakukan analisis lebih lanjut

terhadap produk PCR (amplikon) dengan teknik

sekuensing untuk mengetahui urutan nukleo-

tida amplikon dan mutasi yang terjadi.
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al., 2013).

Berdasarkan hasil optimasi pertama, hasil

tersebut belum mampu menentukan suhu

annealing optimum ketiga regio berbeda dari

isolat yang digunakan. Oleh karena itu,

dilakukan optimasi kedua dengan suhu 57°C.

Suhu ini dipilih karena berada di antara 56°C

dan 58°C yang diperkirakan dapat memberikan

hasil yang lebih baik dibandingkan dengan suhu

56°C dan 58°C.

Hasil amplifikasi PCR menggunakan suhu

annealing 57°C dideteksi dengan elektroforesis

gel agarosa yang disajikan pada Gambar 2.

Berdasarkan hasil kedua optimasi tersebut

dapat dilihat bahwa pada suhu annealing 56°C

menghasilkan pita fragmen DNA yang tebal,

jelas dan sesuai dengan ukuran yang diinginkan

dibandingkan dengan suhu annealing 57°C dan

58°C. Hasil ini menunjukkan bahwa pada suhu

annealing 56°C, ketiga primer yang digunakan

dapat menempel dengan baik pada template.

Selain itu, suhu annealing yang tinggi dapat

menghambat hibridisasi primer dengan

template sehingga dihasilkan produk PCR yang

lebih sedikit (Borah, 2011).

Pada Gambar 1 tersaji bahwa metode

multiplex PCR telah berhasil mengamplifikasi

tiga fragmen DNA sekaligus pada isolat MDR-

700 pb
500 pb

300 pb

Gambar 2. Elektroforegram hasil PCR pada

suhu 57°C; 1. Marker 100 pb, 2.

Isolat 151 MDR-TB.
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