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ABSTRAK. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah terdapat keragaman genetik
pada M.tuberculosis isolat klinik yang sensitif INH dan rifampisin dengan metode RAPD
serta bagaimana gambaran diferensiasi polimorfismenya. Sampel pada penelitian ini adalah
isolat Mycobacterium tuberculosis sensitif INH dan rifampisin sebanyak 5 isolat. Penelitian
ini meliputi ekstrasi DNA dengan metode Wizard Genom DNA purification, amplifikasi
menggunakan 5 primer yaitu A-2 (5> TGCCGAGTCG 3° , 70% G+C ), OPN-09 (
5’TGCCGGCTTG 3’, 70% G+C), N-9 (5> TGCCGGCTTG 3’, 70% G+C), BG-66
(5’CGACGCTGCG 3’, 80% G+C) , 80% G+C), U-19 ( 5 GTCAGTGCGG 3’, 70% G+C)
dan elektroforesis. Diversitas genetik isolat dianalisa dengan metode Dendro Unweighted
Pair Group Method of Aritmethic (UPGMA) : A Dendogram Construction Utility method
from Dr. Santi Garcia-Valive/2009. Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat keragaman
genetik pada 5 isolat Mycobacterium tuberculosis sensitif INH dan rifampisin yang
diamplifikasi dengan menggunakan 5 primer. Pita DNA yang berhasil diamplifikasi
ukurannya berkisar antara 200-1100bp. Variasi genetik dilihat dari perbedaan jumlah
fragmen, ukuran fragmen dan jumlah pita polimorfik. Persentase polimorfik dari isolat-
isolat tersebut antara 66,67%-100% atau rata-rata 80,28%, dan hasil analisis UPGMA
menghasilkan dendogram dengan koefisien kekerabatan 0 — 40% atau terdapat keragaman 60
—100%.

Kata kunci : RAPD, Mycobacterium tuberculosis, sensitif INH dan rifampisin

ABSTRACT. This study aims to find out: (1) whether there is a genetic diversity on
M.tuberculosis isolat clinic that is sensitif to INH dan rifampisin with RAPD method, and (2)
the description of its polimorfism diferentiation. The research samples include 5
Mycobacteriun tuberculosis isolate that is sensitive to INH and rifampisin. The study includes
DNA extraction using Wizard Genom DNA purification method, amplification using 5
primer: A-2 (5 TGCCGAGTCG 3’ , 70% G+C ), OPN-09 ( 5’TGCCGGCTTG 3’°, 70%
G+C), N-9 (5 TGCCGGCTTG 3’, 70% G+C), BG-66 (5’CGACGCTGCG 3’, 80% G+C) ,
80% G+C), U-19 ( 5> GTCAGTGCGG 3’, 70% G+C), and electroforesis. The isolat genetic
diversity was analysed by using Dendro Unweighted Pair Group Method of Aritmethic
(UPGMA) : A Dendogram Construction Utility method from Dr. Santi Garcia-Valive/2009.
The results show that there is a genetic diversity on the 5 isolate Mycobacterium tuberculosis
that are sensitive to INH and rifampisin, amplified with 5 primer. The size of amplified DNA
bands is between 200-1100bp. The genetic variation can be seen in the number of fragments,
the size of fragments and the number of polimorfik bands. The polimorfik percentage of the
isolate is between 66.67% - 100%, or 80.28 in average. The UPGMA analysis results in a
dendogram with a group cooficient of 0 — 40% or a diversity of 60 — 100%.

Keywords: RAPD, Mycobacterium tuberculosis, sensitive to INH and rifampisin.

PENDAHULUAN
Infeksi Mycobacterium termasuk yang sulit disembuhkan dari semua jenis infeksi
bakteri, mikroorganisme ini lambat perkembangannya dan dinding selnya kaya akan lipid,



sehingga tahan asam dengan pewarnaan. Salah satu diantara mikroorganisme tersebut adalah
Mycobacterium tuberculosis. Mycobacterium tuberculosis merupakan penyebab penyakit
tuberkulosis, yang sampai saat ini masih menjadi masalah serius dibeberapa negara, karena
angka morbiditas dan mortalitas yang tinggi (Depkes R1,2002). Pada tahun 1993 WHO telah
mencanangkan tuberkulosis sebagai Global Emergency, karena sebagian besar negara di
dunia sudah terjangkiti penyakit ini, dan banyak penderita yang tidak dapat disembuhkan.
Laporan WHO tahun 2007 menyatakan bahwa 8,8 juta kasus baru tuberkulosis pada tahun
2005. 7,4 juta diantaranya terdapat di Asia dan Afrika (WHO,2007) . Indonesia menempati
urutan ke 3 didunia untuk jumlah kasus tuberkulosis setelah India dan Cina. Setiap tahun
terdapat 583.000 kasus baru tuberkulosis dan sekitar 140.000 kematian akibat penyakit ini.
Tuberkulosis adalah pembunuh nomor satu diantara penyakit menular dan merupakan
penyebab kematian nomor 3 setelah penyakit jantung dan penyakit pernapasan akut pada
seluruh kalangan usia ( Depkes R1,2002: WHO,2007 ). Makassar yang berpenduduk 1,3 juta
jiwa merupakan daerah yang memiliki jumlah penderita tuberkulosis terbanyak di Sulawesi
Selatan, yakni 1.532 orang dari sekitar 18.000 penderita, yang tersebar di 23 kabupaten/kota
di Sulawesi Selatan. Selain prevalensi tuberkulosis cukup tinggi, angka kesembuhan (cure
rate) penderita tuberkulosis di Makassar juga baru mencapai 90 persen pada periode 2007,
sementara target nasional adalah 95 persen, namun lebih baik dibanding cure rate 2006 yang
hanya 59 persen dengan 1.678 penderita. Penderita tuberkulosis di ibukota Sulawesi Selatan
ini mengalami peningkatan dalam empat tahun terakhir, karena pada tahun 2003 baru tercatat
809 orang, pada tahun 2004 naik menjadi sebanyak 1.304 penderita dan 2005 naik lagi
menjadi 1.532 penderita ( Anonim, 2008 ).Seiring dengan meningkatnya kasus tuberkulosis
maka angka resistensi terhadap obat anti tuberkulosis (OAT) juga meningkat, baik resistensi
primer maupun sekunder. Multi drug-resistant tuberkulosis (MDR-TB) merupakan masalah
terbesar pemberantasan tuberkulosis di dunia. Lebih dari 50 juta orang diperkirakan telah
terinfeksi oleh M.tuberculosis yang resisten terhadap OAT, khususnya rifampisin dan
isoniazid ( INH ) ( Viska. O , 2007 ). Selain pengobatan, pentingnya uji epidemiologi
untuk mengetahui sumber infeksi menjadi salah satu hal yang penting dalam pengendalian
tuberkulosis. Oleh karena itu perlu adanya suatu metode yang efektif untuk diferensiasi
(pembedaan) galur M.tuberculosis. Ada beberapa metode yang sering digunakan dalam
epidemiologi seperti kepekaan antibiotik, biologi molekuler, khususnya pada pengkajian
karakter bahan genetik biotyping dan typing bakteriofaga, tetapi pola yang diperoleh kurang
dapat memberikan gambaran mengenai diferensiasi galur (Singh et al., 2006).Metode RAPD
menggunakan primer oligonukleotida pendek dengan low-strigency PCR untuk
mengamplifikasi fragmen DNA tertentu yang dapat digunakan sebagai marka molekuler.
Metode ini dapat digunakan untuk menentukan heterogenitas genetik berdasarkan diversitas
urutan DNA. Hasil yang diperoleh dapat merupakan sidik jari ( fingerprinting ) dan telah
berhasil dilakukan pada M.tuberculosis dan patogen lainnya ( Singh et al., 2006 ) . Salah satu
cara yang dapat digunakan sebagai alternatif untuk diagnosis tuberkulosis diantaranya adalah
dengan mencari fragmen DNA yang spesifik dari M.tuberculosis untuk memperoleh penanda,
dengan metode yang lebih mudah, murah dan cepat dibanding metode lainnya yaitu RAPD.
Sebagai langkah awal untuk memperoleh penanda maka di Makassar akan dilakukan
penelitian dengan metode RAPD untuk membuktikan gambaran heterogenitas M.tuberculosis
isolat klinik yang sensitif terhadap INH dan rifampisin.

BAHAN DAN METODE

Sampel adalah 5 isolat M.tuberculosis sensitif INH dan rifampisin, yang diamplifikasi
dengan PCR-RAPD yang menggunakan 5 primer oligonukleotida pendek yaitu A-2 ( 5’
TGCCGAGTCG 3’ , 70% G+C ), OPN-09 ( 5TGCCGGCTTG 3’, 70% G + C ), N-9( 5’
TGCCGGCTTG 3, 70% G + C ), BG-66 ( 5> CTCGAGCCGGC 3; 80% G+C), U - 19 ( 5’



GTCAGTGCGG 3°, 70% G+C). Ekstraksi DNA dengan metode Wizard-Genome DNA
Purification KIT ( Promega® ), yaitu dengan sebagai berikut : Sampel dimasukkan kedalam
tube mikrosentrifus 1,5 ml yang telah diisi dengan aquades steril , kemudian disimpan dalam
suhu ruangan selama 24 jam. Sampel disentrifus selama 2 menit dengan kecepatan
13.000rpm, kemudian supernatan dibuang. Tambahkan 480ul dari 50mM EDTA. Tambahkan
120ul enzym lysosim, kemudian kocok. Inkubasi pada suhu 37 °C selama 1 jam, sentrifus
13.000rpm selama 2 menit, buang supernatan. Tambahkan 600ul larutan nuclei lysis,
kemudian kocok. Inkubasi pada suhu 80°C selama 5 menit untuk melisiskan sel. Dinginkan
sampai suhu kamar. Tambahkan 3 pl larutan RNAse, bolak — balik 2 — 5 kali untuk
mencampur. Inkubasi 37°C selama 30 menit. Setelah itu tunggu sampai sama dengan suhu
ruangan. Tambahkan 200pul larutan protein presipitation, Vortex pada kecepatan tinggi 20
detik untuk mencampur. Inkubasi diatas es selama 5 menit. Sentrifus dengan kecepatan
13.000rpm selama 3 menit. Pindahkan supernatan yang mengandung DNA ke tabung
mikrosentrifus 1,5ml. Tambahkan 600ul isopropanol, campur dengan membolak-balik
tabung. Sentrifus dengan kecepatan 13.000rpm selama 2 menit. Buang supernatan dan
keringkan tabung dengan tissu. Tambahkan  600ul etanol 70% dan kocok tabung beberapa
kali untuk mencuci DNA. Sentrifus dengan kecapatan 13.000rpm selama 2 menit, supernatan
dibuang. Dikeringkan dengan Clean Absorbent Paper selama 10-15 menit. Tambahkan 100
plI DNA Rehydration Solution. Diinkubasi pada suhu 65°C selama 1 jam, atau disimpan pada
suhu 4°C selama 24 jam. Simpan pada suhu 2°C - 8°C, untuk menunggu pengerjaan lebih
lanjut atau apabila pekerjaan ditunda. Analisis RAPD dengan menggunakan 5 primer
oligonukleotida pendek. Bahan PCR : 10X buffer 2,5ul, MgCI 2 3ul, dNTP 0,5ul, Primer
1ul, Tag 0,125ul, ddH20 12,875ul, DNA 5pul. Kondisi PCR: pre PCR 94° C 5 menit,
denaturasi 94°C 1 menit, anneling 36° C 1 menit, extensi 72° C 1 menit, post PCR 72° C 5
menit dan 4°C tak terhingga, dengan 45 kali siklus. Kemudian dielektroforesis dengan gel
agarose dengan pewarnaan ethium bromida. Pola pita yang diperoleh dari RAPD ditentukan
dari hasil foto. Diversitas genetik isolat dianalisa dengan metode Dendro Unweighted Pair
Group Method of Aritmethic (UPGMA) : A Dendogram Construction Utility method from Dr.
Santi Garcia-Valive/2009.

HASIL

Hasil dari penelitian ini berupa analisis PCR — RAPD terhadap isolat M.tuberculosis
sensitif INH dan Rifampisin dengan menggunakan 5 primer, disajikan dalam bentuk gambar
1.
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Gambar 1. Pola fragmen DNA hasil amplifikasi PCR-RAPD terhadap isolat klinik M.
tuberculosis sensitif INH dan rifampisin (sampel 1-5), menggunakan primer A
2 dengan ukuran 200-1000bp. M = Marker.
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Gambar 2. Pola fragmen DNA hasil amplifikasi PCR-RAPD terhadap isolat Kklinik M.
tuberculosis sensitif INH dan rifampisin (sampel 1-5), menggunakan primer
OPN-9 dengan ukuran 200-1100bp. M = Marker
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Gambar 3 Pola fragmen DNA hasil amplifikasi PCR-RAPD terhadap isolat klinik
M.tuberculosis sensitif INH dan rifampisin (sampel 1-5), menggunakan primer
U-19 dengan ukuran 300-800bp. M = Marker




Gambar 4. Pola fragmen DNA hasil amplifikasi PCR-RAPD isolat klinik M. Tuberculosis
sensitif INH dan rifampisin (sampel 1-5), menggunakan primer N-9 dengan
ukuran 300-1000. M = Marker




Gambar 5. Pola fragmen DNA hasil amplifikasi PCR-RAPD isolat klinik M. tuberculosis
sensitif ~ INH dan rifampisin (sampel 1-5), menggunakan primer BG-66
dengan ukuran 300-1100. M = Marker

Berdasarkan gambar 1 — 5, dilakukan penilaian terhadap kemunculan fragmen pita DNA,
dengan ketentuan skor 1 bila ada pita dan skor O bila tidak ada pita. Hasil penilaian
dipindahkan ke data biner yang disajikan pada lampiran 1 — 5. Berdasarkan data biner pada
lampiran tersebut , maka dapat diketahui profil DNA seperti pada Tabel 1.

Tabel 1. Variasi genetik isolat Mycobacterium tuberculosis sensitif INH dan  rifampisin.
Primer yang digunakan
Fragmen DNA
A-2 OPN-09 U-19 N-9 BG-66
Jumlah 8 6 6 7 7
300- 200- 300 -800 | 300- 300-
Ukuran 1000 1100 1000 1100




Polimorfik 6 5 4 7 5

66,67 100 71,43

% polimorfik 75 83,33

Hasil analisa kekerabatan atau jarak genetik antar isolat Mycobacterium tuberculosis sensitif
INH dan rifampisin disajikan pada Tabel 2.

Jarak genetik isolat Mycobacterium tuberculosis sensitif INH dan rifampisin
berdasarkan penanda RAPD

Tabel 2.

Isolat

MTB

sensitif

INH dan 1 2 3 4 5

rifampisin
1 0,469 | 0,600 |0,707 |0,583
2 - 0,548 |0,721 | 0,566
3 - - 0,735 | 0,687
4 - - - - 0,693
5 - - - - -

Hasil analisis pengelompokan antar individu isolat Mycobacterium tuberculosis dengan
metode Unweighted Pair Group Method of Aritmethic ( UPGMA ) dari Nei’s ( 1972/1978 )
menggunakan program TFPGA ( Miller 2000 ) terlihat senerti dendogram pada gambar 6.
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Gambar 6. Dendogram isolat Mycobacterium tuberculosis sensitif INH dan rifampisin hasil
amplifikasi menggunakan 5 primer.



PEMBAHASAN

Studi epidemiologi dari Mycobacterium tuberculosis seringkali terhambat dengan
sulitnya mengidentifikasi karakteristik strain — strain penyebab penyakit tuberkulosis
tersebut. Kemampuan untuk membedakan strain dari Mycobacterium tuberculosis dapat
digunakan untuk meneliti sumber penyakit, ciri-ciri dari beberapa strain pada pasien —pasien
yang berasal dari daerah yang berdekatan. Yang pada akhirnya akan membantu dalam proses
pengobatan dan penyembuhan penyakit (Singh, 2006 ). Pada penelitian ini, ditemukan adanya
keragaman genetik pada 5 isolat Mycobacterium tuberculosis sensitif INH dan rifampisin
yang berasal dari kota Makassar. Keragaman genetik ini dapat mempengaruhi interaksi antara
host dan bakteri, immunogenisitas, transmisi, dan resistensi obat terhadap penyakit (
Homolka S, 2008 ). Berdasarkan gambar 1-5, terlihat bahwa 5 primer mampu menghasilkan
pita amplifikasi genom DNA Mycobacterium tuberculosis isolat klinik sensitif INH dan
rifampisin, yang setelah dilakukan penilaian didapatkan terdapat variasi genetik pada profil
DNA masing —masing isolat. Variasi tersebut dapat dilihat dari perbedaan jumlah fragmen,
ukuran fragmen, jumlah pita polimorfik, dan persentase polimorfik seperti yang tampak pada
Tabel 1. Sangat diharapkan informasi keragaman genetik dari organisme ini dapat
menurunkan mortalitas dan morbiditas penyakit ( Richner S. M, 1998 ).Persentase polimorfik
tertinggi ditemukan pada amplifikasi dengan primer N 9 yaitu 100 %, disusul dengan primer
OPN 9 83,33 %, primer A 2 75 %, primer BG 66 71,43% dan primer U 19 66,67%. Rata —
rata persentase polimorfik adalah 80,28%. Tingkat polimorfisme yang ditemukan dalam
penelitian ini lebih tinggi jika dibandingkan dengan penelitian yang dilakukan oleh Lestari di
Jember, yaitu 67 %. Polimorfisme merupakan perbedaan yang dapat diwariskan yang
ditemukan diantara individu dalam satu populasi. Tingkat keragaman individu dalam
populasi menggambarkan status keberadaan spesies tersebut di alam. Populasi yang memiliki
polimorfisme yang tinggi memiliki peluang hidup yang lebih baik. Hal ini disebabkan setiap
gen memiliki respon yang berbeda — beda terhadap kondisi lingkungan, sehingga dengan
dimilikinya berbagai macam gen dari individu-individu dalam populasi maka berbagai
perubahan lingkungan yang ada akan dapat direspon lebih baik. Sedangkan tingkat
keragaman yang rendah akan menyebabkan terjadinya inbreeding karena penurunan ukuran
populasi efektif di alam ( Yusron, 2005 ).Hasil analisa kekerabatan atau jarak genetik antar
isolat seperti yang diperlihatkan pada Tabel 2, menunjukkan jarak genetik tertinggi terdapat
antara isolat nomor 3 dan 4 yaitu 0,735 dan yang paling rendah terdapat antara isolat nomor 1
dan 2, yaitu 0,469. Semakin kecil jarak genetik berarti semakin dekat hubungan kekerabatan
antara isolat - isolat Mycobacterium tuberculosis sensitif INH dan rifampisin tersebut. Hasil
analisis UPGMA terhadap isolat Mycobacterium tuberculosis sensitif INH dan rifampisin
menghasilkan dendogram dengan koefisien kekerabatan 0 — 30% atau terdapat keragaman 70
— 100% . Pada koefisien kekerabatan 30% atau keragaman subpopulasi 70% terbentuk 2
subpopulasi yaitu subpopulasi 1 yang beranggotakan 2 isolat yaitu isolat nomor 1 dan 2,
sedangkan subpopulasi 2 beranggotakan 1 isolat, yaitu isolat nomor 3 dan subpopulasi 3
beranggotakan 2 isolat yaitu 4 dan 5. Berdasarkan hubungan kekerabatan diatas, dapat dilihat
bahwa terdapat keanekaragaman yang jelas pada isolat Mycobacterium tuberculosis sensitif
INH dan rifampisin di Makassar yang dianalisis dengan metode RAPD. Keberhasilan metode
ini sangat ditentukan oleh kemurnian primer, kualitas DNA, kondisi PCR dan protokol
standar elektroforesis ( Singh 2002 ).Namun pada penelitian ini belum ditemukan fragmen
DNA spesifik yang nantinya dapat dikembangkan untuk menjadi penanda molekuler untuk
Mycobacterium tuberculosis sensitif INH dan rifampisin, yang diharapkan dapat
meningkatkan keberhasilan dalam memberantas penyakit tuberkulosis.



SIMPULAN

Terdapat keragaman genetik pada 5 isolat Mycobacteriumtuberkulosis  sensitif INH
dan rifampisin dengan metode RAPD. Persentase polimorfik dari isolat- isolat tersebut
antara 66,67%-100% atau rata-rata 80,28%, dengan hasil analisis UPGMA menghasilkan
dendogram dengan koefisien kekerabatan 0 — 30% atau terdapat keragaman 70 — 100%.
Disarankan perlu penelitian lanjut untuk mendapatkan fragmen DNA yang spesifik dengan
sampel yang lebih banyak, yang kemudian akan di sekuensing untuk mendapatkan urutan
nukleotida sehingga dapat dikembangkan untuk menjadi penanda bagi Mycobacterium
tuberculosis sensitif INH dan rifampisin.
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