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OPTIMASI SUHU ANNEALING DAN AMPLIFIKASI 0,3 kb GEN rpoB
DI HULU DARI RRDR PADA ISOLAT P16 Mycobacterium tuberculosis
MULTIDRUG RESISTANT DI BALI DENGAN METODE POLYMERASE
CHAIN REACTION
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ABSTRAK: Mutasi di hulu dari RRDR diindikasikan sebagai adanya low level resistence [1].
Untuk mendapatkan titik mutasi di hulu dari RRDR maka perlu dilakukan amplifikasi
fragmen DNA target. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui suhu annealing
optimum untuk mengamplifikasi daerah hulu dari RRDR menggunakan isolat P16 Multidrug
Resistant Tuberculosis (MDR-TB) yang didapatkan dari RSUP Sanglah. Proses isolasi DNA
dilakukan dengan metode Boom termodifikasi. Deteksi produk PCR dilakukan dengan
elektroforesis gel agarosa 1,5% b/v dan divisualisasi pada alat UV Transiluminator. Hasil dari
penelitian ini diketahui bahwa dengan proses PCR menggunakan sepasang primer FrL2 dan
RevL2 dengan suhu annealing optimum 58°C dapat mengamplifikasi daerah hulu dari RRDR
berukuran 0,3 kb.

Kata kunci: M. tuberculosis; hulu RRDR; suhu annealing; PCR

ABSTRACT: Mutations at the upstream of RRDR indicated as the presence of low level
resistance [1]. To find a point mutation at the upstream of RRDR it is necessary to amplify of
the target DNA fragment. The aim of this research was to determinate the optimum annealing
temperature to amplify the upstream region of the RRDR using isolate from Sanglah
Hospital. Isolation DNA procesed by Boom modification method. Product PCR detected
using agarosa gel 1,5% b/v and was visualisation by UV Transiluminator. The results of this
research, by PCR method using the pairs primer FrL2 and RevL2 with optimum annealing
temperature 58°C, can amlplify 0,3 kb the upstream region of RRDR.
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1.PENDAHULUAN

Mycobacterium tuberculosis
merupakan penyebab timbulnya penyakit
Tuberkulosis  (TB). WHO melaporkan
bahwa telah terjadi lebih dari 9 juta kasus
baru di tahun 2011 dan 1,4 juta meninggal
akibat TB (990.000 di antaranya pasien

yang negatif HIV dan 430.000 menderita

TB disertai HIV). Pada tahun 2011
Indonesia menduduki  peringkat  ke-4
sebagai negara dengan penderita TB

terbanyak di dunia dengan jumlah 400.000-
500.000, setelah India sejumlah 2-2,5 juta,
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Cina sejumlah 900.000-1,1 juta, dan Afrika
Selatan sejumlah 400.000-600.000 [2].

Banyak ditemukan galur M.
tuberculosis resisten terhadap dua atau lebih
OAT (Obat Anti Tuberkulosis) yang dikenal
sebagai galur  Multi-Drug  Resistant
Tuberculosis (MDR-TB) [3]. Strain M.
tuberculosis yang  resisten  terhadap
rifampisin, 96% diantaranya memiliki
mutasi di segmen 81-pb gen rpoB [4]. Gen
rpoB merupakan suatu house-keeping gene
yang menyandi subunit [ dari RNA
polimerase dan dapat menghalangi sintesis
mRNA  karena gen rpoB  mampu
menghalangi hibridisasi nukleotida pertama
untuk mengaktifkan RNA polimerase.
Daerah ini dikenal sebagai daerah RRDR
(Rifampicin Resistance Determining
Region) dan mutasi biasanya terjadi pada
kodon antara 507-533 [5]. Selain di daerah
RRDR mutasi juga dapat terjadi pada
daerah di luar RRDR [1]. Pada penelitian di
India ditemukan pula adanya mutasi di luar
RRDR vyaitu pada kodon 145, 170, 173,
174, 176, 181, dan 184 [6]. Mutasi diluar
RRDR diindikasikan sebagai adanya low
level resistence [7].

Untuk dapat memberikan terapi yang
cepat dan tepat pada pasien TB, metode
diagnosis dan deteksi M. tuberculosis
menjadi amat penting [8]. Salah satu
caranya  Yyaitu dengan membuat suatu
database yang berisi informasi mengenai
titik mutasi yang sering terjadi pada MDR-
TB di suatu wilayah [6]. Maka dari itu
diperlukan penelitian-penelitian  lainnya
untuk mencari titik mutasi baru di luar
RRDR. Tahap awal dari penelitian tersebut
yaitu dengan menemukan primer yang tepat
untuk dapat mengamplifikasi daerah diluar
RRDR khususnya bagian hulu (125-425 pb)
dan suhu annealing optimumnya sehingga
didapatkan hasil proses PCR yang optimal .
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2. PERCOBAAN

2.1 Bahan dan Peralatan

Bahan yang digunakan pada penelitian
ini adalah larutan pelisis L6 (GUSCN, Tris-
HCI, EDTA dan Triton-X), suspensi
diatom, buffer L2 (GuSCN dan Tris-HCL),
serta etanol 70% dingin dan aseton untuk
proses isolasi DNA. Sepasang primer FrL2
5 CTA AGC TGC GCG AAC CAC TTGA
3" dan RevL2 5" TGA TGA ACT CGG
CGG TGA CGAA 3. PCR mix (Promega)
untuk tahap amplifikasi gen rpoB. Dan
untuk deteksi produk hasil PCR digunakan
agarosa (Promega), TBE (Invitrogen), dan
Ethidium Bromida (Promega). Peralatan
yang digunakan di antaranya mesin PCR
(Veriti® Thermal Cycler), horizontal
elektroforesis (Power Pac Basic™, USA),
Gel Doc (Bio-Rad).

2.2 Metode

2.2.1 Isolasi DNA dari isolat M.
tuberculosis multi-drug resistant

Tahap isolasi DNA sampel dilakukan
dengan menggunakan metode yang telah
dimodifikasi dari metode Boom [9].
Menggunakan larutan pelisis L6 (GuSCN,
Tris-HCI, EDTA dan Triton-X), lalu
ditambahkan suspensi diatom. Selanjutnya
dikocok dengan shaker selama 15 menit

dengan  kecepatan 100 rpm dan
disentrifugasi selama 1 menit dengan
kecepatan 12.000 rpm. Pelet dicuci

sebanyak dua kali dengan larutan buffer L2
(GUSCN dan Tris-HCL), serta satu Kkali
dengan etanol 70% dingin dan aseton yang
masing-masing sebanyak 1 mL. Pelet
dikeringkan pada suhu 56°C. Akuades steril
ditambahkan ke dalam pelet lalu diinkubasi
pada suhu 56°C selama 10 menit kemudian
disentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm.
Supernatan yang diperoleh digunakan
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sebagai templat PCR. Semua proses
tersebut dilakukan di dalam Biological
safety cabinet class IlI.

2.2.2 Optimasi suhu annealing dan
amplifikasi gen rpoB M. tuberculosis
dengan PCR.

PCR dilakukan dengan menggunakan
sepasang primer yang telah didesain khusus
pada penelitian ini dengan menggunakan
aplikasi Clone Manager Suite 6. Sepasang
primer ini digunakan untuk
mengamplifikasi daerah hulu dari RRDR
(kodon 125-425 pb). Tahap PCR terdiri dari
siklus predenaturasi pada 95°C selama 15
menit lalu dilanjutkan dengan 45 siklus
amplifikasi yang terdiri dari denaturasi
selama 1 menit pada 94°C, annealing
selama 1 menit dan untuk suhunya akan
dilakukan optimasi menggunakan enam
suhu yang berbeda yaitu 52°C, 54°C, 56°C,
58°C, 60°C, dan 62°C. Serta elongasi
selama 1 menit pada 72°C. Tahap akhir
amplifikasi gen rpoB adalah elongasi akhir
pada 72°C selama 10 menit.

2.2.3 Deteksi produk PCR

Produk PCR dianalisis dengan
elektroforesis gel agarosa 1,5% Db/v.
Elektroforesis dilakukan dengan running
buffer TBE (Tris-Boric Acid-EDTA) 1x
pada tegangan 65 volt selama 35 menit.
Hasil elektroforesis kemudian divisualisasi
pada alat UV Transiluminator (Gel Doc).

3. HASIL dan PEMBAHASAN

3.1 Isolasi dan Identifikasi Hasil Isolasi
Pada metode Boom ini digunakan
larutan L6 yang terdiri dari GuSCN, Tris-
HCI, Triton-X 100 dan EDTA sebagai
larutan pelisis. Guanidium thiocyanate
(GUSCN) diketahui sebagai reagen yang
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kuat untuk melisis dinding sel, selain itu
GUSCN berpotensi untuk menginaktivasi
nuklease yang mampu mendegradasi
molekul DNA. Pada saat proses isolasi juga
ditambahkan  suspensi  diatom  yang
bertujuan untuk mengikat DNA hasil proses
pelisisan. Sehingga setelah dilakukan
sentrifugasi DNA dalam diatom akan
berada pada bagian peletnya [9]. Washing
buffer L2, etanol 70% dan aseton dingin
digunakan untuk mencuci pelet, tujuannya
untuk menghilangkan sisa pengotor yang
ada pada DNA kromosom [10]. Selain itu
etanol 70% dan aseton dingin berfungsi
untuk proses presipitasi setelah
disentrifugasi pada kecepatan tinggi.
Selanjutnya DNA dielusi dengan akuades
steril dan disentrifugasi pada kecepatan
12.000 rpm selama 5 menit, sehingga
nantinya DNA Dberada pada bagian
supernatannya dan digunakan sebagai
templat dalam proses PCR [11].

3.2 Optimasi suhu annealing dan
amplifikasi gen rpoB M. tuberculosis
dengan PCR.

Suhu annealing (Ta) yang optimum
merupakan salah satu faktor penting yang
menentukan keberhasilan proses PCR [12].
Suhu yang diperlukan untuk primer berhasil
menempel pada DNA target tersebut disebut
dengan suhu annealing. Bila suhu
annealing yang digunakan tidak tepat,
misalnya terlalu rendah dari suhu optimum,
maka akan menyebabkan terjadinya false
priming, dan apabila suhu annealing lebih
besar dari suhu optimumnya maka primer
tidak dapat menempel pada DNA target
sehingga proses PCR tidak berhasil [13].
Penentuan suhu optimum primer yang akan
digunakan untuk mengamplifikasi daerah
hulu dari RRDR pada isolat P16 dilakukan
dengan membandingkan enam suhu yaitu
52°C, 54°C, 56°C, 58°C, 60°C dan 62°C.
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Alasan pemilihan suhu tersebut karena
nilainya mendekati Ta yang disarankan dari
hasil analisis in silico pada Clone Manager
Suite 6 (University of Groningen). Hasil
optimasi menggunakan enam suhu tersebut
dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1.1. Elektroforegram produk PCR
hasil optimasi primer. M:
Marker 100 bp DNA ladder;
R1-R6 adalah pita fragmen 0,3
kb isolat P16 pada suhu
annealing 52°C (R1); 54°C
(R2); 56°C (R3); 58°C (R4);
60°C (R5); 62°C (R6).

Berdasarkan hasil optimasi tersebut
dapat dilihat bahwa pada enam suhu yang
digunakan, dihasilkan pita fragmen DNA
yang hampir sama tebalnya. Gambar 1
menunjukkan ~ bahwa  primer  dapat
menempel dengan baik pada templat
menggunakan semua suhu annealing yang
diuji. Sementara itu uji in silico pada
program Clone Manager Suite 6 (University
of Groningen), diketahui suhu annealing
untuk primer adalah 58°C. Jika produk
amplifikasi yang dihasilkan sama baiknya,
dalam hal ini tidak terjadi hibridisasi
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sekunder dan pita DNA yang cukup tebal,
maka Ta yang lebih rendah akan dipilih.
Hal ini dikarenakan Ta yang tinggi dapat
menghalangi hibridisasi templat sehingga
dihasilkan produk PCR yang lebih sedikit
[14].

300 pb

Gambar 2.Elektroforegram produk PCR
hasil amplifikasi 0,3 kb.

Berdasarkan hal tersebut maka akan
dipilih suhu 58°C sebagai suhu annealing
optimum, sesuai dengan suhu annealing
optimum yang ditunjukkan oleh program
Clone Manager Suite 6 (University of
Groningen). Dengan primer yang telah
berhasil didesain dihasilkan amplifikasi
fragmen gen rpoB sebesar 0,3 kb (Gambar
2). Hal ini sesuai dengan target yang
diharapkan untuk mendesain primer yang
dapat mengamplifikasi daerah 125-425 pb
(sebesar 0,3 kb). Hasil tersebut
menunjukkan bahwa primer FrL2 5" CTA
AGC TGC GCG AAC CAC TTGA 3' dan
RevL2 5 TGA TGA ACT CGG CGG TGA
CGAA 3" mampu mengamplifikasi daerah
125-425 pb gen rpoB M. tuberculosis.

4. KESIMPULAN
Amplifikasi 0,3 kb gen rpoB M.
tuberculosis daerah hulu dari RRDR (125-
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425 pb) dengan metode PCR dapat
dilakukan dengan menggunakan sepasang
primer FrL2 dan RevL2. Proses PCR
dilakukan dengan denaturasi awal pada
suhu 95°C selama 15 menit, proses
amplifikasi sebanyak 45 siklus, yang tiap
siklusnya terdiri dari proses denaturasi
94°C selama 1 menit, annealing pada suhu
optimum 58°C selama 1 menit, dan elongasi
pada suhu 72°C selama 1,5 menit. Serta
elongasi akhir pada suhu 72°C selama 10
menit.
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