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RINGKASAN

Tuberkulosis masih menjadi penyakit infeksi menular dengan tingkat beban
penyakit yang tinggi. Indonesia termasuk dalam High Burden Countries dan pada
tahun 2015, Indonesia menduduki peringkat kedua. Pengendalian penyakit
Tuberkulosis (TB) secara efektif-efisien dapat dicapai dengan usaha strategis seperti
peningkatan temuan kasus TB, penegakan diagnosis TB yang akurat dan cepat,
pemberian pengobatan adekuat dengan segera.

Peran diagnostik dan pengembangan terapi target kerja obat menggunakan
gen esxA pada Mycobacterium tuberculosis sangat penting pada pengendalian kasus
TB. Penegakan diagnosis TB sampai saat ini belum akurat, antara lain dipersulit
dengan adanya tingkat berat-ringan penyakit, beberapa teknik tidak mudah, harga
produk luar negeri tidak terjangkau masyarakat luas dan penentuan target kerja obat
pada genome esxA yang masih belum teridentifikasi dengan jelas membuat penelitian
studi genotyping sekuens gen esxA pada Mycobacterium tuberculosis dari pasien
tuberkulosis paru sebagai dasar pengembangan diagnostik dan target terapi penting
untuk dilakukan.

Tujuan penelitian: Tahun III bertujuan untuk analisis profil respon imun
pasien TB paru di Surabaya terhadap antigen seperti ESAT-6 dan Ag85B serta
purified protein derivate (PPD), Acr, CFP-10, MPT-70, dan Thioredoxin sebagai
pembanding dari Mycobacterium tuberculosis.

Metode penelitian: Tahun I1I: (1) Transformasi plasmid yang membawa gen
esxA pada bakteri £.coli BL21;(2) Produksi dan purifikasi protein; (3) Pengumpulan
sampel serum dari pasien TB dari Rumah Sakit Dr. Soetomo dan orang yang
didiagnosis belum pernah terjangkit TB sebagai control (healthy control); (4) Analisis
profil respon imun pada pasien TB dengan menggunakan metode ELISA.

Pada tahun pertama semua sampel TB-MDR yang diuji dengan metode PCR
menunjukkan hasil positif. Pada tahun kedua, hasil sekuensing menunjukkan bahwa
semua sampel MDR-TB 100% homologi dengan gen esxA Mycobacterium
tuberculosis. Hasil PCR pada sampel TB, baik MDR-TB maupun sensitif antibiotik
dengan gen target esxA menunjukkan hasil yang bervariasi. Pada tahun kedua dan
ketiga, hasil penelitian menunjukkan bahwa protein Ag85B memiliki potensi untuk
menjadi target biomarker kit diagnostik TB, bila dibandingkan dengan protein ESAT-
6. Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah mengenai
genotype esx4 dan pengembangan kit diagnostik metode asam nukleat dan
serodiagnostik yang bermanfaat bagi masyarakat luas melalui publikasi jurnal
nasional atau internasional bereputasi dan paten sederhana.

Keywords: Tuberkulosis, AAN-isothermal, esx4, ESAT-6, ELISA, Mycobacterium
tuberculosis
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PRAKATA

Puji syukur mari kita panjatkan kepada Tuhan Yang Maha Esa yang telah
melimpahkan rahmat, hidayah, dan inayahnya sehinga penulis dapat menyusun
laporan akhir yang berjudul “Genotyping Sekuens Nukleotida Gen esxA
Mycobacterium tuberculosis Dari Pasien TB Paru Dan Pengembangan Metode
Amplifikasi Asam Nukleat Untuk Penegakkan Diagnosis TB”. Laporan akhir ini
diharapkan dapat menjawab tujuan penelitian tahun III, yaitu: untuk analisis profil
respon imun pasien TB paru di Surabaya terhadap antigen seperti ESAT-6 dan
Ag85B serta purified protein derivate (PPD), Acr, CFP-10, MPT-70, dan Thioredoxin
sebagai pembanding dari Mycobacterium tuberculosis.

Laporan akhir ini diharapkan dapat memberikan manfaat dalam kemajuan
informasi IPTEK mengenai karakterisasi sekuens nukleotida pada genome esxA
Mycobacterium tuberculosis, memberikan pengetahuan dasar mengenai proses
molekuler dari patogenesis TB-MDR sebagai acuan pengembangan tata kelola pasien
serta diharapkan menghasilkan temuan prototype dasar pengembangan kit diagnostik
yang unggul (akurat, cepat, dan murah) dan dapat menata sistem bank isolat dan
bioinformatika Mycobacterium tuberculosis dan MOTT.

Akhir kata, penulis ingin mengucapkan terima kasih kepada semua pihak
yang terlibat dalam penelitian ini, baik secara langsung maupun tidak langsung.
Semoga segala usaha, dukungan, dan partisipasi yang diberikan dapat memberikan
manfaat kepada masyarakat.

Prof. Dr Ni Made Mertaniasih, dr. MS. Sp. MK (K)

Ketua Penelitian
Fakultas Kedokteran
Universitas Airlangga
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Tuberkulosis (TB) merupakan penyakit menular yang disebabkan oleh
bakteri Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) dan termasuk air borne
disease dimana penyebarannya melalui udara. Penyakit ini umumnya
bermanifestasi kronik dan berat pada usia produktif kerja, erat kaitannya dengan
kemisikinan dan tingkat mortality yang tinggi. Masalah penyakit TB diperberat
dengan peningkatan TB ko-infeksi HIV, TB ko-infeksi diabetes, dan terjadinya
resistensi obat. Penyakit TB masih menjadi masalah global pada penyebab
mortalitas dan morbiditas pada manusia.

Berdasarkan data WHO (2014), diperkirakan terdapat 9 juta kasus baru TB
dan 1,5 juta kematian akibat TB pada tahun 2013 sedangkan pada tahun 2014
terdapat 9,6 juta kasus TB baru dengan angka kematian sebesar 1,5 juta (WHO,
2015a). India, Indonesia, dan Cina merupakan tiga negara yang memiliki jumlah
kasus terbesar di seluruh dunia dengan persentase sebesar 23% untuk India dan
10% untuk Indonesia dan Cina. Persentase jumlah kasus baru TB secara global
pada tahun 2013 di daerah Asia Tenggara merupakan yang terbesar dibanding
benua lainnya, vaitu sebesar 38% dan dengan persentase tingkat kematian akibat
TB sebanyak 39% (WHO, 2015b).

Indonesia, yang merupakan bagian dari daerah Asia Tenggara, termasuk
sebagai salah satu negara dengan beban TB yang tinggi (high burden TB
countries). Data menunjukkan bahwa pada tahun 2014 Indonesia memiliki laju
insidensi sebesar 399 per 100.000 populasi, laju prevalensi sebesar 647 per 100.00
populasi, dan laju kematian sebesar sebesar 41 per 100.000 populasi dengan total
populasi sebesar 254 juta (WHO, 2015a).

Pada tahun 2014, diperkirakan persentase kasus baru Multidrug-resistance
tubeculosis (MDR-TB) secara global adalah 3.3% dan jumlah kematian akibat
MDR-TB sebanyak 190.000 kematian. Persentase kasus MDR-TB di Indonesia di
tahun 2014 diketahui sebesar 1.9 % dengan jumlah kasus baru MDR-TB diantara

kasus pulmonary TB sebesar 5.600 kasus (WHO, 2015a). Data mengenai
1
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persentase kasus baru MDR-TB didapatkan dari beberapa daerah di Indonesia,
hanya besifat data subnational, dapat diartikan bahwa penegakan diagnosis MDR -
TB belum merata terlaksana secara nasional yang kemungkinan dikarenakan
fasilitas diagnostik TB belum merata atau belum akurat.

WHO mulai mencanangkan era baru pada akhir 2015 yang disebut dengan
Sustainable Development Goals (SDGs) untuk pelaksaan strategi tahun 2016-
2030 dimana £nd TB Strategy merupakan salah satu bagian dari program SDGs.
Tiga pilar utama dan komponen dari End TB Strategy adalah (1) integrated,
patient-centred care, and prevention, (2) kebijakan yang tepat dan sistem yang
mendukung; (3) Peningkatan penelitian dan inovasi (WHO, 2015a).

Pertumbuhan kultur (metode gold standard) spesimen klinik yang
memakan waktu sekitar beberapa minggu bahkan hingga 2 atau 3 bulan menjadi
kendala uji diagnostik secara konvensional. Selain itu pada pemeriksaan
mikroskopis pewarnaan BTA juga dilaporkan adanya keterbatasan sensitivitas
maupun spesifisitas. Pengembangan metode diagnostik yang cepat dan akurat
sangat dibutuhkan dalam penegakkan diagnosa TB sebagai pendamping metode
kultur konvensional.

Metode Polymerase Chain Reaction (PCR) dan metode amplifikasi asam
nukleat isothermal (AAN-Isothermal) merupakan salah satu metode diagnostik
yang dapat digunakan untuk mendeteksi MTB dalam waktu yang cepat.
Perkembangan teknologi yang semakin maju saat ini juga memungkinkan metode
asam nukleat seperti PCR dapat mendeteksi extrapulmonary tuberkulosis seperti
pada sampel cairan pleural dengan sensitivitas yang bervariasi antara 11 hingga
81% (Mertaniasih et al., 2014; Pourhajibagher dan Nasrollahi, 2013; Fukushima
etal. 2003, Bietal,2012).

Metode LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplifiaction) juga diketahui
merupakan salah satu metode AAN-/sothermal baru yang sederhana, efisien,
cepat, dan murah dan dapat digunakan di puskesmas, rumah sakit berskala kecil,
dan laboratorium di negara-negara yang sedang berkembang (Bi ef al., 2012,
Iwamoto et al., 2003). Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa penggunaan
metode LAMP dapat mengidentifikasi A. tuberculosis complex, M. avium, dan
M. intracellulare secara cepat dan akurat. Metode AAN-Isothermal dengan target

2
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gen gyrB dan esxA diketahui dapat digunakan untuk uji diagnostik penyakit TB
namun sejauh ini penelitian mengenai perbandingan keduanya belum diketahui,
pengembangan AAN-Isothermal sendiri di Indonesia juga belum dilakukan secara
intensif, sehingga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut (Kumar et al., 2014;
Iwamoto et al., 2003).

Serodiagnostik juga berpotensi dalam mendeteksi penyakit TB aktif.
respons imun dari pasien TB berkorelasi dengan beban bakteri M. tuberculosis.
Respon imun juga memiliki potensi untuk melacak perkembangan proses penyakit
TB dari asymptomatic (tidak menunjukkan gejala) hingga menjadi symptomatic.
Kit diagnostik seperti IGRA dan TST masih belum dapat digunakan untuk
mendeteksi TB aktif sehingga pengembangan kit diagnostik yang akurat dan cepat
dengan melihat respon imun pasien TB paru penting dilakukan (Osada-Oka et al.,
2013; WHO, 2015a).

Gen esxA adalah gen yang mengkode 6kDa early secretory antigenic target
esxA (ESAT-6) yang merupakan salah satu faktor virulensi yang penting dari
Mycobacterium tuberculosis. Gen esxA termsuk dalam region of difference 1
(RD-1) dimana RD-1 merupakan regio yang dihilangkan pada vaksin BCG
(Bacillus Calmette-Guerin) (Callahan et al., 2010; Ganguly et al., 2007).

Pada penelitian ini dilakukan pemeriksaan gen esxA terhadap sampel
pasien TB paru Rifampicin sensitif dan Rifampicin resisten untuk melihat adanya
pengaruh dari gen esx4 yang merupakan faktor virulensi terhadap pasien TB
Rifampicin sensitif dan resisten dengan derajat penyakit berat dan ringan serta
diharapkan dapat memberikan informasi dalam pengembangan rapid diagnostik
yang cepat, akurat dan juga untuk marka pemantauan obat hasil perbaikan proses
patogenesis penyakit. Penelitian pada tahun kedua dan ketiga kemudian melihat
potensi protein ESAT-6 beserta keenam protein lainnya, yaitu PPD, Acr, MPT-59
atau Ag85B, CFP-10, MPT-70 dan thioredoxin (sebagai kontrol) sebagai target
biomarker diagnostik TB.

1.2 Perumusan Masalah Penelitian

Pada penelitian ini berdasar latar belakang dan berkaitan dengan masalah
pelaksanaan program pengendalian TB meliputi:
3
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1. Apakah ada perbedaan genotype (sekuens conserved dan spesifik) gen
esxA M. tuberculosis antara kelompok sampel pasien TB paru Rifampicin
resisten dengan gen MTB wild type pada gene bank?

2. Bagaimana profil respon imun pasien TB paru di Surabaya terhadap

antigen pada M. tuberculosis?
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Epidemiologi Penyakit TB

WHO melaporkan terdapat sekitar 9 juta kasus baru TB dan 1,5 juta
kematian akibat TB pada tahun 2013 sedangkan pada tahun 2014 terdapat 9,6 juta
kasus TB baru dengan angka kematian sebesar 1,5 juta (WHO, 2015a; WHO,
2014). India, Indonesia, dan Cina memiliki jumlah kasus terbesar di seluruh dunia
dengan persentase sebesar 23% untuk India dan 10% untuk Indonesia dan Cina.
Persentase jumlah kasus baru TB secara global pada tahun 2013 di daerah Asia
Tenggara merupakan yang terbesar dibanding benua lainnya, yaitu sebesar 38%
dan dengan persentase tingkat kematian akibat TB sebanyak 39% (WHO, 2015b).

Indonesia yang termasuk sebagai salah satu negara dengan beban TB
yang tinggi memiliki jumlah insidensi sebesar 1.000.000, prevalensi sebesar
1.600.000, dan jumlah kematian sebesar 100.000 dengan total populasi sebesar
254 juta pada tahun 2014 (WHO, 2015a). Kasus insidensi TB di Indonesia
diketahui mengalami peningkatan. Data dari WHO (2014) menunjukkan bahwa
laju insidensi di Indonesia pada tahun 2013 sebesar 183 per 100.000 populasi dan
Indonesia menduduki peringkat 5 sebagai high burden TB countries, sedangkan
pada tahun 2014 Indonesia menduduki peringkat kedua dengan peningkatan laju
insidensi sebesar 399 per 100.000 populasi.

Dinas kesehatan Jawa Timur melaporkan bahwa angka CDR di Jawa
Timur pada tahun 2012 sebesar 63.03% dengan jumlah kasus baru (positif dan
negatif) sebanyak 41.472 penderita dan BTA Positif baru sebanyak 25.618 kasus.
Angka penemuan kasus baru BTA Positif (Case Detection Rate) merupakan
proporsi penemuan kasus TB BTA positif dibanding dengan perkiraan kasus
dalam persen. Kondisi tersebut masih jauh dari target CDR yang ditetapkan yaitu
70% (Dinas Kesehatan Jawa Timur, 2013). Kementerian Kesehatan RI (2015)
juga melaporkan bahwa jumlah seluruh pasien TB yang ditemukan dan tercatat
per 100.000 penduduk (Case Notification Rate) di Jawa Timur pada tahun 2014
masih tergolong cukup tinggi, yaitu sebesar 112 per 100.000 penduduk.
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2.2 Karakteristik Gen esxA Pada Mycobacterium tuberculosis

Gen esxA merupakan gen penyandi 6 kDA early secretory antigenic
target esxA (ESAT-6). Region esxA terletak setelah gen esxB yang mengkode gen
CFP-10 (10 kDa culture filtrate antigen esxB) dan sebelum gen esp/ yang terletak
di lokus Rv3876 (Gambar 2.2.)). Gen esxA termasuk ke dalam Region of

Difference 1 (RD-1) yang merupakan region yang dihilangkan pada attenuated

vaccine Mycobacterium bovis BCG (Bacille Calmette Guérin) (Forrellad et al.,
2013; Yu and Xie, 2012; Teutschbein er al., 2009).
RD1

Rv34T0 AvIETI  AvIETS 378 Rv3ETT RvIE79  Aviadt
eccCa eccCo Ppedd ospl ecchD e1pK esp8

Gambar 2.1. Skema dari regio RD-1 yang menunjukkan letak gen esxA.
Gen esxA ditunjukkan oleh lingkaran merah (Forrellad er al., 2013).

ESAT-6 yang dikode oleh esx4 merupakan salah satu faktor virulensi dari
M. tuberculosis. ESAT-6 berperan dalam mengganggu aktivasi dari makrofag
host, menginduksi terjadinya apoptosis, dan dapat mengganggu imunitas dari host
(Yu and Xie, 2012). ESAT-6 bersama dengan CFP -10 merupakan dua protein
sekresi kecil (antigen) yang dominan dikenali oleh 7-cells. ESAT-6 dan CFP-10
sangat diperlukan dalam memberikan efek virulensi yang penuh dari spesies M.
tuberculosis complex (Uplekar et al., 2011; Forrellad et al.,, 2013; Solans et al.,
2014).

Menurut Guinn et al. (2004), ESAT-6 juga berperan dalam penyebaran
M. tuberkulosis dari sel makrofag satu ke sel makrofag lainnya. Penghilangan
ESAT-6 dari M. tuberculosis tidak mempengaruhi multiplikasi bakteri tersebut di
dalam sel makrofag THP-1 namun tidak mampu menyebarkan dirinya ke
makrofag lain yang belum terinfeksi. ESAT-6 dan CFP-10 juga diketahui
memfasilitasi translokasi M. tuberculosis dari fagosom ke sitoplasma host pada
tahap infeksi lanjut (Forrelad et al., 2013). Pathak et al. (2007) juga menyatakan

bahwa ESAT-6 juga berperan dalam mencegah fungsi antigen-presenting cell
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(APC) dengan menghambat jalur signaling TLR sehingga produksi IL-12 oleh
makrofag THP-1 menurun.

ESAT-6 yang dikode oleh esxA4 berpotensi sebagai kandidat vaksin dan
digunakan sebagai antigen dalam uji diagnosis tuberkulosis. Uplekar er al. (2011)
melaporkan bahwa gen esx4 beserta gen esxH diantara 108 isolat yang diteliti
memiliki variasi gen yang sedikit. Hasil tersebut juga didukung oleh penelitian
yang dilakukan oleh Davila et al. (2010) yang mengungkapkan bahwa tidak ada
variasi keragaman genetik pada gen EsxA dan EsxH diantara 88 isolat klinis.

2.3 Patogenensis

Sumber penularan tuberkulosis BTA positif adalah pada waktu batuk,
bersin, maupun saat bicara. Penyebaran ini dapat melalui udara dalam bentuk
droplet nuclei (percikan dahak). Droplet nuclei yang mengandung kuman
berukuran sangat kecil, yaitu 2-10 um sehingga mudah tercampur dengan udara
dan masuk ke dalam saluran pernapasan menuju bronchus hingga sampai ke
dalam alveoli dan tertelan makrofag alveoli. Droplet nuclei dapat bertahan di
udara pada suhu kamar selama beberapa jam (Carroll et al. 2016; Mertaniasih e
al.,2013).

Ketika berada di dalam alveoli, sistem imun host akan merespon dengan
mengeluarkan sitokin dan limfokin yang menstimuli monosit dan makrofag.
Makrofag dan sel dendrit yang menelan M. tuberculosis tidak dapat
menghancurkan bakteri ini sehingga dapat berkembang biak dalam makrofag.
Beberapa makrofag yang terinfeksi akan tetap berada di dalam jaringan paru-paru
sedangkan beberapa sel dendrit yang terinfeksi akan bergerak menuju kelenjar
getah bening. T cell di dalam kelenjar getah bening akan aktif dan mengenali
mycobacterial di dalam paru-paru. Lesi granulomatous akan terbentuk dan
menahan bakteri untuk berkembang menjadi aktif. Lesi patogenik di paru akan
terbentuk setelah 1-2 bulan paparan terjadi. Terdapat dua tipe lesi yang terjadi,
yaitu: tipe eksudatif dan tipe produktif (Kaufmann, 2004).
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2.4 MDR-TB (Multidrugs Resistance Tuberculosis)/RR-TB (Rifampicin
Resistant Tuberculosis)

M. tuberculosis yang telah resisten paling tidak terhadap Isoniazid dan
Rifampicin sebagai obat anti tuberkulosis (TB) lini pertama yang paling kuat
disebut sebagai multidrug-resistance tuberculosis (MDR-TB) (Sharma and
Mohan, 2004; NIAID, 2007, Mahboub and Vats, 2013). Kasus Multidrugs-
resistant tuberculosis (MDR-TB) juga merupakan masalah global yang
memerlukan penanganan dengan strategi yang tepat dan akurat.

Pada tahun 2014 diperkirakan terdapat 480.000 kasus MDR-TB dan
terdapat 123.000 pasien dengan MDR-TB atau rifampisin resistan tuberkulosis
(RR-TB) disamping itu, diperkirakan sebesar 9.7% orang dengan MDR-TB
mengidap XDR-TB (WHO, 2015a). Di Indonesia sendiri, pada tahun 2014 kasus
baru MDR-TB sebesar 1.9% dan kasus baru MDR-TB diantara kasus pulmonary
TB yang diketahui adalah 5.600 kasus (WHO, 2015a). Menurut WHO (2010)
MDR-TB dapat terjadi karena adanya infeksi primer dengan bakteri resisten dan
juga disebabkan pemberian antibiotik yang tidak tepat.

Resistensi dapat terjadi karena beberapa faktor, salah satunya adalah
peranan pemberian antibiotik yang tidak tepat. Akumulasi mutasi pada gen target
obat individu menyebabkan terjadinya MDR-TB terhadap OAT. Gen yang
berperan dalam resistensi terhadap obat RIF adalah gen rpoB. Mutasi pada regio
81-bp (kodon 507-533 dengan 27 asam amino) dari 7poB merupakan penyebab
terjadinya resistensi Rifampicin. Resistensi Rifampicin dapat penanda pengganti
deteksi MDR-TB dikarenakan 96% strain resistensi Rifampicin juga resisten
terhadap Isoniazid (INH) (Jacob, 1994; Bhunia ez al., 2015; Thirumurugan ef al.,
2015; Yao et al., 2010).

2.5ELISA

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) merupakan suatu uji yang
menggunakan plate berbahan polystyrene yang didesain untuk mendeteksi dan
menghitung kandungan peptide, protein, antibodi, dan hormon. Teknik ELISA
terdiri dari tahap proses immobilize antigen pada permukaan padat dan
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penambahan antibodi yang berikatan dengan enzim (Wakabayashi, 2010; Idexx,
2013).

Teknik ini telah banyak digunakan sebagai salah satu metode diagnostik
terutama dalam bidang medis dan juga sebagai pengukuran quality control di
berbagai industri. Metode ini juga digunakan sebagai alat analisis dalam
penelitian biomedis untuk mendeteksi antigen atau antibodi spesifik dapa sampel
(Gan and Patel, 2013).

Sebelum teknik ELISA dikembangkan, teknik radioimmunoassay (R1A)
yang ditemukan oleh Berson dan Yalow pada tahun 1960 dikembangkan terlebih
dahulu, namun karena penggunaan radioaktif yang cukup berbahaya maka metode
tersebut dimodifikasi dengan mengganti radioisotope dengan enzim dan terbentuk
metode EIA dan ELISA yang saat ini banyak digunakan (Wakabayashi, 2010,
Gan and Patel, 2013).

ELISA menggunakan antigen dan antibodi berlabel enzim untuk
mendeteksi molekul biologis. Enzim yang banyak digunakan adalah alkaline
phosphatase dan glucose oxidase. Antigen di-immobilize pada microtiter plate
yang memiliki 96 wells. Antigen mampu berikatan dengan spesifik antibodi yang
kemudian dideteksi dengan antibodi sekunder yang juga dilabeli oleh enzim.
Antigen-antigen yang akan digunakan dalam penelitian ini terdiri dari; purified
protein derivative (PPD), Acr, MPT59, CFP10, ESAT-6, MPT70, dan thioredoxin
(Idexx, 2013; Gan and Patel, 2013).

2.6 Skor TB Bandim

Skor TB Bandim merupakan metode yang didasari oleh skor pada
investigasi klinis dengan melihat sign dan symptoms yang mengacu pada kriteria
WHO. Skor TB Bandim dikembangkan untuk penggunaan pada wilayah dengan
sumber daya kurang. Skor TB Bandim ditemukan oleh Wejse C pada tahun 2008
silam dan metode skor ini telah dipelajari pada pasien TB Paru di Ethiopia,
validitas teknik ini juga telah diuji serta dinilai dengan metode kohort pada TB
paru di Bissau (Kusumaningrum, 2015; Rudolf er al., 2013).

Parameter Skor TB Bandim terdiri dari lima symptroms;, yaitu: batuk,

hemoptysis, dyspnea, nyeri pada dada, dan berkeringat pada malam hari; dan
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enam sign, yaitu: anemia (pale inferior conjunctiva), nadi > 90 per menit, positif
ditemukan kelainan pada auskultasi dada, suhu badan >37°, body mass index
(BMI) <18/ <16 kg/m?, dan lingkar lengan atas (LILA) <220 mm/ <200 mm.
Setiap variable bernilai satu poin sementara BMI dan LILA akan mendapatkan
tambahan satu poin bila BMI <16 kg/m? dan LILA <200 mm schingga skor
maksimum adalah 13. Skor TB Bandim terbagi dalam tiga derajat keparahan atau
severity classes (SC), yaitu: SC I bila skor sebesar 0-5; SC II bila skor sebesar 6-
7, dan SC III bila skor sebesar 8-13 (Rudolf ez al., 2013; Rudolf, 2014).

2.7 Metode Diagnostik Amplifikasi Asam Nukleat

Metode amplifikasi asam nukleat merupakan metode untuk
memperbanyak DNA suatu organisme sehingga dapat menjadi metode diagnostik
untuk mendeteksi adanya suatu organisme di dalam sampel. Polymerase chain
reaction atau PCR merupakan metode amplifikasi asam nukleat yang
menggunakan perbedaan suhu dalam prosesnya untuk menggandakan DNA yang
menjadi target. PCR digunakan sebagai alat yang digunakan untuk aplikasi non
medis dan juga medis. Dalam aplikasi medis mikrobiologi, PCR digunakan
sebagai diagnostik untuk mendeteksi atau mengkarakterisasi penyakit dari sampel
spesimen pasien (Schuller ef al., 2010).

Reagen yang ditambahkan bersama dengan DNA target atau template,
antara lain: DNA polymerase, 2 jenis primer, 4 tipe deoxyribonucleosida
triphosphate, dan buffer yang mengandung MG**. Sekuens yang diamplifikasi
dinamakan amplikon. Dalam replikasi di dalam thermal cycler terdapat tiga tahap
setiap satu siklus, yaitu: denatursi, annealing (penempelan), dan extension
(perpanjangan) (Singleton, 2000; Brown, 2010).

Metode amplifikasi asam nukleat konvensional (PCR) kemudian
mengalami perkembangan serta memunculkan berbagai macam metode alternatif
dan salah satu metode alternatif tersebut adalah metode amplifikasi asam nukleat
isothermal (AAN-Isothermal). Metode AAN-Isothermal merupakan metode
amplifikasi asam nukleat yang sederhana, cepat serta efisien yang dilakukan
dalam temperatur yang konstan (Zhao et al., 2015).
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Metode AAN-Isothermal memiliki berbagai macam tipe, seperti metode
nucleic acid sequence-based amplification (NASBA), E-SDA, HRCA, primer-
generation rolling circle (PG-RCA), helicase-dependent amplification (HDA),

recombinase polymerase amplification (RPA), exponential amplification reaction

(EXPAR), whole genome amplification (WGA), dan loop-mediated isothermal
amplification (LAMP) (Zhao et al., 2015; Gill and Ghaemi, 2008).

Metode Validitas Tinggi
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BAB 3
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

Tujuan
3.1.1 Tujuan umum

Penentuan genotype sekuens nukleotida esx4 pada Mycobacterium

tuberculosis dari sampel pasien TB paru sebagai dasar pengembangan diagnostik

metode amplifikasi asam nukleat isothermal.

3.1.2 Tujuan khusus

Tahun I11:

3.2

(3o

LAPORAN PENELITIANsenotyping sekuens nukleotida gen mycobacterium

Analisis profil respon imun pasien TB paru di Surabaya terhadap antigen
seperti ESAT-6 dan Ag85B serta purified protein derivate (PPD), Acr,
CFP-10, MPT-70, dan Thioredoxin sebagai pembanding.

Manfaat Penelitian

Manfaat akademis hasil peneclitian ini nantinya diharapkan dapat
memberikan informasi IPTEK mengenai genotype sekuens nukleotida
pada genome esxA dari sampel Rifampicin sensitif dan Rifampicin resisten
dan juga informasi mengenai profil respon imun dari pasien TB paru di
Surabaya.

Manfaat praktis, implementasi pada pasien TB di masyarakat pada
penelitian ini diharapkan menjadi suatu temuan prototype dasar
pengembangan kit diagnostik yang unggul (akurat, cepat, dan murah) dan
dapat digunakan sampai ke tingkat pelayanan kesehatan primer.

HKI paten sederhana dan publikasi jurnal internasional.
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BAB 4
METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan pada penelitian ini merupakan studi

observasional analitik dengan pendekatan case control.

4.2 Sampel Penelitian
Tahun III; Sampel serum dari pasien TB paru dan sampel serum healthy

control dengan besar masing-masing sampel sebanyak sebanyak 32 sampel

4.3 Variabel Penelitian

Variabel bebas pada penelitian ini adalah sampel sputum pasien suspek TB
baik pasien sensitif antibiotik ataupun pasien sampel TB-MDR paru, variabel
terikat adalah analisis hasil sequencing gen esxA pada sampel suspek TB dengan
menggunakan metode PCR (Polymerase Chain Reaction), sampel serum pasien
TB paru dan healthy control; variabel kontrol yang digunakan pada penelitian ini
yaitu pengaturan suhu pada mesin PCR, suhu inkubator, konsentrasi reagen yang
digunakan, konsentrasi serum, volume serum, volume reagen, volume pada

campuran reaksi PCR, dan konsentrasi sampel pasien TB.

4.4 Prosedur dan Alur Penelitian
Tahun III

I. Transformasi plasmid yang membawa gen esxA4 pada bakteri /.coli BL21

I~

Produksi dan purifikasi protein

3. Pengumpulan sampel serum dari pasien TB dari Rumah Sakit Dr. Soetomo
dan orang yang didiagnosis belum pernah terjangkit TB sebagai control
(healthy control)

4. Analisis profil respon imun pada pasien TB dengan menggunakan metode

ELISA.
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4.5 Lokasi Penelitian dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di ITD (Institute of Tropical Disease) Universitas
Airlangga, Department of Bacteriology, Niigata University School of
Medicine. Pengambilan sampel dilakukan di RSUD Dr. Soetomo,
Surabaya. Waktu penelitian pada tahun III dilaksanakan bulan Januari-
Desember 2018.

4.6 Analisis Data
Data dianalisis dengan Microsoft Excel dan IBM SPSS version 21. Data
analisis sequencing dianalisis menggunakan program GENETYX Ver.10,
BCEPRED, dan BLAST NCBI. Analisis validitas dengan tabel 2x2.

4,7 Alur Penelitian

32 sampel darah relawan yang :
tidak menunjukkan gejala TB 32 sampel darah Pasien
(Healthy control) TB
\
ﬁRekonstruksi dan \ \l / Data rekam \
purifikasi tujuh protein Pemisahan serum medis: derajat
M. tuberculosis sebagai dengan sentrifugasi keparahan, umur,
antigen ESATS, P jenis kelamin, co-
Acr, MPT-5, TP morbid, hasil acid
MPT-70, thioredoxin [ Simpan suhu -80°C ] fast bacilli, dan
/ GeneXpert

N _/

Uji ELISA J

{ Pengolahan dan analisis datﬂ-——-—’—'

A 4

[ Kesimpulan J

Gambar 4.1. Alur penelitian tahun ketiga
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BABS

HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI

Tabel 5.1. Tabel indikator dan luaran target capaian 2017-2018

Indikator & Luaran Target Capalan 2017-2018
No Alktivitas Penclitian
Target Capajan
1. | Biokamkteristik Afycobacterium 1. Hickarskteristik fenotip dan 1. Validasi gen esxcd
tuberculosiyNTM & sistem Bank genotype M.the 2. Koleksi isolat MTBC dan
Isolat TB 2. Preporasi Bank Isolet TB NTM
3. Jurnal ilmiah & scminar 3. Oral presenter di seminar
2. | Studi metode dan diagnostik TB NasionalIntemasional imemasional: 3 seminar
- Optimasi metode molekuler dengan 4. Pembicara di Seminar 4. Published jumnal: 3 topik
gen target gen esxcd Nasional/Internagional 5. Submited jurnal: 2 topik
- Optimasi metode kultur padat 6. Drafl jurnal : 1 topik
Middlebrook 7TH10. 7. Hasil diagnostik dengan
PCR
3 Analisls reglo gen spesifik exxA 8. DNA sequencing esxA
9. Penenluan target
- Analisis sckucnsing regio gen spesifik biomarker untuk
pada esxd pengembangan diognostik
B
4. | Anatisis respon imun 10. Profil respon imun pasicn
- . . TB Paru
- Mcoganalisis pengaruh antigen dari
M. wberculosis tethadap respon imun
pasien TB dan Aealthy controf sebagai
calon target kil diagnostik
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BAB 6
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

1. Hasil sekuensing gen target esx4 pada semua sampel yang diteliti
menunjukkan 100% identik dengan M. mberculosis H37Rv. Tidak ada
perbedaan sekuens diantara sampel-sampel yang diteliti sehingga semakin
mempertegas pernyataan bahwa gen esx4 merupakan gen conserved. Target
gen esxA yang merupakan gen virulensi berpotensi menjadi salah satu target

untuk metode diagnostik TB seperti LAMP dan imunodiagnostik.

2. Antigen MPT-59 atau Ag85B dan PPD menunjukkan hasil konsentrasi 1gG
yang signifikan diantara tujuh antigen yang diuji terhadap serum pasien TB
dibanding kontrol sehat

Saran

1. Dilakukan uji spesifitas dan sensitivitas dari metode diagnostik lain seperti
imunodiagnostik terhadap sampel TB baik yang sensitif terhadap anti-TB
maupun yang resisten (MDR-TB).

2. Perlu dilanjutkan analisis antigen terhadap serum TB dan kontrol sehat pada
jumlah sampel serum yang lebih banyak lagi untuk didapatkan analisis data
yang lebih baik

3. Perlu dilakukan kloning target gen lain seperti espDD yang termasuk bagian
dari ESX-1 cluster gene untuk melihat potensi gen-gen virulensi selain

ESAT-6 sebagai target biomarker diagnostik TB yang lebih spesifik dan

sensitif.
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Lampiran 1. Instrumen
Instrumen penting vang digunakan dalam penelitian ini, yaitu:
L. Thermal cyeler atau polymerase chain reaction (PCR) machine digunakan untuk mengamplifikasi DNA target diinginkan, yaitu

gen esxd.

a0

2. Vacutainer digunakan untuk sampling darah pasien TB dan kontrol schat i e Y

R
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Lampiran 2. Personalia Tenaga Pelaksana Beserta Kualifikasinya
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LAPORAN PENELITIANsenotyping sekuens nukleotida gen mycobacterium

Nama/NIDN/NIK/NIMNIP  |.Instansi Asal | Bidang Ilmu Alokasi Wakm | Uraian Tugas

No (Jam/Minggu)

L. Prof. Dr. Ni Made Dept. ~ Mikrobiologi | 14 jom/minggu  |[-Manajemen kegiatan,
Mertaniasih,dr., MS., Mikrobiologi (T8) . —Riset .knmktm.'istik gm esxAd
$p.MK(K)/ 6007035703 — Imunclogi scbagai dasar diagnostik

Kedokteran ~Riset AAN-Isothermal
FK
Universitas
Airlanggga
2, Dr. Soedarsono, dr., Sp. P. | Dept. - Pulmonologi 10 jam/minggu  |—Riset karakteristik esxd sebagai
. |~ Klinisi dasar dingnostik
Ky Pulmonologi - Riset AAN-Isothermal
195511231984101001 dan ltmu
Kedokteran
Respirsi
Universitas
Airlangga
3 Prof. Dr. Wayan T. Artama, | Departemen |- Biokimia 12 jamvminggu |- Riset karakteristik esxd scbagai
.. - Biologi dasar diagnostik
DVM/0018085308 Biokimia | Molekuler —Riset AAN-Jsothermal
FKH, ~ Imunologi
Universitas
Gadjoh
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4. Desak Nyoman Surya S3 Fakultas |~ Mikrobiologi | 15 jam/minggu |~ Pendataan sampel
g 3 Nm Biologi
Suameitria Dewi, S.Si., u log _ Kultur bakteri T8
M.Ked. Trop/01151425300 | Kedokteran | molekuler  Riset genomik esxA
6 Universitas - Riset AAN-Isothermal
Airlangga
7. Agnes Dwi Sis Im- Bioteknologi 10 jom/minggu [~ Pengerjaan PCR
Perwitasari/139101094 Universitas - Kultur bakteri TB
Airlangga — Pengerjaan AAN-Isothermal
8. Sugeng FK Mikrobiologi 10 jam/minggu |- Pengumpulan sampel
Hurijono/19671118200112 | Universitas - Kultur bakteri T
1001 Airlengge
9. Virginia Ayu ITD- Bioteknologi 8 jam/minggu |- Pengumpulan sampel darah
Ferandra/19920920206015 | Universitas
201 Airlangga
10. Dwi RSUD Dr. - Pulmonologi | 8 jam/minggu |~ Pengumpulan sampel darah
Nastili/1 96809121991032 | Soctomo - Klinisi
009
11. Dwi RSUD Dr. - Pulmonologi- | 8 jam/minggu |~ Pengumpulan sampel darah
Maryuni/19710303199103 | Soctomo - Klinisi
2006
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Lampiran 3. Tabel Kegiatan Penelitian

No. | Tanggal Kegiatan
1. 5 Januan 2018 Membuat gel SDS-PAGE
2, 6 Januan 2018 Melakukan SDS-PAGE pada 7 protein dan M. muberculosis
o S0« 6 PPD AgSSB Acr Thio CFP ESAT MPTTO
e
P
L —
- @
—-—— —
. % pe oo
[ap—
3 11 Januan 2018 Melakukan electroporation
4. 12 Januan 2018 Melanjutkan proses electroporation ke dalam clear coli
5. 16 Junuan 2018 1. Membuat gel SDS-PAGE
2. Menyiapkan sampel untuk SDS-PAGE dan Western Blot
0. 17 Januan 2018 Melakukan SDS-PAGE (10ul/lane) untuk melihat berat protein dan weszern biot

Melakukan Western Bloting
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18 Januan 2018

Melihat pelet clear coli apakah merupakan protein soluble atau insoluble dan
juga melakukan perhitungan konsentrasi protein dengan BCA assay.

19 Januan 2018

Melakukan SDS-PAGE untuk diwarnai Coomassie Brilliant Blue (CBB) dan
Western Blat

5 = Sciulle proteisy; b= insciulie protein

22 Januan 2018

Punfikasi protein soluble dengan kolom His GraviTrap

10.

23 Januan 2018

Melanjutkan proses pemurnian protein. Setelah protein direndam dalam New
Dialysis Buffer 4°C selama over night, protein dipindah ke centrifuge tube 15 ml,
kemudian protein diambil dari Snake Skin yang sebelumnya dimasukkan ke
dalam Snake Skin vang direndam dalam Dialvsis Buffer.

Melakukan BCA Assay untuk mengetahui Konsentrasi protein.

Mempersiapkan media untuk SDS-PAGE dan mempersiapkan bahan sampel
SDS-PAGE

Immohilize antigen untuk melihat apakah antigen dapat melekat pada plate yang
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digunakon untuk ELISA

11. {24 Januari 2018 Melakukan SDS-PAGE untuk CBB
M InputflowEluiEu2 El3 Elu3
NP '
=
Blocking plate ELISA dengan 5% skim milk, dilanjutkan dengan penambalian
anti-His-tag-mAb-IHRP-Direct, Penambahan substrat TMB dun reaksi dihentikan
dengan HCL. Dilakukan pembacaan absorbansi 450 nm.
12. {19 Fcbruan 2018 Pengambilan sampel serum darah Pasien TB sebanyak 6 sampel. Dilakukan
proses pemisabian serum dengan cara sentrifugasi (Px33-Px38)
13. | 20 Februari 2018 Pengambilan sampel dan pemisahan serum 1 sampel daral pasien TB (Px39)
14, | 21 Februari 2018 Pengambilan sampel dan pemisahan serum 4 sampel darah pasien T8 (Px 39-
Pxd42)
15, 126 Februari 2018 Pengambilan sampel dan pemisshan scrum 6 sampel daral: pasien VB (Px 43-
Px48)
27
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16. | 28 Februari 2018 Pengambilan sampel dan pemisahan scrum 3 sampel darah kealthy control
(HC33-HC35)

17. |2 Maret 2018 Pengambilan sampel dan pemisahan serum 3 sampel darsh pasien TB (Px49-
Px51)

18. | 20 Maret 2018 Pengambilan sampel dan pemisahan serum 5 sampel darah pasien TB (Px52-
Px56)

19. |26 Maret 2018 Pengumbilan sumpel dan pemisshun serum 4 sumpel duraly pasien TB (Px57-60)

20. | 27 Maret 2018 Pengambilan sampel dan pemisahan serum 3 sampel darah pasien TB (Px61-
Px62 dan Px60)

21, |29 Maret 2018 Pengambilan sampe] dan pemisahan serum 2 sampel darah pasien TB (Px63-
Px64)

22. |2 April 2018 Pengambilan sampel dan pemisahan serum 3 sampel darsh pasien TB (Px65-
Px67)

23 |3 April 2018 Pengambilan sampel dan pemisahan serum 2 sampel darah pasien TB (Px67-68).
Sampel Px67 dilakukan pengambilan kembali

24. | 9 April 2018 Pengambilan sampel dan pemisahan serum 3 sampel darah healthy control
(HC36-HC38)

25. | 10 April 2018 Pengambilan sampel dan pemisahan serum 6 sampel darah healthy control
(HC39-HIC44)

26. | 11 April 2018 Pengambilan sampel darah pasien TB sebanyak 5 sampel (Px69-Px73)
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27,

12 April 2018

Pengambilan sampel darah pasicn TB sebanyak 1 sampel (Px74)
Pemisahan serum sampel darah pasien TB scbanyak 6 sampel (Px69-Px74)

28

19 April 2018

Pengambilan sampel darah pasien TB sebanyak 6 sampel (Px75-Px80)

29.

20 Apnl 2018

Pemisahan serum sampel pasien TB yang diambil pada tanggal 19 April 2018
sebanyak 6 sampel (Px75-Px80)

30.

27 April 2018

Pengambilan sampel dan pemisahan serum 3 sampel darah healthy control

3L

3 Mei 2018

Produksi protein ESAT-6 dari E.coli BL21 yang telah disisipi plasmid pET
SUMO yang mengandung gen pengkode ESAT-6 (esxA). Bakteri yang dikultur
pada media LB scbanyak 2 ml kemudian dipindah ke 50 mi media LB yang telah
mengandung kanamycin.

32.

4 Mei 2018

10 ml hasil kultur pada tanggal 3 Mei 2018 dipindah ke dalam 200 ml media LB
yang telah ditambahkan kanamycin 2 mi. Di-siuaker pada suhu 37°C selama
kurang lebih 1,5 hingga 2 jam.

Dilakukan pengukuran OD=0,6 pada 3. 600nm dan di-shaker sclama 30 menit.
Kemudian ditambahkan IPTG | ml dan dishaker selama 4 jam pada suhu 37°C

Dilakukan sentrifugasi pada media hingga didapatkan pelet yang dicuci dengan
PBS sebanyak 3 Kali dan pada pencucian terakhir. supernatant dibuang dan
ditambahkan 4 ml PBS di resuspen dan disimpan dalam -4 hingga -20°C

33

5 Mei 2018

Dilakukan proses sonikasi dan purifikasi protein ESAT-6 menggunakan kit
purifikasi Ni-NTA Purification System Novex
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34, | 6 Mei 2018 Dilakukan Western Blot dan SDS-PAGE pada hasi] punfikast
35. |11 Mei 2018 Pengambilan sampel dan pemisahan serum 3 sampel darah pasien TB (Px81-
Px83)
36. | 14 Mei 2018 Pengambilan sampel dan pemisahan serum 1 sampel darah pasien 11 (Px84)
37. | 16 Mei 2018 Melakukan pencatatan data rekam medis pasien
Pengukuran protein dengan metode Bradford Assay
38 [ 17 Mei 2018 Pengambilan 4 sampel darah pasien TB (Px85-Px88)
Pengambilan 18 sampel darah healthy control (HC48-HCG65)
39, | 18 Mei 2018 Pemisahan serum 4 sampel darah pasien TB dan 18 sampel darah healthy control
40. | 21 Mei 2018 Pengambilan sampel dan pemisahan serum 1 sampel darah pasien TB (Px89)
41. | 23 Mei 2018 Pengambilan sampel dan pemisahan serum 1 sampel daral pasien TB (Px90)
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42, |24 Mei 2018 Pengambilan | sampel darah pasien TB (Px91)
Pengambilan 12 sampel darah healthy control (HC66-HC77)
43. | 25Mei 2018 Pengambilan 7 sampel darsh pasien TB (Px87, Px92-Px97)
Pemisahan serum sampel pasien TB Px87, Px91-Px97 dan HC 66-HC77
44. |26 Mei 2018 Pengambilan daral healthy control sebanyak 12 sampel (HC78-HCR9)
45. |27 Mei 2018 Pengambilan darah healthy control scbanyak 13 sampel (HC90-HC102)
46. | 28 Mei 2018 Pemisshan serum sampel healthy control scbanyak 25 sampel (HC78-HC102)
47. |30 Meci 2018 Pengambilan dan pemisahan serum 1 sampe! darah pasicn TB (Px98)
48. |4 Juni 2018 Pengambilan 1 sampel darah pasien TB (Px99)
49. | 5Juni 2018 Pemisahan serum sampel Px99
50. |6 Juni 2018 Pengambilan dan pemisahan serum 4 sampel darah pasien TB (Px93, Px100-
Px102)
51 | 7 Juni 2018 Pengambilan dan pemisahan serum | sampel darah pasien TB (Px103)
52. | 23uli 2018 Pengambilan dan pemisahan serum 2 sampel daroh Aealthy control (HC103-
HC104)
53. 16Juli 2018 Pengambilan dan pemisahan serum 1 sampel darah kealthy control (HC105)
54. |8Juli2018 Pengambilon 9 darah sampel healthy control (HC106-HC114)
31
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55. | 9Juli2018 Pemisahan serum darah HC106-HC114

56. | 11 Juli 2018 Membuat PBS 10x untuk uji ELISA

57. | 12Juli 2018 Dilakukan immebilize atau coating antigen ESAT-6 dan Ag85B/MPT-59 untuk
checkboard ELISA

58. |13 Juli 2018 Dilakukan blocking dengan 5% Skim Milk dan penembahan serum, secorndary
antibody dan TMB substrat
Pembacaan hasil pada A 450 nm. Hasil checkboard tidak terlalu bagus

59 ]31Juli2018 Membuat running buffer 10x sebanyak 100 ml untuk SDS-PAGE

60. |1 Agustus 2018 Dilakukan coating antigen ESAT-6 dan Ag85B dengan menggunakan coating

buffer dan PBSIX
Membuat gel SDS-PAGE 12%

Mempersiapkan sampel untuk running SDS-PAGE kemudian diwamai CBB
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61. |2 Agustus 2018 Melanjutkan proses ELISA, dilakukan blocking dengan 5% Skim Milk
Melakukan SDS-PAGE untuk diwarnai CBB

62. |3 Agustus 2018 Penambahan | sampel serum pasien TB dan | sampel healthy control,
penambahan secondary antibody, dan TMB substrat,
Pembacaan hasil pada & 450 nm. Hasil ELISA. Hasil masih checkboard tidak
terlalu bagus. Ada masalah dengan TMB subsirat

63. | 10 Agustus 2018 Membuat media LB untuk persiapan produk protein ESAT-6 dan kemudian
dilanjutkan dengan autoklaf

64. | 13 Agustus 2018 Melakukan penanaman bakteri E.eofi BL21 pada'media 5 ml LB. Ilingga tanggal
16 Agustus 2018 belum tumbuh.

65, | 28 Agustus 2018 Membuat gel SDS-PAGE untuk analisis protein Ag85B dan ESAT-6

66. | 29 Agustus 2018 Running sampel Ag85B dan ESAT-6

33
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Purifikasi protein ESAT-6 kembali

67, |31 Agustus 2018

68. | 12 September 2018 Preparast protein ESAT-6 dengan berbagai elusi untuk SDS-PAGE
Menumbuhkan plasmid pET 30A Top 10 di media LB 5 ml sebanyak 2 tabung
Membuat gel SDS-PAGE 15% dan 10%

69. | 13 September 2018 Membuat gel SDS kembali dengan konsentrasi 15% karena gel kemarin kurang

bagus.

Sentrifugasi biakan pET 30A di Top10 yang teluh dibiakkan di media LB
sebanyak 5 ml. Sentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm, 1 menit hingga semua
biakan habis. Supemnatan dipindah ke centrifuge tube 1,5 ml. Pelet disimpan di -
20°C.

Running sampel protein ESAT-6 dengan urutan ESAT L P1 (1) ESAT L P1 (2),
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ESAT L P2 (1); ESAT L P2 (1); ESAT L P2 (2); ESAT BP!1 (1), ESATBP2
(1) ESAT B P1 (2). ESAT B P2 (2). Gel kemudian di staining dengan CBB dan
destaining selama semalam

70.

14 Scptember 2018

Isolasi plasmid menggunekan Qiagen QIAprep Spin Miniprep Kit

71

17 September 2018

PCR gen target espD untuk penelitian lanjutan nantinya
Ekstraksi produk PCR menggunakan QIAquick Gel Ekstraction Kit

Melakukan proses restriksi dan ligasi. Untuk proses ligasi, dilakuken inkubasi
pada suhu 22 °C selama = 16 jam.

72.

18 September 2018

Membuatl media LB padat sebanyak 2 erlenmeyer dengen volume masing-masing
sebanyak 100 ml

Melakukan proses transformasi

Membuat gel untuk SDS-PAGI: 15%

73.

19 September 2018

Running sampe! SDS protein Ag85B dan ESAT-6

Buat media LB untuk replating hasil translonmasi

74.

20 September 2018

Ambil koloni yang kemarin di-replating dari inkubator. Pindahkan | ose koloni
bakteri ke S ml media LB yang telah ditambah kanamycin. Inkubasi selama
semalam pada suhu 37 °C.

75.

21 September 2018

Isolasi plasmid seperti tanggal 14 September 2018, kemudian elecirophoresis.

76.

22 September 2018

Restriksi single digest dan kontrol pET30a untuk mengecek hasil trasnformasi.
Setelah mencampurkan reagen untuk single digest, maka inkubasi di waterbath
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pada subu 37 °C selama 30 menit. Hasil menunjukkan band terfragmentasi.
Kemungkinon transformasi belum berhasil.

7.

25 September 2018

Membuat gel electrophoresis 1%

Electrophorests (ELP) hasil trasnformasi gen espD. Hasil ELP menunjukkan bisa
lanjut restriksi

Dilakukan proses single restriksi dan double restriksi. Inkubasi di water bath
suhu37-°C sclima 20 menit.

ELP hasil transformasi. Namun, hasil ELP tidek bagus. pET 30 tidak ada band.

78.

27 September 2018

Dilakukan proses restriksi kembali dengan metode double digest. Inkubasi pada
suhu-37 °C di waterbath selama 30 menit. Sempel disimpan pada subw -20 °C.
Rencana besok baru di ELP.

Membuat TAE 1x dari stock 50x
Membuat gel agarose 195 sebanyak 40 m}

79.

28 September 2018

ELP hasil double digest kemarin. Hasil yang didapatkan kurang bagus, sepertinya
tidek ada insert.
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Hasil transformasi kemudian dicoba di lakukan PCR dengan raciken total volume
sebesar 10 ml dan 15 ml.

Untuk hari ini mencoba ligase dengan metode rasio molar, menggunakan
perbandingan 1:1. Inkubasi pada suha 4 °C hingga hari Senin tanggal 1 Oktober
2018.
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80,

1 Oktober 2018

ELP hasil transformasi kemarin. Hasil ELP menunjukkan tidak ada insert. Tidak
ada band pada ukuran 555 bp.

[3 =

Menyiapkan Top10 di media LB cair yang telah ditambahkan kanamycin 2.5 pl.
Inkubasi di shaker selama semalam pada suhu 37 °C

Hasil ligase dipindah ke kulas -20 °C untuk ditranasformasi pada tanggal 2
Oktober 2018

81

2 Oktober 2018

Autoklaf ependorf, L-shaped untuk spreading bakteri dan media LB sebanyak
100 ml

Melakukan uji bradeford pada sampel protein ESAT-6. vaitu: ESAT P1 (2);
ESAT P2 (2), ESAT ELU 1 (1); ESAT ELU 2 (1); ESAT ELU 1 (2. ESAT ELU
2 (2). Hasil bradeford ada keanehan, karena konsentrasi protein vang dibaca kecil
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sekali. Kemungkinan besar reagennya sudah tidak bagus. Coba dilakukan
nanodrop.

Melakukn tahap transformasi seperti puda tanggal 18 September 2018, Hasil
transformasi ditanam pada LB padat + kanamycin. Spread dengan L-shaped,
inkubasi selama £ 16 jam atau overnigly di inkubator dengan suhu 37 °C.

82.

3 Oktober 2018

Melakukan PCR koloni pada hasil trasnformasi, dengan total volume sebanyak
15 ul. Ambil 1 koloni dengan tusuk gigi steril dan kemudian dipindah ke dalam
campuran reagen PCR.

Uji konsentrasi protein ESAT-6 dengan nanon drop. Konsentrasi protein tertinggi
adalah ESAT Pl (2) dengan konsentrasi sebesar 0.52 mg/ml.

Hasil ELP PCR koloni menunjukkan bahwa koloni transformasi | dan 2 tidak
ada band hanya ada excess primer. Kontrol yang merupakan gen espD dari
ekstruksi DNA, muncul.

83.

4 Oktober 2018

Melapisi sampel serum dengan parafilm

Dua koloni dart hasil transformasi kemarin kemudian dipindah ke media LB
padat + Kanamycin baru den juga dipindah ke media LC cair 5 mi+ 2.5
kanamyecin. inkubasi sclama semalam dengan suhu 37 °C

5 Oktober 2018

Sentrifugasi biakan koloni 1 dan 2 hasil transfonmasi dengan cara yang sama
pada tgl 13 September 2018, namun kecepetan sentrifugasi berbeda dengan 1gl 13
September 2018. Sampel disentrifugasi dengan kecepatan 13.000 rpm sclama 3
menit.

6 Oktober 2018

Isolasi plasmid koleni 1, 2 dan juga koloni pET30a menggunakan Qiagen
QIAprep Spin Miniprep Kit seperti pada tanggal 14 September 2018.
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Membuat agarose gel 1% .

Melakukan ELP pada sampel pET 30a, koloni espD 1, dan koloni espD) 2

Terlihat adanya pita DNA, maka dilanjutkan tahap PCR untuk konfirmasi.

8 Oktober 2018 PCR hasil transformasi koloni espD 1 dan 2 yang kemarin telah diisolasi plasmid
dengan total volume sebanyak 15 pl
Aliquot protein ESAT-6 ke eyryotube untuk dibawa ke Jepang.

Setelah proses PCR selesai, dilanjutkan proses ELP dan hasil ELP menunjukkan
bahwa terdapat pita pada koloni | dan 2 di ukuran 500-an bp sama dengan pET
30a dan hasil juga menunjukkan terlalu banyak pita
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87

9 Oktober 2018

Dilakukan proses PCR kembali dengan total reaksi sebanyak 13 pl. Setelah
proses PCR selesai, dilanjutkan dengan proses ELP. Hasil ELP menunjukkan
tidak ada insert karena tidak ada pita dengan ukuran 535 bp

88,

11 Oktober 2018

PCR gen espD untuk persiapan penelitian kloning kembali nantinya

41
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Lampiran 4. Abstrak Jurnal Status Published

Nontuberculous Mycobacterial Specles and Mycabacterium
Tubercelosis Complex Cointection in Patients with Pulmonary

Tuberculosis in Dr. 5

The International Journal of

Mycobacteriolﬁg_gy
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Lampiran 5. Asbtrak Jurnal Under Review dan Abstrak Draf Jurnal
Under review

Assoclation of disease severity with TLRs polymorphism and esx4 gene sequence in MDR-TB patient

Abstract

Background: Disease severity in pulmonary multidrugs resistant tuberculosis (MDR-TB) varies from mild to severe, which is determined by
host and pathogen virulence factors. The aim of this research was to analyze association between discase severity degree of pulmonary MDR-TB
patients with the SNPs found in TLRs gene and variation of esxd gene.

Methods: TLRs-encoding gene was obtained from PBMC of pulmonary MDR-TB patients in Dr. Soctomo Hospital, Surabaya, Indonesia. PCR
multiplex and target SNPs were genotyped using DigiTag2 assay. The esed gene variant of MDR-TB isolates was determined using PCR and
sequencing. Severity degree of pulmonary MDR-TB patients was determined by chest x-ray. Association level between SNP in TLRs gene
degree of pulmonary MDR-TB was analyzed using Chi Square test with Bonferroni correction to anticipate genotyping error.

Results: Based on chest X-ray results, the tuberculosis lesions were scored according to their severity, with a score of £ 2.5 ranking as mild, 2.5-
6 as medcratc and > 6 as severe. Total 22 out of 38 patients were classified into severe degree group, while 16 patients were moderate/mild
degree. SNPs in encoding gene of TLRs were mostly found in intron and several in exon position, specifically in TLR-1. TLR-2, and TLR-6.
SNPs from severe group was found to_be significantly different from those found in moderate/mild group (p<0.05). Among MDR-TB isolates
from patients with pulmonary MDR-TB of scvere and moderate/mild degree, there was no variation in esxd gene expression in al of the group.
Concluslon: We concluded that SNPs in TLR-1, TLR-2 and TLR-6 of pulmonary MDR-TB patients was found to have an association with
disease severity and there is no variation of esxA gene expression was detected in all of the group.

Keywords: TLRs polymorphism, SNPs, variation of ese gene sequence, pulmonary MDR-TB Indonesia, severity degree of pulmonary MDR-
TB
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Under review
Severity TB class by modlfied TB Bandim scoring assoclate with the specific sequence of esxA gene on MDR-TB patients

Abstract

Background. The severity pulmonary TB (PTB) and multidrug resistant (MDR -TB) strain detection as the potential causative agents could be the
crucial consideration because of the determination of treatment success. Severity PTB class based on modified TB Bandim criteria by examining
five symptoms and four signs of patients. Those data were taken from feasible medical record that routinely done in hospital. This study was
aimed to annlyze the association between the specific sequences of the esxA full gene from MDR-TB sputum isolates and the severity class of
MDR-TB patients. Methods. Total 98 sputum samples that suspected as MDR-TB were collected from Dr. Soetomo Academic Hospital,
Surabaya, Indonesia on September until December 2016. Total 24 isolates out of 98 patients were confinmed with positive rifampicin resistant
(RR-TB) or MDR-TB based on GeneXpert test. MDR-TB isolates were tested using PCR targeted 580 bp of esxA full gene and resulting
amplicon were sequenced. Gene sequence was aligned against wild type using Bioedit program version 7.2.5 and NCBI BLAST. The severity
class of pulmonary TB patients was assessed using the modified TB Bandim scoring. Results. Result revealed that 24 MDR-TB patients were
mostly from 51-60 years with percentage of 38%. Patients severity classification resulted in moderate and severe degree of 38% while mild
degree 63%. Visualization of PCR result showed that all 24 of MDR-TB samples were found positive of 580 bp band and scquence result had
100% homology with virulent wild-type M. tuberculosis H37Rv (NC_000962.3) and MTBC scquence. Conclusions. Frem current study,
association between characteristic of the esxA full gene and the severity class of MDR-TB patients are yet 1o be found. However, the homolog
sequence of all samples, with various degree of severity, possess 100% identities to M. wuberculosis H37Rv wild type.
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‘Antibody responses to seven Mycobacterium tuberculosis proteins in pulmonary tuberculosis patlents in Surabaya, Indonesia.
Desak Nyoman Surya Suameitria Dewi'?, Ni Made Mertaniasih®*, Soedarsono®, Yuriko Ozeki®, and Sohkichi Matsumoto®

'Student of Doctoral Program of Medical Science, Faculty of Medicine, Universitas Airlangga, Surabaya, [ndonesia
?Laboratory of Tuberculosis, Institute of Tropical Discase, Universitas Airlangga, Surabaya, Indonesia
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Department of Pulmonology, Faculty of Medicine, Universitas Airlangga, Surabaya, Indonesia
‘Department of Bacteriology, Niigata University School of Medicine, Niigata, Japan
*Correspondence Author:pmadementaniasihi@gmail com

Abstract

Tuberculosis (TB) is one of the infectious disease that still become a major health problem in all over the world. Accurate and rapid diagnostic
tools become one of important aspect to manage TB cases appropriately. However, the sensitivity and specificity value of diagnostic kit such as
Tubereulin skin test (TST) and Interferon Gamma Release Assays (IGRA) arc still debated. Thus, finding specific biomarker-targeted antibody
for developing a'rapid and accurate diagnostic tool for TB diagnosis is really necded. Total 32 serum samples of pulmonary TB patients (PTB)
were collected from Dr. Soetomo Hospital, Surabaya, Indonesia and 32 serum samples of people without PTB symptoms as a heslthy control
also collected from September to October 2017. Antigen of purified protein derivate (PPD), MPT-59, recombinant protein of Acr, CFP-10,
ESAT-6, MPT-70, and thicredoxin were prepared. Antibody response against those protein was evaluated using ELISA. The result was analyze
statistically using Mann-Whitney's test. Recciver Operating Characteristic (ROC) curve analysis with 95% CI for each anligen was determine by
$PSS version 21. Result showed that the TB patient had significantly higher concentration of IgG antibody response against MPT-59 and PPD
than healthy control. In addition, ROC malysis showed that MPT-59 and PPD acceptable for diagnostic with AUCs of 0.775 (95% CI 0.650-
0.901, P < 0.0001) and 0.708 (95% C1 0.581-0.834, P < 0.0001), respectively. However, all samples showed low concentration of 1gA antibody
against all antigen. MPT-359 has potential as biomarker target for measuring antibody response of PTB patients in Indonesia.
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Lampiran 8. Protaype Desoin Primer esxA

16 Aug 2016 Ono Primer Report

Primar: F asxh full

« = Primer Information = = = = » =« e = = v o 2 o c = v o == -
Sequence: 5' GCAATATICGTCAGGCCGGCGTOCARTACT 3

Longth: 30 Meets criteria: Yes

Composition: A:r 1 C1 9 G 7 T: 7

Molar absorbance: 32.2 ug/ml = 1 OD26O

Linked molecule: No molecule association

= « Primar Evaluation and Criteria Settings « = = =~ @ = = = = = = =

This Maots
Critaria = PCR Primar Primar criteria
% GC Range 50-60 353 Tes
m ¢ Range 55-80 73 Yes
A' Dimara < 3 matches 3'and 2 Yos
Dimera=any < 7 ad) homol bazaesz [ Yas
Stability »>= 1,2 kecals S5'vad! 3.9 Yoo
Runs < 3 base runs 2 Yes
Ropeats < 3 dinuc repeats 2 Tes
Hairpins Annoaling 55 C nonY Yes
Horst-case False Prinming C n/a
=« ~ Primer Notes = = = = = « - L
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16 Aug 2016 One Primer Report

Primer: R esxA full

= = Primer Information - - = = = = - - - I - -—-
Sequence: 51 CGCTGCCATATCGTICGGAGCTICCAT 3°
Lengths 27 Meats critoria: Yes
Conpogition: R: 4 C: 10 G: & T: 7
Molar absorbance: 33.7 ug/ml = 1 OD260
Linked molecule: No molecule association

« « primor Evaluation and Criteria Settings = — ~ = = = = = = = ~ -

This Meets

Criteria = PCR Primec Primar Critaria
8 5C Range 50-G0 3] Yase
Tm C Range 55-80 73 Yes
3* Dimers < 3 matches 3'and 2 Yas
Dimers-Any < 7 adj homel bases [ Yes
Stabilicy »>= 1,2 kcals 5'valdt 1.6 Yes
Runs < 3 bage runs 2 Yes
Rapaats < 3 dinuc respeats 2 Yes
Hairpins Annealing 55 C none Yes
Worst-case False Priming € n/a

w = Primar NOLGR @ @ @ = = = = = & @ =« & ® & & = = = = = - nw = -
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