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RINGKASAN 

Tuberkulosis (TB) merupakan penyakit infeksi menular yang disebabkan oleh 
Mycobacterium tuberculosis dan menyebabkan kematian banyak penduduk dunia. 
Resistensi M. tuberculosis terhadap obat dapat mempersulit pengobatan TB. Multidrug 
resistant (MDR) TB merupakan galur M. tuberculosis yang resiten terhadap minimal dua 
obat TB Iini pertama, yaitu isoniazid dan rifampisin. MuncuInya sifat MDR dapat 
dihasilkan dari akumulasi mutasi gen-gen yang menjadi target obat anti TB. Beberapa 
isolat klinis M. tuberculosis menunjukkan resisten isoniazid, tetapi penyebab rensistensi 
tersebut masih belum diketahui. Penelitian ini bertujuan utama untuk mengungkap 
penyebab dan mekanisme resistensi isoniazid pada isolat klinis yang dimaksud melalui 
penentuan mutasi gen katG pada tingkat genotipe dan karakterisasi enzim katalase
peroksidase mutan pada tingkat protein; serta mempelajari keterkaitan antara mutasi gen 
katG dan aktivitas katalase-peroksidase mutan dengan tingkat resistensi isoniazid. Pada 
tahun pertama ini. penelitian telah diarahkan untuk mengidentifikasi keragaman mutasi 
gen katG pada koleksi isolat-isolat klinis dan menganalisis kaitan antara mutasi gen 
tersebut dengan tingkat resistensi secara in silico. Tahapan keIja pada penelitian tabun 
pertama terdiri atas amplifikasi gen katG M. tuberculosis isolat klinis dan wild type, 
cloning gen pada vector pGemT, anaIisis restriksi DNA rekombinan pGemT-katG dan 
sekuensing gen katG, analisis mutasi, subldoning gen katG pada vector pET20b, dan 
resekuensing gen katG. Gen katG M. tuberculosis isolat klinis resisten isoniazid (L8, 
L19, LI0, L21, R2 dan R9) yang berukuran 2,2 kb berbasil diamplifikasi dengan PCR 
menggunakan pasangan primer FG dan RG. Karakterisasi molekuler gen katG melalui 
tahapan kloning dan subkloning dapat menunjukkan adanya varian nukleotida pada gen 
kalG isolat-isolat klinis tersebut. Mutasi nukleotida yang ditemukan pada gen kalG isolat
isolat klinis ditengarahi sebagai penyebab munculnya resistensi isoniazid. Hasil translasi 
in silico terhadap urutan nukleotida gen kalG isolat-isolat klinis yang dipelajari 
menunjukkan bahwa mutasi asam amino pada bagian domain N protein KatG lebih 
cenderung meningkatkan efek resistensi isoniazid daripada mutasi yang terjadi pada 
bagian domain C. Mutasi yang mengubah residu asam amino yang dekat dengan residu
residu kritis protein KatG cenderung lebih meningkatkan efek resistensi daripada mutasi 
asam amino yang letaknya jauh dari sisi kritis. Mutasi yang mengubah residu amino di 
kedua domain N dan C protein KatG lebih cenderung meningkatkan efek resistensi 
isoniazid daripada mutasi pada salah satu domain. Makin banyak jumlah mutasi yang 
terdapat pada gen kalG, kecenderungan meningkatkan tingkat resistensi isoniazid juga 
semakin tinggi. Perlu dilakukan penelitian lanjutan yang mengungkap aspek aktivitas 
enzim katalase-peroksidase M. tuberculosis terkait dengan ekspresi, pemumian dan 
karakterisasi protein KatG. Hal ini menjadi penting dalam upaya untuk mendapatkan 
konsep mekanisme resistensi isoniazid secara lebih komprehensip 
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SUMMARY 

Tuberculosis is an infectious disease which caused by Mycobacterium tuberculosis and 
kills many people in the world. Drug resistant of M. tuberculosis is serious problem on 
TB therapy. Multi drug resistant (MDR) TB mean as M tuberculosis which has resistant 
phenotype toward two first line drugs, rifampin and isoniazid. The MDR phenotype of 
the strains comes from accumulation of mutation of anti TB drug-targeted genes. Some 
clinical isolates of M tuberculosis have isoniazid resistant phenotype, but their causative 
have unknown yet The aims of the research are to know the causative and mechanism of 
isoniazid resistance to clinical isolates by determining of katG mutation on genotype 
level and characterizing of mutant catalase-peroxidase activity on protein level, moreover 
to know the correlation between katG mutation proflle as well as catalase-peroxidase 
activity with isoniazid resistance. In the first year, the work is oriented to identify 
mutation of katG gene belong to clinical isolates and analyze the correlation of katG 
mutation with isoniazid resistance through in silico analysis. The work steps for the 
research in the first year consist of amplifying of katG genes, cloning of katG gene on 
pOemT vector, restriction analyzing of recombinant DNA pGemT-katG, katG 
sequencing, mutation analyzing, subcloning of !wtG gen in the pET20b vector, and 
resequencing of katG in the last work. The katG gene of isoniazid resistant M 
tuberculosis clinical isolates (L8, L19, LlO, L21, R2 and R9) have 2.2 kb in size, had 
amplified well by PCR technique using a pair of primer FO and RG. Molecular 
characterization of katG gene through cloning and subcloning showed the variant on katG 
nucleotides of clinical isolates. Nucleotide mutations which found on katG gene of 
clinical isolate are assumed as prime causative of the isoniazid resistance appearance. In 
silico translation yield toward katG nucleotides sequence of clinical isolates showed the 
amino acid mutations in N domain of KatG protein are inclined increasing Isoniazid 
resistance comparing to mutation in C domain. Mutation which change amino acids near 
to critical residues of KatO protein is also inclined increasing Isoniazid resistance 
comparing to mutation in far region of critical sides. The mutations located in katG gene, 
which alter amino acid residues in both N and C domains of protein KatG leading to 
increase levels of isoniazid resistance in M tuberculosis comparing to mutation in one of 
the domains. The increasing of the number of mutation in katG gene is inclined 
enhancing of Isoniazid resistance. Further research which explore the aspect of KatG 
protein activity related to expression, pufication and characterization of KatG protein is 
needed to obtain the comprehensive mechanism of Isoniazid resistance. 
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I. PENDAHULUAN 

1.1. Latar Belakang PeDelitian 

"ILIK 
rE"I"UST .... K~AN 

t.;N IVE"-.SITAS AIRlANGGA 

SUI\AllAYA 

Tuherkulosis (TB) merupakan penyakit endemik yang menyerang hampir se luruh 

negara di dunia. Sebanyak 2 milyar manusia atau sctara dengan sepertiga penduduk dunia 

terinfeksi tuberkulosis dan menyebabkan kematian sebanyak 4400 j iwa seliap hari [WHO 

report, 2007]. Indonesia mcrupakan negara terbcsar ketiga di dunia selelah lndia dan 

Cina yang memiliki kasus tuberkulosis. Seti ap tahun di negara ini. ditemukan sekitar 

539.000 kasus baru TB dcngan tingkat kematian sebanyak 10 1.000 jiwa. TB juga 

menjadi penycbab kematian terbesar kctiga di Indones ia setelah penyakit kardiovasku ler 

dan penyakit pemafasan, serta menjadi flomOT satu dalam kelompok pcnyakit infeksi 

[Depkes. 2006]. Laj u kematian penderita TB mengalami peningkatan semenjak 

muncul nya kasus resistens i M tuberculosis terhadap obat anti TB (OAT). Kasus 

res istensi ini pada akhirnya dapat mcnyebabkan tcrj adinya cpidcmi TB sulit ditangani. 

Pcneli tian yang mengungkap penycbab resistcnsi obat pada isolat klini s M tuberculosis 

sangat diperlukan untuk pengembangan terapi TB yang Icb ih tepat dan akurat. 

Mullidrug resistant (MDR) TB merupakan fenotipe resistens i M tuberculosis 

terhadap minimal dua obat TB lin i pertarna. yaitu isoniazid dan rifampisin. Sifat MDR 

pada At{ tuberculosis terutama dihas ilkan dari akumulasi mutasi pada gen-gen yang 

menjadi targct OAT [Rattan et al., 1998]. Scbanyak 60-70% isolat klinis M tuberculosis 

rcsisten isoniazid (isonicotinic acid hydrazide, TNI-I) mcngalami mutasi gen katG 

penyandi enzim katalasc-peroksidase. Jenis dan pos isi mutasi kalG pada isolat-isolat 

kli ni s resisten isoniazid sangat beragam, sela in ditemukan pada kodon-kodon domain N 

(kodon 55-422), juga ditemukan pada kodon-kodon domain C (423-735). Substitusi basa 

G944C yang mengubah kodon 83 15T merupakan jenis mutasi gen katO yang dominan 

pada isolat klinis resistcn isoniazid tcrsebut, dengan frekucnsi sckitar 50% [Smulevich et 

aI., 2006]. Noviana (2007) tclah melaporkan pola resistensi isolat-isolat kJini s tokal M. 

tuberculosis tcrhadap obat anti TB. 8ebcrapa diantara isolat-isolat klini s terscbut 

dil aporkan bersifat MDR dan rcsistcn isoniazid. Penyebab dan mekanisme resistcnsi 

isoniazid pada isolat-isolat klinis lokal ini masih belum diketahui, schingga di perlukan 

penelitian yang Icbih mendalam. Analisis kcragaman mutasi gcn-gen katG pada isolat-



isolat klinis lokal ini sangat diperlukan untuk mengetahui kaitan antara besarnya tingkat 

resistensi isoniazid dengan tingkat mutasi yang terdapat pada gen leatG. 

Katalase-peroksidase M tuberculosis yang dikode oleh gen leatG, merupakan 

satu-satunya enzim yang dapat mengoksidasi isoniazid (prodrug) menjadi bentuk 

aktifuya (drug) yang selanjutnya berfungsi sebagai senyawa anti mikobakteri. Meskipun 

perubahan aktivitas katalase-peroksidase akibat mutasi gen leatG sering dikaitkan dengan 

munculnya resistensi isoniazid, akan tetapi belum banyak hasil riset yang menerangkan 

keterkaitan tersebut secara jelas. Karakterisiasi terbadap aktivitas enzim katalase

peroksidase mutan sangat diperlukan untuk dapat mengungkap mekanisme resistensi 

isoniazid pada isolat klinis M tuberculosis. Wengenack et al (2004) telah 

membandingkan karakter enzim KatG native yang berasal dari isolat klinis M 

tuberculosis dengan enzim KatG rekombinan basil ekspresi pada sel Escherichia coli. 

Dilaporkan bahwa KatG rekombinan memiliki karakter yang harnpir sarna terhadap KatG 

native-nya. Hal ini menunjukkan bahwa KatG rekombinan dapat digunakan sebagai 

model dalarn mempelajari KatG native M tuberculosis. Penelitian ini akan dilakukan 

untuk mendapatkan suatu konsep yang dapat menerangkan mekanisme resistensi 

isoniazid pada isolat klinis lokal M. tuberculosis MDR resisten isoniazid, terkait dengan 

mutasi gen katG sebagai penyebabnya dan perubahan aktivitas enzim katalase

peroksidase mutan pada tingkat protein, serta hubungan antara keduanya. Informasi 

tentang mutasi katG dan pengaruhnya terhadap aktivitas katalase-peroksidase, serta 

kaitan antara aktivitas enzim KatG mutan dengan resistensi isoniazid yang diperoleh 

dalam penelitian ini, diharapkan dapat memberi sumbangan pengetahuan yang berarti 

untuk dapat memahami mekanisme resistensi obat dan juga untuk keperluan disain obat 

tuberkulosis yang lebih potensial. 
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n. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1. Kasus Tuberkulosis 

Tuberkulosis (TB) merupakan penyakit endemik yang menyerang harnpir seluruh 

negara di dunia. Penyakit ini disebabkan oleh Mycobacterium tuberculosis. Sebanyak 

2 milyar manusia atau setara dengan sepertiga penduduk dunia terinfeksi 

tuberkulosis dan menyebabkan kematian sebanyak 4400 jiwa setiap hari. Diperkirakan 

95% kasus TB dunia dan 98% kematian yang diakibatkannya terjadi pada negara-negara 

sedang berkembang. Munculnya pandemik HIV/AIDS di dunia menambah permasalahan 

TB, sebab koinfeksinya dengan HIV dapat meningkatkan risiko kematian dalam periode 

yang pendek. Pada saat yang sarna, resistensi M tuberculosis terhadap obat anti TB 

(mu/tidrug resistant) semakin menjadi masalah akibat kasus yang tidak berhasil 

disembuhkan. Keadaan tersebut pada akhimya akan menyebabkan epidemi TB sulit 

ditangani [WHO report, 2007]. Indonesia merupakan negara terbesar ketiga di dunia 

setelah India dan Cina yang memiliki kasus tuberkulosis. Setiap tahun ditemukan sekitar 

539.000 kasus baru TB di Indonesia dengan tingkat kematian sebanyak 101.000 jiwa. 

Selain ito, TB menjadi penyebab kematian terbesar ketiga di Indonesia setelah penyakit 

kardiovaskuler dan penyakit saluran pemafasan, serta menjadi nomor satu dalam 

kelompok penyakit infeksi tunggal [Depkes, 2006]. 

2.2. M. tuberculosis resisten obat anti TB 

Kasus resistensi M. tuberculosis terhadap obat anti TB (OAT) merupakan 

persoalan yang mempersulit pengobatan TB. Pola resistensi OAT terbagi menjadi dua 

macam, yaitu resistensi tunggal (satu obat) dan resistensi multi (Iebih dari satu obat). M. 

tuberculosis yang resisten terhadap minimal dua obat anti TB Hni pertama, yaitu 

isoniazid dan rifarnpisin dikenal sebagai galur multidrug resistant (MDR). Sebagian 

besar hasil riset menunjukkan bahwa penyebab resistensi M. tuberculosis terhadap 

antibiotik adalah adanya mutasi pada DNA kromosom mikobakteri tersebut. Oen-gen M. 

tuberculosis yang menjadi target obat anti TB dan yang bertanggung jawab terhadap 

munculnya sifat resistensi telah banyak diidentifikasi, diantaranya adalah katG. rpoB. 

embB. gyrA. pncA dan rpsL [Shi et aI., 2005] (table 1). 
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Table 1. Gen-gen yang terlibat dalam pemunculan sifat resistensi obat pada M. 
tuberculosis . 

Mutasi gen rpoB penyandi subunit P RNA polimerase (RNAP) dapat 

menyebabkan terjadinya resistensi terhadap rifampisin. Akibat mutasi ini, RNAP tidak 

dapat menjalankan proses transkripsi. Mutasi gen rpoB banyak ditemukan pada daerah 

81 pb RRDR (rifampicin resistant determining region) dengan frekuensi paling sering 

terjadi pada kodon rpoBS26 dan rpoBS3l. Sekitar 60-70% galur M tuberculosis resisten 

isoniazid disebabkan oleh mutasi gen leatG, dan selebihnya disebabkan oleh adanya 

mutasi pada gen-gen inhA. ahpC dan kasA (Shi el al., 2005). Mutasi gen kalG penyandi 

enzim katalase-peroksidase pada galur M tuberculosis resisten isoniazid dilaporkan 

paling sering terjadi pada kodon Ser315, dengan frekuensi sebesar 50% [Smulevich et 

al., 2006]. Resistensi terhadap etambutol disebabkan oleh mutasi operon embCAB 

penyandi arabinosil transferase. Sebanyak 69 % isolat M tuberculosis resisten EMB 

mengalami mutasi gen embB. Fluoroquinolon yang memiliki target di DNA gyrase, 

berperan penting dalam penanganan MDR-TB. Mutasi di gen gyrA penyandi subunit A 

DNA gyrase, sebuah topoisomerase II menghasilkan resisten FQ. Mutasi gen pncA 
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penyadi pirazinamidase/ nicotinamidase menghasilkan resisten pirazinamida. 8ekitar 72-

90% isolate klinis M. tuberculosis resisten PZA menunjukkan perubahan pada genpncA. 

Antibiotik streptomycin (8M) menunjukkan pengarubnya pada pembacaan proses 

translasi (translational proof-reading), yang menghasilkan penghambatan dalam proses 

sintesis protein. Mutasi yang berkaitan dengan M. tuberculosis resisten 8TR telah 

diidentifikasi dalam gen penyandi protein ribosomal 812 (rpsL) dan 168rRNA (rrs) [8hi 

et al., 2005]. 

Karakter fenotipe dan genotipe dari empat puluh dua isolat klinis MDR M 

tuberculosis galur lokal telah dilaporkan oleh Noviana (2001). Profil fenotipe isolat-isolat 

k1inis tersebut menunjukkan spesifikasi 1 isolat resisten rifampisin-isoniazid, 9 isolat . 

resisten rifampisin-isoniazid yang disertai dengan resisten OAT lain (streptomisin, 

kanamisin, pirazinamid dan etambutol), dan 26 isolat resisten rifampisin-isoniazid 

dengan disertai 1-3 OAT lain. Karakterisasi genotipe telah dilakukan dengan 

mengidentifikasi mutasi nukleotida pada fragmen pada fragmen gen rpoB (450 pb) dan 

juga fragmen gen !wIG (292-450 pb) menggunakan teknik PCR multiplek dan penentuan 

urutan nukleotida. 8ebanyak 16 isolat klinis M tuberculosis MDR dilaporkan mengalami 

mutasi rpoB526, 15 isolat rpoB531 dan 3 isolat rpoBS31 + rpoB526. Terdapat 26 isolat 

klinis resisten isoniazid tidak mengalami mutasi nukleotida pada kodon 315 gen katG. 

Mutasi di luar kodon 315 pada gen !wtG tersebut belum diidentifikasi, sehingga penyebab 

resistensinya terhadap isoniazid belum dapat diketahui. Identifikasi mutasi terhadap total 

gen katG yang berukuran 2.223 pb dari isolat-isolat ini diperlukan untuk mengetahui 

penyebab resistensinya terhadap isoniazid. 

2.3. Mutasi katG pada isolat klinis M. tuberculosis resistensi isoniazid 

Kajian molekuler gen katG menunjukkan bahwa sejumlah galur M. tuberculosis 

resisten isoniazid mengalami mutasi pada gen ini. Jenis dan posisi mutasi pada gen katG 

sangat beragam. Mutasi !wtG dapat ditemukan pada bagian yang menyandi domain N 

maupun domain C. Di antara mutasi pada kalG ini, mutasi titik merupakan jenis yang 

dominan dibanding dengan mutasi delesi dan insersi. Mutasi G944C yang mengubah 

kodon 8315T menunjukkan frekuensi terbesar, yaitu sekitar 50% [Smulevich et al., 
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2006]. Beberapa jenis mutasi gen katG yang telah ditemukan pada isolat kIinis M. 

tuberculosis resisten isoniazid dapat dilihat pada tabel 2. 

Tabel 2. Jenis dan posisi mutasi yang ditemukan pada gen katG isolat M. 
tuberculosis resisten isoniazid (Cardoso et ai., 2004) 

L Mutasi MICINH Mutasi tambahan 
isola .. Posisi dan jenis Asam ("g!ml) & juga ditemukan 

nukleotida amino Lisolat padagen 
1 Insersi A 1)ada posisi 17 Frameshifl 32 
1 T-+ e posisi 271 W91R >32 
1 A -+ 0 posisi 290 ~R 8 
1 e -+ Tposisi 326 A109V 16 oxyR-ahpC 
1 e -+ T posisi 329 AlloA 16 inhA P 
1 C -+ T posisi 431 AI44V 1 
2 A -+ 0 posisi 598 K2llOE 8, >32 inhA P, oxyR-ahpC 
1 e -+ OPlsisi 695 PmR 32 inhA P 
1 0-+ T posisi 761 R~ NO /rasA 
1 0-+ Tposisi 817 Orne >32 oxyR-ahpC 
1 o -+ A posisi 836 OmD >32 inhA P, oxyR-ahpC 
1 C -+ 0 posisi 877 LmV 16 inhA P 
1 o -+ A posisi 895 0299S >32 oxyR-ahpC, kasA 
I A -+ e posisi 904 S302R 8 oxyR-ahpC 
1 A -+ 0 posisi 943 SmO 8 inhA P 
1 A -+ e posisi 943 SmR >32 

49 o -+ e posisi 944 SmT 4 (23), 8 (15), inhA P, /rasA 
16 (5), 32 (3). 

>32 (3) 
7 o -+ A posisi 944 S3UN 4 (3), 16, inhA P 

>32Q) 
1 o -+ T posisi 944 SmI 16 
I e -+ 0 posisi 945 S31SR 32 
1 o -+ C posisi 1022 W34IS >32 inhA P 
1 o -+ T ~osisi 1255 D419Y 16 inhA P 
2 A -+ e posisi 1256 D419A 2,8 inhA P 
1 e -+ A posisi 1257 D419E >32 inhA, oxyR-ahpC 
I Insersi Tpadaposisi 1311 Frameshiji >32 ox>,-R-ahpQ 
1 Insersi A pada posisi 1329 Frameshifl 16 
1 C delesi pada posisi 1339 Frameshi/t 16 
1 0-+ Tposisi 1388 ~L >32 (2) 
1 G -+ A posisi 1468 G4~ 16 
1 e -+ T posisi 1833 411L 4 inhA P 
1 Delesi setelah posisi 1845 NA >32 oxyR-ahp{:, /rasA 
1 T -+ G posisi 1985 462R 32 
1 C delesi padaposisi 2139 Frameshifi >32 oXl'R-ahpC 
I 0-+ A posisi 2176 A726T 16 inhA P .. rK • Totallsolat yang dltehtl sebanyak 97 M. tuberculOSIS INH . MIC INH untuk Mtb wt. 0.02 - 0.06 J18ImL 
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2.4. Enzim Katalase-Peroksidase M. tuberculosis dan kaitannya dengan resistensi 

isoniazid 

Katalase-peroksidase M tuberculosis yang dikode oleh gen katG merupakan satu

satunya enzim yang dapat mengoksidasi isoniazid menjadi bentuk aktiCnya berupa 

senyawa radikal reaktif. Dalam bentuk aktiC ini, selanjutnya isoniazid (INH) bereaksi 

dengan NADH membentuk komplek adduct lNH-NAD. Komplek adduct yang terbentuk 

ini kemudian menghambat secara permanen kerja enzim enoil ACP-reduktase (InhA), 

yaitu salah satu enzim yang terlibat dalam biosintesis asarn mikolat sebagai komponen 

dinding sel mikobakteri. KeIja enzim katalase-peroksidase yang demikian mengantarkan 

munculnya siCat sensitiC M. tuberculosis terhadap isoniazid. sedangkan bilang atau 

berkurangnya aktivitas katalase-peroksidase dalam mengoksidasi isoniazid akibat mutasi 

gennya dapat mempenmtarai munculnya sifat resintensi M. tuberculosis terl1adap 

antibiotik tersebut. 

Studi komplementasi gen katG pada mikobakteri deficient katG menunjukkan 

bahwa katalase-peroksidase berperan penting dalarn pemunculan siCat resistensi 

isoniazid. Ekspresi gen katG pada M tuberculosis deficient katG dapat mengembalikan 

fungsi enzim katalase-peroksidase dan mengubah sifat resisten menjadi sensitiC isoniazid 

Meskipun perubahan aktivitas katalase-peroksidase akibat mutasi gennya sering dikaitkan 

dengan munculnya resistensi isoniazid, akan tetapi belum banyak hasil riset yang dapat 

menerangkan keterkaitan tersebut secara jelas 

Ekspresi mutan katG (T275P, S315T) pada M tuberculosis deficient katG dapat 

memberi efek resistensi isoniazid. mutan katG (A139V) memberi efek sensitif. Mutan 

KatGT275P tidak memiliki aktivitas katalase-peroksidase, mutan KatGS315T mengalami 

penurunan sebagian aktivitas katalase-peroksidase, dan mutan KatGA139V memiliki 

aktivitas enzim yang hampir sarna dengan KatGWT. Aktivitas katalase-peroksidase mutan 

KatGTI75P dan KatGAI39V berhubungan dengan tingkat resistensi isoniazid, tetapi 

sebaliknya untuk mutan KatGS315T [Pym et al., 2002]. Penurunan aktivitas katalase

peroksidase sangat berhubungan dengan peningkatan resistensi isoniazid (Rouse et al., 

1996]. Mutan KatG (RI04L, H108Q, N138S, L148R, H270Q, T275P, W321G, 0381G) 

hasil ekspresi di M bovis BeG defiCient katG memiliki aktivitas katalase-perokSidase 

yang setara dengan hasil ekspresi vektomya, tetapi lebih rendah dari aktivitas wild type-
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nya. Penurunan aktivitas enzim ini sebanding dengan peningkatan daya hambat 

transfonnan BeG yang membawa mutan-mutan tersebut terhadap isoniazid Sementara 

itu, mutan KatG'(S140N, A350T, R463L, R463G dan L587M) yang memiliki aktivitas 

katalase-peroksidase lebih tinggi dari KatG wr dapat memberi efek sensitif isoniazid. 

Mutan KatG (S315T) memiliki penotipe antara, memiliki aktivitas peroksidase dan 

katalase serta menunjukkan daya hambat isoniazid yang sesuai dengan turunnya sebagian 

aktivitasnya. 

Hubungan katalase-peroksidase dengan kemampuannya mengaktivasi isoniazid 

tidak menunjukkan pola yang konsisten. Hal ini dinyatakan oleh Wei et al., (2003) 

setelah mengkarakterisasi mutan buatan KatG (AllOV, A139P, S315N, L619P, L634F, 

dan D735A) hasil ekspresi pada sel Escherichia coli, Perbandingan sifat kataIitik mutan 

RMKatG (resistance mutant KatG: R104L, HI08Q, S315T) dengan mutan WIl'KatG (wild 

type phenotype KatG: Y229F, R418L) basil ekspresi pada sel E. coliterhadap wild type

nya, dan kaitan antara aktivitas mutan-mutan tersebut dengan resistensi isoniazid telah 

dilaporkan oleh Ghiladi et al., 2005, yang menunjukkan bahwa tidak ada korelasi antara 

aktivitas katalase-peroksidase dengan resistensi isoniazid diantara mutan RMKatG dan 

wrPKatG. Keterkaitan aktivitas katalase-peroksidase mutan KatG dengan resistensi 

isoniazid pada koleksi isolat lokal klinis M tuberculosis galur MDR masih belum 

diketahui, sehingga memerlukan kajian lebih lanjut. 
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m. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN TABUN KE I 

3.1.Tujuan Penelitian 

Pada intinya penelitian yang dilakukan ini memiliki tujuan utama untuk 

mengungkap penyebab dan mekanisme resistensi isoniazid pada isolat k1inis lokal M. 

tuberculosis MDR melalui penentuan mutasi gen katG pada tingkat genotipe dan 

karakterisasi enzim katalase-peroksidase mutan pada tingkat protein; mempelajari 

pengaruh mutasi gen katG terhadap aktivitas enzim katalase-peroksidase mutan; serta 

mempelajari keterkaitan antara mutasi gen katG terhadap aktivitas enzim katalase

peroksidase mutan dan tingkat resistensi isoniazid. Tujuan utama penelitian ini akan 

dicapai dengan cam : 

I. mengamplifikasi gen katG isolat-isolat klinis M. tuberculosis galur MDR dengan 

PCR 

2. mengklon gen katG mutan pada sel Escherichia coli DH5a. menggunakan vektor T 

3. menentukan urutan nukleotida gen katG isolat-isolat klinis M. tuberculosis resisten 

isoniazid 

4. mengidentifikasi keragaman mutasi gen katG pada isolat-isolat klinis M tuberculosis 

galur MDR secara in silico 

5. mensubklon dan mengekspresi gen katG mutan pada sel Escherichia coli UM262 

deficient kalG menggunakan vek'tor pET20b 

6. mengkarakterisasi protein KatG mutan berkaitan dengan aktivitas katalase

peroksidase dan kemampuannya dalam mengOksidasi isoniazid 

7. menganaiisis keterkaitan antara mutasi gen kalG dan aktivitas enzlm katalase

peroksidase mutan dengan tingkat resistensi isoniazid (MICINH
) isolat klinis M 

tuberculosis yang dipelajari 

Tujuan nomor satu sampai lima menjadi target penelitian tahun pertama, sedang 

nomor enam dan tujuh menjadi target penelitian pada tabun kedua. 

3.2. Manfaat Penelitian 

Informasi tentang mutasi katG dan pengaruhnya terhadap aktivitas katalase

peroksidase, serta kaitan antara aktivitas enzim KatG mutan dengan resistensi isoniazid 
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yang diperoleh dari penelitian ini, diharapkan dapat memberi sumbangan pengetahuan 

yang berarti untuk dapat memahami mekanisme resistensi obat dan juga untuk keperluan 

disain obat tuberkulosis yang lebih potensial. Pada tahun pertama, penelitian yang 

dilakukan ini memiliki keutamaan sebagai berikut : 

I. penelitian yang mengungkap penyebab resistensi obat pada isolat k1inis M 

tuberculosis sangat diperlukan untuk pengembangan terapi TB yang lebih tepat dan 

akurat. 

2. analisis keragaman mutasi gen-gen kalG pada isolat klinis Iokal M tuberculosis 

sangat diperlukan untuk mengetahui kaitan antara besarnya tingkat resistensi 

isoniazid pada isolat-isolat klinis yang dipelajari terhadap tingkat mutasi gen katG. 

Analisis keterkaitan antara mutasi gen katG dengan tingkat resistensi isoniazid sangat 

diperJukan untuk mendapatkan suatu konsep ilmu yang dapat menerangkan 

mekanisme resistensi isoniazid pada isolat klinis M tuberculosis yang dipelajari. 
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IV. METODE PENELITIAN 

Untuk mencapai tujuan penelitian yang telah ditetapkan, dalam bab ini akan diuraikan 

strategi dan prosedur penelitian secara detail. 

4.1 Strategi penelitian 

Tahapan singkat penelitian yang akan dilakukan tercantum pada gambar 4.1. 

I Isolat klinis M tuberculosis MDR daIam stok g1iserol I 
~ Kultivasi dan pemurnian kultur 

_ Isolat tunggal M. tuberculosis 
MDR resisten isoniazid 

Data urutan nukleotida gen katG 
Mtuberculosis wt daIam Gene Bank 

Lisis sel 

I Larutan DNA genom 
! Analisis restriksi in silito, 

perancangan dan sintesis primer 

Analisis tingkat 
resistensi 

~ 
'-------,---Aiii ........ -pl .... ifik.....-as-ti gen kalG dengan peR 

Kloning ke vektor T, transfonnasi E.coli & seleksi 

K10n E. coli (pOem-kalG) 

Analisis restriksi, 
sekuensing & analisis mutasi 

Infonnasi mutan 
~enkalG 

.. 
Resekuensing 

Subkloning kalG 

pET-kaIG 
dalam E. coli 

r-------., ~igShU~ ! Ekspres~ ka~G, p~umian dan 
karaktensasl enzmt 

Infonnasi tingkat 
resistensi INH 

Karakter enzim katalase-
peroksidase mutan .. 

Hubungan mutasi kalG terhadap aktivitas kataIase-peroksidase KatG mutan, serta 
kaitan antara aktivitas katalase-peroksidase mutan dengan resistensi isoniazid 

Gambar 4.1. Diagram alir penelitian. Tahap yang dilakukan pada tabun pertama adalah 
kloning dan subkloning gen kalG serta penentuan mutasi gen lealG. 

11 



4.2 Prosedur Penelitian 

Pada subbab ini diuraikan cara kerja yang dilakukan dalam tahap penelitian tabun 

pertama. Tahapan-tahapan tersebut terdiri atas perancangan primer, kultivasi isolat klinis 

M tuberculosis, isolasi DNA genom, amplifikasi gen dengan teknik peR, kloning gen 

dalam E. coli DHSa menggunakan vektor T, isolasi DNA plasmid, analisis restriksi, 

penentuan urutan nukleotida gen katG, analisis mutasi, subkioning gen katG dalam E. 

coli TOPIO menggunakan vektor pET20b, dan karakterisasi DNA rekombinan pET20b

katG melalui analisis restriksi dan resekuensing. 

4.2.1. Kultivasi isolat-isolat kiinis M. tuberculosis 

Kultivasi ini dilakukan untuk mendapatkan sel M tuberculosis dalam jumlah 

yang cukup banyak untuk swnber DNA genom. Sel M tuberculosis yang berasal dari 

koloni tunggal dibiakkan pada media padat Lowenstein Jensen secara sebaran suspensi. 

Media padat miring Lowenstein Jensen tersusun atas larutan garam [0,4% (b/v) KH2P04; 

0,04% (b/v) MgS04.7H20; 0,1% (b/v) Mg-sitrat; 2% (b/v) gliserol; dan 0,1% (b/v) zat 

wama hijau malakit] dan larutan telur dengan perbandingan volume 1 : 2. Sebaran sel M 

tuberculosis selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 2-4 minggu. Sel-sel M 

tuberculosis yang tumbuh selanjutnya digunakan sebagai swnber untuk isolasi DNA 

genom. 

4.2.2. Perancangan Pimer 

Sepasang primer yang akan digunakan untuk mengamplifikasi gen katG, 

dirancang secara langsung dari urutan nukleotida gen katG wild type M tuberculosis 

H37Rv yang ada pada website (www.ncbLnlm.nih.gov) dengan Gene 10: 885638. 

Perancangan primer dilakukan secara in si/ico menggunakan program DNA Star dan 

Clone Manager. Terhadap urutan nukleotida gen katG M. tuberculosis yang diperoleh 

dari database, dilakukan analisis restriksi secara in silico dan digunakan sebagai tempi at 

dalam perancangan primer. Pasangan primer dirancang dengan mengikuti kaidah umum 

seperti perbandingan persen Ge. homologi nukleotida kedua primer terutama pada ujung 

3' dan panjang primer (18-28 basa). 
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4.2.3.lso1asi DNA genom M tuberculosis 

.. , 1 J K 
rH~pp"To\':~"~ 

"" 1'-0 1' Lt(,,11 ~s AlRL"NGa~ 
~uRABAY~ 

DNA genom M tuberculosis diperlukan untuk templat pada proses ampli fikasi gen katG 

dengan peR. Penyediaan DNA genom M tuberculosis galur MDR dan wild type H37Rv 

dilakukan dengan 2 cara, yaitu li sis sci dengan dctergen dan mctodc li sis alkali 

menggunakan wizard genomic DNA purification kit (promega). Pada cara yang pertama, 

larutan DNA genom M tuberculosis disediakan dengan mel isis biakan sci M 

tuberculosis yang berasal dari koloni tunggal dengan bufer yang mengandung tween-20 

dan enzim protcinase-K se lama I jam pada suhu 50°C, kemudian dilanjutkan pada suhu 

95 °C selama 5 meni t. 

Pada mctode li sis alkali, Pelet se l M tuberculosis diresuspensikan dengan EDTA 

50 mM, ditambah lysozim dan kemudian dii nkubasi pada suhu 3rC se lama 10 menit. 

Setelah itu discntrifugasi selama 2 menit dan supernatan dibuang. Tcrhadap pelet sc i 

ditambahkan larutan Nucleic lysis SOIUlioll dan Protein Precipitation solution. Setelah 

disentrifugasi se lama 3 menit, terhadap supematan ditambahkan isopropanol (suhu 

kamar) sehingga tcrbentuk endapan DNA. Endapan DNA yang terbentuk dicuci dengan 

etanol 70 %, lalu disentrifugasi se lama 2 menit. Etanol dibuang dan pelet DNA yang ada 

di larutkan dengan larulan DNA Rehydration SO/IIlioll yang mengandung RNase. Hasil 

isolasi DNA kromosom dianalisis dengan elektroforesis gel agarosa. 

4.2.4. Amplifikasi Gen katG AI. tuberculosis dcng:1n peR 

Ampli fi kas i gen kalG telah dilakukan dengan teknik PCR. Campuran reaksi 

PCR dikeIjakan dengan volume 25 J,lL yang mengandung 25 pmol baik primer maju 

maupun primer balik, 5 J.lL larutan templat, 1,25 unit Taq-DNA polymerase, bufer PCR 

Ix ( 10 mM Tris HCI pH 9; 1,5 mM MgCI,; 50 mM KCI), dan dNTP (dGTP, dATP, 

dCTP, dan dlTP) dcngan konsentrasi masing-masing 200 J.lM. Proses PCR dilakl1kan 

dengan mesin DNA-Ihermal Cycler (Perkin Elmer-Cetus) sebanyak 25 siklus, dengan 

masing-masing siklus terdi ri alas lahap denaturasi pada suhu 94°C 2 menit; lahap 

annealing pada suhu optimum se1ama I menit~ dan tahap polimerisasi pada 72 °C se lama 

3 menit. Kondisi predenaturasi proses PCR ini akan di lakukan pacta suhu 94°C selama 7 

menit, dan proses extenlioll pada suhu 72 °C se lama 7 menit. Hasil amplifikasi 

selanj utnya akan dianali sis dengan elektroforesis ge l agarosa 1 % [0,4 gram agarosa 
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dalam 40 ml bufer TAE (Ix) (tris-asetat 0,04 M; Na2EDTA 0,001 M. pH 8)] yang 

mengandung 0,6 mglmL etidium bromida Visualisasi basil elektroforesis akan dilakukan 

dengan sinar ultraviolet pada panjang gelombang 205 run, dan didokumentasi dengan 

karnera. PerJakuan yang sarna dilakukan terhadap gen katG Mtb H37Rv (wild type, 

sensitit). 

4.2.5. KJoning gen kIltG M. tuberculosis hasil peR dalam E. coli DH5a 

menggunakan vektor T 

Kloning gen basil PCR ini akan dilakukan melalui tahapan: pemurnian DNA basil 

PCR, reaksi ligasi, transformasi Escherichia coli DH5a, dan seleksi sel transforman 

untuk mendapatkan klon positif. Gen katG dalam larutan hasil peR dimurnikan dengan 

GFX peR DNA Gel Band Purification kit menurut prosedur yang ada pada buku manual 

sistem kit tersebut. Larutan basil PCR dipisahkan terlebih dahulu d~ngan elektroforesis 

gel agarosa. Setelah visualisasi hasil elektroforesis, fragmen DNA yang berukuran 2.223 

pb diekstraksi dari gel dengan cara sebagai berikut: gel yang mengandung fragmen DNA 

yang diinginkan dipotong secara preparatif. kemudian dilarutkan dalam bufer capture 

(asam asetat dan chaotropic agent) dengan perbandingan volume bufer : berat gel adalah 

I J.1L : I mgr. Proses pelarutan dibantu dengan vortek selama 30 detik dan dipanaskan 65 

°c selama 5-10 menit sampai larut sempuma. Larutan DNA 600 III yang mengandung 

agarosa dimasukkan ke dalam kolom GFX yang berisi matrik fiber glass, kemudi.an 

disentrifugasi satu menit. Matrik dicuci dengan bufer pencuci (campuran bufer Tris-HCI 

pH 8, Na2EDTA 2 mM dan etanol absolut) dan disentrifugasi ulang pada kondisi yang 

sarna. Setelah itu gen kalG dalam matriks dielusi dengan penambahan bufer TE 

sebanyak volume tertentu. 

Reaksi ligasi antara gen katG hasil pemurnian dengan vektor pGemT akan 

dilakukan menurut prosedur yang ada pada manual sistem vektor tersebut, dengan 

perbandingan molar DNA sisipan dan vektor adalah 8 : 1. Reaksi akan dilakukan dengan 

mencampurkan 5 ilL bufer Iigasi 2x; 1 J.LL (50 ng) vektor pGemT; 1 J.LL enzim T4 DNA 

ligase 3 unitlJ.l.L; DNA sisipan sebanyak ISO ng; dan akuabides sarnpai volume akhir 10 

mL. Campuran reaksi ligasi ini akan diinkubasi semalam pada suhu 4 °c, dan selanjutnya 

digunakan untuk mentransformasi E. col; DHSa yang sebelumnya telab dibuat menjadi 
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sel kompeten menggunakan larutan each dingin. DNA plasmid rekombinan akan 

dimasukkan ke dalam sel E. coli DH5a kompeten dengan kejutan panas pada suhu 42°C 

[Sambrook et al., 1989]. Sel transforman yang membawa DNA rekombinan pGem-katG 

akan diseleksi dalam media selektif yaitu LB padat yang mengandung ampisilin, IPTG 

dan X-gal. 

4.2.6. Isolasi daD karakterisasi DNA plasmid rekombiDaD 

DNA plasmid rekombinan akan diisolasi dari koloni tunggal sel transforman yang 

berwama biru. Koloni tunggal sel terlebih dahulu ditumbuhkan dalam 5 ml media LB eair 

yang mengandung ampisilin 100 IlglmL, lalu diinkubasi dalam shaker 150 rpm semalam 

pada suhu 37°C. Suspensi biakan E. coli ini selanjutnya disentrifugasi dengan keeepatan 

13.000 g, suhu 4 OC selama 5 menit. Pelet sel yang diperoleh akan digunakan untuk 

isolasi DNA plasmid rekombinan pGem-katG. Proses isolasi DNA plasmid ini akan 

dilakukan dalam skala keeil dengan metode !isis alkali [Sambrook et a/., 1989]. 

Karakterisasi DNA plasmid dilakukan melalui pemotongan DNA plasmid rekombinan 

dengan beberapa enzim restriksi dan penentuan urutan nukleotida gen katG. 

4.2.7. Analisis restriksi plasmid rekombinan 

Sebanyak 2 ilL larutan DNA hasil PCR (setara dengan 300 ng DNA) dalam 

tabung micro centrifuge ditambahkan 2 J.Ll buffer restriksi lOX, dan 1 J.LL enzim restriksi 

endonuklease yang sesuai 5 unitlJ,LL. Campuran ini ditambahkan ddH20 sampai mencapai 

volume 20 J,LL. Campuran reaksi diinl'Ubasi pada suhu optimum enzim (37°C) 1 jam 

sampai 16 jam. Hasil reaksi pemotongan selanjutnya dianalisis dengan elektroforesis gel 

agarosa. 

4.2.8. Penentuan urutan nukleotida dan analisis mutasi secara in silico 

Urutan nukIeotida gen katG hasil peR akan ditentukan dengan metode dideoxy

Sanger menggunakan beberapa primer yang sesuai. Penentuan urutan nukleotida ini akan 

dilakukan melalui jasa anal isis di Maerogen Inc, Seoul-Korea. Penentuan keberadaan 

mutasi pada gen katG isolat kinis M tuberculosis MDR dilakukan dengan program DNA 

Star melalui penjajaran (alignment) antara urutan nukleotidanya dengan urutan 
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nukleotida gen kalG M.lubercu/osis H31Rv (wild type) dan gen katG isolat M. 

tuberculosis :MDR resisten isoniazid. 

4.2.9. Subkloning gen kIltG dalam E. coli TOPIO menggunakan vektor pET20b 

Penyiapan vektor linier dan DNA sisipan kalG akan dilakukan dengan memotong 

baik vektor pET20b maupun DNA plasmid rekombinan pGem-kalG dengan dua enzim 

restriksi yang sama, yaitu EcoRI dan Noll. Prosedur pemotongan ini adalahsama dengan 

yang ada pada tahap sebelumnya. HasH pemotongan selanjutnya akan dielektroforesis, 

dan dimumikan menggunakan metode GFX peR DNA Gel Band Purification kit. 

Fragmen DNA yang berukuran 2.223 pb hasil pemotongan DNA plasmid rekombinan 

pGem-katG dengan EcoRI dan Noll lalu disambung dengan vektor pET20b Iinier 

menggunakan enzim T4 DNA ligase. Reaksi ligasi akan diIakuan sesuai dengan prosedur 

dalam manual pET system, dimana perbandingan molar antara DNA sisipan dengan 

vektor adalah 20 : 1. HasH reaksi ligasi yang diperoIeh, selanjutnya akan digunakan untuk 

mentransfonnasi sel inang E. coli TOPIO. Seleksi transforman dilakukan dengan cara 

penumbuhan seI basil transformasi dalam media LB padat yang mengandung ampisilin 

1 00 ~glmL. Untuk karakterisasi lebih lanjut maka dilakukan pemotongan plasmid 

rekombinan pET-kaIG dengan beberapa enzim restriksi endonukIease dan juga penentuan 

kembali urutan nukleotida gen kalG. Analisis restriksi dan penentuan urutan nukleotida 

gen kalG ini, dikerjakan dengan mengikuti prosedur pada tahap sebelumnya. 
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v. BASIL DAN PEMBAHASAN 

5.1. Amplifikasi Gen katG penyandi Enzim Katalase-Peroksidase M. tuberculosis 

5.1.1. Perancangan primer peR 

Amplifikasi gen katalase-peroksidase memerlukan sepasang primer. Sepasang 

primer dirancang sedemikian rupa, sehingga proses amplifikasi gen kalG M luberculosis 

baik resisten maupun sensitif isoniazid (wild type) yang dilakukan dengan teknik peR, 

dapat menghasilkan fragmen DNA yang merupakan seluruh bagian ORF gen kalG M 

mulai start kodon tetapi tanpa kodon terminasi. Pasangan primer ini dirancang secara 

langsung dari urutan nukleotida gen kalG wild type M tuberculosis H37Rv sensitif yang 

ada pada database (Gene ID: 885638). Perancangan primer yang dilakukan secara in 

silico dengan program DNA Star dan Clone Manager telah menghasilkan pasangan 

primer FG dan RG dengan urutan nukleotida sebagaimana terlihat pada tabel 3. 

Tabel3. Jenis dan urutan nukleotida primer hasil perancangan secara in silico 

Nama Urutan 5'~ 3' Ukuran Arah Tm Urutan Urutan 
Primer nukleotida pengenal enzim adapter 

restriksi 

FG GTI A TIGAATrC 32 maju 60°C G±AATrC GITAIT 
GATGCCCGAGC (EcoRI) 
AACACCCAC 

RG ITCATAGCGGCC 32 balik 60°C GC±GGCCGC TICATA 
GCGCGCACGTC (NotI) 
GAACCTGTC 

Bagian nukleotida pada primer FG dan RG yang bergaris bawah merupakan 

bagian nukleotida yang berasal dari gen katG M. tuberculosis wild type, dan yang ditulis 

miring merupakan bagian nukleotida dari sisi pengenalan enzim restriksi EcoRI dan NOlI. 

Sedangkan nukleotida yang dicetak tegak merupakan oligonukleotida adapter yang 

ditambahkan pada masing-masing primer. Penambahan umtan pengenal EcoRl pada 

primer FG dan NOll pada RG dilakukan untuk mengatur ketepatan penyisipan gen kalG 

hasil PCR ke dalam plasmid pET20b. yang akan digunakan sebagai vektor ekspresi. 

Penyisipan sebuah basa G pada urutan ke 13 dari urutan nukleotida primer FG juga 

dilakukan pada perancangan primer ini. dengan tujuan untuk mengatur ketepatan ekspresi 
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gen katG seeara benar (in frame). Penggantian start kodon GTG gen katG M. 

tuberculosis wild type menjadi ATG pada perancangan primer FG dilakukan untuk 

disesuaikan dengan codon usage dari Escherichia coli yang akan digunakan sebagai sel 

inang dalam ekspresi gen tersebut. 

Hasil analisis restriksi gen katG H3 7R V seeara in silico menggunakan program 

MapDraw, DNAStar menunjukkan bahwa enzim restriksi EcoRl dan NotI tidak 

memotong gen katG (tabeI4). Kedua enzim restriksi tersebut memiliki situs pemotongan 

pada MCS (Multiple Cloning Sites) plasmid pET20b (gambar 5.1). Oleh karena itu situs 

kedua enzim enzim restriksi tersebut dapat dimanfaatkan sebagai linker pada primer FG 

danRG. 

Tabel 4. Basil analisis restriksi gen katG M. tuberculosis B37Rv secara in silico. 
Terdapat 143 Enzim restriksi yang tidak memotong gen kIltG 

Aaql Beul BspHI Ora III Spel Snal 
Aarl Btil BspJI06 I Drdl M.NgoBlX SnaBI 
Abel BfrB I BspLUll I DrdII Mfel Srfl 
Aeal BglII BspLUll II Eeal Munl Sru57 I 

Acc65 I Bli49 I BsrBR I EciAI Nerl Sru81 
Aesl Blp I BsrD I EeiEI Not I Sse232 I 
Adel BmaI BsrG I EclHKI Nsi I Sse8387 I 

AflIV BmeTI Eeo VIII EcoAI PaeI Sse8647 I 
Alo I BmrI Eeo31 I EeoDI PfuI Sso I 

Alw44 I Bpi I Eeo72 I EeoDXXI Pmel Ssp I 
Apal BpulO I Eco82 I EeoDR3 Ppel StyLT I 

ApaLI Bsal BssS I EcoEI Ppil StyLTUI 
ApoI BsaXI Bst1107 I EcoRI PpulO I StySK I 
Asel BsaKI Bst29 I EcoRV Psi I StySQ 

Asp52 I BsaMI BstE II EeoR124 I Psp1406 I Swal 
AtuCI BseJ I BstHP I EeoRD2 PspOMI Syn II 
Ava III Bse59 I BstXI EcoRD3 Pvul TaqII 
AvrIl BseMI BstZ2 I Eeoprrl Rhel Tthlll II 
Bbri BseRI Bsu36 I Fse I RleAI Uba1221 I 

BbvCI BshL I CeiNI Hal I Seal Uba1382 I 
Bee83 I BsiWI CfrA [ Hind III Sdil Vspl 
Bei VI BsmGI CspI Hpal Sfi I XbaI 

Bell Bsp87 I Csp45 I Kpn I SgfI Xmnl 
Beo63 I BspG I Oral M.Mxa879 I SmaAI 
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Gambar 5.1. Peta plasmid pET20b 

peR dengan menggunakan pasangan primer FG dan RG dirancang dapat 

menghasilkan fragmen DNA berukuran 2.236 pb. Gambar 5.2 memperlihatkan skema 

penempelan primer peR pada DNA templat, yaitu DNA genom M tuberculosis. Nilai 

Tm (melting temperatur) primer dihitung berdasarkan ronlUs di bawah: 

Tm = 4(G + C) + 2(A + T) 

Perhitungan Tm penting untuk menentukan suhu penempelan primer (annealing) pada 

reaksi PCR. 

5' / 

! 3' 

2.236ob 

EcoRJ 
Noll 

Gambar 5.2. Skema penempelan primer peR. Pasangan primer FG dan RG akan 
menempel pada gen kalG M tuberculosis dan menghasilkan fragmen DNA 
berukuran 2.236 pb. 
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.1.2. Basil amplifikasi katG M. tuberculosis isolat klinis dan wild type dengan PCR 

Amplifikasi gen-gen katG dilakukan menggunakan DNA templat, berupa 

arutan DNA hasil li sis isolat M. tuberculosis wild typedan isolat-i solat klinis resisten 

soniazid. Beberapa isolat klinis telah diamplifikasi gen katG-nya. Hasil amplifikasi gen

en kalG dengan PCR menggunakan pasangan primer FG dan RG dapat menghasi lkan 

ita DNA berukuran 2,2 kb (5.3-5.5). Hasi l ini menandakan bahwa seluruh tahap da lam 

roses PCR berJ angsung dengan baik. Optimasi suhu annealing dalam proses amplifikasi 

il akukan dengan suhu 54-57 °e. Gambar 5.3, menunjukkkan hasil amplifikasi gen katG 

engan suhu annealing 54 0e. Beberapa pita DNA dihasilkan pada gel elektroforesis. 

23 .130 pb 
9.416 pb 
6.557 pb 
4.36 \ pb 
2.322 pb 
2.027 pb 

Gambar 5.3. Basil amplifikasi gen kalG dengan PCR pada suhu annealing 54 
°c. Lajurl , marker I kb leader; laj ur 2, 3 dan 4, hasil amplifikasi 
menggunakan templat larutan DNA Mtb H37RV; lajur 5, hasil 
ampl ifikasi menggunakan tempIat Iarutan DNA isolat klinis L21 ; Laj ur 
6, hasi l amplifikasi menggunakan templa! larutan DNA isolat klinis R9; 
lajur 7, marker DNA ')JHindIU . Oen katG hasil peR memiliki ukuran 
2,2 kb. 

Oleh karena banyak pita DNA yang dihasi lkan pada proses ampli fikasi dengan 

uhu 54 °C, maka dilakukan peR dengan suhu annealing pada suhu 57 °C untuk 

eningkatkan sensiti fitas penempelan primer. Hasil peR pada kondisi 10.1 dapat 

enghasi lkan data elektroforegram pada gambar 5.4 a dan b. 
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A 8 

- 2 3 4 5 6 7 
9 10 11 

+-- 23 .130 pb 
+-- 23 . 130 pb 

~ 
9.416pb 

+-- 9.416 pb 6.557 pb 
+-- 6.557 pb +-- 4.36\ pb 
+-- 4.36 1 pb +-- 2.322 pb 

+-- 2.027 pb 
+-- 2.322 pb 
+-- 2.027 pb 

Gambar S.4. Basil amplifikasi kalG dcngan peR pada suhu llnoculing 57°C, 
Lajur J dan 9, Marker lkb leader, lajur 2, hasil amplifikasi 
menggunakan templat larutan DNA Mlb H37RV; lajur 3, hasil 
amplifikasi menggunakan templat larutan DNA Mtb isolat klinis L8; 
lajur 4, hasil amplifikasi menggunakan temptat larutan DNA Mlb isolat 
klinis L l 0~ lajur 5, hasi l amplifikasi menggunakan templat larutao DNA 
Mfb isolat klinis L 18~ Jajur 6, hasil ampliftkasi menggunakan tcmplat 
larutan DNA Mlb isolat klinis Ll9~ lajur 7, hasil amplifikasi 
menggunakan templat larutan DNA Mtb isolat klinis L21 ; dan \aj ur 8 
dan 11, marjer DNA )JHindlU; Jajur 10, hasil ampl ifikasi mcnggunakan 
templat larutan DNA Mlb isolat kli ni s Rl. 

gambar 5.4 dapat diketahu i bah\V3 amplifikasi gen kalG M luberculosis isolat klinis 

ID kurang berlangsung optimal pada suhu anllealing 57°C. Penggunaan suhu annealing 

°C pada amplifikasi gen tersebut dapat mengkasilkan pita gen kalG yang cukup lebal 

elektraforesis gel agarasa (gambar 5.5). 

3 

+-
+-
+-
+--

+-+--

23 .130 pb 
9,4 16pb 
6.557 pb 
4.361 pb 

2.322 pb 
2.027 pb 

Ga mbar 5.5. Hasil amplifikas i kalG dcngan peR pad a suhu annea ling 56 °C. 
LajurJ, Marker Ikb leader, lajur 2, hasil amplifikasi menggunakan 
templat larutan DNA Mlb isolat kli nis LlO; lajur 3, DNA )JHindJJI. 
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arobsr 5.6. Basil analisis restriksi DNA rekombinan pGcmT-katG. Lajur M, pita 
DNA )JH ind Ill ; lajur I dan 9, pita pGemTlNdel (3.0 kb); lajur 2-6, pita 
pGemT-kolG (H, L8,LI9, R2 dan R9)/ EcoRI; lajur 7-8, pita gen kalG hasil 
PCR untuk kontrol (± 2.2 kb); lajur 10-12, pita pGem-katG / EcoRI + Noll ( 
iso lat H, L8 & L 10). 

ambs r 5.7. Basil karakterisasi DNA rekornbinan pGemT-katG dengan peR. 
Lajur M, pita DNA )JHind ill ; lajur 1-5 : pita gen kOIG (isolat L8, L 10, L19, 
L21 , R2) hasil PCR menggunakan templat DNA rekombinan pGem-kolG 

Hasil anal isis restriksi pada ke dua gambar 5.6 dan 5.7 di atas menunjukkan 

ahwa masing-masing gen kOIG (2.2 kb) baik dari isolat klinis maupun wild type M 

t bercu/osis telah tcrinsersi pada vektor pOem T. 

3. Basil penentuan urutan nukleotida gen kalG 

Penentuan urulan nukleotida gen-gen kalG M tuberculosis isolat klinis dan wild 

I 'fle yang terdapat pad. DNA rekombinan pGemT-kalG, dilakukan dengan 5 jenis 

imer menurut skema pada gam bar 5.8. Sekuensing ini dilakukan pada Macrogen Inc, 

orea SeIatan. Urutan nukleotida kelima jenis primer untuk sekuensing in i dapat dilihat 

da tabel 5. 
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5.2. Kioning gen katG basil peR pada vektor pGemT 

Fragmen DNA kalG hasil peR memiliki nukleotida A pada ujung 5' -nya, sedang 

vektor pGemT memiliki nukleotida T pada ujung 3'. Insersi kalG ke vektor pGemT 

dapat membentuk pasangan yang komplemen. Fragmen DNA kalG hasil PCR setelah 

dimumikan dengan GFX purificalion kit, diinsersikan ke vektor pGemT menggunakan 

enzim T4 DNA ligase. Pada penelitian ini, reaksi ligasi gen kalG dengan vektor pGemT 

dilakukan dengan perbandiogan mol sebanyak 8: 1. Hasil reaksi ligasi ini kemudian 

digunakan untuk menstransformasi E. coli DH5a. Seleksi transforman dilakukan dengan 

penumbuhan sel basil transformasi pada media LB padat yang mengandung ampisilin, 

IPTG dan X-Gal. Koloni putih dan biru E. coli dapat diperoleh pada transformasi ini. 

Penentuan klon E coli positif yang membawa DNA plasmid rekombinan (pGemT -kalG) 

dilakukan dengan cara mengisolasi DNA plasmid rekombinan dari koloni-koloni putih, 

dan dilanjutkan dengan pemotongan DNA plasmid dengan beberapa enzim restriksi. 

Selain itu, karakterisasi DNA plasmid rekombinan juga dilakukan dengan peR. 

HasH insersi gen kalG M tuberculosis isolat klinis dan wild type ke dalam vektor 

pGemT dapat diterangkan melaIui gambar 5.6. Pemotongan tunggaI DNA rekombinan 

pGemT-katG dengan enzim restriksi EcoRI, dapat menghasilkan sebuah pita DNA 

berukuran 5,2 kb (lajur 2-5). Fragmen DNA ini dapat terbentuk oleh karena adanya 

gabungan antara gen kalG yang berukuran 2,2 kb (Jajur 7-8) dengan vektor pGemT yang 

berukuran 3,0 kb (Iajur 1 atau 9). Sedangkan pemotongan ganda DNA rekombinan yang 

berukuran 5,2 kb tersebut, dengan enzim EcoRI dan Noll dapat menghasilkan dua pita 

DNA berukuran 2,2 kb dan 3,0 kb. Kedua pita DNA tersebut sesuai dengan ukuran gen 

kalG dan vektor pGemT. Karakterisasi DNA plasmid rekombinan pGemT-kalG yang 

telah dilakukan dengan peR menggunakan primer FG dan RG mampu menghasilkan 

sebuah pita DNA tebal berukuran 2,2 kb (Iajur 1-5 pada gambar 5.7). Munculnya produk 

peR ini menunjukkan bahwa gen kalG telah terinsersi kedalam vektor pGemT. 
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SP6 FG 1·32 .--. -.. KF 669·688 
--+ 

FD 1215·1232 
--to 

5"----II========;;;~====~=;;t,--- 3' 

Gambar 5.S. Skema penentuan urutan nuleotida gen katG pada DNA rekombinan 
pGemT-katG. Nuldeotida gen katG ditentukan urutannya menggunakan dua 
primer eksterna1 (SP6 dan 17) serta tiga primer internal (FG, KF dan FD). 

Tabel 5. Urutan nukleotida primer yang digunakan untuk sekuensing gen kalG 

No Name of Primer Nucleotide sequence of primers (5'--. 3') 

1. SP6 promoter CATACGATTTAGGTGACACTATAG 

2. T7 promoter TAATACGACTCACTATAGGG 

3. FG GTTATTGAATTCGATGCCCGAGCAACACCCAC 

4. KF GCAGATGGGGCTGATCTACG 

5. FDPRK CGACGAGTTCGCCAAGGC 

Gabungan kelima jenis primer di atas dapat membaca sebanyak ± 2.300 

nukleotida, yang didalamnya terdapat urutan nukleotida gen katG sebanyak 2.223 

nukleotida. Gen katG dari enam isolat klinis dan sebuah isolat wild type telah berhasil 

ditentukan urutan nukleotidanya. Setiap reaksi sekuensing menghasilkan sebuah 

elektroforegram. Banyak data elektroforegram telah diperoleh pada tahap sekuensing ini. 

Sebagai perwakilan, maka ditampilkan data elektroforegram hasil sekuensing gen katG M 

tuberculosis wild type dan isolat klinis resisten isoniazid (L19) dengan primer FG ( 

gambar 5.9 dan 5.10). 
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Gambar 5.9. Elektroforegram basil penentuan urutan nukJeotida gen katG 1t1. 
tuberculosis wild type (D37RV) dengan primer FG. Nukleotida C diwakili 
warna biru, G (hitam). A (hijau) dan T (merah). 
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Gambar 5.10. Elektroforegram basil penentuan urutan nukleotida gen katG M. 
tuberculosis isolat klinis L19 dengan primer FG 
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Kedua elektroforegram basil sekuensing gen kalG diatas memiliki urutan nuldeotida 

dalam format text file sebagaimana pada gambar 5.1l.dan 5.12 

>090128-17_023-pGEM-katG_H-FG.abl 908 

CCNNTTANGAACACCACCGGAGCCGCTAGCAACGGCTGTCCCGTCGTGGGTCATATGAAATACCCCGTCGA 

GGGCGGCGGAAACCAGGACTGGTGGCCCAACCGGCTCAATCTGAAGGTACTGCACCAAAACCCGGCCGTCG 

CTGACCCGATGGGTGCGGCGTTCGACTATGCCGCGGAGGTCGCGACCATCGACGTTGACGCCCTGACGCGG 

GACATCGAGGAAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGGTGGCCCGCCGACTACGGCCACTACGGGCCGCTGTT 

TATCCGGATGGCGTGGCACGCTGCCGGCACCTACCGCATCCACGACGGCCGCGGCGGCGCCGGGGGCGGCA 

TGCAGCGGTTCGCGCCGCTTAACAGCTGGCCCGACAACGCCAGCTTGGACAAGGCGCGCCGGCTGCTGTGG 

CCGGTCAAGAAGAAGTACGGCAAGAAGCTCTCATGGGCGGACCTGATTGTTTTCGCCGGCAACTGCGCGCT 

GGAATCGATGGGGTTCAAGACGTTCGGGTTCGGCTTCGGCCGGGTCGACCAGTGGGAGCCCGATGAGGTCT 

ATTGGGGCAAGGAAGCCACCTGGCTCGGCGATGAGCGTTACAGCGGTAAGCGGGATCTGGAGAACCCGCTG 

GCCGCGGTGCAGATGGGGCTGATCTACGTGAACCCGGAGGGGCCGAACGGCAACCCGGACCCCATGGCCGC 

GGCGGTCGACATTCGCGAGACGTTTCGGCGCATGGCCATGAACGACGTCGAAACAGCGGCGCTGATCGTCG 

GCGGTCACACTTTCGGTAAGACCCATGGCGCCGGCCCGGCCGATCTGGTCGGCCCCGAACCCGAGGCTGCT 

CCGCTGGAGCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTA 

Gambar 5.11. Urutan nukleotida basil sekuensing gen katG M. tuberculosis wild type 
(H37RV) pada DNA rekombinan pGemT-katG dengan primer FG 

>090128-17_J24-pGEM-katG_L19-FG.abl 894 

NNNNNTTAANGGGAAACACCACCGNGAGCCGCTAGCAACGGCTGTCCCGTCGTGGGTCATATGAAATACCC 

CGTCGAGGGCGGCGGAAACCAGGACTGGTGGCCCAACCGGCTCAATCTGAAGGTACTGCACCAAAACCCGG 

CCGTCGCTGACCCGATGGGTGCGGCGTTCGACTATGCCGCGGAGGTCGCGACCATCGACGTTGACGCCCTG 

ACGCGAGACATCGAGGAAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGGTGGCCCGCCGACTACGGCCACTACGGGCC 

GCTGTTTATCCGGATGGCGTGGCACGCTGCCGGCACCTACCGCATCCACGACGGCCGCGGCGGCGCCGGGG 

GCGGCATGCAGCGGTTCGCGCCGCTTAACAGCTGGCCCGACAACGCCAGCTTGGACAAGGCGCGCCGGCTG 

CTGTGGCCGGTCAAGAAGAAGTACGGCAAGAAGCTCTCATGGGCGGACCTGATTGTTTTCGCCGGCAACTG 

CGCGCTGGAATCGATGGGCTTCAAGACGTTCGGGTTCGGCTTCGGCCGGGTCGACCAGTGGGAGCCCGATG 

AGGTCTATTGGGGCAAGGAAGCCACCTGGCTCGGCGATGAGTGTTACAGCGGTAAGCGGGATCTGGAGAAC 

CCGCTGGCCGCGGTGCAGATGGGGCTGATCTACGTGAACCCGGAGGGGCCGAACGGCAACCCGGACCCCAT 

GGCCGCGGCGGTCGACATTCGCGAGACGTTTCGGCGCATGGCCATGAACGACGTCGAAACAGCGGCGCTGA 

TCGTCGGCGGTCACACTTTCGGTAAGACCCATGGCGCCGGCCCGGCCGATCTGGTCGGCCCCGAACCCGAG 

GCTGCTCCGCTGGAGCAGATGGGCTTGGGCTGGAAAAGCTCG 

Gambar 5.12. Urutan nukleotida basil sekuensing gen katG M. tuberculosis isolat 
k1inis L19 pada DNA rekombinan pGemT -katG dengan primer FG 
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Urutan-urutan nukleotida gen-gen katO M tuberculosis isolat klinis dan wild type 

ang dipe roleh pada tahap sekuensing ini , selanjutnya digunakan untuk proses 

nsejajaran da larn upaya menentukan kcragaman mutasi pada gen katO M. tuberculosis 

solat klinis resisten isoniazid . 

. 4. Penentuan keragaman mutasi gen-gen kalG M. tuberculosis isolat klinis resisten 

isoniazid 

Untuk menentukan adanya mutasi pada gen katO M tuberculosis isolat klini s 

esisten isoniazid, maka dilakukan pensejajaran urulan nukleotida gen-gen katG isolat 

Iinis tersebut terhadap urutan nukleotida gen katO M tuberculosis wild type. Dalam 

nsejajaran ini juga digunakan pembanding urutan nukleotida gen kalO yang berasal 

ari gene bank. Proses pensejajaran dilakukan menggunakan software SeqMan Program 

NA Star. Hasil pensejajaran gen kalO M IIIberculosis isolat klinis terhadap gen kalG 

wild type secara lengkap dicantumkan pada bagia" lam pi ran. Elektrororegram pada 

gam bar 5.13 merupakan contoh hasil pensejajarnn gen kalG isolat klinis Lt 9 terhadap 

kalG wild type. 

a tG Mtb H31RV 
rae ne bank ) 

katG Mtb L19 
isolat klinis 

Gambar S.I3. Elektroforegram hasil I)Cnsejajaran urutan nukleotida gen katG M. 
tuberculosis (H37RV gene bank, H37RV isolat Ilerlakuan dan isolat klinis 
L19 resisten isoniazid) 
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Elektroforegram pada gambar 5.13 menunjukkan adanya perbedaan nukleotida gen-gen 

katG yang disejajarkan. Nukleotida gen katG M. tuberculosis isolat klinis L19 adalah A, 

sedangkan pada M. tuberculosis H37RV gene bank dan isolat perlakuan adalah G. Varian 

nukleotida pada gen katG isolat klinis LI9 ini dimungkinkan menjadi pemicu munculnya 

sifat resistensi terhadap isoniazid. Translasi secara in silico juga dilakukan terhadap gen

gen katG mutan yang berasal dari isolat k1inis. Hal ini dilakukan untuk mengetahui efek 

mutasi nukleotida ini terhadap perubaban residu asam aminonya. Proses translasi in silico 

telah dilakukan dengan software EditSeq Program DNA Star. Hasil translasi in silico 

terhadap gen katG isolat klinis Ll9 menunjukkan bahwa mutasi G234A pada gen katG 

isolat tersebut tidak menyebabkan perubahan pada level asam amino (silent mutation). 

Dengan cara tersebut, semua urutan nukleotida gen katG dari 6 isolat klinis dan sebuah 

isolat wild type telah berhasil dianalisis. HasH anaIisis ini menghasilkan data profit mutasi 

nukleotida dan asam amino dari gen-gen katG isolat klinis resisten isoniazid seperti pada 

tabel6. 

Atas dasar data pada tabel 6, maka diduga bahwa sifat resistensi isoniazid yang 

ada pada isolat klinis M. tuberculosis L8, LIO, L19, L21 R2 dan R9, terjadi oleh karena 

adanya mutasi pada gen-gen katG. Untuk membuktikan kebenaran dari dugaan ini, maka 

perlu kiranya untuk melakukan penelitian lanjutan yang mengkarakterisasi aktivitas 

protein KatG, sehingga mekanisme resistensi pada isolat klinis M. tuberculosis yang 

dipelajari ini dapat terungkap lebihjelas. 
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Tabel6. Profil mutasi gen katG dan proteinnya pada 6 isolat klinis M. tuberculos· IS 

resisten isoniazid yang dipelajari 

Gen Isolat klinis Tingkat 
M. tuberculosis Mutasi NHR 

INHR isolatMtb 
1: Nukleotida 1: Asam amino [J1gImL) 

Ll9 2 0214 A 1 R7SR (mutasi bisu) 0.2 
C 62S T R209C 

L8 1 A 713 0 1 N23SS 1 

LlO 5 T moC 5 LmP 
0 1388 T ~3L 
0 14SI A 0 4940 1 
T ISS3C ISlsT 

A 16600 KSS4E 

L21 5 TS9SC 3 W300R 
0 1388 T ~L 3 
T 1997 C ~T 
C 2035 T Q679 stop kodon 

kalG 02203- 0 735 (frameshift) 
(delesi) 

R9 5 G 944 C 3 S3IST 

A 12050 E 402G 
3 

01537- Frameshifl 
(delesi) P603L 

C 1808 T D7140 (mutasi 
T 2142 C bisu) 

R2 4 C I06I T 4 T3s41 
o 1261 A 0 421 8 

10 
0 1388 T ~3L 
02161 A V72IM 

5.5. Subkloning gen kalG pada vektor ekspresi pET20b 

Oen kalG M tuberculosis isolat klinis dan wild type yang telah diperoleh pad a 

DNA rekombinan pGemT-katG, selanjtnya disubklon pada vektor ekspresi pET20b. H 

ini dilakukan untuk kepentingan ekspresi gen-gen tersebut menjadi proteinnya pa 

penelitian tahap yang kedua. Untuk subkloning ini maka dilakukan pemotongan DN 

al 

da 

A 

rekombinan pGemT-katG dan juga vektor pET20b dengan dua enzim restriksi EcoRI da n 

NotI. Terhadap fragmen DNA berukuran 2.2 kb hasil pemotongan DNA rekombin an 

pOemT-katG dan juga fragmen berukuran 3.7 kb hasil pemotongan vektor pET20 b 

dengan dua enzim terse but dimumikan dengan GFX purification kit. Kedua fragm en 
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k mudian diligasi dengan enzlm T4 DNA ligase, dan hasilnya digunakan untuk 

enstransfonnasi Escherichia coli TopiO. Seleksi Idon positif dilakukan dalam media 

padat yang mengandung ampisi lin . Karakteri sasi DNA plasmid rekombinan pETIOb

k IIG dilakukan dengan anal isis restriksi, PCR dan resekuensing. Hasil anal isis restriksi 

NA recombinan pET20-ka1G dan juga karakterisasi dengan PCR dapat dilihat pada 

g mbar 5.14. 
~ I 2 ) ·1 5 6 

L" . ;~ 
-.. ,~.".:. ~ 

.. 
, . --_'7 

ambar 5.14. Basil analisis restriksi DNA rckombinan pET20b-katG. Lajur M, pita 
DNAAlHindlIl; lajur I, pita pETIOb/EcoRI + Noll (± 3.7 kb); lajur 2, pita 
gen katG yang diinsersikan (± 2.2 kb); lajur 3, pita pET20b-kalGI EcoRl; 
lajur 4 dan 6, pita pETIOb-kolGI EcoRl + NOli ; lajur 5, pita gen kalG has il 
peR menggunakan templat DNA rekombinan pETIOb-kalG 

P motongan tunggal DNA rekornbinan pET-katC dengan enzim restriksi EcoRI, dapat 

enghasilkan sebuah pita DNA berukuran 5,9 kb (Iajur 3, gambar 5. 14). Fragmen DNA 

i dapat terbentuk oleh karena adanya gabungan antara gen kalG yang berukuran 2,2 kb 

(I ~ur 2) dengan vektor pET20b yang berukuran 3,7 kb (Iajur I). Sedangkan pemotongan 

g nda DNA rekombinan yang berukuran 5,9 kb tersebut, dengan enzirn EcoRI dan Notl 

d pat menghasilkan dua pita DNA berukuran 2,2 kb dan 3,7 kb (IajuT 4 dan 6). Kedua 

p ta DNA tersebut sesuai dengan ukuran gen katC dan vektor pET20b. Karakterisasi 

A plasmid rekombinan pET -katG yang telah dilakukan dengan PCR rnenggunakan 

p imeT FG dan RG mampu menghasi lkan sebuah pita DNA tebal berukuran 2,2 kb (lajuT 

5 . Munculnya produk PCR ini menunjukkan bahwa gen kalG telah terinsersi kedalarn 

v ktDT pETIOb. 

Resekuensing juga dilakukan terhadap gen kalG yang terdapat pada DNA 

r "ombinan pETIOb-katG ini untuk mengkonfinnas i ulang ketepatan profil mutasi yang 

roleh dari sekuensing pertama (hasil sekuensing gen kalC pada DNA rekombinan 

ernT-katG). Hasi l resekuensing menunjukkan data yang sarna dengan sekuensing 
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5.6. Keterkaitan antara mutasi gen kalG dengan tingkat resistensi isoniazid 

Katalase-peroksidase yang disandi oleh gen kalG merupakan satu-satunya enzim 

M. tuberculosis yang mengubahl mengoksidasi isoniazid menjadi bentuk aktifnya berupa 

senyawa radikaI reaktif yang selanjutnya memiliki aktivitas anti mikobakteri. Melalui 

kerja katalitik yang demikian, enzim katalase-peroksidase dapat mengantarkan 

munculnya sifat sensitif isoniazid pada bakteri M. tuberculosis. Mutasi gen kalG dapat 

menyebabkan perubahan struktur protein KatG (enzim katalase-peroksidase), yang 

selanjutnya dapat mempengaruhi fungsinya dalam mengkatalisis proses oksidasi 

isoniazid. Mutasi gen kalG yang mengarah pada hilang atau berkurangnya aktivitas 

kataJase-peroksidase dapat memperantarai sifat resintensi M tuberculosis terhadap 

isoniazid. 

Protein KatG M tuberculosis telah berhasil dikris~ dan ditentukan 

strukturnya (Bertrand et al., 2004). Fungsi residu-residu asam amino dalam protein KatG 

(enzim katalase-peroksidase) yang berperan untuk proses katalitik, pengikatan substrat 

maupun heme telah terpetakan. Profil residu-residu asam amino domain N dalam struktur 

kristal protein KatG yang berperan dalam aktivitas enzim katalase-peroksidase dapat 

dilihat pada gambar 5.15. Residu asam amino Argl04, HislOS, His270, Trp321 dan 

Asp3S1 dalam protein KatG berperan aktif sebagai sisi katalitik enzim. Sementara 

Asp137, Va1231, Asn232, Pro232 dan Ser315 merupakan residu-residu yang berperan 

untuk pengikat substrat. Dengan berdasar pada gambaran struktur primer protein KatG ini 

maka dilakukan analisis kerkaitan antara mutasi gen katG pada isolat-isolat klinis M. 

tuberculosis dengan tingkat resistensinya terhadap isoniazid. 
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ambar 5.15. Profil residu-residu asam amino domain N daJam struktur kristal 
protein KatG yang berperan dalam aktivitas enzim katalase-peroksidase ( 
Bertrand et aI. , 2004). Wama hijau merupakan residu asam amino sisi katalitik, 
warna biru muda adalah residu asam amino sisi pengikatan substrat (i soniazid), 
warna kuning adalah residu asarn amino yang terlibat da lam pembentukan 
ikatan silang, warna merah adalah residu-residu sisipan yang ditemukan pada 
M tuberculosis tetapi tidak ditemukan pada protein KatG dari spesies lain. 

Isolat klinis M tuberculosis L8 yang membawa mutan protein KatG (N238S) 

emiliki tingkat resistensi 50 kali lebih tinggi dari isolat klini s L1 9 yang membawa 

utan KatG (R209C), Dalam struktur primer protein KatG, residu N238 terl etak pada 

agian yang dekat dengan residu sisi pengikatan substrat. Efek mutasi gen katG yang 

engubah asam amino N238S cenderung mengganggu aJ..1:ivitas katalasc-peroksidase 

aripada mutasi R209C yang terdapat pada isolat LJ9. Hal ini dimungkinkan oleh karena 

esidu R209 dalarn protein KatG terl etak cukup jauh dari sisi katalitik maupun pengikatan 
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subtrat. Meskipun isolat klinis L I 0 mengemban mutasi KatG yang lebih banyak daripada 

isolat LS, tetapi kedua isolat tersebut memiliki tingkat resistensi yang sarna Hal ini dapat 

terjadi oleh karena semua mutasi KatG pada isolat LIO terjadi di bagian domain C, 

sedangkan pada isolat ldinis LS terjadi di bagian domain N yang merupakan domain 

katalitik enzim. Domain C tidak memiliki fungsi katalitik, sehingga mutasi pada bagian 

ini tidak banyak memberikan efek yang berarti. Faktor jumlah mutasi nampak menjadi 

pemicu tingginya tingkat resistensi isoniazid isolat ldinis LtO daripada isolat L19. 

Walaupun mutasi KatG pada isolat L19 teljadi pada domain N, tetapi posisi mutasinya 

terletak jauh dari sisi kritis enzim. Mutasi delesi nukleotida gen katG sebagaimana pada 

isolat L21 dan R9 dapat menyebabkan pergeseran pembacaan residu asam amino. Mutasi 

KatG tipe ini nampak menimbulkan efek resistensi isoniazid yang cukup tinggi. Isolat 

klinis R2 mengemban mutasi KatG pada kedua domain N dan C. Mutasi pada kedua 

domain nampak memberikan efek resistensi isoniazid lebih tinggi daripada mutasi yang 

terjadi pada salah satu domain maupun mutasiframeshifl. 

Berdasar pada hasil penelitian ini, maka disusun kaitan antara mutasi gen katG 

isolat-isolat klinis M tuberculosis dengan tingkat resistensi isoniazid, yang dapat 

dinyatakan bahwa mutasi asam amino pada bagian domain N protein KatG lebih 

cenderung meningkatkan efek resistensi isoniazid daripada mutasi yang terjadi pada 

bagian domain C. Mutasi yang mengubah residu asam amino yang dekat dengan residu

residu kritis protein KatG cenderung lebih meningkatkan efek resistensi daripada mutasi 

asam amino yang letaknya jauh dari sisi kritis. Mutasi yang mengubah residu amino di 

kedua domain N dan C protein KatG lebih cenderung meningkatkan efek resistensi 

isoniazid daripada jika mutasi hanya terjadi pada salah satu domain. Makin banyak 

jumlah mutasi yang terdapat pada gen katG, kecenderungan meningkatkan tingkat 

resistensi isoniazid juga semakin tinggi. 
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VLKESIMPULAN DAN SARAN 

6.1. Kesimpulan 

Gen !wtG M. tuberculosis isolat klinis resisten isoniazid (L8, L19, LIO. L21< R2 dan R9) 

yang berukuran 2,2 kb berhasiI diampliftkasi dengan peR menggunakan pasangan primer 

FG dan RO. Karakterisasi molekuler gen !wtG melalui tahapan kloning dan subldoning 

dapat menunjukkan adanya varian nukleotida pada gen !wtG isolat-isolat klinis tersebut. 

Mutasi nukleotida yang ditemukan pada gen !wtG isolat-isolat klinis ditengarahi sebagai 

penyebab munculnya resistensi isoniazid. Hasil translasi in sHico terhadap urutan 

nukleotida gen katG isolat-isolat klinis yang dipelajari menunjukkan bahwa mutasi asam 

amino pada bagian domain N protein KatG lebih cenderung meningkatkan efek resistensi 

isoniazid daripada mutasi yang terjadi pada bagian domain C. Mutasi yang mengubah 

residu asam amino yang dekat dengan residu-residu kritis protein KatG cenderung lebih 

meningkatkan efek resistensi daripada mutasi asam amino yang letaknya jauh dari sisi 

kritis. Mutasi yang mengubah residu amino di kedua domain N dan C protein KatG lebih 

cenderung meningkatkan efek resistensi isoniazid daripada mutasi pada salah satu 

domain. Makin banyak jumlah mutasi yang terdapat pada gen !wtG, kecenderungan 

meningkatkan tingkat resistensi isoniazid juga semakin tinggi 

6.2. Saran 

Perlu dilakukan penelitian lanjutan yang mengungkap aspek aktivitas enzim 

katalase-peroksidase M. tuberculosis isolat-isolat klinis yang telah dipelajari, terkait 

dengan ekspresi, pemumian dan karakterisasi protein KatG. Hal ini menjadi penting 

dalam upaya untuk mendapatkan konsep mekanisme resistensi isolat klinis terhadap 

isoniazid secara lebih komprehensip. sehingga dapat lebih bermakna dalam memberikan 

sumbangan untuk pengembangan terapi dan sintesis obat tuberkulosis yang lebih 

potensial. 
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1so at klinis 
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