
1

Deteksi Mycobacterium tuberculosis dan resistensinya
terhadap rifampisin dengan metode nested polymerase

chain reaction (PCR) dan sequencing

Maria Lina Rosilawati*

ABSTRAK

*Pusat Aplikasi Teknologi
Isotop dan Radiasi, Badan
Tenaga Nuklir Nasional
(BATAN), Jakarta

Korespondensi
Dra. Maria Lina Rosilawati,
M.Biomed
Pusat Aplikasi Teknologi Isotop
dan Radiasi, Badan Tenaga
Nuklir Nasional (BATAN)
Jl. Cinere Pasar Jumat
PO BOX 7002 - JKSKL
Jakarta   12070
Email:
marialinarosilawati@yahoo.com

Universa Medicina 2007; 26: 1-10.

LATAR BELAKANG
DNA rpoβ (RNA polymerase sub unit β) Mycobacterium tuberculosis dapat
diamplifikasi secara spesifik dengan metode nested polymerase chain reaction
(PCR). Nested PCR yang dilanjutkan dengan sequencing dapat secara langsung
diaplikasikan untuk mendeteksi M. tuberculosis dan menentukan mutasi pada
gen rpoβ yang berkaitan dengan resistensinya terhadap rifampisin, pada isolat
klinis maupun sampel sputum.

METODE
Dalam penelitian ini digunakan 20 isolat klinis dan 30 sampel sputum yang
diamplifikasi dengan primer yang dirancang dari bagian gen rpoβ M. tuberculosis.
Metode fenol-kloroform dan metode Boom masing-masing digunakan untuk
ekstraksi DNA isolat klinis dan sampel sputum. Sequencing hanya dilakukan untuk
hasil PCR dari sampel sputum.

HASIL
Dari 20 isolat klinis, 15 isolat positif terdeteksi sebagai M. tuberculosis dengan
nested PCR, 4 isolat tergolong Mycobacteria other than tuberculosis (MOTT)
dan 1 isolat non-Mycobacteria. Hasil nested PCR pada 30 sampel sputum dengan
25 sampel basil tahan asam (BTA) positif dan 5 sampel BTA negatif, menunjukkan
hasil positif pada 21 sampel. Besarnya produk first-round dan second-round PCR
masing-masing adalah 205 bp dan 157 bp.

KESIMPULAN
Nested PCR dengan sequencing lebih sensitif dan spesifik dalam mendeteksi  M.
tuberculosis dan resistensinya terhadap rifampisin.

Kata kunci : Mycobacterium tuberculosis, DNA rpoβ, nested PCR, sequencing
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PENDAHULUAN

Tuberkulosis (TBC), penyakit infeksi
disebabkan Mycobacterium tuberculosis sampai
saat ini masih menjadi masalah serius di seluruh
dunia, karena merupakan penyebab kematian
tertinggi. Setiap tahun diperkirakan 8 juta infeksi
baru terjadi dan 2,5 sampai dengan 3 juta
menimbulkan kematian.(1) Dari seluruh kasus
TBC di dunia, 38% terdapat di Asia Tenggara
dan lebih dari 95% kasus tersebut terdapat di
negara berkembang seperti India, Indonesia,
Bangladesh, Thailand, dan Myanmar.(2) Dalam

Annual report on global TB control 2003, WHO
menyatakan ada 22 negara dikategorikan
sebagai high-burden countries terhadap TBC.
Indonesia termasuk peringkat ketiga tertinggi
jumlah kasus TBC di dunia setelah India dan
China.(3)

Berdasarkan hasil  Survei  Kesehatan
Rumah Tangga (SKRT) tahun 2001,(4) TBC
menduduki peringkat ketiga sebagai penyebab
kematian (9,4% dari total kematian), setelah
penyakit kardiovaskular dan sistem pernafasan.
WHO memperkirakan 583.000 kasus baru
tuberkulosis terjadi di Indonesia setiap tahun
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ABSTRACT

BACKGROUND
The rpoβ (RNA polymerase sub unit β) DNA of Mycobacterim tuberculosis can be
specifically amplified by using a nested PCR The nested PCR linked to DNA sequencing
was applied directly to detect M. tuberculosis and determine the rpoβ gene mutation
related with the rifampicin resistance either in clinical isolates or sputa.

METHODS
Samples used in this research were 20 clinical isolates and 30 sputa which were amplified
with the region of rpoβ DNA of M. tuberculosis. DNA of clinical isolates and sputum
samples were extracted by means of fenol-kloroform and Boom’s methods, respectively.
Sequencing method was only applied for sputum samples.

RESULTS
Of 20 clinical isolates, 15 isolates were positive for M. tuberculosis with nested PCR, 4
isolates were Mycobacteria other than tuberculosis (MOTT) and 1 isolate was non-
Mycobacteria. The nested PCR could detect 21 sputum samples of 30 samples consisted
of 25 samples with positif acid fast bacilli (AFB) and 5 samples with negative AFB.
First-round and second-round PCR products were 205 bp and 157 bp, respectively.

CONCLUSION
Nested PCR in the sequencing was more sensitive and specific to detect  M. tuberculosis
and it resistance to rifampicin.
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dan 140.000 mengakibatkan kematian. (5)

Est imasi  prevalensi  TBC di  Indonesia
berdasarkan pemeriksaan mikroskopik BTA
positif sebesar 148,5 per 100.000 orang.(6)

Program pemberantasan tuberkulosis menjadi
lebih rumit  akibat  munculnya kuman
penyebabnya yang resisten terhadap obat anti
tuberkulosis (OAT) disebabkan penggunaan obat
yang tidak tepat baik dosis maupun lamanya.

Diagnosis  tuberkulosis  khususnya
tuberkulosis paru, dapat ditegakkan dengan
pemeriksaan klinik (anamnesis terhadap keluhan
penderi ta  dan hasi l  pemeriksaan f is ik) ,
pemeriksaan laboratorium, dan pemeriksaan
radiologik. Ketiga hasil pemeriksaan tersebut
disatukan untuk diagnosis tuberkulosis. Salah
satu pemeriksaan laboratorium adalah
mendeteksi kuman M. tuberculosis sebagai
penyebabnya. Pada umumnya metode yang
digunakan adalah metode konvensional seperti
pemeriksaan mikroskopik basil tahan asam
(BTA) dan pemeriksaan kultur. Pemeriksaan
mikroskopik cukup cepat dan ekonomis akan
tetapi sensitivitas dan spesifitasnya masih
kurang sedangkan pemeriksaan kultur
memerlukan waktu yang cukup lama, sekitar 3-
12 minggu.(7) Oleh karenanya, untuk mengatasi
keterbatasan tersebut, diperlukan metode deteksi
M. tuberculosis yang cepat, sensitif dan spesifik
seperti misalnya metode polymerase chain
reaction  (PCR).  Amplif ikasi  DNA M.
tuberculosis dengan target sekuens yang berbeda
telah banyak diteliti menggunakan pasangan
primer dari bagian gen yang conserved seperti
gen yang menyandi protein 38 kDa, 65 kDa,
mtp40(8-10) ataupun dari sequence sisipan/
insertion sequence seperti IS6110.(11)

Pengembangan metode PCR untuk deteksi
M. tuberculosis telah mulai dilakukan dengan
tujuan untuk meningkatkan sensitivitas yaitu
dengan nested PCR. Metode tersebut
menggunakan dua pasang primer dari bagian
yang conserved dari genom bakteri tersebut.(12,13)

Nested PCR dapat dikaitkan dengan metode lain
sepert i  nested PCR-SSCP(14) nested PCR
reverse hybridization (15) dan nested PCR
sequencing . (16) Metode tersebut  dapat
mendeteksi  t idak hanya keberadaan M.
tuberculosis dalam spesimen klinis akan tetapi
juga dapat menentukan resistensinya tehadap
OAT, berdasarkan adanya mutasi gen penyandi
sasaran OAT pada M. tuberculosis seperti gen
rpoβ untuk rifampisin.

Dalam penelitian ini digunakan metode
nested PCR dan sequencing untuk mendeteksi
M. tuberculosis dari isolat klinis dan dalam
sampel sputum dan mengetahui adanya mutasi
gen rpoβ yang berkaitan dengan resistensinya
terhadap rifampisin.

BAHAN DAN CARA

Sampel penelitian
Dalam penelitian ini digunakan 20 isolat

klinis M. tuberculosis hasil isolasi dari pasien.
dan 30 spesimen klinis berupa sputum. Isolat
klinis didapat dari Bagian Mikrobiologi,
Fakultas Kedokteran, Universitas Indonesia dan
telah diuji secara konvensional dengan metode
kultur.  Sampel sputum diperoleh dari
Perkumpulan Pemberantasan Tuberkulosis
Indonesia (PPTI), Kebayoran Baru, Jakarta
Selatan dengan hasil mikroskopik BTA positif
(25 sampel) dan negatif (5 sampel). Data dukung
penderita meliputi jenis kelamin dan umur.
Penderita terdiri dari 16 laki-laki dan 14
perempuan dengan umur masing-masing
berkisar 18-55 tahun dan 17-60 tahun.

Homogenisasi dan ekstraksi DNA sputum
Isolat klinis yang tumbuh dalam media

Lowenstein Jensen diekstraksi DNAnya dengan
memanen isolat bakteri tersebut dengan cara
menambahkan larutan NaCl 0,9%. Ekstraksi
DNA dilakukan dengan cara seperti telah
dilaporkan sebelumnya,(17) yaitu dengan melisis
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sel bakteri yang telah dipanen, dengan larutan
TE (Tris-EDTA) 1 x, SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate)  dan proteinase-K, kemudian
ditambahkan larutan fenol-kloroform-isoamil
alkohol (24:1). Presipitasi DNA dilaksanakan
dengan menambahkan etanol dan sentrifugasi
dengan kecepatan tinggi. Untuk proses PCR,
pelet DNA yang diperoleh kemudian dilarutkan
dengan larutan buffer TE satu kali.

Proses homogenisasi dan dekontaminasi
dilakukan untuk spesimen klinis (sputum)
dengan tujuan untuk memekatkan sampel
sehingga memperbanyak jumlah bakteri
khususnya M. tuberculosis yang terkandung
dalam sampel sputum dan untuk mengeliminasi
mikroba lain selain Mycobacteria. Sputum
dihomogenisasi dan didekontaminasi dengan
larutan asetil-L-sistein, NaOH dan Na-sitrat,
kemudian disenrtifugasi. Metode untuk ekstraksi
DNA sputum adalah metode Boom.(18) Sel dilisis
dengan larutan Tris-HCl, guanidin tiosianat
sebagai chaotropic agent, EDTA, dan triton X-
100. Larutan diatom (pengikat DNA), aseton,
etanol 70% serta sentrifugasi dengan kecepatan
tinggi digunakan untuk ekstraksi dan presipitasi
DNA. Untuk proses PCR, DNA hasil ekstraksi
dielusi dengan buffer TE satu kali.

Proses PCR dan elektroforesis
Amplifikasi DNA hasil ekstraksi dilakukan

dengan nested PCR dan dilaksanakan di
Departement of Microbiology, Seoul National
University College of Medicine, Seoul Korea.
Primer yang digunakan adalah TB1 (5’-
ACGTGGAGGCGATCACACCGCAGACGT-
3’) dan TB2 (5’- TGCACGTCGCGGACCTCC
AGCCCGGCA-3’)  sebagai  outer primer
sedangkan sebagai inner primer  TB3 (5’-
TCGCCGCGATCAAGGAGTTCTTC-3’) dan
TR8 (5’-TGCACG TCG CGGACC TCCA-3’).
Pada proses nested PCR digunakan campuran
pereaksi yang sudah dikemas dalam tabung PCR
(Accu Power PCR Premix; Bioneer, Daejon,

Korea) yang terdiri dari 50 mM Tris-HCl (pH
8,3), 40 mM KCl, 1,5 mM MgCl

2
, 250 µM

dNTP,
 
1U Taq DNA polymerase dan gel loading

dye. Konsentrasi akhir outer primer dan inner
primer masing-masing 20 pmol dan 0,5 pmol.
DNA target, ditambahkan dalam campuran
tersebut (1 tabung untuk 1 reaksi) sehingga
volume menjadi 20 µl. Program pada 1st round
PCR dari  nested PCR meliputi  1 s iklus
denaturasi awal, yaitu pada 94oC, 5 menit; 15
siklus dengan tiap siklus terdiri dari denaturasi
pada suhu 94oC, 30 detik, annealing 82oC, 30
detik, extension, 82oC, 30 detik. Program ini
langsung dilanjutkan dengan 2nd round PCR
dengan 30 siklus dari denaturasi pada 94oC, 30
detik; annealing, 72oC, 30 detik, extension
72oC, 30 detik, dan tahap akhir adalah extended
extension pada 72oC, 5 menit. Hasil nested PCR
dideteksi dengan teknik elektroforesis gel
agarosa (1,5%). Visualisasi DNA dilakukan
dengan UV transilluminator setelah gel diwarnai
dalam larutan etidium bromida.

Sequencing produk PCR
Sequencing dilakukan hanya untuk 20

sampel sputum serta M. tuberculosis H
37

Rv hasil
nested PCR. Persiapan untuk sequencing
dilakukan dengan memotong masing-masing
DNA sampel pada gel agarosa, yang dipurifikasi
dengan QIAEX II Agarose Gel Extraction. Hasil
purif ikasi  kemudian sequencing dengan
menggunakan inner primer  TR8. dan
dilaksanakan oleh Department  of  DNA
Sequencing, Macrogen Company, Seoul, Korea.

HASIL

Nested PCR dalam penelitian ini telah
mengamplifikasi DNA rpoβ M. tuberculosis.
Produk amplifikasi pada first-round  PCR
menggunakan primer TB1 dan TB2
menghasilkan fragmen DNA dengan ukuran 205
bp,  sedangkan fragmen ukuran 157 bp
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merupakan produk PCR dengan primer TB3 dan
TR8 pada second-round PCR (Gambar 1 dan
2).  Hasi l  posi t i f  dari  nested PCR yaitu
terdapatnya fragmen DNA 205 bp atau 157 bp
menunjukkan adanya M. tuberculosis.

Hasil nested PCR isolat klinis dan sampel
sputum beserta hasil BTA-nya dapat dilihat pada

Tabel  1.  Dari  20 isolat  kl inis ,  5 isolat
menunjukkan hasil negatif yaitu tidak terlihat
fragmen DNA baik fragmen 205 bp maupun 157
bp pada gel agarosa. Isolat tersebut adalah R10
(Gambar 1, lajur 10) dan Z4, Z9, Z10, Z11
(Gambar 2 , lajur 4, 8, 9, 10). Jadi isolat tersebut
bukan M. tuberculosis.

Gambar 2. Hasil amplifikasi bagian gen rpoβ isolat klinis M. tuberculosis dengan nested PCR
dalam gel agarosa 1,5%. Lajur M: Marker DNA 100 bp ladder; Lajur 1-5 : Isolat klinis Z1-Z5;

Lajur 6: Isolat klinis Z7; Lajur 7- 10: Isolat klinis Z8-Z11

Gambar 1. Hasil amplifikasi bagian gen rpoβ isolat klinis M. tuberculosis dengan nested PCR
dalam gel agarosa 1,5%. Lajur M: Marker DNA 100 bp ladder; Lajur 1-10: Isolat klinis R1-R10
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Pada Tabel 1 terlihat hasil second round
PCR dari  30 sampel  sputum, 21 sampel
menunjukkan hasil positif mengandung M.
tuberculosis yaitu terdapatnya fragmen 157 bp
dan sebaliknya 9 sampel negatif (Gambar 3).
Dari hasil pemeriksaan secara mikroskopik pada
9 sampel tersebut, 8 sampel menunjukkan hasil
BTA +1 sampai dengan +2. Tabel 1 juga
memperlihatkan hasil positif nested PCR pada
4 sampel dari 5 sampel sputum dengan BTA
negatif.

Hasil nested PCR yang dilanjutkan dengan
sequencing fragmen 157 bp dari gen rpoβ dalam
penelitian ini dilakukan hanya pada 20 strain
M. tuberculosis dari sampel sputum dan M.
tuberculosis H

37
Rv sebagai strain standar. Dari

20 strain M. tuberculosis tersebut, hanya 8
sampel dan M. tuberculosis H

37
Rv yang dapat

diinterpretasikan hasil sequencing sedangkan
strain M. tuberculosis yang lain tidak dapat
diinterpretasikan.

Berdasarkan hasil sequencing ,  strain
standar dan 8 strain M. tuberculosis dari sampel
sputum ternyata tidak terjadi mutasi. Strain2
tersebut kemungkinan besar masih sensitif
terhadap rifampisin.

PEMBAHASAN

Nested PCR isolat klinis menunjukkan hasil
negatif pada 5 isolat dan diperkirakan kelima
isolat  adalah Mycobacteria  bukan M.
tuberculosis  (Mycobacteria other than
tuberculosis / MOTT) atau bukan Mycobacteria
(non-Mycobacteria). DNA rpoβ MOTT atau
non-Mycobacteria tidak teramplifikasi pada
first round nested PCR dengan primer yang
sama pada suhu annealing  yang tinggi.(15)

Fragmen DNA rpoβ berukuran 342 bp dapat
diamplifikasi dengan menggunakan primer MF
& MR dari 44 strain acuan (reference strain)
Mycobacteria, akan tetapi tidak ada amplifikasi
pada DNA non-Mycobacteria.(19)

Tabel 1. Hasil nested PCR isolat klinik dan
sputum BTA positif

*) Keterangan : + Pita DNA terlihat jelas; + tipis : Pita DNA
terlihat tipis; Sampel no. 1-20 : Isolat klinik; Sampel no. 21 –
40, no. 45- 47 dan 49 – 50 : Sputum BTA positif; Sampel no.
41 – 44 dan 48 : Sputum BTA negatif
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Gambar 3. Hasil amplifikasi bagian gen rpoβ M. tuberculosis dari sputum dengan
nested PCR dalam gel agarosa 1,5%. Lajur M: Marker DNA 100 bp ladder ; Lajur 1: Sampel

sputum (S61); Lajur 2: Sampel sputum (S81); Lajur 3: Sampel sputum (S97) ; Lajur 4: Sampel
sputum (S99); Lajur 5: Sampel sputum (S101); Lajur 6: Sample sputum (S102); Lajur 7:

Sampel sputum (S90); Lajur 8: Sampel sputum (S91); Lajur 9: Sampel sputum (S94); Lajur10:
Sampel sputum (S100); Lajur 11: M. tuberculosis H37 Rv (kontrol positif)

Oleh karenanya, untuk mengetahui apakah
kelima isolat tersebut di atas tergolong dalam
Mycobacteria  a tau non-Mycobacteria ,
dilakukan juga amplifikasi dengan primer MF
& MR. Isolat 10R ternyata non-Mycobacteria
karena tidak ada fragmen DNA 342 bp sebagai
hasil amplifikasi, sedangkan 4 isolat lainnya
(Z4, Z9, Z10, Z11) mempunyai fragmen
tersebut, menunjukkan isolat tersebut tergolong
dalam genus Mycobacteria. Untuk konfirmasi
4 isolat tersebut adalah Mycobacteria, hasil
amplifikasinya direstriksi dengan enzim HindII.
Fragmen DNA 342 bp tidak terestriksi (data
tidak diperlihatkan) yang menunjukkan 4 isolat
tersebut adalah MOTT. Restriksi produk PCR
dengan primer MF-MR dengan enzim HindII,
dapat membedakan antara M. tuberculosis
kompleks dan MOTT yaitu 2 fragmen (232 bp,
110 bp) merupakan hasi l  restr iksi  M.
tuberculosis kompleks, sedangkan untuk MOTT
tidak direstriksi (342 bp).(20) Dari hasil penelitian
Kim et al,(15) menunjukkan amplifikasi dengan

first round-nested PCR menggunakan primer
TB1 dan TB2 pada 48 isolat klinis memberikan
hasil positif hanya pada 20 isolat sedangkan 28
isolat yang lain hasilnya negatif. Hasil ini sesuai
dengan hasil identifikasi dengan tes biokimia dan
sequencing  yai tu 20 isolat  adalah M.
tuberculosis  dan 28 isolat adalah MOTT.
Amplifikasi juga tidak terjadi pada 19 strain
acuan Mycobacteria  dan 9 strain  non-
Mycobacteria. Produk PCR 322 bp pada nested
PCR dengan primer yang mengamplifikasi
daerah gen yang menyandi protein 38-kDa
(protein antigen b) M. tuberculosis, hanya dapat
mendeteksi M. tuberculosis kompleks dan tidak
pada 10 strain acuan MOTT.(13) Hasil deteksi 5
isolat  kl inis  dalam peneli t ian ini  secara
konvensional dengan kultur memberikan hasil
positif, sedangkan dengan nested PCR negatif.
Hal ini menunjukkan nested PCR lebih spesifik
dibanding dengan kultur.

Pada sampel sputum dengan BTA + tetapi
hasil nested PCR-nya negatif kemungkinan ini
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bukan terinfeksi M. tuberculosis akan tetapi
infeksi oleh MOTT. Identifikasi Mycobacteria
secara mikroskopik langsung dari sputum kurang
sensitif dan apabila hasilnya positif, pemeriksaan
tersebut tidak dapat mengidentifikasi species
Mycobacteria yang menunjukkan metode tersebut
juga kurang spesifik.(7,8,21) Hal ini juga terlihat
pada hasil nested PCR yang positif pada sampel
sputum tetapi hasil BTA negatif. Penelitian Cheng
et al (22) menunjukkan hasil  pemeriksaan
mikroskopik dari 144 spesimen pulmonary dan
extrapulmonary dari pasien dengan diagnosis
klinis infeksi M. tuberculosis, hanya 25% positif
pada pemeriksaan BTA-nya sedangkan 80% hasil
positif diperoleh dengan metode PCR. Pendapat
umum menyatakan pasien dengan BTA negatif
tidak berperan secara nyata menyebarkan infeksi
akan tetapi dari hasil penelitian Behr et al yang
dikutip oleh Garcia-Quintanil la et  al , (23)

diperoleh 27% kasus TB di San Francisco,
California ditransmisi dari kasus dengan BTA
negatif.

Hasil sequencing produk nested PCR yaitu
untuk mengetahui adanya mutasi pada gen rpoβ
dari 20 strain M. tuberculosis dari sampel sputum
hanya 8 strain yang dapat diinterpretasikan.
Kemungkinan yang menyebabkan t idak
diperolehnya DNA yang murni untuk proses
secuencing saat dipurifikasi pada 12 strain dari
sampel sputum tersebut, disebabkan terdapatnya
DNA hasil PCR yang multiband  pada gel
agarosa. Mutasi tidak terjadi pada 8 strain,
kemungkinan besar strain tersebut masih sensitif
terhadap rifampisin atau mutasi terjadi di luar
daerah 81 bp gen rpoβ. Menurut Heep et al yang
dikutip oleh Sajduda et al.(24) Mutasi yang
berkaitan dengan resistensi terhadap rifampisin
dapat terjadi di luar daerah 81 bp gen rpoβ,
meskipun hal ini jarang sekali terjadi Dasar dari
resistensi strain  M. tuberculosis  terhadap
rifampisin adalah adanya mutasi pada gen rpoβ.
Beberapa peneliti menyatakan lebih dari 95%
strain  M.  tuberculosis  resisten rifampisin

disebabkan adanya mutasi pada bagian DNA 81
bp dari  gen rpoβ yang menyandi  RNA
polymerase sub unit β.(1,25,26)

Pada umumnya deteksi M. tuberculosis
dengan nested PCR digunakan untuk
meningkatkan sensitivitas dengan menggunakan
beberapa macam primer yang dirancang dari
bagian gen atau sekuens sisipan (IS) M.
tuberculosis yang conserved. Beberapa primer
digunakan untuk nested PCR seperti bagian gen
yang menyandi antigen protein 65 kDa,(7) antigen
protein b 38 kDa,(13) MPB64 (major secreted
protein specific to M. tuberculosis complex)(14)

dan IS6110.(27)

Metode nested PCR sequencing dalam
penelitian ini dapat diaplikasikan langsung untuk
mendeteksi selain adanya M. tuberculosis dalam
spesimen klinis seperti sputum juga dapat
mengetahui resistensinya terhadap rifampisin.

KESIMPULAN

Nested PCR lebih spesifik dari kultur dalam
mendeteksi M. tuberculosis. Nested PCR lebih
sensi t i f  dan spesif ik dibanding dengan
pemeriksaan mikroskopik untuk mendeteksi M.
tuberculosis. Nested PCR dengan mengunakan
primer yang dirancang dari bagian gen rpoβ M.
tuberculosis merupakan metode yang cepat,
sensitif dan spesifik untuk mendeteksi M.
tuberculosis  dan resis tensinya terhadap
rifampisin pada isolat klinis maupun langsung
spesimen klinis seperti sputum.
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