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PENDAHULUAN  

Tuberkulosis merupakan suatu penyakit menular yang disebabkan oleh bakteri 

Mycobacterium tuberculosis dan merupakan salah satu dari 10 penyebab utama kematian di seluruh 

dunia (Mathofani, dkk., 2019). Pada tahun 2019, diperkirakan sekitar 1.4 juta orang meninggal karena 

penyakit tuberkulosis. Indonesia berada pada peringkat ke-2 dengan penderita tuberkulosis tertinggi di 

dunia setelah India (WHO, 2020). Pada tahun 2020, jumlah kasus tuberkulosis yang ditemukan adalah 

351,936 kasus, menurun bila dibandingkan semua kasus tuberkulosis yang ditemukan pada tahun 2019 

yaitu sebesar 568,987 kasus (Profil Kesehatan Indonesia, 2020). Kasus penyakit tuberkulosis 
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Abstrak 

Tuberkulosis disebabkan oleh bakteri Mycobacterium tuberculosis dan pada utamanya 

diberikan Isoniazid (INH), obat ini dimetabolisme oleh N-asetiltransferase 2 (Nat2) terutama 

pada fase II. Tujuan penelitian ini yaitu untuk mengetahui profil dari gen Nat2 pada penderita 

tuberkulosis yang mengkonsumsi obat anti tuberkulosis dengan menggunakan PCR-RFLP. 

Penelitian ini menggunakan sampel darah pasien tuberkulosis yang diterapi INH, kemudian 

dilakukan ekstraksi DNA dan PCR dengan primer P1 dan P2. Penentuan profil gen Nat2 

berdasarkan hasil visualisasi elektroforesis produk DNA amplifikasi PCR dan RFLP 

menggunakan enzim restriksi FokI. Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari 30 sampel 

penderita TB terdapat 22 sampel yang dapat teramplifikasi gen Nat2 dan 8 sampel yang tidak 

teramplifikasi oleh gen Nat2 yang berasal dari sampel DBS. Frekuensi alel C282T pada 

sampel penelitian ini diperoleh alel CT sebanyak 10, dan CC sebanyak 12 sedangkan untuk 

alel TT tidak ada. Frekuensi alel CC dan CT berhubungan dengan fenotipe asetilator cepat 

terhadap isoniazid. 

 
Kata kunci: alel C282T; gen Nat2; tuberkulosis 
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merupakan penyakit infeksi kronis menular yang masih menjadi masalah kesehatan masyarakat bukan 

hanya di Indonesia melainkan di seluruh di dunia. Prevelensi kasus penderita tuberkulosis di Kota 

Makassar masih diatas 30%. Oleh sebab itu, penanganan kasus tuberkulosis di Kota Makassar layak 

mendapat perhatian (Dinas Kesehatan Provinsi Sulawesi Selatan, 2015). 

Ketidakpatuhan dalam mengkonsumsi obat anti tuberkulosis dapat menyebabkan terjadinya 

resistensi  (Imam & Siregar, 2014). Beberapa faktor yang dapat memicu timbulnya kejadian 

tuberkulosis yaitu lingkungan, jenis kelamin, umur, pengetahuan serta sikap terhadap pencegahan 

tuberkulosis juga mempengaruhi terjadinya penyakit (Budi, dkk., 2018). Infeksi kuman tuberkulosis 

akan terjadi apabila orang lain menghirup udara yang mengandung percik renik dahak orang yang 

terinfeksi tuberkulosis (Pangaribuan, dkk., 2020). Efek samping yang di timbulkan selama 

mengkonsumsi obat anti tuberkulosis seperti nyeri sendi, mual, gatal-gatal, kurang nafsu makan, 

pusing, kesemutan, muntah, sakit perut, gangguan penglihatan, sakit kepala, dan gangguan 

pendengaran (Nurhikma, dkk., 2018). Pemberian pengobatan anti tuberkulosis juga menyebabkan 

hepatitis yang diinduksi oleh obat anti tuberkulosis (Headriawan, dkk., 2021).  

Terapi obat anti tuberkulosis berlangsung dalam dua tahap yaitu tahap intensif dan tahap 

lanjutan (Pratiwi, dkk., 2018). Fase intensif merupakan fase awal yang berlangsung selama dua bulan 

pada masa pengobatan (Headriawan, dkk., 2021). Jenis obat anti tuberkulosis pada tahap intensif 

berupa izoniazid, rifampisin, etambutol, dan pirazinamid (Paru, dkk., 2020). Fase lanjutan merupakan 

fase yang berlangsung selama empat bulan. Jenis obat anti tuberkulosis pada fase lanjutan berupa 

izoniazid dan rifampisin (Kartikasari, dkk., 2021).  Pemberian obat izoniazid akan dimetabolisme di 

dalam hati, sehingga proses tersebut diyakini sebagai akibat dari timbulnya hepatotoksisitas (Pratiwi, 

dkk., 2018). Hepatotoksisitas merupakan kerusakan hati akibat penggunaan obat (Juliarta, dkk., 2018).  

Izoniazid (INH) merupakan salah satu obat antimikrobakteri yang paling efektif (Res, dkk., 

2016). Enzim yang berfungsi untuk memetabolisir obat anti tuberkulosis Isoniazid (INH) yaitu N-

asetil transferase 2 (Nat2). Enzim ini dikode oleh gen Nat2, menghasilkan tiga fenotipe yaitu asetilator 

cepat, menengah dan lambat (Pramono, dkk., 2017; Headriawan, dkk., 2021 dan Yuliwulandari, 

2021). Asetilator N-asetil transferase 2 (Nat2) yang cepat dapat beresiko terjadinya gagal pengobatan 

dikarenakan metabolisme izoniazid (INH) yang cepat, namun jika asetilator N-asetil transferase 2 

(Nat2) yang lambat dapat meningkatkan kadar plasma obat anti tuberkulosis sebagai akibat dari 

Izoniazid (INH) yang bersirkulasi tinggi yang dapat menyebabkan hepatotoksisitas atau kerusakan hati 

(Headriawan, dkk., 2021). Polimorfisme nukleotida tunggal C282T yang dikodekan oleh gen N-asetil 

transferase 2 (Nat2) merupakan asetilator lambat yang dilaporkan sebagai faktor resiko terjadinya 

kerusakan hati oleh obat anti tuberkulosis dan masih kontroversial (Pramono, dkk., 2017).  

Latar belakang yang diuraikan di atas menyatakan bahwa persentasi pada gen N-asetil 

transferase 2 (Nat2) berperan dalam memetabolisir obat anti tuberkulosis, maka akan dilakukan 

penelitian profil C282T pada gen N-asetil transferase 2 (Nat2) di Kota Makassar. Penelitian ini 

bertujuan untuk mengetahui profil dari gen Nat2 pada penderita tuberkulosis yang mengkonsumsi obat 

anti tuberkulosis dengan menggunakan metode Polymerase Chain Reaction Restriction Fragment 

Length Polimorfism (PCR-RFLP). 
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METODE PENELITIAN 

Alat dan Bahan 

Alat yang akan digunakan autoklaf (Hirayama
®
), botol scotch, gel doc, inkubator 

(Memmert
®
), Laminary Air Flow (Faster

®
), microwave (Panasonic

®
), mikropipet, mesin PCR 

(Biorad
®
), elektroforesis, power suply, sentrifuge 1.5 mL, dan vortex (Thermolyne

®
). 

Bahan yang akan digunakan akuabides, agarosa LE, gSYNC DNA Extraction kit (geneaid), 

enzim PCR MyTaq
TM 

Mix (Bioline
®
), etanol absolute, etidium bromida (EtBr), hyperladder 100 bp 

(Promega
®
), sampel darah tuberkulosis, tip (100 µl, 20 µl, 10 µl), nuclease free water, buffer W1, 

wash buffer, elution buffer, buffer Tris Borat EDTA (buffer TBE), primer P1 (5’-

GTCACACGAGGAAATCAAAATGC-3’), dan primer  P2 (5’-

GTTTTCTAGCATGAATCACTCTGC-3’).  

Pengambilan Sampel 

Sampel yang akan digunakan pada penelitian ini yaitu sampel darah kapiler pada pasien 

tuberkulosis dengan pemberian obat anti tuberkulosis. Sebanyak 43 jumlah populasi penderita TB 

dengan pemberian obat anti tuberkulosis di BBKPM Makassar sebanyak 30 populasi diambil sebagai 

sampel dalam penelitian dengan menggunakan metode Dried Blood Spot (DBS) dan sebanyak 0,5 mL 

dan darah kapiler di Balai Besar Kesehatan Paru Masyarakat (BBKPM) Makassar. 

Ekstraksi DNA 

Ekstraksi DNA dilakukan dengan mengikuti protokol ekstraksi yang terdapat dalam gSYNC 

DNA Kit (geneaid). Tahap awal, dimasukkan 200 ul darah kedalam tabung mikrosentrifugasi 1.5 ml. 

Selanjutnya Tahapan proses lisis dilakukan dengan menambahkan 200 μl buffer GSB, dicampur 

dengan pipet, lalu dihomogenkan dengan vortex mixer selama 10 detik dan diinkubasi pada suhu 60⁰C 

selama 10 menit. Selanjutnya campuran ditambahkan 200 μl etanol absolute dan di homogenkan 

dengan vortex mixer selama 10 detik. Selanjutnya semua cairan campuran dipindahkan ke GD 

column, kemudian disentrifugasi selama 1 menit pada 16,000 rcf. Selanjutnya buang lysat pada tabung 

pengumpul, dan masukkan 400 µl buffer W1 dan disentrifugasi selama 1 menit pada 16,000 rcf. 

Dibuang lysat pada tabung pengumpul kemudian tambahkan 600 μl wash buffer, disentrifugasi selama 

1 menit pada 16,000 rcf. Dibuang lysat kembali pada tabung pengumpul, dan lakukan sentrifugasi 

kembali selama 3 menit pada 16,000 rcf. Ganti tabung pengumpul dengan tabung mikrosentrifugasi 

1.5 mL dan ditambahkan 100 μl elution buffer pada GD column, kemudian diamkan selama 3 menit 

agar terserap sempurna kemudian disentrifugasi selama 1 menit pada 16,000 rcf. Selanjutnya eluent 

DNA yang telah dimurnikan siap untuk di RT-PCR. 

Amplifikasi gen Nat2 

Komposisi PCR mix yang akan digunakan yaitu enzim PCR MyTaqTM Mix 12.5 μl, primer F 

10 uM 1 μl, primer R 10 uM 1 μl, produk DNA 5 μl, dan nuclease free water 5.5 μl dengan volume 

total 25 μl. Kondisi PCR yang digunakan diatur dengan penentuan denaturasi awal pada suhu 95⁰C 

selama 1 menit, denaturasi pada suhu 95⁰C selama 10 detik, annealing pada suhu 55⁰C selama 10 

detik, extension pada suhu 72⁰C selama 20 detik sebanyak 35 siklus. Kemudian diakhiri dengan final 

extension pada suhu 72⁰C selama 1 menit dan didinginkan beberapa menit pada suhu 4⁰C.  

Deteksi Produk PCR dengan Elektroforesis 

Gel agarosa 2% dibuat dengan mencampurkan 2 g serbuk agarosa LE ke dalam 100 ml TBE 

buffer di erlenmeyer kemudian dipanaskan ke dalam microwave selama 2 menit hingga mendidih. 

Campuran tersebut lalu ditambahkan 4 μl ethidium bromida. Cairan gel lalu didinginkan di suhu 
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kamar. Setelah agak dingin, cairan gel dituang ke cetakan gel elektroforesis dan digunakan 11 sumur 

yang terdiri dari 1 sumur marker dan 10 sumur hasil amplifikasi DNA. Masing-masing 8 μl hasil 

amplifikasi dimasukkan ke dalam sumur gel agarosa 2% yang terendam dalam tangki yang berisi TBE 

Buffer. Selanjutnya, elektroforesis dijalankan selama 40 menit dengan tegangan konstan 100 volt. 

Setelah 40 menit elektroforesis dihentikan dan gel diangkat untuk diamati pada mesin gel doc, Hasil 

positif jika terdapat pita DNA yang sejajar dengan marker 1211 (Irianto, 2017). 

RFLP dengan FokI 

Pada tahapan ini produk PCR hasil amplifikasi gen Nat2 sebesar 1211 bp dilakukan 

pemotongan pita DNA dengan menggunakan enzim restriksi FokI (GGATG(N)↓) pada suhu 37°C 

selama 1 jam dan selanjutnya dilakukan elektroforesis untuk melihat pola pita hasil pemotongannya. 

Sehingga nantinya akan diperoleh 3 genotipe, yaitu, CC (429, 337, 288, 122, 35), CT (766, 429, 337, 

288, 122, 35), dan TT (766, 288, 122, 35). 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Pada penelitian ini menggunakan 30 sampel yang berasal dari darah kapiler pada ujung jari 

yang diambil dengan menggunakan jarum lancet dan selanjutnya diteteskan pada kertas saring untuk 

dry blood spot dan ditampung kedalam tabung EDTA mini sebanyak 5-10 tetes. Pada proses 

pengambilan sampel tidak semua sampel yang dikumpulkan terdiri dari 2 perlakuan diatas, namun 

pada beberapa sampel hanya dapat diambil sampelnya dengan metode DBS. Sampel yang terkumpul 

selanjutnya disimpan pada suhu -20°C sebelum dilakukan ekstraksi DNA. 

Proses ekstraksi DNA pada penelitian ini menggunakan metode gSync Genomic Extraction 

Kit, dimana untuk sampel yang diekstraksi diprioritaskan pada sampel yang disimpan dalam tabung 

EDTA karena jumlahnya lebih banyak, sedangkan pada sampel DBS dilakukan ekstraksi apabila tidak 

terdapat sampel yang terkumpul pada tabung  EDTA. Proses ekstraksi DNA terdiri atas 4 tahapan 

utama yaitu lisis sel, presipitasi DNA, pencucian dan elusi DNA. Volume total dari hasil ektraksi pada 

setiap sampel adalah 100 uL, untuk selanjutnya akan dilakukan uji PCR. Proses PCR untuk 

mengidentifikasi genotipe pada gen Nat2 pada penelitian ini menggunakan sekuens primer P1 dan P2  

(Anitha & Banerjee, 2003). Pada proses amplifikasi DNA, semua tahapan perlu diperhatikan termasuk 

jumlah siklus dan enzim PCR yang digunakan. Namun hal yang perlu dipertimbangkan dengan baik 

yaitu suhu annealing. Tahap ini salah satu faktor yang mempengaruhi keberhasilan amplifikasi DNA 

karena pada tahap ini proses penempelan primer pada utas DNA yang sudah terbuka memerlukan suhu 

yang optimal. Jika suhu terlalu tinggi akan menyebabkan gagalnya amplifikasi karena tidak terjadi 

penempelan primer sebaliknya jika suhu terlalu rendah menyebabkan primer menempel pada sisi lain 

genom akibatnya DNA yang terbentuk memiliki spesifitas rendah (Ludyasari, 2014). Suhu annealing 

dapat dihitung berdasarkan nilai melting temperature (http://insilico.ehu.es/tm.php?formula=basic): 
 

(Tm) = 64,9 +   

 

Proses perhitungan menghasilkan nilai suhu annealing 55.5⁰C. Produk hasil amplifikasi gen 

Nat2 berupa pita (band) berukuran 1211 bp, selanjutnya dilakukan elektroforesis DNA selama 1 jam 

pada 100 V dan diamati diatas lampu UV untuk melihat pendaran DNA hasil amplifikasi. Hasil 

visualisasi produk PCR setelah elektroforesis menunjukkan adanya pita DNA pada sampel yang 

http://insilico.ehu.es/tm.php?formula=basic
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berhasil diamplifikasi, tetapi tidak semua sampel tersebut menunjukkan pita DNA dengan ketebalan 

yang sama. Hal ini dapat disebabkan karena perbedaan konsentrasi DNA hasil ekstraksi di dalam 

template yang digunakan untuk PCR dan perbedaan konsentrasi DNA yang berhasil teramplifikasi 

(Sambrook & Russel, 2001). Hasil amplifikasi DNA gen Nat2 pada 30 sampel yang menunjukkan 

adanya ditandai dengan adanya pita DNA pada ukuran 1211 bp yang divisualisasi menggunakan 

elektroforesis pada gel agarosa 2% dengan menggunakan ladder 100 bp (Gambar 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1.  Hasil Visualisasi Gel Agarosa dari Produk Amplifikasi Primer Spesifik Gen Nat2 pada 

Ukuran 1211 bp. Hasil Visualisasi Pada Line 1 (Ladder 100 bp). 

 

 

Visualisasi elektroforesis dari 30 sampel menunjukkan hasil yang bervariasi. Ada 22 sampel 

yaitu 1, 2, 3, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 dan 28 yang menunjukkan 

pita DNA pada ukuran 1211 bp  sesuai dengan rekomendasi (Anitha & Banerjee, 2003) . Sedangkan 

pada sampel 4, 5, 9, 12, 18, 27, 29 dan 30 (8 sampel) tidak terdapat pita DNA pada ukuran 1211 bp. 

Keberhasilan hasil amplifikasi ditunjukkan oleh munculnya pita yang jelas dan tebal pada hasil 

visualisasi elektroforesis gel agarose 2% dengan panjang 1211 bp menunjukkan bahwa konsentrasi 

DNA sangat baik. Pita jelas dan tebal mengindikasikan konsentrasi hasil isolasi DNA yang dihasilkan 

tinggi sedangkan pita yang tipis mengindikasikan konsentrasi DNA yang dihasilkan kecil. Ada 

beberapa hal yang mempengaruhi hal ini, yang salah satunya mungkin disebabkan oleh jenis sampel 

yang digunakan, dimana pada hasil tersebut rata-rata sampel yang berasal dari DBS tidak 

menunjukkan hasil amplifikasi ini kemungkinan disebabkan karena jumlah sel yang terdapat pada 

DBS jauh lebih sedikit jika dibandingkan dengan jumlah sel yang terkumpul pada tabung EDTA. 

Selanjutnya produk PCR hasil amplifikasi tersebut dilanjutkan untuk proses RFLP (Restriction 

Fragment Length Polymorphysm) untuk menentukan genotypenya. 

Proses RFLP gen Nat2 menggunakan metode Restricted Fragment Length Polymorphisms 

(RFLP) yaitu suatu metode identifikasi keragaman DNA menggunakan enzim restriksi (enzim 

pemotong). Enzim restriksi mengenali urutan basa spesifik yang disebut sekuens, rekognisi, dan setiap 

enzim memotong DNA pada situs pemotongan. Enzim restriksi yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah enzim Fokl dengan daerah pemotongan (GGATG(N)↓). Apabila enzim restriksi ditambahkan 

ke DNA, DNA tersebut dipotong menjadi fragmen/potongan DNA. Jika campuran fragmen tersebut 

ditempatkan pada salah satu bagian ujung gel dan dilakukan elektroforesis, fragmen tersebut 

1211 bp 1211 bp 
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bermigrasi sepanjang gel tersebut pada tingkat yang proporsional terbalik dengan logaritma beratnya. 

Dalam jangka waktu yang diberikan setelah aliran listrik pertama kali dinyatakan, terdapat banyak pita 

fragmen DNA yang berbeda ukuran di dalam campuran asli tersebut di atas. Posisi dari setiap pita 

tersebut menunjukkan ukuran setiap fragmen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.  Hasil Visualisasi Gel Agarosa RFLP Menggunakan Enzim Restriksi FokI. 

 

 

Hasil penelitian ini menunjukkan adanya variasi genotip pada gen Nat2 pada sampel yang 

dianalisis dalam penelitian ini (Gambar 2). Dari 22 sampel hasil visualisasi alel C282T menggunakan 

enzim restriksi FokI menunjukkan adanya alel gen Nat2 CT dan CC pada sampel yaitu perempuan 

jumlah CT sebanyak 4 dan CC sebanyak 4, sedangkan pada laki-laki jumlah CT 6 dan CC sebanyak 8. 

Beberapa hasil penelitian menunjukkan beberapa variasi genotip yaitu pada posisi basa CC (429, 337, 

288, 122, 35), dan CT (766, 429, 337, 288, 122, 35). Analisis genotype C282T mengungkapkan bahwa 

jumlah CT sebanyak 10, dan CC sebanyak 12. Hal ini merujuk pada penelitian Adole et al., (2016), 

menunjukkan frekuensi genotipe C282T pada alel CC dan CT menunjukkan asetilator cepat dan alel 

TT menunjukkan asetilator lambat. Pasien dengan genotype asetilator cepat berpotensi menyebabkan 

INH cepat dimetabolisme sehingga kadarnya tidak mencapai jendela terapinya. Hal ini berpotensi 

menyebabkan kegagalan terapi atau bahkan terjadi resistensi dari obat utama untuk pengobatan TB ini 

(Headriawan, dkk., 2021). 

 

KESIMPULAN 

Adapun kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini: 

1. Sampel penderita TB dari 30 terdapat 22 sampel yang dapat teramplifikasi gen Nat2 dan 8 sampel 

yang tidak teramplifikasi oleh gen Nat2 yang berasal dari sampel Dried Blood Spot (DBS) 

2. Frekuensi alel C282T pada perempuan diperoleh alel CT dan CC masing-masing sebanyak 4 serta 

pada laki-laki alel CT sebanyak 6 dan alel CC sebanyak 8 sedangkan untuk alel TT tidak ada. 

3. Frekuensi alel CC dan CT berhubungan dengan fenotipe asetilator cepat terhadap isoniazid. 
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