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ABSTRAK 

Tuberkulosis merupakan masalah kesehatan di dunia dan Indonesia merupakan 

salah satu dari 22 negara dengan beban TB yang besar. Vaksin BCG merupakan satu­

satunya vaksin TB yang ada saat ini dan digunakan di seluruh dunia akan tetapi dirasakan 

kurang efektif karena efektivitasnya hanya berkisar antara 0-80%. 

Penelitian Pengembangan Prototipe Sub Unit Protein Rekombinan Kandidat 

vaksin TB merupakan bagian dari Konsorsium Riset Vaksin TB yang terdiri dari 8 

(delapan) Institusi Penelitian dan Perguruan Tinggi dcngan tujuan mensinergikan dan 

mengintegrasikan seluruh penelitian tentang vaksin TB yang ada di Indonesia dan juga 

mengakselerasi kegiatan penelitian untuk menghasilkan satu produk kandidat vaksin TB 

dengan mengembangkan protein rekombinan kandidat Vaksin TB yang mempunyai 

kemampuan proteksi terhadap infeksi Mtuberculosis. 

Pada penelitian tahap pertama ini telah dilaksanakan (tiga) kegiatan, yaitu ( 1) 

Pembuatan protein rekombinan Esat-6 dan Cfp I 0 sebagai kandidat vaksin, (2) Uj i 

imunogenitas kandidat vaksin dan (3),penyiapan isolat M.tuberculosis "dorman" in vitro. 

Hasil kegiatan pembuatan protein rekombinan Esat-6 dan CfplO dilakukan pada 

tempat M.tuberculosis referens H37Rv dan akan dipersiapakan untuk pembuatan 

menggunakan isolat klinik M.tuberculosis yang telah dikarakterisasi secara spoligotyping, 

baik galur Beijing maupun non Beijing untuk membandingkan dengan hasil pada isolat 

Mtuberculosis refrens. 

Pelaksanaan uji imunogenitas akan dilaksanakan pada beberapa institusi anggota 

Konsorsium Riset Vaksin TB sehingga membutuhkan prosedur operasional baku. 

OPtimasi kegiatan penyiapan limfosit T dari PI3MC telah mendapatkan keadaan kultur 

optimum pada hari ke 5-8 setelah pajanan antigen dengan konsentrasi 8ug/ml dan 

I Oug/ml. Pengukuran produksi sitokin IFN-y, TNF-a., IL6, IL 12 dan IL4 akan dilakukan 

menggunakan flowsitometri dengan pewarnaan intrascluler. Penyiapan keompok subjek 

penelitian melalui skiring klinis maupun laboratoris telah dilakukan. Perbandingan hasil 

pemeriksaan flowsitmetri pada ketiga kelompok penelitian akan dianalisis secara statistik. 

Persiapan pelaksanaan pembuatan isolat Jvl.tubercu/osis "donnan" in vitro telah 

dilakukan subkultur isolat Jvl.tuberculosis H37Rv pada medium Lowestein Jensen dan 

media Sauton. Pelaksanaan modifikasi medium kan dilaksanakan pada laboratorium 

BSL3 yang membtuhkan persiapan SOM dan shaking incubator serta dekontaminasi 

ruangan. 
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1. PENDAHULUAN 

Tuberkulosis di Indonesia masih merupakan masalah kesehatan masyarakat dan 

menduduki urutan ketiga terbanyak di dunia.Salah satu target MDGs adalah 

berkurangnya kasus TB sebanyak 50% pada tahun 20 1 5  dibandingkan data TB pada 

tahun 1990. Target global penanggulangan TB dunia pada tahun 2050 adalah dunia bebas 

TB, yang diharapkan hanya terdapat I orang penderita TB per I juta penduduk. 1 Dalam 

mencapai target global tersebut, pencegahan merupakan satu-satunya cara 

penanggulangan TB yang paling cost effective. Vaksin BCG merupakan satu-satunya 

vaksin TB yang ada saat ini.Vaksin tersebut hanya dapat mencegah terjadinya penyakit 

TB berat pada anak-anak. 

Mbovis yang dilemahkan sebagai vaksin BCG telah diketahui tidak mempunyai 

RD-I yang mengkode beberapa protein yang bersifat imunodominan dan merupakan 

kandidat vaksin, antara lain ESA T6 dan CFPl 0. Selain itu masih banyak terdapat protein 

maupun lipoprotein dinding set Mtuberculosis yang berpotensi sebagai kandidat vaksin 

TB.2,3 

Mycobacterium tuberculosis (M.tuberculosis) telah menginfeksi sepertiga 

penduduk dunia dan I 0% diantaranya berkembang menjadi penyakit tuberkulosis 

(TB).1.2•4'5 Patogenesis terjadinya penyakit TB dipengaruhi berbagai hal, yaitu faktor 

pejamu, bakteri penyebab dan lingkungan.6 Sifat M.tuberculosis yang merupakan patogen 

intraseluler, mempunyai dinding sel yang kaya lipid dan mampu hidup donnan bertahun­

tahun sangat mempengaruhi perjalanan penyakit TB. 7-9 Mtuberculosismerupakan anggota 

dari Mtuberculosis complex (MTBC) yang meliputi enamspesies lain yang terkait erat, 

yaituMbovis, M.africanum, lvf.microti, Mpinnipedii, Mcaprae, dart Mcanetti.10'11Genom 

Mtuberculosis menunjukkan perbedaan <0,05% dengan Mbovis, yang sermg 

menginfeksi temak tetapi juga dapatmenyebabkan TB pada mamalia lain termasuk 

manusia. 10•11 Sekalipun seluruh genom M1uberculosis telah diketahui, namun sebagian 

besar fungsi produk gen masih berupa protein hipotetikat.10•11 

Vaksin TB dapat bekerja dan mencegah berkembangnya penyakit TB pada 

beberapa tahap perjalanan penyakit.Patogenesis penyakit TB terjadi diawali dengan 

masuknya droplet infection yang mengandung M.tuberculosis yang masuk melalui 

saluran pernapasan dan peran makrofag alveolar pada tahap ini sangat penting.Penularan 

biasanya terjadi pada masa balita dan melalui vaksinasi BCG terlindung dari infeksi 

sebanyak 70%.Sisanya terjadi infeksi walaupun yang berkembang menjadi TB primer 

sejumlah 5% dalam kurun waktu 1-2 tahun. Sebagian besar akan menjadi TB laten yaitu 
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orang tersebut mengandung Mtuberculosis dalam tubuhnya tetapi tidak menjadi sakit dan 

tidak mempunyai gejala TB. Seringkali pada masa dewasa dan status imunologi menurun 

oleh karena berbagai sebab bakteri dorman akan rnenjadi reaktivasi TB laten. Proses 

Mtuberculosis dorrnan perlu dipelajari lebih mendalam untuk rnendapatkan beberapa 

faktor yang mempengaruhi terjadinya reaktivasi maupun pencegahan terjadinya dorman. 

Dalam upaya mengetahui proses donnan yang terjadi diperlukan percontohan mimikri 

keadaan dorman terhadap Mtuberculosis in vitro dengan berbagai manipulasi di 

Laboratorium TB. 

Keberadaan Mtuberculosis dalam tubuh rnanusia terutama dipengaruhi oleh sifat 

bakteri dan respon imun tubuh yang sangat kompleks.6•7 Saat ini program 

penanggulangan TB yang berupa pencegahan, penernuan dan pengobatan kasus TB 

belurn dapat menjangkau bakteri Mtuberculosis dalam keadaan dorman.6·12·13 

TB laten banyak dipelajari baik in vitro maupun in vivo, namun sampai saat ini 

masih terdapat berbagai kelemahan. Model Wayne merupakan model yang paling banyak 

dilakukan terut?ma pada Mycobacteria galur apatogen.14-17. 

Dalam upaya untuk rnengetahui patogenesis penyakit TB cerutama dalam 

terjadinya Mtuberculosis persisten, diperlukan penelitian awal untuk melakukan optimasi 

laboratorium TB dengan kegiatan rnembiakkan, memelihara dan melakukan intervensi 

pada isolat Mtuberculosis galur reference maupun galur Beijing dan galur-galur yang 

telah diidentifikasi secara genotyping. Manipulasi dapat di lakukan untuk membuat 

keadaan yang rnenyerupai persisten seperti keadaan hipoksia dan kekurangan sumber 

karbon dan sumber nutrient lainnya. 

Penyiapan antigen tentunya diawali dengan mempelajari kandidat antigen yang 

paling imunodominan dan paling memungkinkan untuk dilakukan pembuatan rekombinan 

proteinnya.Berbagai pertimbangan dalam pemilihan antigen kandidat vaksin TB dimulai 

dari yang paling mudah berdasarkan percobaan di laboratorium yang sudah pernah 

dilakukan. Respon imun terhadap antigen kandidat vaksin dipengaruhi oleh delivery 

system yang akan mernbawa antigen pada makrofag. Liposorn merupakan salah satu dari 

jenis adjuvan yang sudah banyak dipelajari.Penelitian ini merupakan bagian dari 

penelitian Konsorsium Riset Vaksin TB, Pusat Biornedis dan Teknologi Dasar Kesehatan 

yang melaksanakan ( 1 )  pernbuatan protein sub-unit ESAT6, CFP l O, Rv1009, PPE41, (2) 

uji imunogenitas dan (3) penyiapan isolat M.tubercu!osis "dorman" in vitro. 
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2. TUJUAN DAN MANF AA T PENELITIAN 

2.1. TUJUAN PENELITIAN 

Tujuan umum 
Terdapatnya antigen kandidat vaksin TB yang telah dilakukan UJI imunogenitas 

pada tahun 2014. 

Tujuan kbusus 
L. Memperoleh data awal kondisi hasil optimasi dan hasil pengamatan 

pertumbuhan isolat Mycobacterium galur reference H37Rv, Beijing dan non­

Beijing dalam keadaan stres. 

2. Mendapatkan gambaran perbedaan ekspresi gen yang mengkode metabolisme 

lipid pada M tuberculosis galur reference H37Rv, Beijing dan non-Beijing. 

3. Konstruksi DNA rekombinan kandidat antigen, ekspresi protein dan pemumian 

protein yang diharapkan sebagai kandidat antigen pada E. coli, M smegmatis 

atau B.cubtilis. 

4. Melakukan uji imunogenitas antigen kandidat vaksin secara ex-vivo untuk 

menilai respon imun humoral maupun seluler. 

2.2. MANF AA T PENELITIAN 

I .  Terjadi inisiasi dan optimasi pelaksanaan biakan Mtuberculosis untuk studi 

metabolisme di Laboratorium Bakteriologi dengan SDM terlatih. 

2. Terdapat antigen kandidat vaksin dari berbagai keadaan yang akan dilanjutkan 

untuk uji imunogenitas dan formulasi dengan delivery system yang 

dikembangkan oleh PT Bio Farma. 

3. Terdapat berbagai model kontruksi DNA rekombinan termasuk vektor dan set 

kompeten yang telah dimodifikasi yang akan digunakan untuk pengembangan 

selanjutnya, termasuk kandidat untuk tes diagnostik. 
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3. TINJAUAN PUSTAKA 

3.1. Vaksin BCG 

Vaksin yang telah digunakan secara luas untuk imunisasi TB adalah vaksin BCG 

yang diperoleh dari Mbovis yang telah dilemahkan.3Namun tetap tingginya penderita TB 

di dunia termasuk Indonesia menunjukkan bahwa efektivitas belum sesuai yang 

diharapkan.Studi meta-analisis menyatakan efikasi BCG terhadap TB berat pada anak 

seperti TB meningitis dan milier mencapai >80%, namun efikasi BCG untuk melindungi 

terhadap TB paru pada orang dewasa bervariasi antara 0-80%.3-5Penyebab variasi efikasi 

BCG ini diduga dipengaruhi perbedaan galur BCG, paparan mikobakteria lingkungan, 

adanya infeksi cacing, perbedaan faktor nutrisi dan genetik dari populasi yang diteliti.18-

21Proses atenuasi M bovis yang dimulai sejak tahun 1920 merupakan salah satu penyebab 

adanya perbedaan Mbovis galur BCG yang saat ini digunakan di seluruh dunia. Pada 

awal proses penyiapan vaksin BCG pada tahun 1920-1924, galur yang dihasilkan telah 

terjadi delesi pada Region of Difference I (RDl). Lokus RDI terdiri dari 9 gen, yang 

antara lain gen yang mengkode protein ukuran kecil yang disekresi dan bersifat 

imunodominan yaitu culture filtrate protein 10 (CFPI 0) dan early secretory antigenic 6-

kDa protein (ESAT6).22·23 Atenuasi setelah tahun 1924 temyata menyebabkan delesi pada 

RD2, antara lain Rvl  980c yang mengkode MPB64. Selain itu delesi RD2 mempengaruhi 

virulensi.9Mbovis galur BCG selama proses atenuasi/pasasi teridentifikasi 6 urutan 

polimorfisme yang berupa delesi dan duplikasi pada beberapa regio yang menyebabkan 

efikasi vaksin bervariasi.24•25 

Respon imun yang efektif pada penyakit infeksi tergantung dari lokasi penyebab 

infeksi.Secara umum patogen ekstraseluler rentan terhadap mekanisme pertahanan tubuh 

berupa reaksi antigen-antibodi.Mtuberculosis merupakan bakteri intraseluler, dalam hal 

ini yang lebih berperan dalam respon imun seluler adalah sel limfosit T.26-28Penilaian 

respon imun yang perbedaan antara pasien tuberkulosis, sehat dan orang yang telah 

divaksinasi meliputi penilaian antibodi dan produksi sitokin oleh sel limfosit T.29 

Selain faktor vaksin BCG yang telah dijelaskan di atas, beberapa penyebab lain 

yang dapat menerangkan kurang efektifnya vaksin BCG antara lain paparan mikobakteria 

lingkungan yang dapat memperpendek dan melemahkan respon imun yang disebabkan 

BCG, paparan infeksi cacing yang menyebabkan respon Th2 sehingga menghambat 

respon Thl yang mempengaruhi efektivitas vaksin BCG, adanya faktor polimorfisme 

genetik dari pejamu, dan perbedaan galur Mtuberculosis sebagai penyebab infeksi.30•33 

4 



Berdasarkan perjalanan penyakit tuberkulosis, strategi vaksinasi dapat dibagi 

menjadi 2 kategori yaitu vaksin yang diberikan sebelum terpapar Mycobacterium 

tuberculosis untuk mencegah terjadinya infeksi dan vaksin yang digunakan bila telah 

terinfeksi. Kategori pertama merupakan perbaikan/penambahan vaksin BCG yang ada, 

melalui galur vaksin BCG rekombinan, yaitu rBCG30 yang berupa galur BCG dengan 

penambahan antigen Mycobacterium tuberculosis Ag85B yang imunodominan, dan 

rBCG�UreC:Hly yang tidak mengandung urease sehingga menyebabkan pH asam dalam 

fagosom serta mengekspresikan l isteriolysin yang bermanfaat untuk perforasi membran 

fagosom.34 

Kategori kedua diberikan pada pasca infeksi yang lebih heterogen dan bertujuan 

sebagai booster dari pemberian vaksin dasar baik BCG atau rBCG.Jenis vaksin ini dapat 

dibagi menjadi 3 kelompok yaitu ( 1) kelompok "viral vectors" yang mengekspresi 

antigen imunodominan untuk menginisiasi respon imun limfosit menggunakan virus 

sebagai vektor. Contohnya MV A85A yang merupakan modifikasi galur vaksinia, 

AERAS-402 dan AdAg85A yang menggunakan adenovirus.35-3\2) kelompok yang 

menambahkan antigen imunodominan dengan menggunakan "adjuvant" baik untuk 

protein rekombinan tunggal maupun berupa fusi beberapa protein. Contohnya Hybrid I 

yang merupakan fusi antigen Ag85B dengan ESA T6 yang menggunakan IC-31 sebagai 

adjuvan.38•39(3) kelompok yang menggunakan mikobakteria yang telah di inaktivasi. 

Contohnya M. vaccae dan Mtuberculosis fragmen RUTI. Kelompok ini lebih merupakan 

vaksin terapeutik.40•41 

Prioritas riset dasar dalam pengembangan vaksin TB bertujuan untuk menentukan 

komponen-komponen sistem respon imun pejamu yang penting untuk mengontrol dan 

mengeliminasi Mtuberculosis. Hal ini akan menentukan peran respon imun alamiah dan 

didapat dalam mencegah infeksi dan reaktivasi TB laten serta Jebih mengerti respon imun 

pada berbagai tahap metabolisme patogen pada beberapa populasi yang berbeda.42 

Keberhasilan vaksinasi TB dapat diketahui melalui efek proteksi yang hingga saat 

ini belum diketahui biomarker yang dapat digunakan untuk menilainya.43Konsep 

barutentang peran penting dari sel T helper tipe 1 dan 2 dalam respon imun adaptif pada 

imunitas khususnya paru-paru merupakan dasar untuk mendapatnya biomarker imunitas 

proteksif yang bermanfaat untuk menilai has ii vaksinasi.44.45 
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3.2. Antigen Kandidat Vaksin TB 

Berdasarkan laporan WHO, jenis vaksin yang telah dikembangkan antara lain 

berupa recombinant live, protein rekombinan sub-unit, viral vectored, dan merupakan 

whole cell (inactivated/disrupted). Pembahasan difokuskan pada protein rekombinan sub­

unit sebagai antigen imunodominan kandidat vaksin. 

Penentuan antigen kandidat vaksin TB dapat dikelompokkan dalam ( 1) kandidat 

antigen yang berfokus pada perbaikan vaksin BCG, dengan melakukan penambahan 

antigen yang telah diketahui tidak terdapat pada vaksin BCG seperti ESAT6, CFPIO, 

Ag85 dan lainnya; (2) kandidat antigen yang belum banyak dikembangkan dan 

merupakan protein-protein hipotetikal baik yang disekresi maupun bagian dari protein 

dinding sel, misalnya dari keluarga gen pe dan ppe; (3) kandidat antigen yang berperan 

pada reseptor di  dalam makrofag, seperti TLR2 maupun CCR5; (4) kandidat antigen yang 

kerjanya melakukan penghambatan (blockade) agar tidak terjadi reaktivasi bakteri 

dorman, misalnya protein Rpf; (5) kandidat antigen yang berpengaruh dalam metabolism 

Mtuberculosis yang hidup anaerob di  dalam granuloma dan (6) kandidat antigen yang 

berupa protein atau lipoprotein yang berperan dalam metabolism lipid yang berperan 

selama bakteri hidup dorman. 

ESAT-6 (Early Secretory Antigenic Target ESXA) merupakan suatu protein sekresi 

oleh Mtuberculosis yang berukuran 6 kDA.Famili ESAT-6 terdiri dari 22 protein dengan 

berat molekul rendah, beberapa diantaranya dapat dibagi menjadi subfam ili berdasarkan 

keterkaitan sequence dari individual genes dan banyak diantaranya yang memiliki 

imunogenisitas yang tinggi.46 

ESAT 6 dan Culture filtrate Protein (CFP l 0) merupakan protein yang dikode dari 

RD 1 (region of difference I) yang terdapat pada Mtuberculosis dan M bovis, namun tidak 

dapat ditemukan pada Mbovis BCG dan mikobakteria lingkungan. ESAT 6 merupakan 

antigen stimulator sel limfosit T yang imunodominan dan dikenali oleh sel limfosit T 
yang mensekresi lFNy (IFNy -secreting T cells) yang bisanya terdapat dalam jumlah 

yang lebih banyak pada pasien dengan TB aktif dibandingkan pada pasien yang tidak 

terinfeksi. 
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c 

CFP-1 O ESAT-6 

Gambar 1.  Model sistem sekresi M. tuberculosisyang dikode oleh regio RDI. 
Sumber : Mycobacterial virulence and specialized secretion: same story, 
different ending (nature medicine) 

Protein ini telah dimanfaatkan sebagai dasar uj i diagnostik TB lFNy release assay 

(IGRA), dengan bentuk komersial seperti ESA T6 Quantiferon TB-2G dan T SPOT TB. 

Karena ESAT 6 dan CFPI 0 dapat menginduksi respon IFNy sehingga dapat digunakan 

untuk membedakan individu yang terinfeksi dengan kontrol. Walaupun begitu terdapat 

laporan yang kontroversi dari daerah endemik. Di daerah endemic IFNy dapat dimodulasi 

karena paparan Mtuberculosis dan non Mtuberculosis sama seperti dengan paparan 

vaksinasi BCG. Berdasarkan beberapa jumal dikatakan bahwa sensitivitas IGRA 

dipengaruhi oleh etnik dan usia pasien yang diuji. Sensitifitas ESAT6 dan CFPlO yang 

diinduksi respon Mycobacterium-spesific T cell akan lebih besar di daerah yang tidak 

divaksinasi BCG di daerah non endemic, sedangkan studi-studi yang dilakukan 

kebanyakan didaerah yang transmisi TBnya rendah. Berdasarkan penelit ian ini disebutkan 

bahwa ESAT6 yang menginduksi respon IFNy akan menurun pada pasien dengan severe 

disseminated TB dibandingkan pada pasien dengan TB spinal, meningeal, abdominal, dan 

dibandingkan juga dengan TB yang terlokalisir. Peningkatan respon IFNy pada infeksi 

TB yang less severe berkorelasi dengan jumlah sel T clengan CD4 yang spesifik antigen 

yang ditemukan lebih banyak pada penderita TB laten dibandingkan dengan penderita 

infeksi TB minimal yang memiliki jumlah bacterial load yang lebih sedikit.47 

Vaksin subunit TB yang potensial telah cliperoleh dengan menggunakan antigen TB 

imunodominan, seperti halnya ESA T-6, yang meningkatkan proteksi melawan infeksi 

Mtuberculosis pada mencit.Fusi protein ESA T-6, Ag85B dengan adjuvant kuat yang 

diberikankepada mencit dapat menginduksi respon irnun yang dipengaruhi dosis 

pemberian.Respon imun ini disertai dengan imunitas protektif yang dapat dibandingkan 
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terhadap perlindungan yang dipicu imunisasi BCG dengan dosis yang besar. Vaksin yang 

menginduksi respon memori imunologi tetap stabil hingga 30 minggu post-vaksinansi. 

Pada vaksin attenuated BCG ratusan gen telah didelesi, sebagai konsekuensi dari 

adaptasi progresif dari BCG strain terhadap kondisi laboratorium, namun gen-gen ini 

masih terdapat dalam M. tuberculosis. Terdapat 6 (enam) antigen imunodominan Mbovis 

yaitu ESAT-6, CFP I 0, Ag85, MPB64, MPB70, MPB83.Lima diantaranya didelesi dari 

atau downregulated dalam beberapa atau semua BCG strain.Regio RD I ada dalam semua 

BCG strain.Delesi meliputi 2 antigen imunodominanyaitu ESAT-6 dan Cf P l  0 yang 

penting untuk proteksi Mtb challange pada guinea pig model. 

Terdapat penelitian yang berusaha mengevaluasi potensi TB 10.4 sebagai substitute 

untuk ESAT-6 dalam fusion protein, Ag85-ESAT-6. Pada penelitian tersebut terlihat 

TB 10.4 memiliki imunogenisistas yang tinggi dan menginduksi perlindungan melawan 

TB. Saat difusikan ke Ag85B, hasil konstruksi menunjukkan imunitas pada level yang 

sama dengan BCG atau Hybrid I vaccination dan pada penelitian tersebut saat bersamaan 

digunakan juga ESA T-6, bukan hanya sebagai diagnostic reagent, tapi juga sebagai 

reagen yang memonitor efikasi vaksin. 

Berdasarkan penelitian tersebut diperoleh hasil TBI0.4 dan ESAT-6 (dalam ajuvan 

DDNMPL) memiliki sifat imunogenisitas yang tinggi dan sangat mudah dikenali dalam 

limpa dan darah.Dalam hal imunogenisitas dan protective efficacy, TB I 0.4 setara dengan 

ESAT-6.46 

CFP IO, ESAT-6-like protein esxB atau secreted antigenic protein MTSA-10  atau 

10  kDa culture filtrate antigen CFP-10 merupakan protein yang dikode oleh gen esxB. 

ESA T-6 danCFP- 10 merupakan dua antigen yang disekresikan sebagaikompleks 

melalui replikasi Mycobacterium tuberculosis complex (lv!TC).48 

CFP I 0 dan ESA T6 merupakan pasangan secretory protein yang pen ting dalam 

mengkode virulence determining factor.CFP 10 dan ESAT6 membentuk kompleks 

heterodimeric I :  I kuat, yang dikenali dan disekresi oleh system Esxl.Studi terbaru 

menunjukkan bahwa system Esxl merupakan kompleks alami dan terdiri atas beberapa 

protein yang berperan dalam sekresi substral CFP 10 dan ESA T6. Sekresi CFP I 0 dan 

ESAT6 sangat penting untuk menstimulasi imunogenisitas host selain memunculkan 

semua fenotip pada M tuberculosis.49 

CFP-10 (Rv3874 or EsxB) dan ESAT-6 (Rv3875 or EsxA) merupakan golongan 

protein mycobacterial, yang terdiri atas I 00 asam amino, dikarakterisasi berdasarkan 

susunan pasangannya dalam genome dan dari motif perlindungan central WXG. Beberapa 
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golongan protein mycobacterial telah diidentifikasi sebagai antigen potent T-cell. 

Genome M tuberculosis terdiri atas 22 pasangan coding gen dari kelompok protein CFP-

10/ESAT-6, yang terletak pada 1 1  genom lokus dan seringkali diawali dengan gen protein 

PE dan PPE. Gen dari CFP-10 dan ES A T-6 tersusun sebagai operon kecil, yang mudah 

ditranskripsi dan ditranslasi, sehingga terlihat menyerupai pasangan genom yang lain 

dalam satu kelompok membentuk operon yang serupa. Beberapa pasangan kelompok 

protein CFP-1 O/ESAT-6 terlihat membentuk kompleks yang kuat, termasuk CFP-

10/ESAT-6, Rv0287/Rv0288 (EsxG/EsxH), dan Rv301 9c/Rv3020c (EsxR/EsxS), 

menunjukkan bahwa kompleks yang terbentuk menjadi bentuk/formasi umum di seluruh 

kelompok/golongan. Pembentukan kompleks kedua protein CFP-10 dan ESAT-6 

mengadopsi struktur tersier stabil, yang direfleksikan sebagai peningkatan signifikan 

resistensi pada denaturasi bahan kimia dan digesti protease dibandingkan dengan protein 

tunggal, sehingga menunjukkan bentuk fungsional dari CFP-10 and ESAT-6. CFP- 10 and 

ESAT-6, ditemukan dalam filtrat kultur muda sel M tuberculosis. Studi terbaru 

mengindikasikan sek.resi dari kompleks CFP-1 O _ ESA T-6 sebagai sebuah proses aktif 

termasuk sebuah sistem transport khusus yang terbentuk dari produk beberapa flanking 

genes,rnembran putative ATPase Rv3870 dan Rv3871 serta prediksi transmembrane 

protein Rv3877. Sekresi CFP-10 dan ESA T-6 tergantung pada protein yang dicoding oleh 

jarak operon Rv3613c-Rv3616c.Menariknya, genome dari M leprae, yang kemungkinan 

memiliki jumlah minimal gen yang dibutuhkan untuk mycobacterium patogen, tetap 

memiliki salinan fungsional dari kelompok gen CFP-JOIESA T-6 dan Rv0287/Rv0288, 

yang rnembuktikan pentingnya protein untuk mycobacterium patogen. Meskipun telah 

diketahui dengan jelas pentingnya peranan kelompok protein CFP-1 O!ESAT-6 dalam 

mycobacterial virulence and pathogenesis, pengerti an tentang fungsi yang tepat dan 

mekanisrne molekularnya masih sangat minim .Struktur dan bentuk permukaan kompleks 

CFP-1 O _ ESAT-6, khususnya kemampuan untuk mengikat secara spesifik pada 

permukaan monocyte dan sel makrofag, menunjukkan peranan kunci patogen terhadap 

host cell signaling. Meskipun demikian, belum diketahui apakah kompleks yang dibentuk 

oleh kelompok protein CFP-1 O/ESAT-6 lainnya akan memiliki peranan yang sama, atau 

menjadi penengah berbagai fungsi berbeda.50 

Protein R v 1009 atau dikenal juga dengan protein faktor promosi resusitasi tipe B 

(resuscitatio n-pro moting factor/Rpf-B) berperan dalam mengaktifkan kembali bakteri 

Mtb dari kondisi dorman yang lama. Protein RptB memiliki berat molekuler 38,0784 

kilodalton (kDa) dengan panjang protein 362 aa yang diekspresikan oleh gen sepanjang 
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1089 pb. Protein ini memiliki titik isolelektris 5,22 dan berada pada dinding sel serta 

berperan sebagai enzim pelisis lipid dalam pertumbuhan bakteri dalam kondisi dorman. 

Rvl009 mempunyai N-terminal yang mengikat lipid lipoprotein.51 ·s2 

Rpf-B dan Rpf-E selalu berasosiasi dengan Rpf-A terlokalisasi bersama di dalam 

septa sel. Delesi antara Rpf-A dan Rpf-B dalam Mtuberculosis akan menyebabkan 

kecacatan dalam reaktivasi dormansi. Kehadiran makrofag yang terinfeksi mutan Rpf-A 

dan Rpf-B dalam sumsum tuang, meningkatkan produksi IL-6 dan TNFa dalam level dua 

kali lipat lebih tinggi dibandingkan dengan infeksi M tuberculosisW ild Type.53 

Protein Rvl 009 dapat menjadi kandidat vaksin untuk Mtuberculosis dorman, 

karena Mtuberculosis dorman memiliki permukaan sel yang mengandung protein 

Rvl 009 yang dapat dideteksi sebagai antigen.54 

Analisis dari Mtb H37Rvmengungkapkan keberadaan dua gen (protein) baru yang 

belum terlalu banyak diketahui secara pasti tetapi memiliki kemampuan sebesar I 0% 

dalam mengkode gen. Gen (protein) tersebut adalah dari genome PE dan PPE yang 

banyak mengandung glisin, dengan karakteristik dasar Proline-Glutamat dan Proline­

Proline-Glutamate yang dekat dengan domain N-terminal. Protein PPE terdiri dari 69 

protein yang dikarakterisasi melalui l 80 domain N-terminal asam amino dan segmen C­

terminal yang bervariasi urutan dan panjang segmen. Walaupun peran protein PPE dalam 

infeksi M.tuberculosis belum banyak diketahui, tetapi protein ini dianggap signifikan 

secara imunologis. Diperkirakan, protein PPE bersifat antigenik dan terlibat dalam variasi 

antigenik strain Mtubercu/osis atau dalam proses inhibisi antigen, hal ini memungkinkan 

Mtb menyerang sistem imun host.ss 

Penelitian dari gen Rv2770c yang sekarang disebut sebagai PPE44 merupakan 

Mtb H37Rv yang di ekspresikan dari starin H37Ra yang dilemahkan. Baru-baru 

dilakukan penelitian yang berfokus pada PPE-SVP protein PPE44, dalam ha! ini antigen 

PPE44 yang diberikan penambahan Mbovis BCG disuntikkan pada tikus.Untuk 

mengetahui peran PPE44 dalam menginfeksi pada manusia, studi kasus mengenai 

keragaman genetik PPE44 dalam isolasi klinik,variasi genetik memberikan potensi 

berbeda pada kemampuan isolat untuk menghindari sistem imun host. Tidak ada 

polimorfisme dari protein PPE44 yang ditemukan menggunakan uj i PCR, panjangnya 

fragmen polimorfisme membutuhkaan tiga enzim untuk melakukan uji ini. Sekuensing 

nukleotida dari isolat gen PPE44 berasal dari garis (keturunan) filogenetik 

Mtuberculosis, menunjukkan tidak ada substansi nukleotida, kecuali isolat dari genotipe 
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Beijing. PPE44 (Rv2770c) adalah protein dari Mtb dan merupakan kandidat potensial 

dari vaksin.56•57 

Hasil anaJisis genom Mtuberculosis H37Rv mendapatkan adanya 2 keluarga gen 

yang merupakan hampir I 0% dari gen yang mengkode protei n  yaitu keluarga gen pe dan 

ppe. Kedua keluarga gen ini mempunyai urutan yang highly conserved pada N-terminal 

dengan 1 1 0 asam amino pada gen pe dan 180 asam amino pada gen ppe. Pada awalnya 

produk gen ini masih merupakan protein hipotetikal, namun pada literatur terbaru telah 

banyak diketahui perannya dalam meningkatkan ekskresi ESA T6, secara langsung dapat 

berikatan dengan TLR 2 dan menyebabkan apoptosis makrofag, mempengaruhi maturasi 

fagosom, mempengaruhi respon imun humoral dan sebagai pengatur kebutuhan 

energi .  55•58 

Fo amy macrophages yang terdapat dalam granuloma pasien TB temyata 

mengandung lipid yang merupakan sumber nutrien bagi Mtuberculosis pada saat berada 

di dalam granuloma.59Dalam keadaan Mtuberculosis persisten telah diketahui bahwa gen 

mce4 yang mengkode sistem transport kolesterol mampu memberikan suplai karbon dan 

energi dari komponen pejamu.60Gen igr berperan dalam metabolism kolesterol 

intraseluler.61Peran gen kstD dalam menghambat pertumbuhan sel Mtuberculos is melalui 

inaktivasi jalur degradasi kolesterol membuktikan bahwa Mtuberculosis mampu 

mengakumulasi dan menggunakan kolesterol sebagai sumber karbon dan energi.62•63 

Genus Mycobacteria termasuk dalam kelompok bakteri Gram positif yang 

mengandung G dan C tinggi. Beberapa publikasi terakhir mendapatkan Mbo v is, 

Mmarinum dan Msmegmatis bila ditumbuhkan untuk waktu yang lama dan dalam fase 

stasioner membentuk "spora".62'64'65 

3.3. Respon Imun pada Infeksi M.tuberculosis dan lmplikasinya dalam 
Pengembangan Vaksiu TB 

Secara garis besar, patogenesis TB dimulai dari masuknya M.tuberculosis yang 

terdapat dalam percikan dahak yang berukuran sangat kecil melalui saluran pemapasan 

sampai pada terminal alveolus dan selanjutnya difagositosis oleh makrofag alveolar, yang 

memproduksi sitokin inflamasi dan kimokin sebagai tanda adanya infeksi.44 

Mtuberculosis juga dapat menginfeksi sel nonfagositik seperti sel M, set endotel alveolar, 

sel-sel epitel pneumosit tipe I dan 2.44•68-74 Pada fase awal infeksi ini terjadi replikasi 

intraseluler dan penyebaran bakteri ke kelenjar getah bening, alveolus dan bahkan organ 
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lain yang menyebabkan TB ekstraparu. Respon imun seluler terjadi dalam waktu 2-8 

minggu setelah infeksi dan akan menghentikan multiplikasi Mtuberculosis. Sel l imfosit T 

teraktivasi, makrofag dan sel imun Jainnya akan membentuk granuloma yang membatasi 

penyebaran Mtuberculosis. Sebagian besar bakteri akan mati dan terdapat pada materi 

perkijuan di tengah granuloma, dan progresivitas penyakit terhenti. Namun demikian, 

tidak semua bakteri dapat dibasmi, yaitu M.tuberculosis yang mempunyai strategi efektif 

untuk menghindar dari proses imunologis dan dapat bertahan hidup serta persisten dalam 

keadaan nonreplikasif pada pejamu.75•76 Keberadaan Mtuberculosis dalam keadaan 

nonreplikatif dengan metabolisme minimal pada pejamu disebut sebagai infeksi TB Jaten. 

Berbagai penelitian telah menemukan bahwa banyak faktor yang berpengaruh dalam 

terjadinya infeksi TB laten, antara lain faktor pejamu yang meliputi mekanisme masuknya 

Mtuberculosis, respon imun pejamu terhadap Mtuberculosis (innate dan adaplive 

immunity) yang d ipengaruhi komponen M tuberculosis (rnekanisme jalur presentasi 

antigen, fungsi makrofag, maturasi fagolisosom, apoptosis makrofag yang terinfeksi) dan 

faktor bakteri yang meliputi struktur dinding sel M tuberculosis ya�g kaya lipid dan 

polisakharida, kemampuan M.tuberculosis menghindar dari fagosom /fagolisosome dan 

kemampuan toleransi atau mengubah metabolisme sesuai ketersediaan sumber karbon, 

oksigen dan perubahan pH.44•77-84 

Autofagi merupakan mekanisrne awal yang terjadi pada infeksi Mtuberculosis, hal 

ini dipengaruhi respon imun alamiah dan didapat. lFN-y yang rnerupakan sitokin dari 

jalur Th 1 menginduksi terjadinya autofagi, sedangkan IL4 dan IL 1 3  merupakan sitokin 

jalur Th2 menghambat autofagi pada murine dan makrofag manusia.64 Imunitas terhadap 

TB terutama berhubungan dengan respon imun seluler Thl yang ditandai dengan 

produksi dan pengeluaran lFN-y, I L l 2  dan TNF-a. Defek genetik pada reseptor untuk 

[L12 dan IFN-y meningkatkan kerentanan terhadap infeksi mikobakteri secara progresif. 

Pengobatan dengan antibodi monoclonal TNF-a pada penyakit rheumatoid arthritis dan 

penyakit Crohn menyebabkan reaktivasi TB laten.64 Mice yang secara genetik defek dalam 

produksi lFN-y (gko mice), walaupun dapat membentuk granuloma tetapi gagal 

memproduksi nitric oxide (NO) dan tidak dapat menghambat pertumbuhan bakteri 

intrasel uler. 85 
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Gambar 2. Spektrum iofeksi TB, siklus bid up M.tuberculosis dan 
. t . TB 44 1munopa ogeoes1s paru 

fLl2 juga meningkatkan proteksi terhadap infeksi mikobakteri pada BALB/c yang 

rentan tetapi tidak terjadi pada gko mice.Hal ini membuktikan bahwa efek protektif dari 

ILl2 tergantung dari TFN-y. Hal yang sama juga terjadi pada cattle bahwa ILI2 

menginduksi imunitas protektif terhadap infcksi M.bovis hanya terjadi bila didapat kadar 

IFN-y yang tinggi. ln vitro, Mbovis menginduksi I L l 2 pada sel dendritik bovine 

berhubungan dengan respon dari stimulasi TH I-biased CD4+ T lymphocyte dan sekresi 

IFN-y oleh sel NK dan limfosit Ty8.86·88 

Pada manusia, sel dendritik juga menghasilkan IFN-y dari NK T cell, sumber 

utama JFN-y pada awal pleuritis TB.Pada mice yang terinfeksi BCG, IL i  7 terdeteksi 

setelah I hari pada paru-paru.Sel Ty8 mcrupakan sumber utama IL i  7, diikuti aktivasi 

IL23 yang diproduksi oleh makrofag dan sel dendritik. Sekresi IL 17 oleh sel Ty8 

merupakan respon dari upregulasi Th I ,  respon nctrofi l inflamasi dan produksi IFN-y oleh 

sel T. Limfosit pada paru2 pasien TB tipikal merupakan fenotipe Th l ,  menghasilkan IFN-
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y walaupun Th2 subset telah diobservasi pada paru-paru pasien TB dengan kavitas 

dibandingkan dengan Thl subset pada yang non kavitas.86"88 

BCG merupakan satu-satunya vaksin tuberkulosis yang mempunyai berbagai 

efikasi dalam mencegah penyakit paru. Respon imun terhadap vaksinasi BCG belum 

semua terkarakterisasi dan pengetahuan tentang vaksinasi BCG juga belum lengkap. 

Penelitian yang ada menunjukkan bahwa vaksinasi BCG pada neonatal merangsang 

CD4+ dan CD8+ spesifik yang memproduksi sitokin. Vaksinasi BCG juga merangsang 

ekspresi IL-4 dan IL-I 0 dalam jumlah yang sedikit.89 

Efektifitas perlindungan pada imunisasi BCG pada penlitian tentang BCG 

challange tidak hanya pada dosis tunggal namun juga dari interval imunisasi. Booster 

vaksin subunit MY A85A dan Ad85A gaga! untuk menimbulkan efek proteksi pada BCG 

dosis tunggal. Bagaimanapun, efikasi pada skin produced oleh BCG dosis tunggal dan 

BCG-MVA 85A/Ad85A berkorelasi dengan respon pre-challange CD4+ T cell pada PPD 

dan Ag85A.90 
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Gambar 3. Skema respon imun alamiah dan adaptif antimikobakteri pada sel 
bronkhoalveolar. 44 

Peran sel B dalam sistem imun untuk mengatasi Mtb belum banyak diketahui. 

PPD spesifik MBCs (mycobacteria-spesific memory B-cells) terdapat pada donor yang 

divaksinasi BCG tanpa menunjukkan adanya respon spesifik terhadap ESA T 6 dan CFP 

10. Vaksinasi BCG dapat memicu respon MBC yang berjangka panjang. Sel B pada 

cairan pleura yang diambil dari pasien Tb aktif merespon antigen spesifik Mtb. Sel B 

dipertimbangkan membentuk respon imun terhadap Mtb melalui mekanisme APC, 

sitotoksisity, produksi sitokin dan antibody dependent cell mediated cytotox ixity.91 
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4. METODOLOGI PENELITIAN 
4.1. Kerangka Teori 

Paparan droplet 
infeksius 

I • Lama & intensitas paparetn + • lmunltas protektlf 

Makrofag alveolar 

Alveolus 

I 
Tidak lnfeksl 

Respon imun r---------------..1------------, Respon imun 
proteksi kuat i i proteksi lemah 

Pertumbuhan bakteri Pertumbuhan bakteri 

D 
terbatas tak terkontrol 

• Faktor pejamu 
• Faktor bakteri TB Primer progresif 

Pembentukan granuloma 

Pertumbuhan bakteri terhenti, 

semua bakteri mati 

Respon imun 
menurun 

REAKTIVASI INFEKSI TB lATEN 
-+ TB AKTIF 

Pertumbuhan bakteri terhenti, 

Sebagian bakteri persisten 
(INFEKSI TB lATEN) 

Gambar 4. Patogenesis infeksi tuberkulosis laten. 
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4.2. Kerangka Konsep 

Kerangka konsep penyiapan kandidat antigen yang berpengaruh pada 4 (em pat) 
sasaran vaksinasi, dengan pekerjaan laboratorium yang paralel yaitu kegiatan secara 
mik.robiologi dan biomolekuler. 

Mik.robiologi 

M.tubercu os1s 
sebagai 

penyebab 

penvakit TB 

•r 
Masuk: 

• Pengenalan 
PAMP 

• l"\lnh ODOr 

Respon imun pejamu thd 
M.tb 

• fagolisosom 

Apa yang terjadi pada fase stasioner 

... 
M.bovis, M.marinum, 

M.smegmotis: membentuk 
"spora". M.tuberculosis? 

M. tuberculosis 

persisten 

Reaktivasi 
__. __. __. M.tuberculosi � 

GRANULOMA: 
Ungkungan: 

• hipoksia 
• pH rendah 
• terdpt NO & CO 
• sumber nutrien 

terbatas 
M. tuberculosis: 

• intraseluler /dim m0 
• non replikatif 
• metabolisme minimal 

Menggunakan lipid sebagai sumber 
energi: 
• mce: sistem transport kolesterol 
• igr: metab kolesterol intraseluler 
• isocytrate lyase/malate synthase: 

konversi asam lemak 7 karbohidrat 
(gluoxylate shunt) 

Resusitasi I 

Penelitian 2012 

. .. 
Gen pe dan ppe: 

• Highly conserved 

• Berperan penolakan respon 
imun/bersifat antigenik / 
faktor virulensi 

• PE30 (LipY):enzim penting dim 
menggunakan triacylglycerol 
pada keadaan dorman 

Gambar 5. Kerangka konsep penelitian Mikrobiologi M.tuberculosis dorman. 
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Biomolekuler 

M. tuberculosis 

- wild type - Penyakit TB 
- laten Pencegahan I vaksinasi: BCG (?) 

1 •• 
Penelitian 2012 

Kerja Vaksin TB Antigen 
imunodominan 

Pencegahan I lnfeksi 

Perbaikan BCG I 
Protein 
hipotetikal 

Pencegahan 
TB Primer I Reseptor I �ft> 
Pencegahan I Faktor resusitasi I 
TB Laten I I Anaerob 

Pencegahan Metabolisme 
Reaktivasi lipid 

,. 
Uji lmunogenisitas 

- Hu moral - Seluler 

l 
Antigen 
Kandidat 

Va ks i n  

Gambar 6.  Keraogka konsep penyiapan kandidat antigen vaksio TB 

18 



4.3. Alur Kerja 

. 

M.tuberculosis galur reference H37Rv, M.bovis, 

lsolat klinik M.tuberculosis galur Beijing dan non-Beijing 

Biakan pengurangan 
oksigen bertahap 
-750% 

Biakan pengurangan 
nutrien -7 50% 

. 

M.tuberculos is galur reference H37Rv, M.bovis, 

lsolat klinik M.tuberculosis galur Beijing dan non-Beijing 
dalam keadaan stress tunggal dan gabungan 

1r 
Observasi biakan 
Spora? 

1 Harvest bakteri pada 
berbagai tingkat 

1 RT - PCR gen mce, igr, 

icl, dos, pe & ppe 

M.tubercu/osis galur reference H37Rv, M.bovis, 

lsolat klinik M.tubercu/osis galur Beijing dan non-Beijing 
Bandingkan ekspresi gen dalam keadaan stress 

Biakan pengurangan 
pH-7 2,5 

Gambar 7. Alur kerja penelitian menilai ekspresi gen pada keadaan stres 
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Penentuan 
Antigen: 
- Esat-6, CFPlO 
- PE-PPE fam-5 � . 

- Rpf 

• Teori 
• Teknik 

Konstruksi DNA 
rekombinan 
- Esat-6, CFPlO 
- PE-PPE fam-5 
- Rpf 

Ir" 
- Kloning 

o E.coli 

o M.smegmatis 

o 8.subtilis 

Protein ekspresi 

Purifikasi 

Kandidat 
vaksin 

UJi lmunogenisitas 

Mas Spec 

Gambar 8. Alur kerja penyiapan antigen - protein rekombinan 

Tahap awal dalam kegiatan penelitian ini dilakukan penyiapan dua macam antigen 

yang diketahui merupakan antigen imunodominan yakni antigen Esat-6 danCFPlO. Gen 

pengkode kedua antigen ini akan diisolasi dari genom M tuberculosis reference strain 

(H37Rv) sebagai pembanding dan dari isolat klinikM tuberculos is. Gen Esat-6 dan 

CFPlO selanjutnya akan dikonstruksi pada vektor ekspresi sehingga dapat diproduksi 

sebagai protein rekombinan pada bakteri E.coli. Konstruksi vektor ekspresi akan 
dilakukan rnelalui dua tahapan yakni kloning pada vektor pGEM-T easy dan subkloning 

pada vektor ekspresi. Konstruk-konstruk yang dibuat ini selanjutnya akan digunakan 

untuk rnemproduksi antigen Esat-6 dan CFP I 0 untuk penelitian uji immunogenitas 

antigen lebih Janjut. 

4.4. Konstruksi Vektor Ekspresi untuk Antigen Esat-6 dan CFPIO 
Rencana penelitian tahap konstruksi vektor ekspresi dapat dilihat secara sistematis 

pada gambar 7. Luaran penelitian dari tahap konstruksi vektor ekspresi ini berupa tiga 

macam konstruk (gen esat-6 pada vektor pET29b(+), gen cfp I 0 pada vektor pET29b(+) 

dan gen esat-6 serta cfp l O  pada vektor pMAL) seperti pada gambar 8. 
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M.tb H37Rv & lsolat klinik M.tb 

Kloning pada 
pGEM-Teasy 

tsolasi gen 
esat-6& cfplO 

Subkloning pada 
pET29b(+) 

Subkloning pada 
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Kloning & 
protein 

expression pada 
QIA Cloning kit 

Gambar 9. Rencana konstruksi vektor ekspresi untuk penyiapan antigen 
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Gambar 8. Output penelitiao tabap konstruksi berupa konstruk yang digunakan 
untuk produksi antigen Esat-6 dan CFPlO pada bakteri E.coli 

4.4.1 Desain Primer dan Raocangan Konstruksi Vektor Ekspresi 

Sebagai langkah awal penyiapan antigen Esat-6 dan CFP l 0 dari M. tuberculosis 

H37Rv maupun dari isolat lokal dilakukan desain primer dan perancangan konstruksi 

vektor ekspresi. Desain primer mengacu pada beberapa penelitian produksi antigen 

rekombinan Esat-6 maupun CFPIO yang pernah dilakukan oleh peneliti 

sebelumnya. Calculator yang dapat diakses pada situs httg://www _sigma-

genosys.com/calc/DNACalc.as12. Desain primer dilakukan dengan ban tu an perangkat 

Iunak. Pada ujung 5' primer fonvard maupun primer reverse ditambahkan sisi-sisi 

restriksi yang sesuai dengan vektor ekspresi yang akan digunakan yakni pET29b(+) untuk 

Esat-6 dan CF P l  0. 



4.4.2. lsolasi Genom M.tubercu/osis H37Rv 

Genom Mtubercu/osis strain H37Rv diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi 

Patogenesis Klinik, Rumah Sakit Hasan Sadikin Bandung. Jsolasi genom dilakukan 

dengan melode boiling /ysis.Koloni Mtuberculosis H37Rv yang tumbuh pada medium 

Ogawa diinokulasi ke dalam 400 µL buffer AE di dalam micro tube dan selanjutnya 

dipanaskan pada suhu 90°C selama 30 menit.Setelah itu dilakukan sentrifugasi dengan 

kecepatan 3000g selama 1 5  menit.Supernatan yang berisi DNA genom M. tuberculosis 

H37Rv kemudian dipindahkan ke microtube baru. 

4.4.3. Isolasi Gen Pengkode Antigen Esat-6 dan CFP10 dari M. tuberculosis H37Rv 
dengan Metode PCR 

Gen pengkode antigen Esat-6 dan CFPI 0 diisolasi dari DNA genom M 

tuberculosis H37Rv dengan metode PCR. PCR dilakukan menggunakan alat thermal 

cycler menggunakan primer spesifik yang telah didesain. Komposisi reagen dan kondisi 

PCR yang digunakan untuk mengisolasi gen pengkode antigen Esat-6 dan CFP I 0 dapat 

dilihat pada tabel l dan gambar 9. Kontrol negatif digunakan unluk mengetahui ada 

tidaknya kontaminasi dalam campuran rcaksi PCR. Komponen dan kondisi PCR yang 

digunakan ini mengacu pada penelitian-penelitian isolasi beberapa gen lain dari M. 
tuberculosis H37Rv yang pernah dilakukan sebelumnya. 

Tabel 1. Komposisi Reagen PCR 

Komponen Konsentrasi Volume Konsentrasi 
Awai (µL) Akhir 

Cetakan DNA I 
(Genom M1b H37Rv) 
Dream Taq buffer* !Ox 2.5 Ix 
dNTPs I O mM 0.5 0.2 mM 
Primer fonvard 20 µM 0.625 0.5 µM 
Primer reverse 20 µM 0.625 0.5 µM 
Dream Taqpolimcrase 5 unit/�tL 0.5 2.5 unit 
De ion 19.25 
Total Reaksi PCR 25 
* Dream Taq buffer yang digunakan mcngandung 20 mM MgCl2 
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94°C 94°C 
25 siklus 

1 :00 \ 72°C 72°C 

3:00 54oc / 
2:00 7:00 

1 :00 

Garn bar 1 1 .  Kondisi PCR yang digunakan 

Hasil PCR dianalisis menggunakan metode elektroforesis pada gel agarosa 0.8%. 

Produk PCR dicampurkan dengan loading dye 6x menggunakan perbandingan l : 6. 

Campuran ini kemudian dimasukan ke dalam sumur gel agarosa yang telah dicetak dan 

direndam dalam running buffer TAE l x. Elektroforesis di lakukan selama sekitar45 menit 

dengan tegangan listrik konstan sebesar 90 Volt. GeneRuler I 00 bp d igunakan sebagai 

penanda ukuran DNA. Visualisasi hasil elektroforesis dilakukan di bawah lampu UV 

setelah gel agarosa direndam dalam larutan pewama Etidium Bromida 10  mg/mL selama 

sekitar 10 men it. 

4.4.4. Purifikasi Produk PCR 

Purifikasi produk PCR dilakuka.n menggunakan QIAquick Gel Extraction Kit dari 

Qiagen. Tahapan purifikasi dilakukan sesuai manual dari Qiagen. Pita DNA yang 

memiliki ukuran yang sesuai dengan gen pengkode antigen Esat-6 dan CFPI 0 dipotong 

dari gel agarosa dan dimasukkan ke dalam microtube 1 .5  rnL steril. Potongan gel agarosa 

ditimbang dan kemudian dicampur dengan 3x volum buffer QX l .  Campuran dipanaskan 

dalam waterbath dengan temperatur 50°C selama 10 menit atau sampai gel Jarut 

sempurna. Microtube dibolak-balik setiap 2-3 menit selama pernanasan. Setelah gel larut 

sempurna, ditarnbahkan l x  volum isopropanol. Campuran ini kernudian dipindahkan ke 

kolom QIAquick spin yang telah dipasang pada tabung koleksi dan disentrifugasi dengan 

kecepatan 14.000g selama 1 menit. Cairan di dalam tabung koleksi dibuang, 750 µL 

buffer PEditambahkan ke dalam kolom DF dan kolom disentrifugasi dengan kecepatan 

14.000g selama 1 menit. Cairan di dalam tabung koleksi dibuang, kernudian dilakukan 

sentrifugasi kembali selama 3 menit untuk mengeringkan membran. Kolom QIAquick 

dipindahkan ke microtube steril yang baru. Pada bagian tengah membran kolom 

ditambahkan 30 µL elution buffer dan tabung diinkubasi pada temperatur ruang selama 5 

menit. Kolom DF dipindahkan ke microtube 1 .5 mL steril yang baru dan disentrifugasi 

dengan kecepatan 1 4.000g selama I menit untuk memperoleh DNA murni. 
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4.4.5 Pembuatao Sel Kompeteo E.coli TOPlO dan BL21(DE3) 

Untuk keperluan kloning maupun produksi antigen, sel kompeten E.coli strain 

TOPI O  maupun BL21(DE3) dibuat terlebih dahulu dengan metode CaCh (Sambrook dan 

Russell, 2001) yang dimodifikasi. Sel kompeten dibuat dari stok sel kompeten E. coli 

TOP I O  maupun BL2 I (DE3). Sel E.coli diinokulasikan dengan teknikfour-way streak 

pada medium LB padat kemudian diinkubasi pada temperatur 37°C selama 16-20 jam. 

Koloni tunggalE. coli yang tumbuh pada medium LB padat kemudian disubkultur pada 

medium LB cair sebanyak 2.5 mL di dalam tabung falcon. Kultur tersebut kemudian 

diinkubasi pada temperatur 37°C selama 16-20 jam. Hasil kultur ini ditambah dengan 7.5 

mL medium LB cair steril dan dikocok menggunakan shaker pada temperatur 37°C 

selama kurang lebih 1 .5 jam. 

Setelah nilai optical density pada panjang gelombang 600 nm (OD6oo) mencapai 

0.35-0.45, kultur didistribusikan ke microtuhe sehingga masing-masing microtuhe berisi 

1.5 mL kultur. Kultur di dalam microtuhe diletakkan di dalam es selama I 0 men it dan 

disentrifugasi dengan kecepatan 4000g selarn_a 10 men it. Supernatan yang terbentuk 

dibuang dan pelet diresuspensikan dengan 300 µL larutan CaCl2 dingin yang mengandung 

20% gliserol. Suspensi di dalam microtube disentrifugasi dengan kecepatan 4000g selama 

10 menit dan supematan yang terbentuk kembali dibuang. Pelet kemudian 

diresuspensikan dengan 50 µL larutan CaC'2 dingin yang mengandung 20% gliserol dan 

disimpan pada freezer -80°C sampai digunakan. 

4.4.6 Kloning pada Vektor pGEM-T easy 

Gen Esat-6 dan CFP lO kemudian dikloning pada vektor kloning pGEM-T easy. 

Ligasi dilakukan menggunakan kit ligasi dari Promega. Komposisi reagen reaksi ligasi 

dapat dilihat pada tabel 2. Semua komponen reaksi Jigasi dimasukkan ke dalam microtube 

sehingga didapat volume akhir larutan I 0 µL dan campuran di inkubasi pada temperatur 

4°C selama 16- 1 8  jam. Basil ligasi ini akan menghasilkan plasmid rekombinan pGEM-T 

Esat-6 dan CFPlO. 
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Tabel 2. Komposisi reagen reaksi ligasi 

Komponen Konsentrasi Volume (µL) Konsentrasi 
Awai Akhir 

Buffer T4 DNA Ligase I Ox l Ix  
Vektor pGEM-T easy 50 ng/µL l 50 ng 
Hasil purifikasi produk PCR 1 0  ng/µL 5 50 ng 

T4 DNA Ligase 400 unit/µL I 400 unit 

De ion 2 

E.coli TOP I 0 kompeten yang telah dibuat dengan metode CaCh selanjutnya 

ditransformasi menggunakan plasmid hasil ligasi. Transformasi dilakukan dengan 

metode heat shock berdasarkan protokol dari Sambrook dan Russell (200 I )  yang 

dimodifikasi. Sebanyak 5 µL DNA hasil ligasi dimasukkan ke dalam 50 µL suspensi sel 

kompeten E.coli TOP to.DNA hasil ligasi dan sel kompeten dicampur secara perlahan dan 

diinkubasi selama 30 menit di dalam es. Transformasi dilakukan dengan cara memberikan 

kejutan panas pada campuran sel kompeten dan DNA hasil ligasi di dalam waterbath 

temperatur 42°C selama 90 detik. Se! yang telah ditransformasi kemudian dimasukkan ke 

dalam es selama 2 menit, ditambah dengan 600 µL medium LB cair dan di inkubasi pada 

temperatur 37°C sambil dikocok menggunakan shaker dengan kecepatan 1 00-200 rpm 

selama 2 jam hingga larutan menjadi l<:eruh. Suspensi set kemudian disentrifugasidengan 

kecepatan5.000g selama 5 menit untuk mengumpulkan set. Sebagian supematan dibuang 

dengan mikropipet sehingga tersisa sekitar I 00 µL cairan untuk meresuspensikan pelet. 

Skrining biru putih di lakukan pada medium LB padat yang mengandung antibiotik 

ampisilin, lPTG dan X-gal. Sebanyak 2 µL IPTG dan 4 µL X-gal ditambahkan dengan 

teknik spread pada medium LB padat yang mengandung I 00 µg/mL antibiotik ampisilin. 

50 µL dari suspensi sel hasil transformasi kemudian dikultur dengan teknik spread pada 

medium yang telah disiapkan. Cawan petri yang berisi kultur diinkubasi pada ternperatur 

37°C selama 12- 1 8  jam. Transforman yang membawa plasmid rekombinan pGEM-T 

Esat-6 atau CFPl 0 akan berwarna putih sehingga dapat dibedakan dari transforman yang 

membawa plasmid pGEM-T easy tanpa insersi gen (berwarna biru). 

4.4.7. Isolasi Plasmid dan Analisis Restriksi 

lsolasi plasmid dilakukan menggunakan High Speed Plasmid Mini Kit dari 

Fermentas. Transforman E.coli TOP I O/pGEM-T Esat-6 maupun E.coli TOPI 0/pGEM-T 

CFPIO dikultur dalam 5 mL medium LB yang mengandung 100 mg/mL ampisilin dan 
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dikocok dengan kecepatan 200 rpm pada temperatur 37°C. Suspensi sel kemudian 

disentrifugasi dengan kecepatan 14.000g selama 5 menit untuk mengumpulkan 
.
sel. Pelet 

sel diresuspensi menggunakan 200 µL larutan POI, kemudian ditambahkan 300 µL 

larutan PD2 dan 300 µL larutan PD3. Campuran tersebut dibolak balik selama I 0 kali, 

kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 14.000g selama 3 menit. Supernatan 

dipindahkan ke dalam kolom PD, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 14.000g 

selama 30 detik. Cairan di dalam tabumg koleksi dibuang. Kemudian sebanyak 600 µL 

larutan W I  ditambahkan ke dalam kolom PD. Kol om PD disentrifugasi dengan kecepatan 

14.000g selama 30 detik dan elusinya dibuang. Sebanyak 600 µL larutan wash buffer 

ditambahkan ke dalam kolom PD, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 1 4.000g 

selama 30 detik dan cairan di dalam tabung koleksi kembali dibuang. Kolom PD kembali 

disentrifugasi dengan kecepatan 14.000g selama 3 men it dan elusinya dibuang. Sebanyak 

30 µL elution buffer kemudian ditambahkan pada membran kolom PD dan diinkubasi 

selama 2 menit. Kolom PD dipindahkan ke dalam microtube 1 ,5 mL baru dan 

disentrifugasi dengan kecepatan 14.000g selama 2 menit. 

Analisis restriksi di lakukan untuk memeriksa berhasil atau tidaknya ligasl gen 

Esat-6 dan CFPlO pada vektor pGEM-T easy. Restriksi dilakukan menggunakan enzim 

EcoRI. Plasmid pGEM-T easy memiliki 2 sisi restriksi enzim EcoRI yang mengapit 

daerah insersi DNA sisipan.Plasmid dipotong menggunakan enzim EcoRI mengikuti 

komposisi reagen reaksi restriksi pada tabel 3. Microtube yang berisi campuran reagen 

reaksi restriksi diinkubasi selama 1 2- 1 6  jam pada temperatur 37°C dan hasil restriksi 

dianalisis dengan cara elektroforesis pada gel agarosa 1 % menggunakan marka DNA 

kb. 

Tabet 3. Komposisi Reagen Reaksi Restriksi 

Komponen Konsentrasi A wal Volume (µL) Konsentrasi 
Akhir 

Buffer EcoRI !Ox 2 Ix 
Plasmid rekombinan I 00 ng/µL 10 lµg 
pGEM-T 
Enzim EcoRI 20 unit/µL I 20 unit 
De ion 7 
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4.4.8. Analisis Sekuensing 

Plasmid yang diduga memiliki DNA sisipan gen Esat-6danCFP10 disekuensing di 

Pusat Penelitian Nasional Penyakit Infeksi Badan Litbangkes. Plasmid pGEM-T Esat-6 

maupun CFP l O  dapat disekuensing menggunakan primer-primer PCR atau menggunakan 

primer universal seperti T7 promoter dan SP6. Urutan nukleotida hasil sekuensing 

dianalisis menggunakan program-program bioinfonnatik seperti BLAST serta perangkat 

lunak Genetyx (Genetyx Corp, Japan). 

4.4.9. Subkloning pada Vektor Ekspresi 

Gen Esat-6 dan CFPlO yang telah berhasil dikloning pada pGEM-T easy 

selanjutnya disubkloning pada vektor ekspresi pET29b(+) maupun pMAL. Plasmid 

pGEM-T easy Esat-6, pGEM-T easy CFPl 0 dan pET 29b(+) dipotong menggunakan 

enzim Kpnl dan Ndel mengikuti komposisi reagen reaksi restriksi pada tabel 4. 

Tabel 4. Komposisi Reagen Reaksi Restriksi 

Komponen Konsentrasi A wal Volume Konsentrasi 
(µL) Akhir 

Buffer4 !Ox 2 I x  
Plasmid rekombinan 50 ng/�LL 1 5  
pGEM-T serta Plasmid pET 
29b(+) 
Enzim KpnI 3.5 
Enzim NdeI 1 .5 

Microtube yang berisi campuran reagen reaksi restriksi diinkubasi selama 16 jam 
pada temperatur 37°C dan hasil restriksi dianalisis dengan cara elektroforesis pada gel 

agarosa 0.8% menggunakan marka DNA l kb. Pita DNA hasil potongan pGEM-T easy 

Esat-6 dan pGEM-T easy CFP l 0 dipotong dari gel dan dipurifikasi. Pita DNA pET 

29b(+) yang telah dipotong enzim Kpnl dan Ndel juga dipotong dari gel dan dipurifikasi. 

Hasil purifikasi vektor pET 29b(+) selanjutnya dil igasikan dengan DNA sisipan Esat-6 

dan CFPl 0 sesuai komposisi ligasi pada tabel 5. 
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Tabel 5. Komposisi reagen reaksi ligasi 

Komponen Konsentrasi A waJ Volume (µL) Konsentrasi 
Akhir 

BufferT4 DNA Ligase 10x 2 I x  
Hasil purifikasi pET 29b(+) 50 ng/�LL 2 100 ng 
Hasil purifikasi DNA sisipan 10 ng/µL 10 100 ng 
T4 DNA Ligase 400 unit/µL 2 400 unit 
De ion 4 

Semua komponen reaksi ligasi dimasukkan ke dalam microtube sehingga didapat 

volume akhir Iarutan 20 µL dan campuran diinkubasi pada temperatur 4°C selama 1 6- 18  

jam. Hasil ligasi ini akan menghasilkan plasmid rekombinan pET 29b(+)Esat-6 dan pET 

29b(+)CFP10. Hasil ligasi ini digunakan untuk mentransformasi E.coli TOPI 0 kompeten 

yang dibuat metode CaCh sesuai metode transformasi pada subbab 4.4.7. 

Hasil transformasi kemudian dikultur dengan teknik spread pada medium LB yang 

mengandung kanamycin 30 ng/µL. Cawan petri yang berisi kultur diinkubasi pada 

temperatur 37°C selama 12- 18  jam. Transforman-transforman yang tumbuh kemudian 

disubkultur pada medium LB cair yang mengandung kanamycin 30 ng/µL dan 

selanjutnya dilakukan isolasi plasmid serta analisis restriksi menggunakan enzim KpnI 

dan Ndel sesuai subbab 4.4.8. Plasmid yang diduga positif mengandung gen Esat-6 

maupun CFPlO selanjutnya disekuensing dengan primer T7 promotor untuk memastikan 

keberhasilan konstruksi. 

4.5. Uji Imunogenitas 

Uji imunogenitas protein rekombinan kandidat vaksin TB dilakukan secara 

bertahap, meliputi ( 1 )  pemeriksaan adanya antibodi terhadap antigen yang dibuat, (2) uji 

proliferasi splenosit dan (3) pemeriksaan produksi sitokin yang dihasilkan oieh sel 

limfosit T yang diinduksi dengan antigen. Ketiga jenis pemeriksaan tersebut dilakukan 

terhadap 3 (tiga) kelompok subjek penelitian yaitu kelompok kasus TB, kontak TB dan 

sehat. 

Skrining untuk menentukan ketiga kelompok subjek penelitian berdasar beberapa 

parameter pada tabel 6. 

Pemeriksaan awal meliputi pemeriksaan foto toraks, pemeriksaan Mantoux, 

pewarnaan BTA, dan biakan Mtuberculosis.Selanjutnya dilakukan pemeriksaan 

laboratorium untuk menilai beberapa faktor yang dapat mempengaruhi respon imun, 
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seperti pemeriksaan pemeriksaan HIV, pemeriksaan darah lengkap, pemeriksaan urin 

lengkap, ureum, kreatinin, SGOT dan SGPT. 

Tabel 6. Kriteria peneotuao kelompok subjek peoelitian 

Skrining Kasus TB paru Kontak TB Kontrol sehat 

Kl in is Klinis sesuai TB Tidak ada gejala Tidak ada gejala 

Foto toraks Sesuai gambaran Gambaran Gambaran 
TB parenkhim paru dan parenkhim paru 

pleura nonnal dan pleura normal 

PPD test Positif (> 1 5  mm) Negatif {<l5mm) 

BTA Positif Negatif Negatif 

Kultur Positif Negatif Negatif 

Kontak TB (min 6 ? Ada kontak dg . Negatif 
bu Ian) kasus TB BTA pos 

Th/ kurang I bulan + 

Kesimpulan : Berdasarkan klinisi 

Prosedur operasional baku dalam pengambilan spesimen PBMC (Peripheral Blood 

Mononuclear Cell) dan pemeriksaan uji imunogenitas dapat dilihat pada lampiran. 

Adapun pemeriksaan sitokin yang akandinilai meliputi IFN-y, TNF-a, IL12, IL6, 

IL2 dan IL4. 

4.6. Penyiapan Isolat M.tubeculosis ''dorman" in vitro 

4.6.1. Prosedur operasional baku Subkultur Mycobacterium tuberculosis dari media 
Lowenstein Jensen. 

Persiapan : Sebelum melakukan prosedur, semua petugas yang terlibat harus 

menggunakan jas lab, masker, dan sarung tangan. Semua prosedur dilakukan didalam 

laboratorium Biosafety Level 3. 

Alat 

I. Botol Mc Cartney + glass beads yang sudah disteril 

2. Ose Disposible l 0 ul 

3. Vorteks 

4. Rak 
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5. Inkubator 

6. Mikropipet 

7. Pipettips 

Bahan : 

1 .  Isolat Mycobacteriurn tuberculosis 

2. Aquadest steril 

Cara kerja: 

1 .  Petugas mempersiapkan botol rnccartney + glassbead sejumlah strain yang ingin 

disubkultur 

2. Petugas mengambil l sengkelit penuh koloni dari botol LJ, kernudian masukkan 

dalam botol Mccartney yang sudah berisi glassbead. 

3 .  Vorteks tabung tersebut selama 1 menit 

4. Diamkan selama I 0 men it. 

5. Dengan tindakan aseptik, tambahkan dengan
.
aqudest steril 1 m l  

6. Vorteks kembali tabung selama 1 menit 

7. Diamkan tabung selama I 0 men it 

8. Arn bi I I 00 ul supematan kemudian inokulasi ke permukaan LJ 

9. Tutup rapat botol LJ, ratakan inokulum dipermukaan LJ, longgarkan tutup botol 

LJ 

10. lnkubasi botol pada kemiringan 30 °C dalam incubator pada suhu 35 - 37 °C 

1 1 .  Setelah inkubasi 24 jam, kencangkan kembali tutup dan tegakkan botol LJ. 

12. Lanj utkan inkubasi dan amati pertumbuhannya setiap minggu, hingga minggu ke 

8 (delapan). 

4.6.2. Subkultur M. tuberculosis dari TSB Gliserol atau skim milk. 

I .  Lakukan thawing pada isolat TB di TSB gliserol. 

2. Vortex tabung yang berisi isolat, diamkan selama I 0 menit. 

3. Dengan menggunakan micropipet ambil 100 ul isolat Mycobacterium 

tuberculosis kemudian inokulasi ke permukaan medium Lowenstein Jensen. 

Setiap isolat di subkultur pada I 0 medium Lowenstein Jensen. 

4. Tutup rapat botol Lowenstein Jensen, ratakan inokulum dipermukaan 

Lowenstein Jensen, longgarkan tutup botol Lowenstein Jensen. 
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5. Inkubasi botol pada kemiringan 30 °C dalam incubator pada suhu 35 - 37 °C 

6. Setelah inkubasi 24 jam, kencangkan kembali tutup dan tegakkan botol LJ. 

7. Lanjutkan inkubasi dan amati pertumbuhannya setiap minggu hingga m inggu 

ke 8. 

4.6.3. Prosedur operasiona baku Pembuatan Medium Sauton 

Alat : 

1 .  Labu ukuran 30 ml  

2. Autoclave 

3. Pipet dispenser 

4. Pipet volume l 0 ml 

Baban : 

1 .  L-Aspargin 4,0 Cl 0 

2. Citric acid 2,0 g 

3. KiHP04 0,5 g 

4. MgS04 0,5 g 

5. Triton WR 1339 0,25 g 

6. Ferric ammonium citrate 0,05 g 

7. Glycerol 40,0 g 

Persiapan Medium: 

I. Campurkan kesemua bahan 

2. Tambahkan distilled water atau aquabidest hingga volume mencapai 1.0 L 
3. Campur dengan baik 

4. Masukkan 9 ml larutan medium ke dalam labu ukuran30 cc. 

5. Autoclave pada tekanan 15  psi suhu 1 2 1 °c selama 1 5  menit 

Surnber: Handbook of medium clinical microbiology 
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Rencana kegiatan 

Catatan: Untuk modifikasi sumber karbon yang terkait dengan Dormant TB, pada 

medium akan dilakukan modifikasi, dengan membuat medium sauthon yang memiliki 

gliserol 4gr, 8gr, 12gr, 16gr, 20gr, 24gr, 28gr, 32gr,36gr, 40gr (modifikasi 1 / 10  dari 

kebutuhan) 

Tabel 7. 

4 

I 

2 

3 

4 

5 

Rencana perlakukan modifikasi sub-kultur M.tuberculosis pada 
berbagai konsentrasi gleserol 

Modifikasi gliserol gr/L 

8 12  1 6  20 24 28 32 36 40 
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Tabet 8. Alur Pengerjaan Spesimen H37RV 

Langkah kerja I II 111 IV v VI 
Persiapan medium LI x 

Cek persiapan BSL3 
x 

Kultur lsolat di LI x x x x x 
Persiapan medium 
sauthon x 
Cek persiapan BSL3 

Kultur di medium sauthon 
Harvest I + ekstraksi 
mRNA 
Harvest II+ ekstraksi 
mRNA 
Harvest Ill+ ekstra1<si 
mRNA 
Harvest IV + ekstraksi 
mRNA 
Harvest V + ekstraksi 
mRNA 

VII VIII IX x XI XII XIII Keterangan 

Di Labdu 
alat, bahan, SOP, APD, spill kit, 
limbah 

x lsolat dari skim milk, kultur di 30 LI 

Di Labdu, Dibuat 60 medium sauthon 
alat, bahan, SOP, APD, spill kit, 

x limbah 

x Sehari sebelumnya latihan alur kerja 

x 10 botol 

x 10 botol 

x 10 botol 

x 10 botol 

x 10 botol 



4.6.4. Prosedur operasinal baku Kultur di Sauton Medium 

Prinsip kerja: Kultur dilakukan di dalam BSL3. Petugas menggunakan APO yang lengkap 

sesuai dengan kultur Mycobacterium tuberculos is. Pengerjaan kultur memperhatikan 

prinsip-prinsip B iosafety. 

A lat 

1 .  Mikropipet 

2. Pipet tip 

3. Shaking inkubator 

4. Secondary containment 

5. Nephelometer 

6. Vortex 

7. Ose disposible 

8. Plastik berkl ip 

9. Absorben pad 

I 0. Tabung kaca screw cap 

1 1 . Pi pet Dispenser 

12. Pipet Volume ukuran 10 ml 

Bahan : 

I .  Kultur Mycobacterium dalam media LJ 

2. Labu kultur berisi medium sauthon 9 ml dengan tutup karet 

3. Nacl 0, 1% 

4. Methylene Blue 

Cara Kerja 

I .  Persiapkan I 0 ml NaCl 0,5% ke dalam tabung kaca. 

2. Tambahkan l ,5ug/ml Methylene blue, ke dalam medium sauthon. 

3. Dengan menggunakan ose, ambil l ose penuh isolat Mycobacterium 

tuberculosis yang tumbuh dari medium LJ. 

4. Masukkan ke dalam tabung kaca, dengan bantuan Nephelometer, buatlah 

larutan menjadi 0,5 McFarland 

5. Vortex larutan tersebut. 

6. Diamkan selama I 0 men it. 
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7. Dengan menggunakan pipet dispenser ambil 1 ml larutan kemudian 

masukkan ke dalam labu yang berisi medium sauthon. 

8. Vortex labu. 

9. Diamkan selama 10 menit 

10. Inkubasi kultur Mycobacterium tuberculosis di media sauthon dalam shaking 

inkubator pada suhu 37°C. 

1 1 .  Amati pertumbuhan setiap m inggu hingga 5 minggu. 

Sumber dimodifikasi dari : In Vivo Adaptation of the Wayne Model of Latent 
Tuberculosis 

4.6.5. Prosedur Ekstraksi RNA (Versi 1) 

Bahan : 

1 .  Trizol solution (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). 

2. Lysing matrix B supplied in 2-mL screw-cap tubes (QBiogene, Inc., Irvine, 

3. CA) (see Note 2). 

4 . . Fastprep 120 homogenizer (Qbiogene). 

5. Phase lock gel (EppendorfNorth America, nc., Westbury, NY). 

6. Chloroform/isoamyl alcohol 24:1 (CIA). 

7. lsopropanol. 

8. High Salt Solution; 0.8M Na citrate, 1 .2M NaCL 

9. RNAse-free water. 

10. 75% ethanol solution; make up with RN Ase-free water. 

Cara Kerja: 

L. Sentrifuge kultur selama 5 rnenit dengan kecepatan 2000 g pada temperature 

ruang. 

2. Buang supernatant, dan segera proses RNA atau bekukan pada dry ice. 

3. Tambahkan 1 mL Trizol pada pellet sel, letakkan dalam es 

4. Larutkan kembali pellet dengan memvortex hingga tidak terdapat gumpalan 

5. Tambahkan suspensi ke dalam tabung screw yang sudah berisi Lysing matrix 

(Buffer lisis) dan letakkan dalam es 

6. Untuk menghancurkan sel dan rnengeluarkan RNA, goyang selama 30 rnenit 

dengan menggunakan mesin Fastprep 

7. Letakkan dalam es selama 30 detik untuk rnendinginkan sampel. 
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8. Ulangi langkah 3 dan 4 hingga 2 kali. 

9. Sentrifuge sampel selama 1 menit pada kecepatan 16.000 g 

10. Buang larutan trizol ke dalam 2mL Heavy Phase Lock Gel I snap cap tube yang 

berisi 300 u l  chlorofonn/isoamyl alcohol 

I 1 .  Campurkan dengan membalik secara cepat selama 1 5  detik, dan letakkan dalam 

es. Sekali sampel ditransfer lakukan membalikkan tabung secara periodic selama 

2 menit 

12. Sentrifuge selama 10 men it pada suhu 4°C dan buang isopropanolol 

13. Tambahkan l mL 75% etOH, dan bolak balik beberapa kali, sentrifuge selama 5 

menit pada kecepatan 16.000g dan tuangkan etanol 

14. Tambahkan JOO uL RNAse free water 

Sumber : Isolation of Mycobacterial RNA 
Tige R. Rustad, David M Roberts, Reiling P. Liao and David R. Sherman 

Prosedur operasiooal baku Ektraksi· mRNA Mycobacterium tuberculosis (alternatif 
Versi II by Kindi) 

Ekstraksi RNA dilakukan dengan menggunakan prosedur yang disarankan oleh WHO. 

Isolasi RNA Mtuberculosis diambil dari kultur M tuberculosis pada media Sauton. 

Sebanyak 200µ1 kultur A1.tuberculosis pada media sauthon disiapkan kemudian dilakukan 

isolasi RNA dengan langkah utama sebagai berikut: 

I) Kultur pada media sauthon yang disiapkan ditambahkan dengan 200 µI RNA lys is 

soluttion dan 2 µI 2-mercaptoetanoL Campuran tersebut kemudian divorteks. 

2) Hasil pencampuran disentri fugasi pada 12000 g selama 2 men it pada suhu kamar. 

3) Hasil sentri fugasi yang berupa supematan dipindahkan ke tabung 1,5 ml  yang bersih. 

4) kedalam tabung ditambahkan 200 µI etanol 100% kemudian dilakukan resuspensi 

agar etanol tercampur dengan baik. 

5) supernatan dan etanol dipindahkan ke dalam RNA spin cartridge tube untuk 

disentrifugasi pada 12000 g pada suhu kamar selama 1 5  detik. Setelah disentrifugasi, 

cairan yang ada di dalam collection tube di dalam spin cartridge dibuang lalu 

collection tube dipasang kemBali. 

6) ke dalam spin cartridge ditambahkan 700 µI wash buffer I untuk mencuci. Latu 

dilakukan sentrifugasi pada 12000G selama 1 5  detik dalam suhu kamar. Langkah 6, 

cairan dan collection tube nya dibuang. 
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7) Kemudian spin cartridge diletakan pada RNA wash tube yang bersih dan 

ditambahkan 500 �ii wash buffer II dan etanol ke dalam spin car/ridge, lalu di lakukan 

sentrifugasi pada I 2000G selama I 5 detik dalam suhu kamar. Setelah disentrifugasi, 

cairan di dalam wash tube dibuang dan wash tube dipasang kembali. Kemudian 

langkah 8 diulang kemBali. 

8) kemudian dilakukan spin cartridge pada 12000 g selama I menit di dalarn suhu 

kamar dengan tujuan mengeringkan membrane pada spin cartridge. 

9) Selanjutnya collection tube dibuang dan spin cartridge dimasukan ke dalam recovery 

tube. 

10) dilakukan penambahan RNAse free water sebanyak 50 µI ke dalam spin cartridge, 

diarahkan tegak lurus ke arah membran cartridgelalu diinkubasi selama I menit pada 

suhu kamar lalu dilakukan sentrifugasi pada 1 2000 g selama 2 menit pada suhu 

kamar. 

I I) Setelah sentrifugasi, spin cartridge dibuang sedangkan cairan yang ada di dalam 

recovery tube berisi RNA yang akan digunakan dalam penelitian dapat d isimpan 

dalamfreezer pada suhu -70°C. 

4.6.6. Persiapan SDM untuk Bekerja pada Fasilitas BSL3 

Tujuan Training : 

1. Mempersiapkan tenaga laboratorium agar terampil dan siap bekerja di Biosafety 

Laboratorium Level 3 (BSL3). 

2. Mengetahui APO yang dipergunakan untuk bekerja di BSL3, terampil 

mempergunakan dan melepaskan APO 

3. Memahami cara masuk dan keluar BSL3 

4. Memahami penanganan tumpahan yang mungkin terjadi di BSL3 

5. Memahami penanganan limbah di BSL3 

6. Mengetahui cara menghadapi bencanajika sedang bekerja di BSL3 

Uraian 

Training persiapan masuk ke BSLJ difasilitasi oleh Penanggungjawab BSL3, dr Ni Ketut 

Susilarini, pada tanggal 27-29 November 2012. Training ini dipandu oleh Mr. Felix 

Gmuender dari Bassler&Hoffman, Singapura, perusahaan yang memberikan lisensi 

sertifikasi BSL3 Laboratorium Nasional Sri Oemijati. 
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Training dilakukan dengan metode teori dan praktek. Peserta diminta untuk mem buat 

Risk assesment terhadap agen yang akan dikerjakan pada BSL3, SOP menggunakan alat 

pelindung diri dan melepaskan alat pelindung diri, cara masuk dan keluar BSL3 sesuai 

alur, SOP penanganan tumpahan, SOP penanganan limbah, dan SOP menghadapi 

bencana kebakaran dan gempa bumi. Pada hari terakhir peserta dim inta melakukan uji 

coba pekerjaan laboratorium terkait dengan agen yang digunakan. Dari praktek tersebut 

diperoleh hal-hal yang perlu diperbaiki untuk menghindari bahaya agen infeksius saat 

bekerja. Fasilitator juga memberikan saran-saran perbaikan terhadap praktek yang 

dilakukan. Hal terpenting yang diharapkan adalah latihan berulang kali sebelum bekerja 

dengan agen infeksius di dalam BSL3, hingga petugas terampil dan siap bekerja di BSL 

3. Pelaksanaan kegiatan dalam BSL3: 

I .  Selalu gunakan secondary container untuk membawa bahan yang infeksius 

2. Disarankan menggunakan peralatan dari plastik, hindari menggunakan tabung 

dari kaca. 

3. Jika terpaksa menggunakan tabung kaca, lapisi dengan plastik berklip. 

4. Membersihkan peralatan yang akan masuk ke BSC dengan desinfektan boleh 

dilakukan atau tidak 

5. Desinfeksi peralatan yang berada di BSC saat akan dikeluarkan dengan melap 

pennukaan peralatan dengan larutan desinfektan, tidak menyemprotnya. 

6. Persiapkan spill kit sebelum bekerja 

7. Dibutuhkan 10 L desin fektan saat bekerja 

8. Untuk pengerjaan TB tidak perlukan mandi setelah bekerja di  BSL3. 
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5. HASIL PENELITIAN 

5.1. Penyiapan Antigen 

5.1.1.lsolasi Gen Pengkode Antigen Esat-6 dan CFPIO dari M. tuberculosis H37Rv 
dengan Metode PCR 

Gen esat-6 dan cfp 1 0  diisolasi menggunakan primer yang telah ditentukan 

sebelumnya. Produk PCR dianalisis menggunakan elektroforesis gel agarosa dan hasilnya 

dapat dilihat pada gambar 12. Suhu annealing ini ditentukan berdasarkan Tm dari primer 

PCR yang digunakan. Hasil elektroforesis produk PCR gen esat-6 menunjukkan adanya 

pita DNA berukuran antara 288bp, sesuai dengan panjang gen esat-6. Sementara itu 

produk PCR gen cfp l 0 menunjukkan adanya pita DNA berukuran 303bp. 

0 

.,; d ,,., ft .. d 
Ci .. � u 
.. I!: ., u 

Gambar 12. Elektroforegram basil isolasi gen esat6 dan cfplO dari genom M. 
tuberculos is H37Rv mengguoakan metode PCR yang dianalisis pada 
gel agarosa 1 %. M:marker 

Sebagai konfirmasi hasil PCR dilakukan sekuensing (Lampiran I )  

5.1.2. KJoning pada Vektor pGEM-T easy 

Untuk konstruksi ector ekspresi, gen esx dan cfp I 0 yang telah di isolasi dengan 

metode PCR dari genom M tuberculosis H37Rv selanjutnya dikloning pada ector 

pGEM-T easy. Tahapan ector yang dilakukan adalah seperti pada diagram di  bawah 
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ini. Se! kompeten E.coli TOP10 dibuat sendiri menggunakan metode CaCb. Hasil 

skrining biru putih transforman dapat d ilihat pada gambar di bawah. 

Gambar 13. Hasil skrining biru putih transforman pada medium LB padat yang 
mengandung ampisilin, IPTG dan X-gal. Untuk gen esat-6 
didapatkan 6 koloni biru dan 7 koloni putih 

Gambar 14. Hasil skrining biru putih transforman pada medium LB padat yang 
mengandung ampisilin, IPTG dan X-gal. Untuk gen CFPJO 
didapatkan 12 koloni biru dan 15 koloni putih 

Koloni putih kemungkinan merupakan koloni E.coli TOP lO yang membawa 

plasmid pGEM-T easy dengan insersi sementara koloni biru kemungkinan merupakan 

koloni yang membawa plasmid pGEM-T easy tanpa insersi. Untuk mengkonfirmasi 

keberhasilan vector , di lakukan isolasi plasmid dari koloni-koloni yang berwarna 

putih. Plasmid yang diisolasi ini selanjutnya dianalisis restriksi dan disekuensing. Untuk 

gen esx maupun cfp l O  dipilih masing-masing 6 koloni putih untuk di isolasi plasmidnya. 

Analisis restriksi dilakukan menggunakan enzim EcoRl.  Pada ector pGEM-T easy 

terdapat 2 sisi pengenalan EcoRI yang mengapit sisi insersi
.
, sehingga analisis restriksi 

dengan enzim EcoRI dapat memberikan gambaran ada tidaknya DNA sisipan. 
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5.1.3. Ekspresi Protein Esat-6 dan CfplO pada E.coli 

Sistem ekspresi protein yang digunakan dalam penelitian ini menggunakan T7 Lac 

pada E.coli CE4 l (DE3) menggunakan plasmid pET29b+. lnduksi di lakukan 

menggunakan larutan IPTG l mM hingga densitas kultur mencapai OD 0,6 pada 

pembacaan spektofotometri 00600. Hasil ekspresi protein dapat dil ihat pada gambar 

berikut. 

M U I U 
CfplO Esat-6 

Garn bar 15. Ekspresi protein Esat-6 dan CfplO pada E.coli CE41(DE3) dari 
plasmid pET. I� induksi. U, tidak diinduksi (kontrol). 

Selanjutnya dilakukan penilaian solubilitas protein rekombinan yang diproduksi 

dengan menumbuhkan dan melakukan induksi E.coli dengan TPTG. Setelah 4 jam 

induksi, dilakukan panen set dengan sentrifugasi 10.000g dan dilisiskan menggunakan 

French Pressure Cell. Kemudian sel yang telah dilisiskan melalui tekanan tersebut di 

sentrifugasi 16.000g untuk memisahkan pellet dengan supernatant. Supernatan maupun 

pellet dilakukan SDS PAGE menggunakan gel poliakrilamid 12% untuk menilai protein 

rekombinan yang dihasilkan terdapat dalam supernatant atau pellet. Protein Cpfl 0 

terdapat dalam supernatant yang menggambarkan bahwa protein tersebut merupakan 

protein yang disekresi, sedangkan protein Esat-6 terdapat dalam pellet yang merupakan 

protein inclusion bodies. 

� 1Cfp-I01 
p s p s 

Gambar 16. Penentuan protein Esat-6 dan CfplO dalam pellet atau 
supernatant. M ,  marker; P, pellet; S, supernatant 
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5.1.4. Purifikasi Antigen mengguoakan kolom afinitas 

Pellet yang mengandung protein Esat-6 dilarutkan menggunakan larutan buffer 

solubilisasi dengan komposisi sebagai berikut: 8M urea, l OOmM NaH2P04 dan buffer 

IOmM Tris Cl, pH 8,0. Selanjutnya digunakan Ni-NTA column (Qiagen) untuk purifikasi 

protein Esat-6. Persiapan kolom 1 m l  Ni  NTA diberi buffer solubilisasi (8M urea, I OOmM 

NaH2P04 dan buffer I OmM Tris Cl, pH 8,0), kemudian diberi buffer pencuci (8M urea, 

IOOmM NaH2P04 dan 1 0  m M  Tris Cl, pH 5,9). Selanjutnya protein dielusi 

menggunakan buffer elusi (8M urea, I OOmM NaH2P04 dan 1 0  mM Tris Cl, pH 4,5) 

M I 2 

� � \Of 
2 ' 

' 
11 \. �- .,,,,. 

Esat-6 

M 1 2 3 

-- -

Cfo10 
Garn bar 17. Hasil purifikasi protein Esat-6 dan CfplO 

M, marker; 1,2,3 fraksi elusi yang berisi 1 ml 

Protein Cfp 1 0  yang terdapat dalam supernatant, dimasukkan dalam kolom Ni 

NTA yang telah diekuil ibrasi dengan 50 mM Na2HP04, 300 mM NaCl dan 1 0  mM 

imidazole, pH 8,0. Kemudian dicuci dengan buffer 50 m M  Na2HP04, 300 mM NaCl dan 

20 mM imidazole, pH 8,0 dan protein Cfp 1 0  di elusi menggunakan buffer 50 mM 

Na2HP04, 300 mM NaCl dan 250 m M  im idazole, pH 8,0. 

5.2. Persiapan Uji Imunogenitas 

Persiapan Uji Imunogenitas dilakukan dengan pembuatan Prosedur Operasional 

Baku yang bertahap (dapat dilihat pada lampiran 2). 

Penyiapan subjek penelitian dilakukan di RS Wafa Husada-Malang, meliputi 

skrining untuk mendapatkan kelompok Kasus TB, KOntak TB dan Sehat melalui 

pemeriksaan klinis maupun laboratories. Hasil pemeriksaan terdapat dalam lampiran 3. 

Optimasi biakan sel lifosit T yang diambil dari subjek penelitian telah dilakukan 

dengan berbagai kondisi dan didapatkan hasil optimum adalah inkubasi selama 5-8 hari 

dengan paparan dosis antigen sebesar 8 ug/ml dan 10 ug/ml. 
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Optimasi biakan sel lifosit T yang diambil dari subjek penelitian telah dilakukan 

dengan berbagai kondisi dan didapatkan hasil optimum adalah inkubasi selama 5-8 ·hari 

dengan paparan dosis antigen sebesar 8 ug/ml dan Io ug/ml. 

. ' •· · Pelaksanaan pememriksaan flowsitometri dengan pewarnaan intraseluler akan 

dilaksanakan· setelah didapat antigen dalam volume yang cukup dan dibuat dari isolat 

klinik Mtuberculosis yang telah dilakukan karakterisasi. 

5.3. Persiapan pembuatan Isolat Mtuberculosis "dorman" in vitro 

Persiapan awal berupa melakukan subkultur isolat M tubercu/osis H37Rv dan 

isolat klinik M tuberculosis pada media Lowenstein Jensen yang telah dikarakterisasi. 

Kursus petugas laboratorium yang akan masuk dalam laboratorium dengan 

fasilitas BSL3 telah dilaksanakan. 

Persiapan media Sauton yang akan digunakan untuk melaksanakan biakan dalam 

kondisi media yang dimodifikasi dengan pengurangan kadar gliserol sebagai sumber 

nutrient esensial. Subkultur akan dilakukan dalam shaking incubator dan akan di lakukan 

pemantauan secara ketat, pengamabatan dan pemanenan serta isolasi mRNA untuk 

dilakukan pemeriksaan Reverse Transcriptase PCR untuk menilai eskpresi gen yang 

berperan pada keadaan dorman. 
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6. PE MB AHAS AN 

Pembuatan protein rekombinan Esat-6 dan Cfp l O  dilaksanakan menggunakan 

templat isolat Mtuberculosis H37Rv, pembuatan dengan isolat klinik Mtuberculos is 

yang telah dikarakterisasi diharapkan memberikan hasil serupa yang menyatakan bahwa 

kedua gen tersebut conserved. 

Pelaksanaan uji imunogenitas telah mendapatkan metode yang optimum, segera 

dilaksanakan pemeriksaan produksi sitokin JFN-y, TNF-a, TL4, I LI  2 dan IL6 

menggunakan tlowsitometri dengan pewarnaan intraseluler. Perbandingan hasil pada 

ketiga kelompok penelitian Kasus TB, Kontak TB dan Sehat akan memberikan gambaran 

sitokin yang dapat merupakan data dasar dari keadaan ketiga kelompok studi. Profile 

sitokin yang diperiksa pada kontak TB lebih menggambarkan keadaan TB laten, yaitu 

pemah terpapar M tuberculos is namun tidak mempunyai gejala TB. Data dasar ini akan 

digunakan sebagai nilai ruj ukan untuk penelitian selanjutnya. 

Pembuatan isolat Mtuberculosis "dorman" in vitro dilaksanakan setelah mendapat 

ijin pelaksanaan pada fasilitas BSL3 setelah selesai dilakukan dekontaminasi dan 

persiapan pengadaan shaking incubator. 1-lasil optimasi/subkultur pada isolat 

M.tuberculosis H37Rv pada media Lowenstein Jensen akan di lakukan subkultur pada 

medium Sauton. Observasi turbiditas tabung biakan akan dilakukan menggunakan 

nephelometer. 
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7. KESIMPULAN DAN SARAN 

I ' '.  

Penelitian Pengembangan Prototipe Sub-Unit Protein Kandidat Vaksin TB Tahap 

I tahun 2012, merupakan kegiatan awal sebagai persiapan dari kegiatan penelitian tahap 

selanjutnya. Pelaksanaan Tahap I sebagian besar meliputi pengadaan sarana prasarana 

dan kebutuhan reagen serta persiapan SOM pelaksana penelitian. Penelitian ini 

merupakan bagian dari Konsorsium Riset Vaksin TB yang terdiri dari 8 Institusi. 

Sinkronisasi dan harmonisasi kegiatan riset ini mempunyai nilai yang sangat berharga 

untuk pelaksanaan kegiatan selanjutnya. 

Hasil kegiatan berupa : ( 1 )  protein rekombinan Esat-6 dan Cfp 10 dari template 

isolat Mtuberculosis referens H37Rv yang akan diulang dan dibandingkan hasilnya 

dengan isolat klinik yang telah dikarakterisasi secara spoligotyping sebagai galur Beijing 

dan non Beijing; (2) pembuatan prosedur operasional standar untuk uji imunogenitas, 

skrining kelompok sebjek penelitian, optimasi persiapan kultur limfosit T dari PBMC 

kelompok penelitian; (3) persiapan dan optimasi pelaksanaan pembuatan isolat 

Mtuberculosis "dorman" in vitro dengan melakukan subkultur isolat Mtuberculosis 

H37Rv pada medium Lowenstein Jensen dan medium Sauton. 

Kegiatan Riset Vaksin TB merupakan penelitian yang bertuj uan untuk 

menghasilkan suatu produk yang dapat dimanfaatkan oleh produsen vaksin berupa protein 

sub-unit merupakan kegiatan yang panjang dan terstandarisasi. Dukungan untuk 

kontinuitas penelitian ini sangat diharapkan termasuk kerjakeras bagi anggota Tim 

Peneliti yang masih memerlukan banyak bimbingan dan pembelajaran baik di dalam 

maupun di luar negeri. Kerjasama dengan berbagai pihak untuk meningkatkan 

kemampuan dan keterampilan sangat diharapkan dapat dilaksanakan dengan bantuan dart 

fasilitasi dari Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar kesehatan maupun Badan Penelitian 

dan Pengembangan Kesehatan. 
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Lampiran 2. 
PROSEDUR OPERASIONAL BAKU 

UJl IMUNOGENITAS ANTIGEN KANDIDAT VAKSIN TB 

Prosedur Operasional Baku Uji lmunogenitas Antigen Kandidat Vaksin TB meliputi: 

I .  Prosedur Isolasi PBMC 

2. Prosedur Pemeriksaan Antibodi metode Dotblot 

3. Prosedur Pemeriksaan Antibodi Metode Western blot 

4 .  Prosedur Uji Proliferasi Splenosit 

5. Prosedur Pemeriksaan Sitokin metode Elisa 

6. Prosedur Pemeriksaan Flowsitometri dengan pewarnaan intraseluler 

1. PROSED UR ISOLASI PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) 

Alat: 

1 .  Botol sentrifus 1 5  ml  

2. Micropipette 

3. Swing Centrifugated 

Bahan: 

1 .  Ficoll-Hipaque d=l .077 g/mL 

2. Phosphat Buffer Saline (PBS) 

3. Sample darah yang dimasukkan dalam vacutainer EDT A 

lnstruksi Rinci 

Cara kerja: 

1 .  Semua bahan yang . diperlukan dikeluarkan dari lemari pendingin dan dib iarkan 

sampai suhu ruang. 

2. Disiapkan botol sentrifus 1 5  ml  dan diisi dengan Ficoll-Hipaque d= l .077 g/mL 

3 .  Sampel darah dalam vacutainer EDTA yang akan diuji dibolak-balik perlahan agar 

homogen kemudian dicampur 1 :  I dengan PBS. Kemudian diambil dengan 

micropipette dan disalutkan secara perlahan pada dinding falcon yang sudah diisi 

Ficoll-Hipaque d=l .077 g/mL. Perbandingan volume antara ficoll-hipaque dengan 

sampel darah adalah I :  I .  Akan terbentuk 2 lapisan. 

4. kemudian disentrifuge suhu ruang dengan kecepatan l 000 rpm selama 30 men it. 
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5. Setelah disentrifuge akan terpisah menjadi 5 lapisan, yaitu plasma, PBMC, Ficoll­

Hipaque, granulosit dan sel darah merah. 

Blood sample 

Fico JI 

Plasma ----PBMCs 
Fi coll 
Granulocytes 
Erythrocytes 

layers before centrifugation 

Layers after centrifugation 

Gambar . .  Hasil separasr larutan sebelum dan setelah sentrifugasi 

6. Cincin PBMC yang terbentuk diambil secara perlahan menggunakan micropipette 

dan di letakkan dalam Botol sentrifus 1 5  ml yang baru. 

7. Larutan PBMC kemudian dicuci dengan PBS 10 ml dan disentrifuge suhu ruang 

dengan kecepatan 1200 rpm selama I 0 men it. 

8. Supernatan dibuang dan pelet yang terbentuk dicuci kembali dengan PBS dan 

disentrifuge kembali pada suhu ruang 1200 rpm selama 10 menit, di lakukan dua 

kali. 

9. Setelah disentrifuge maka akan terbentuk pelet (sel PBMCs) pada dasar Botol 

sentrifus 1 5  ml. 

2. PROSEDUR PEMERI KSAAN ANTIBODI METODE DOTBLOT 

Metode dot blot dilakukan dengan cara merendam membran nitrocellulose dalam 

aquadest selama 30 menit. Membran nitrocellulose selanjutnya dirangkaikan pada alat 

Bio-dot apparatus Bio-Rad. Protein rekombinan M tb yang digunakan diencerkan 

dalam TBS-Sodium Azida (NaN3) I %  dengan perbandingan sampel dan pengencer 1 : 

4, kemudian diteteskan pada tiap sumuran masing-masing 50 µI. Selanjutnya 

dilakukan degas selama 30 menit. Blocking dilakukan dengan meneteskan TBS-Skim 
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Milk 5% pada tiap sumuran kemudian diinkubasi selama I jam pada suhu ruang. 

Washing atau pencucian di lakukan dengan TBS-Tween 0,05% sebanyak 3 kali 

masing-masing selama 3 menit. Antibodi primer (serum ketiga kelompok penel itian) 

yang digunakan diencerkan dalam TBS-Skim 1 % dengan perbandingan sampel dan 

pengencer 1 : 200, selanjutnya diinkubasi semalarn pada suhu 4°C. Setelah pencucian 

dilakukan inkubasi dengan antibodi sekunder (JgG Anti human AP Conjugate) yang 

telah diencerkan dalam TBS dengan perbandingan sampel dan pengencer 1 : 2500, 

selama 1 jam sambil digoyang pelan. Pencucian di lakukan kembali untuk selanjutnya 

diberikan substrat Western blue alkaline phospatase dalam ruang gelap dan diinkubasi 

selama 30 menit pada suhu ruang sambil digoyang pelan. Penghentian reaksi 

dilakukan dengan menambahkan aquadest sebanyak 50 µI pada tiap sumuran. 

Pembacaan, Pencatatan dan Pelaporan 

Hasil yang diperoleh diolah dengan program Corel photopaint 11 untuk mendap,atkan 

data kuantitatif. 

3. PROSEDUR PEMERIKSAAN ANTIBODI METODE WESTERN BLOT 

Western blot dilakukan dengan cara Towbin untuk membuktikan adanya ikatan 

antigen dengan antibodi yang spesifik. Protein rekombinan Mtuberculosis yang 

diperoleh ditransfer pada membran nitroselulosa. Sebelum dilakukan transfer protein, 

gel hasil elektroforesis dan membran nitroselulosa direndam dalam laruran transfer 

buffer selama 40 menit. Filter dan kertas saring yang akan digunakan untuk sandwich 

dibasahi dengan larutan transfer buffer. Transfer dilakukan dengan menyusun filter 

tebal, kertas saring, membran nitroselulosa dan gel elektroforesis seperti roti sandwich 

pada alat Transblot SD Semi Dry Bio rad pada arus 0,3 A dan tegangan 20 V selama 2 

jam. Untuk mengetahui sempurna tidaknya proses transfer, keberadaan protein pada 

membran nitroselulosa dapat clilihat clengan merendam membran pada pewarna 

Ponceau 3% beberapa men it. Petanda protein pada membran kemudian dipotong untuk 

protein petanda. Pemblokan antibodi non spesifik di lakukan dengan menghilangkan 

pewarna terlebih dahulu dengan aquadest, selanjutnya membran diinkubasi di dalam 

TBS-BSA 3% semalam pada suhu 4°C. Sebelum perlakuan dengan antibodi primer 

maupun sekunder, dilakukan washing dengan TBS-Tween 0,05% sebanyak 2 kali 

masing-masing selama 10 men it sambil digoyang pelan. Antibodi primer (human 

anlibody = serum subyek penelitian dari 3 kelompok) yang digunakan diencerkan di 

dalam TBS-BSA I% dengan perbandingan sampel dan pengencer I : 500, selanjutnya 
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diinkubasi semalam pada suhu 4°C. Inkubasi dengan antibodi sekunder (JgG anti­

human AP conjugate) dilakukan dengan mengencerkan antibodi di dalam TBS dengan 

perbandingan sampel dan pengencer 1 : 2500 selama 1 jam sambil digoyang pelan 

pada suhu ruang. Substrat yang diberikan, yaitu Western Blue Alkaline Phospatase 

yang diteteskan pada membran di dalam ruang gelap selama lebih kurang 20 menit. 

Penghentian reaksi dilakukan dengan merendam membran menggunakan aquadest 

beberapa saat. Band protein yang muncul selanjutnya dicocokkan dengan petanda yang 

sesuai dengan berat molekulnya. 

4. UJI PROLIFERASI SPLENOSIT MENCIT 

Prosedur operasional baku ini menjelaskan prosedur pemeriksaan uji proliferasi 

splenosit mencit untuk menentukan kemampuan antigen calon vaksin TB dalam 

menstimulasi proliferasi splenosit. 

Prinsip 

Limpa mencit sehat diisolasi, dicacah dalam medium untuk mendapatkan splenosit. 

Splenosit yang diperoleh dicuci 3 (tiga) kali dengan medium RPMI1640 yang 

mengandung antibiotik, HEPES, FBS dan asam amino. Kemudian splenosit dalam 

jumlah I x I 05 splenosit/ml dikultur/di inkubasi dengan antigen kandidat vaksin selama 

minimal 48 jam dalam inkubator C02. Kemudian ditambah MIT dan dikultur lebih 

lanjut selama 4 jam dalam inkubator C02 5%. Kristal formasan yang terbentuk dalam 

larutan isopropanol/asam dan selanjutnya diukur pada panjang gelombang 540 nm. 

Bahan Pemeriksaan 

I .  Antigen kandidat vaksin TB 

2 .  LPS 

3. ConA 

4. PHA (sebagai pembanding) 

Alat dan Bahan 

1 .  Mencit bobot 2 0  gr 

2. Arginin 

3 .  MTT 

4. RPM! 1640 

5. Inkubator C02 
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6. LAF 

7. A lat bedah 

8. Mikropipet 

9. Sentrifuge 

I 0. Plat kultur 

1 1 . Filter steril 0,22 µm 
12. ELISA reader 

1 3. Mikroskop 

lnstruksi Rinci 

I .  Mencit diaklimatisasi d i  laboratorium pengujian. 

2. Pada hari pengujian, mencit dibius dengan ketamin. 

3. Limpa diisolasi secara aseptik, dicacah, dicuci dengan medium komplit (RPMI 

dll). 

4. Siapkan splenosit dalam jumlah I 05 sel/ml. 

5. Sejumlah l 00 µl suspensi splenosit dari stok dicampur dengan tripton biru. 

6. Jumlah splenosit yang hidup dihitung dengan mikroskop. 

7. Splenosit yang hidup kemudian dibuat suspensi I 05 sel/ml. 

8. Sejumlah 100 µI suspensi splenosit hidup tersebut dimasukkan ke dalam 

sumur-sumur dari lempeng sumur mikro 

9. Tambahkan 10  µI antigen kandidat vaksin, LPS, ConA, PHA 

10. Kultur dalam inkubator C02 selama 48 jam 

I J .  Setiap sediaan diuji triplo 

J 2. Kedalam kultur selanjutnya ditambahkan larutan MIT ( I  0 µI) dan dikultur 

lebih lanjut selama 4 jam dalam inkubator C02 5%. 

13 .  Kristal formasan yang terbentuk dilarutkan dalam isopropanol/asam. 

14. Serapan masing-masing sumuran dibaca pada panjang gelombang 540 nm. 

Pembacaan, Pencatatan dan Pelaporan 

I .  Hasil uji diukur pada panjang gelombang 540 nm 

2. Data yang diperoleh ditampilkan dalam tabel x ± 5 dengan n 2". 5 

3. Data yang diperoleh dianalisis secara stastistik dan ditentukan kebermaknaan 

dengan p < 0,05. 

4. Laporan memuat prinsip pengujian, prosedur, hasil dan kesimpulan. 
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Quality Control 

I .  Kontrol suhu inkubator C02 3 7 C ± I %  

2. Kontrol konsentrasi C02 3 - 5 % 

3. Kontrol sterilitas LAF 

4. Kontrol kesehatan mencit dari perkembangan bobot badannya 

Manajemen Limbah 

l . Limbah berupa hewan ditampung dalam freezer penampung untuk diambil oleh 

petugas khusus. 

2. Limbah medium dan bahan kimia lain ditampung dalam wadah khusus limbah 

kimia untuk diambil oleh petugas khusus 

5. PROSEDUR PEMERJKSAAN SITOKIN METODE ELISA 

Bahan pemeriksaan 

Sampel Darah 

• 3 mL untuk EDTA blood tube, untuk pemeriksaan darah rutin 

• 5 mL untuk heparin blood tube, 

� Darah dalam heparin blood lube (berisi wholeblood) sesegera mungkin 

(dalam 30 menit) disentrifuge pada 3.000 G selama 1 5  menit dan suhu 25°C 

lalu diambil plasmanya dan disimpan pada suhu -80°C. 

� PBMC 

• 3 mL plain blood tube, 

Darah dalam plain blood tube, disentrifuge 4.000 rpm selama 1 5  menit. Ambil 

sebanyak I ml menggunakan pipet mikro dan tips steril, kemudian masukkan 

kedalam criotube. Simpan di suhu -80°C. 

Prosedur Kerja 

Lain-lain sesuai dengan standar pemeriksaan di klinik 

Membuat PBMC dari pasieo TB, TB kontak dan kootrol sehat. 

Darah heparin dimasukkan dalam tabung I Sml, disentrifuge 2300 rpm 10  menit RT 

untuk diambil plasmanya. Plasma disimpan dalam suhu -80C untuk pemeriksaan IFN­

y dalam plasma lebih lanjut. 

Sisa darah dipindahkan kedalam ta bung 50ml dicampur dengan PBS 30 ml, 
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- Tambahkan 1 .077 g/mL Fico! Hypaque 10 ml  RT, spin pada 1 500 rpm 30 menit RT 

no brake. 

- Ambil PBMC dari interphase PBS/Ficel dengan transfer pipette, masukkan ke dalam 

tabung 50ml yang baru dan tarnbahkan 40ml PBS 

Spindown pada I OOOrpm 8menit RT 

Buang supernatant, tambahkan 5mL RBC Lysis solution, inkubasi dengan mixing 

inversi 5 menit RT 

Buang supernatant, resuspend dengan 1 Om! PBS 

- Ambil 125 ul untuk dihitung selnya 

- Sisanya dispin down l 000 rpm 8 men it RT 

- Buang supernatant, resuspend dengan lOml PBS untuk final wash 

Spindown 1000 rpm 8 men it RT 

- Transfer ke dalam microtube masukkan ke dalam liquid N2 

Kultur antigen dengan PBMC dari pasien TB, TB kontak dan kontrol sebat. 

Sebanyak
. 

10.5 sel PBMC (setelah dihitung) dalam 100 ul IMDM dikultur dengan 

antigen Mtb. Ada 5 perlakuan yaitu: sebagai control negative sel dikultur tanpa 

antigen, sebagai control positive sel dikultur dengan Pl-IA, sel dikultur dengan BCG 

buatan Biofanna, sel dikultur dengan LPS dan sel dikultur dengan kandidat antigen 

hasil buatan ITB/UI dan lainnya. Konsentrasi yang digunakan perlu dioptimasi dulu. 

PBMC dikultur selama 4 hari (darah pasien diproses hari kamis dan jumat) dan 

dipanen hari senin dan selasa. PBMC dikultur dalam incubator 37C 5% C02. PBMC 

dikultur masing-masing in triplicate supaya mendapatkan hasil supernatant yang 

banyak (karena untuk pemeriksaan berbagai sitokine: IFNg, IL 12, [L4, IL2?) 

Supermanant diambil dan dimasukkan dalam 96 V bottom plate dan disimpan dalam -

20C. 

Pemeriksaan ELISA IFN-y, IL12, IL2 dan lL4. 

Pemeriksaan ELISA sesuai dengan standard protocol kit. Perlu dilakukan optimasi 

dahulu apakah supernatant perlu diencerkan supaya mendapatkan hasil yang optimal. 
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6. PROSEDUR PEMERJKSAAN FLOWSITOMETRI DENGAN PEWARNAAN 
INTRASELULER 

Prosedur operasional baku ini menjelaskan prosedur untuk pemeriksaan jenis dan 

jumlah sel yang memproduksi sitokin intrasitoplasma menggunakan flowsitometri BD 

FACS™ Calibur 

Staining dengan Intraselluler (Nuclear) Marker 

PBMC yang diisolasi dari darah tiga kelompok subyek (pasien, kontak positif, normal 

sehat) 

Alat: 

l .  Tabung eppendorf 1,5 ml 

2. Sentrifuge suhu dingin 

3. Micropipette 

Bahan: 

I .  Cell staining buffer 

2. Larutan fox fix perm buffer 

3. Larutan fox perm buffer 

4. Antibodi intraselluler Fox P3 

Cara Kerja: 

1 .  Pelet kultur PBMC yang telah diinkubasi dengan antibodi sel surface marker 

kemudian dicuci dengan 500 µI sel staining buffer, disentrifuge pada suhu 4°C 

dengan kecepatan 2500 rpm selama 3 menit. 

2. Supematan dibuang, kemudian pelet yang terbentuk dicuci dengan 500 µI 

larutan fox fix buffer, dihomogenkan dan disentrifuge pada suhu 4°C dengan 

kecepatan 2500 rpm selama 3 menit. Larutan fox fix perm buffer tersedia 

dalam 4x konsentrasi. Jadi apabila akan digunakan harus diencerkan terlebih 

dahulu dengan PBS. 

3. Supematan dibuang, kemudian pelet difiksasi dengan 500 µI fox fix perm 

buffer lalu diinkubasi selama 20 menit dalam gelap di suhu ruang. 

4. Setelah inkubasi selesai, larutan disentrifuge pada suhu 4°C dengan kecepatan 

2500 rpm selama 3 menit. 

5. Supernatan dibuang, pelet yang terbentuk dicuci dengan larutan fox perm 

buffer disentrifuge pada suhu 4 °c dengan kecepatan 2500 rpm selama 3 menit. 
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Larutan fox perm wash buffer tersedia dalam 1 Ox konsentrasi, jadi apabila akan 

digunakan harus diencerkan terlebih dahulu dengan PBS. 

6. Supematan dibuang,kemudian pelet ditambahkan dengan 500 µI fox perm 

buffer Ialu diinkubasi selama 20 menit dalam gelap di suhu ruang. 

7. Setelah inkubasi selesai, larutan disentrifuge pada suhu 4°C dengan kecepatan 

2500 rpm selama 3 menit. 

8. Supernatan dibuang, kemudian pelet siap untuk distaining dengan antibodi 

intraselluler (yang telah diencerkan dalam fox perm buffer dengan 

perbandingan tertentu). 

9. Masing-masing larutan di staining dengan 50 µI antibodi yang telah 

diencerkan, kemudian diinkubasi dalam gelap di suhu ruang selama 20 menit. 

I 0. Setelah diinkubasi dicuci dengan menambahkan 500 µI larutan perm wash 

buffer dan disentrifuge pada suhu 4 °c dengan kecepatan 2500 rpm selama 3 

men it. 

l l .  Supernatan dibu�ng dan ditaqibahkan 350 µI sel staining buffer, dihomogenkan 

12. Kemudian dipindahkan ke kuvet baca dan siap untuk dibaca dengan 

Flowcytometry. 

Resep Phosphat Buffer Saline (PBS) untuk I Liter larutan 

I .  NaH2P04.2H20 2,4 gram 

2. Na2HP04 

3 .  KH2P04 

1 , 2  gram 

0,7 gram 

4. KCI 6,8 gram 

Pembuatan: 

1 .  NaH2P04.2l IiO, Na2HP04, KH2P04 dan KCI di larutkan dalam aquades sampai 

lebih kurang 800 ml. 

2. Setelah homogen diukur pada pH 7,4 

3 .  Ditambahkan aquades sampai 1000 ml, disterilkan dengan autoclave kemudian 

disimpan dalam suhu 4°C. 

Resep Sel Staining Buffer untuk 50 ml larutan (2% FBS dalam PBS) 

I .  Fetal Bovine Serum (FBS) 1 ml 

2. Phosphat Buffer Saline (PBS) 49 ml 
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Pembuatan: 

l .  Pembuatan larutan dilakukan dalam kondisi steril d i  Laminair Air Flow (LAF) 

2. Diambil 1 ml FBS kemudian ditambahkan dengan 49 ml PBS ditempatkan 

dalam ta bung sentrifus 50 m I .  

3. Larutan sel staining buffer yang baru saja dibuat di vortex agar homogen. 

Hal 10 dari 10 



Lampiran 3. Sekuens gen esat-6 dan cf pl 0 

lekuens gen esat6 M.tuberculosis H37Rv 
•.TGACAGAGCAGCAG TGGAA TTTCGCGGGT ATCGAGG CCGCGGCAAGCGCAA TCCAGGGAAA TGTCACGT CCATTCA 

:rcCCTCCTTGACGAGGGGAAGCAGT CCC TGACCAAGC TCGCAGCGGCCTGGGGCGGTAGCGGTTCGGAGGCGTACC 

�GGTGTCCAGCAAAAATGGGACGCCACGGCTACCGAGCTGAACAACGCGC TGCAGAACCTGGCG CGGACGATCAGC 

�AAGCCGGTCAGGCAATGGC TTCGACCGAAGGCAACGTCAC TGGGATGTTCGCATAG 

lekuens gen cfplO M.tuberculosis H37Rv 
nTGGCAGAGATGAAGACCGATGCCGCTACCCTCGCGC AGGAGGCAGGTAATTTCGAGCGGATCTCCGGCGACCTGAA 

�CCCAGATCGACCAGGTGGAGTCGACGGCAGGTTCG TTGCAGGGC CAG TGGCGCGGCGCGGCGGGGACGGCCGCCC 

.�GGCCGCGGTGGTGCGCTTCCAAGAAGCAGCCAATAAGCAGAAGCAGGAACTCGACGAGATCTCGACGAATATTCG T 

CAGGCCGGCGTCCAATACTCGAGGGCCGACGAGGAGCAGCAGCAGGCGC TGTCCTCGCAAATGGGCTTCTGA 
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IDENTIFIKASI RESPONDEN I RESPONDEN IDENTIFICATION 
No. Studi 

Tan.ggal __ , __ , __ 

I. IDENTIT AS I IDENTITY 

Medrec klinJk 

Interviewer 

Klinik : 1 .  PPTI 

2. RSHS 

3. BP4 
4. lainnya 

Nama : ---------- Nama Pang:gilan: _____ Usia/Gender : ______ _ 

Alanna! : ---------- RT/RW:.________ Kelurahan : _______ _ 

Kecamatan_________ Kota ---------- Kode Pos: _______ _ 

Te/epon. ___________ HP __________ Dikirim oleh: ______ _ 

Wilayah kerja Puskesmas : Supervisor lapangan:. ______ _ 

II. ANAMNESIS 

a. Kefuhan 
1. · Keluhan Utama : 1. Batuk 3. Batuk darah 5. Nyeri dada 7. tidak ada keluhan 

2. Panas badan 4. Sesak nafas 6. lain-lain ------

2. Berapa lama merasa tidak sehat I sakit __ bulan + ___ minggu 

Gejala lain yang dikeluhkan : 

3. Batuk 1 .  ya 2. tidak 

4, Dahak 1 .  ya 2. tidak 

Jika iya 1 .  sedikit 2. sedang 3. banyak 

5. Batuk darah 1. ya 2. tidak 

6. Sesak nafas 1 .  ya 2. tidak 

7. Panas badan 1 .  ya 2. tidak 

8. Keringat malam 1 .  Ya 2. tidak 

9. Bera! badan turun 1. ya 2. tidak 3. tidak tahu 

� berapa kg? kg dalam berapa lama __ bu/an + __ minggu 

10. nafsu makan berkurang 1 .  Ya 2. tidak 

11.  Keterangan I Keluhan lain 1. ya 2. tidak 

Jika iya , jelaskan : 

b. Riwayat penyakit lain selain yang diderita sekarang 

12. Sakit gula I kencing manis 1. ya 2. tidak 3. tidak tahu 

13. ada resiko untuk HIV 1. ya 2. tidak 3. tidak tahu 
14. Hamil (pasien wanita) 1 .  ya 2. tidak 3. tidak tahu 

15. Riwayat perawatan di RS 1 .  ya 2. tidak 

16. Meminum obat untuk penyakit kronik 1. ya 2. tidak 

17. Jika iya (salah satu di atas), jelaskan 
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c. Riwayat Obat-obatan 
18.  Minum obat dalam jangka waktu lama/sering, termasuk jamu, KB hormonal 1 .  ya 2. tidak 

19. minum steroid (seperti prednison) atau imrnunosupresif 1 .  ya 2. tidak 

20. Apakah anda biasa merokok sebelum sakit ? 1. ya 2. tidak 3. pernah 

Jika ya I pernah : berapa lama anda merokok tahun 

Berapa banyak anda merokok 1 .  < 1 batang/hari 2. _t>atang/hari 

21. Apakah anda pernah menggunakan narkoba suntikan? 1 .  ya 2. tidak 

22. Apakah anda pemah menggunakan obat-obatan lain/alkohol 1 .  ya 2. tidak 

23. Keterangan : jelaskan jika iya (salah satu di atas) -------------

Ill. RIWAYAT PENYAKIT TB YANG LALU 

24. Apakah sudah pemah mendapatkan pengobatan TBC ? 

1 .  ya 2. Tidak 3. Mungkin 4. Tidak tahu 

25. Bila ya/mungkin, kapan terakhir kali makan obat anti TBC? (sejak saat berhenti makan obat s/d sekarang) 

1 .  � 2 bulan yang lalu. 2. 2 bulan s/d 1 tahun yang lalu 3. � 1 tahun yang lalu 

26. Berapa lama makan obat anti tuberkulosis ? 
· 1. � 1 bulan 2. 1 bulan s/d 5 bulan 

27. Berapa macam obat yang diminum dalam 1 saat? 

1. 1 macam 2. 2 macam 3. 3 macam 

3. � 5 bulan 

4. 4 macam 

28. Apakah obat yang dimakan (jelaskan dan cari petunjuk dengan jumlah dan bentuk obat) 

Rifampisin 1 .  Ya 2. Tidak 3. Tidak tahu 

Suntikan tiap hari 1 .  Ya 2. Tidak 3. Tidak tahu 

29. Dimana dapatobatTBC? ________________________ � 

30. Adakah penderita TBC di sekitar anda? 1. ada 2. tidak 3. tidak tahu 

Jika ada: Dimana? 

Hubungan keluarga? 

Siapa? 

1. di rumah 2. tetangga 3. tempat kerja 

1 .  keluarga dekat 2. keluarga lain 

4. lainnya 

3. bukan keluarga 

Berapa orang? ____ orang 

IV. SOSIOEKONOMI 

3 1 .  Pendidikan : 1 .  s/d 6 tahun 

2. 6 -9 tahun 

32. Pekerjaan : (lihat guideline) ____ _ 

33. Penghasilan: 1 .  < Rp. 10.000/hari 

2. Rp. 1 0.000 - 20.000/hari 

3. > Rp. 20.000/hari 

3. > 9 - 1 2 tahun 

4. > 12 tahun 

34. Agama 1 .  islam 2. kristen 3. budha 4. hindu 

35. Suku: 1 .  sunda 2. jawa 3. sumatera 4. cina 5. Betawi 6. Lainnya:. ___ _ 

36. Status perkawinan: 1. menikah 2. belum menikah 3. duda/janda 

37. Jumlah anak kandung: orang 38. jumlah balita (< 5 tahun) yang hidup: __ orang 

11 12912012 
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VI. PEMERIKSAAN FISIK 

39. a) Keadaan umum: 1. tidak tampak sakit (masih dapat berkerja) 

2. sakit ringan (tidak dapat pergi bekerja/di rumah saja) 

39. b) Karnofsky 

40. Bera! badan 

41. Tinggi Sadan 

3. sakit sedang ( di rumah dan perlu bantuan) 

4. sakit berat (perlu perawatan di RS) 

___ % 
__ kg 45. Skar BCG 

Jika ada 

1 .  tidak ada 2.ada 

� 0 : __ cm x cm 

42. Nadi 

___ cm 

___ / menit 

___ / menit 

46. Kemungkinan ekstrapulmonal 1. ada 2. tidak 

43. Respirasi 47. Catalan 

44. Suhu DC ---

VII. PEMERIKSAAN PENUNJANG 

Foto thoraks (diisi oleh petugas yang berkompeten) 

48. Apakah foto thoraks ada kelainan 1 .  tidak (normal) � lanjutkan ke 57 

49. lnfiltrat 

50. Tebal infiltrat 

51. fibrosis extensif 

52. Milier 

53. Pleural effusion (marked) 

54. Kalsifikasi I garis keras 

55. Luas lesi secara keseluruhan 

56. Ada kavitas 

57. Kesimpulan 

2. Ya (ad a lesi lama, kalsifikasi, fibrosis) � lanjutkan ke 49 
3. ya. (ada lesi aktif, infiltrat, cavitas) � lanjutkan ke 49 
1 .  Ya 2. tidak 

1 .  tipis 2. sedang 

1 .  Ya 2. tidak 

1 .  Ya 2. tidak 

1 .  Ya 2. tidak 

1 .  Ya 2. tidak 

1. luasnya kurang dari 5 vertebrae 

2. luasnya antara 5 - 9 Vertebrae 

3. luasnya lebih dari 9 vertebrae 

0. tidak ada 

1 .  ada, luasnya kurang dari 4 cm 

2. ada, kecil multipel atau soliter > 4 
0. Chest X-ray normal 

3. lesi lanjut 

3. tebal 

1 . lesi ringan 

2. lesi sedang 4. gambaran foto dgn lesi lama 

58. Kelainan lain pada foto thoraks ---------------------

59. Sputum BT A : 1 .  (-) 2. (+) 3. (++) 4. (+++) 5. tidak dilakukan 

Uika sampel diambil > 1 : ambil yang paling tinggi densitasnya) 

60. PPD-STU : 1 .  reaktif (0 -- mm) 2. tidak reaktif 3. tidak dilakukan 

1 112912012 
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VIII. KESIMPULAN 

61 . -7 Kalau KONTROL : 

1 .  bukan TB 

lanjutkan ke No. 67 
2. kalsifikasi 

62. -7 Karau PASIEN , manifestasi klinik 

I .  predominan TB paru (PTB) 

3. suspek TB 4. TB aktif 

2. predominan TB ekstra paru (EPTB) : 

3. Limfadenitis TB 

5. riwayat TB 

63. Bila TB ekstra paru : 1 .  meningitis TB 

2. Pleuritis TB 

64. Kategori T B  Paru (PTB): 

4. Aqbdominal TB 5. Lainnya: ___ _ 

1 .  baru 3. gagal 5. pindahan 

2. kambuh 4. putus obat 6. lainnya 

65. Pengobatan : kategori 1 / 2 I 3 / lainnya 

66. Mulai pengobatan : _ I _ f (tgl I bin I tahun) 

67. Kriteria OM 1 .  OM 2. Tidak OM 3. Tidak dapat ditentukan 4. GDP terganggu 

5. Akan ditentukan 6. GDP< 1 1 0  kemudian GOP>126 7. GDP>126 kemudian FBG< 1 1 0  

68. Penyakit lain:--------------------

69. suspected cluster 

70. positive family 
1 .  ya 

1 .  ya 

2. tidak 

2. tidak 

3. mungkin 

3. mungkin 

7 1 .  masuk ke dalam penelitian: (bisa lebih dari satu) 

1 .  immunogenetic study 3. rifampicin trial 

2. adherence study 4. lainnya : ---------------

72. follow - up 1 .  ya 2. lidak jika iya, dimana: _______ _ 

73. KETERANGAN TAM BAH AN 

1 .  tidak ada ------------------------------

2. ad a ______________________________ _ 

Untuk paslen yang akan di follow-up (sebagai data dasar adanya kemungkinan terjadi Efek Samping) 

7 4. Mual-mual /enek 1 .  ya 2. tidak 

75. Muntah 1 .  ya 2. tidak 

76. Perih lambung/gastritis 1 .  ya 2. tidak 

77. Gatal-gatalfbruntusan di kulit 1. ya 2. tidak 

76. Nyeri sendi 1 .  ya 2. tidak 

79. Sakit kepalalpusing 1 .  ya 2. tidak 

80. Kesemutan/baal-baal di kaki/tangan 1 .  ya 2. tidak 

1112912012 
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U ntuk Adherence Study 

8 1 .  Oengan siapa anda tinggal di rumah ? 1 .  sendiri 3. teman 

2. keluarga 4. ____ _ 

82. Dengan apa anda ke sini ? -----------------

83. Berapa lama perjalanan dari rumah ke klinik ini ? ___ _,am menit 

84. Apakah ada yang bisa mengantar anda kesini ? 1 .  ya 3. Kadang-kadang 

Untuk lmmunogenetic Study: 
FAMILY AND ETHNIC 

2. hampir selalu 4. tidak 

85. jumlah kamar tidur dalam rumah: ------ buah 

___ orang 8·6. jumlah penghuni dalam rumah tersebut 

87. Berapa jumlah saudara sekandung laki-laki __ orang perempuan __ orang 

88. Dimanakah anda dilahirkan dan berasal dari suku apa 

I Kot a Pulau Suku Banqsa 
Resoonden 
Ayah 
Kakek dari Avah 
Nenek dari Ayah 
lbu 
Kakek dari !bu 
Nenek dari lbu 

89. Apakah orang tua, saudara kandung atau anak kandung ada yang sakit TBC ? 

1. ya, siapa? 2. Tidak 

Untuk ciinical trial : 
Allocation random number 

Alocator Name 

90. LLA (Lingkar Lengan Atas) _____ cm 

9 1 .  TLK (Tebal Lipatan Kulit) : a. ____ mm 

--·-

Medication package number 

Signature 

b. _____ mm c. _____ mm 

JJ/2912012 



fORMAT SEED HISTORY - Guideline (ICHQSD) 

I. FORMAT SEED HISTORY (ISOLATE) 

No 

-�:··.�� 
a. 

b. 
c. 
d. 

f. 
g. 

h. 
i. 

i. 
k. 

I. 

�2;, 
a. 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

1 1  
!l'�ii:f.f:ll:l 

1 

2 
3 

4 

5 
6 
7 

DaftarPenilaian 

� 
�··; · ,-, I • • • .-1 •' • ' ;-. •...-....-:·.'.! ''t -1 "j .. \ 1*)_ , •, Z.: � •tL-� 1·.;.� ,. r. � · -A�:1«· .' . ,�i·.�::�.,_r. � ;>.'·1��i,..••:··r,v � 1·• ...JJ!�"Mt: 

· · ·· · ·m i:o · ·i:;r�QJ· ····;r"�1••• ,.,.. ·i;.. · • ,w . :. · ! ' e. 1rfijfn.� .·: .. _ate :.:;�•:t.:J.:,i:�J ;;' :--.. I:'..\! 
Jenis kelamin, umur, etnik, Asal isolate (spesies. strain, asal dari mana) 
status HIV, lokasi spesimen 
awal diambil dan pertama kali 
diisolasi 

Tanooal mulai kultur 
Tanooal isolasi 
Phenotypic characteristic dari isolat Bentuk, warna, jumlah, Biokimia 

test (niasin dan PNB test) 
Genotypic characteristic Method: sooliootvoino, Hasil? 
lnformasi medium/komposisi Medium awal culture? (tanggal 

pembuatan medium � per 
batch, komposisi medium) 

Referensi loobook Loo book oenelitian 
Nomor dan iumlah isolate 
Temoat oenvimoanan isolate 
lnformasi tempat penyimpanan isolate 
(sertifikaUkalibrasi/validasi 
lnformasi hasil u'i identitas/karakterisasi isolate 

't;1-"!iSB"lJ'.Eil!llist . · ,.�, "''!e's•�;.;:..�i,,.: J.:;,>!·�>f.,��Wt���f.l!�.f."��l�:�"1f�'.J�r���.,,�!"'.' . " ��ll'-1"6..-.l.o ' • • ....... ,;i 
Passage 1 Harus dari 1 koloni agar · 

seragam 
Tanaaal perlakuan 
Alat pendukuno dan pernvataan sertifikat validasi/kalibrasi 
lnformasi medium/komposisi 
Asal medium 
Pernvataan akreditasi pembuat medium 
Metode passaoe 
Referensi loobook 
Temoat penyimpanan cell bank 
lnformasi container/tube/vial dari cell bank 
lnformasi tempat penyimpanan cell bank 
(sertifikat/kalibrasi/validasi) 
lnformasi hasil uii identitas/karakterisasi cell bank 

� .: ;�"�mn··" ·���· -.�ii!"· "  ····�'it:···,,., .. . - :���--· '"1t .. Y;p;��!'1�J .JO�./· ' ·�: .... ��.'���'.._ft!' ��-�'.:> f:!.;f�,• ·�·!.: .• ;:.I������\�. ,. :.i�ti;•;l���j 
Dokumen history isolate asal Oika diperoleh dari lembaga 
lain } 
R&D logbook references 
Uji sterilitas medium 25 ° � jamur, 37 ° 7bakteri 

aerob dan anaerob; pakai FTM/ 
SCDM; kontrol: B. subtilis; lama 
inkubasi 14 hari 

CoA bahan baku medium Dapat di download asalkan ada 
no lot 

Akreditasi lab pembuat medium 
Hasil uji karakterisasi isolate dan cell bank 
Sertifikat kalibrasi/validasi alat-alat pendukunq 



II. FORMAT SEED HISTORY (CLONE) 

Desain konstruk 
c Genetic dan struktur dari vektor eks resi 
d Fungsi dari bagian-bagian vektor: ORI, promotor, 

antibiotik resistant marker, RE di estion ma 
e Keterangan mengenai vektor: apakah integrasi atau 

ekstrakromosomal, co number 
f Genetic stability dari host vektor kombinasi 

2 

4 CoA bahan baku medium 
5 Akreditasi lab embuat medium 
6 Hasil u·; karakterisasi isolate dan cell bank 


