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Abstract 
Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis. This bacterium 

can develop resistance to several anti-tuberculosis drugs, including ethambutol, which is one of 
the first-line anti-TB agents. Resistance to ethambutol is often associated with mutations in the 
embB gene. Mutations in this gene can serve as molecular markers for detecting Mycobacterium 
tuberculosis resistance to ethambutol.The objective of this study was to detect mutations in the 
embB gene as a marker of ethambutol resistance in Mycobacterium tuberculosis. This research 
was an observational laboratory study employing a cross-sectional design, using 14 stored 
tuberculosis isolates obtained from HUM-RC. Sample examination was conducted using the PCR-
Sequencing method to identify the presence of mutations. The PCR results, visualized through 
gel electrophoresis, showed the presence of the embB gene at the target size of 929 bp in 8 
samples. Sequencing data analyzed using BioEdit Software revealed several base substitutions in 
the embB gene, specifically G>C at nucleotide 821 (821Nt), T>G at 845Nt, A>C at 1039Nt, and 
A>C at 1061Nt. Thus, among the 14 isolates, mutations in the embB gene were detected in 8 
samples (57%), indicating the presence of ethambutol-resistant Mycobacterium tuberculosis 
strains in South Sulawesi. 
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Abstrak 

Tuberculosis (TB) adalah penyakit yang disebabkan oleh Mycobacterium tuberculosis. Bakteri ini 
dapat mengalami resistensi terhadap beberapa obat, termasuk etambutol, yang merupakan salah 
satu obat anti-TB. Resistensi terhadap etambutol sering dikaitkan dengan adanya mutasi pada gen 
embB. Mutasi pada gen ini dapat digunakan sebagai penanda molekuler untuk mendeteksi 
resistensi Mycobacterium tuberculosis terhadap etambutol.Tujuan penelitian ini  adalah untuk 
deteksi mutasi Gen embB sebagai penanda resisten terhadap etambutol pada Mycobacterium 
tuberculosis. Penelitian ini menggunakan jenis penelitian observasi laboratorium dengan desain 
cross sectional study menggunakan isolat Mycobacterium tuberculosis sebanyak 14 sampel yang 
tersimpan di HUM-RC. Pemeriksaan sampel dilakukan dengan menggunakan metode PCR-Sequencing, 

untuk melihat terjadinya mutasi. Hasil PCR yang disajikan dalam bentuk visual elektroforesis 
menunjukan keberadaan gen embB yang terdeteksi pada target 929bp pada 8 sampel. Hasil data 
sequencing yang dianalisis menggunakan Software Bioedit menunjukan gen embB yaitu 
subtitusi/perubahan basa G>C pada 821Nt, T>G pada 845Nt, dan A>C pada 1039Nt,  A>C pada 
1061Nt. Sehingga dari 14 sampel ditemukan mutasi gen embB pada 8 (57%) dari 14 sampel terjadi 
resisten di sulawesi selatan.  
Kata Kunci: Gen embB, Isolat TB, PCR- Sequencing   
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Tuberculosis (TB) adalah penyakit yang disebabkan oleh Mycobacterium 

tuberculosis. Tuberculosis bisa menyerang bagian paru-paru dan dapat menyerang 

semua bagian tubuh. Tuberculosis adalah penyakit menular langsung, sebagian 

besar kuman TB menyerang paru-paru, tetapi dapat juga mengenai organ tubuh 

lainnya (Sari dkk., 2022) 

Berdasarkan data dari World Healt Organization (WHO) total kasus TB di 

dunia pada tahun 2023 mencapai 10,8 juta kasus 6 juta diantaranya laki-laki, 3,6 

juta perempuan, dan 1,25 juta anak-anak. Dua negara yang memberikan 

kontribusi terbesar terhadap peningkatan TB secara global adalah India dan 

Indonesia yaitu sebesar 45% antara tahun 2021 dan 2023 (WHO,2024). 

Kasus Tuberculosis di Indonesia menurut data kemenkes RI 2024 dari 2021 

Tercatat 543.874 kasus ternotifikasi kasus tuberculosis dan pada tahun 2023 

tercatat sebanyak 820.789 (Kemenkes RI, 2024). Jumlah penderita TB di kota 

makassar  berdasarkan data 2024, jumlah kasus baru telah mencapai 27.256. 

Sementara itu, pada tahun 2023, jumlah pasien TBC yang berhasil diidentifikasi 

sebanyak 27.141 kasus,” OAT (Rismayanti dkk., 2023). 

Salah satu bentuk upaya yang dilakukan pemerintah indonesia dalam 

penanggulangan kasus TB yaitu dengan penanggulangan dengan pemberian terapi 

pengobatan terhadap pasien TB (Siregar, 2019). Salah satu obat anti Tuberculosis 

dalam program pengobatan tuberculosis adalah isoniazid (INH), Rifampisin (RIF), 

Etambutol (EMB), Streptomisin ,dan Pirazinamid (PZA). Terjadinya resistensi di 

tandai adengan adanya gen emb (Widayanti dkk., 2018).  

Gen Emb yang menyandi enzim transferase berkaitan langsung dengan sifat 

resistensi Mycobacterium tuberculosis terhadap ethambutol. Ethambutol 

termasuk obat ini pertama pengobatan TB yang berkhasiat spesifik terhadap 

mikobakteri dan tidak terhadap bakteri-bakteri lain. Kerja bakteriostatiknya 

mungkin berdasarkan penghambatan sintesis (Utary dkk., 2020). 
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Etambutol hidroklorida merupakan golongan antimikroba bakteriostatik 

yang digunakan sebagai obat anti tuberkulosis (OAT) sejak tahun 1960an. 

Etambutol bekerja menghambat arabinosil transferase yang memerantai 

polimerasi arabinose menjadi arabinogalactan dan lipoarabinomannan pada 

dinding sel Mycobacterium tuberkulosis (Sundari dkk., 2020). 

Pada Penelitian sebelumnya oleh Arianti dkk, (2022) menunjukan bahwa 

terdapat resistensi Mycobacterium tuberculosis terhadap antibiotik Rifampisin 

23,53%, etambutol 29,4%, dan izoniasid 35,5%. Dan pada penelitian Clin et al., 

(2015) terdapat mutasi pada kodon embB306 telah diusulkan sebagai penanda 

molekuler untuk resistensi EMB dalam tes diagnostik. Studi terbaru menunjukkan 

bahwa mutasi embB306 berhubungan dengan resistensi obat etambutol. 

Resistensi EMB, yang menunjukkan mutasi embB306 dapat digunakan sebagai 

penanda molekuler untuk MDR-TB. 

Berdasarkan uraian di atas maka peneliti mengangkat judul penelitian ini 

karena peneliti ingin mengetahui apakah terdeteksi gen embB yang resisten 

terhadap antibiotik etambutol dengan menggunakan metode PCR-Sequensing, 

dimana peneliti menggunakan sampel isolat untuk mendeteksi antigen dalam 

tubuh pasien. Pada penelitian ini digunakan sampel isolate tuberculosis. 

 

Sampel isolat diambil di laboratorium Hasanuddin Medical Reserach Center 

(HUM-RC) Makassar pada bulan juni 2025. Lokasi penelitian bertempat di 

laboratorium HUM-RC pada bulan juni 2025. 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu isolate Mycobacterium 

tuberculosis, kit ekstraksi (GENEID), bubuk gel agarose molekuler grade, etidium 

bromide (EtBr), larutan buffer Tris Borate EDTA (TBE), marker  DNA, DNA leader, 

filter tip, tabung mikrosentrifuse 1,5, tabung Eppendorf, tabung spin column, 

cetakan hasil isolasi, enzim taq polymerase, dNTPs (deoxynucleosida trifosfat) 

sebagai sumber nukleotida, Bu  ffer PCR (MgCl), Nuclease free water (NFW),  

marker, Proteinase K, Buffer GSB, Etanol Absolute, Wash Buffer, W1 Buffe, 

BAHAN DAN METODE 
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Elution buffer,  dan, primer embB 929bp. 

 Forward (5’’CACGCTGAAACTGCTGGCGATC 3’’) 

Reserve (5’GTAACGCAGGTTCTCGGTATAC’3) . 

Jenis penelitian ini adalah penelitian observasi laboratorium dengan 

desain cross sectional study. 

Penelitian ini terdiri dari empat tahap penelitian yaitu: 

1. Ekstraksi DNA Sampel isolat Tb diekstraksi sesuai protocol DNA kit. Dalam proses 

ekstraksi DNA tahapan pertama yang dilakukan yaitu pelisisan sel, dimana 

dipipet sebanyak 200 µl sampel dimasukkan ke dalam tabung mikro centrifuge 

1,5 ml steril lalu ditambahkan 20 µl proteinase K lalu vortex selama 10 detik 

kemudian inkubasi selama 5 menit pada suhu 60oC kemudian tambahkan 200 µl 

buffer GSB lalu vortex dan inkubasi kembali selama 2 menit pada suhu 60oC 

setelah itu tambahkan etanol absolute sebanyak 200 µl dan vortex selama 10 

detik. Tahapan yang kedua yaitu pengikatan DNA (DNA binding), pertama-tama 

dipindahkan semua sampel kedalam tube spin column lalu sentrifuge selama 1 

menit dengan kecepatan 14.000 rpm kemudian buang collection tube yang 

berada dibagian bawah spin column lalu pipet sisa sampel dan pindahkan ke 

dalam tube yang baru. Tahapan yang ketiga yaitu pencucian (wash), dilakukan 

dengan menambahkan 400 µl W1 buffer ke dalam tube lalu sentrifuge selama 

1 menit dengan kecepatan 14.000 rpm, buang endapannya dan tambahkan 

kembali W1 buffer sebanyak 600 µl, sentrifuge selama 30 detik dengan 

kecepatan 14.000 rpm lalu buang cairan pada collection tube dan sentrifuge 

kembali selama 3 menit dengan kecepatan 14.000 rpm lalu buang collection 

tube dan letakkan tabung eppendorf baru pada bagian bawah spin column 

dan pipet sisa sampel. Tahapan yang terakhir yaitu elution, pertama pipet 

elution buffer sebanyak 100 µl kemudian diamkan selama 3 menit lalu sentifuge 

selama 30 detik dengan kecepatan 14.000 rpm. Hasil ekstraksi disimpan pada 

lemari es dengan suhu -4oC untuk digunakan sebagai template PCR. 

2. Amplifikasi PCR  

Hasil ekstraksi DNA kemudian diamplifikasi menggunakan campuran rekasi PCR 

yang terdiri dari : Taq DNA Polymerase 100 µl, Primer forward dan primer 
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reserve 8 µl kemudian tambahkan masing-masing 44 µl nuclease free water 

kemudian di vortex selama 5 detik dan dipipet masing-masing-masing 10 µl ke 

tabung PCR dan tambahkan masing-masing 5 µl template DNA hasil ekstraksi 

kedalam tabung PCR kemudian di spin down. Selanjutnya dimasukkan tabung 

yang berisi sampel dan PCR mix kedalam alat PCR Thermocycler. Reaksi PCR 

memiliki 35 siklus yang terdiri dari predenaturasi 95oC selama 2 menit yang 

diikuti oleh denaturasi 95oC selam 15 detik, anneling 55oC selama 30 detik dan 

tahap ekstension 72oC selama 30 detik dan post ekstension pada suhu 72oC 

selama 7 menit. 

3. Elektroforesis 

Hasil amplifikasi kemudian di elektroforesis disiapkan gel agarose 1,5% yang 

dibuat 1,5 gram agarose yang dicampur 100 ml TBE (Tris Borate EDTA) lalu 

Homogenkan dan setelah itu dipanaskan dengan microwave selama 3 menit 

dengan suhu 450 oC kemudian keluarkan dari microwave dan dipipet Etidium 

Bromida (EtBr) sebanyak 3 µl dan homogenkan lalu dituang ke dalam pencetak 

gel yang telah dipasangkan sisiran dan tunggu 1 jam hingga mengeras. 

Dimasukkan gel agarose ke dalam chamber elektroforesis yang berisi larutan 

buffer TBE 0,5 ke dalam chamber sampai tanda batas maksimal dan pipet 

ladder marker ke dalam sumur pertama sebanyak 5 µl lalu pipet control 

negative ke dalam sumur ke dua sebanyak 5 µl lalu pipet masing-masing sampel 

DNA sebanyak 5 µl ke dalam sumur ketiga sampai sumur empat belas. Setelah 

itu tutup chamber dan atur arus listrik 100 volt selama 45 menit dengan kuat 

arus 400 mA. Lalu tekan tanda “RUN” selanjutnya setelah proses 

elektroforesis selesai gel diangkat lalu dibaca dengan alat visualisasi BIO-Rad 

Geldoc UV Transiluminator. 

4. Sequencing 

Produk PCR yang telah terkonfirmasi keberadaan gen embB dari masing-masing 

sampel kemudian dikirim untuk dilakukan sequencing di Lab 15Tbase Malaysia 

dengan menggunakan primer forward sequencing searah. Hasil sequencing 

diperoleh dalam bentuk file sequens/urutan DNA berformat AB1. 

5. Pembacaan Hasil Sequencing 
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Pada software bioedit dibuka file sequens DNA patokan dalam format fasta yang 

telah didownload dari gen bank NCBI (National Center for Biotechnology 

Information). Diimport 8 file hasil sequencing dalam format AB1 sehingga 

squens DNA dari 8 sampel ditampilkan tepat dibawah sequens DNA patokan. 

Dilakukan running program ClustalW pada menu Accessory Aplication untuk 

menyelaraskan semua sequens hasil sequencing sampel dan sequens DNA 

patokan. Setelah diselaraskan, dicari perubahan/substitusi basa yang terjadi 

dengan menggunakan fitur View conservation by plotting identities to a 

standart as a dot. Fitur ini akan membuat sequens basa dari DNA patokan tetap 

ditampilkan keseluruhannya, sedangkan sequens basa dari ke-8 hasil 

sequencing ditampilkan sebagai beriikut; basa nukleotida yang tidak terjadi 

perubahan (berada pada keadaan standar) akan ditampilkan sebagai titik, 

untuk basa yang terdeteksi mengalami perubahan akan ditunjukan basa 

nukleotidanya sehingga dapat dibandingkan dengan basa nukleotida pada 

sequen DNA patokan dan dikeatahui perubahan basa yang terjadi. 

 

 

1. Hasil penelitian dapat dilihat pada gambar 1 di bawah ini 

Gambar 1. Hasil visualisasi Gen embB dengan menggunakan metode PCR Konvensional. 

Keterangan M; Marker, K-; Kontrol negatif, A1-A14; Sampel. 

 

HASIL 
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Hasil visualisasi elektroforesis produk PCR dengan primer spesifik dari 

gen embB seperti yang terlihat pada gambar 1 menunjukan keberadaan gen 

embB pada sampel A1, A2, A4, A8, A9, A10, A11, A12 yang di tandai positif 

dengan terbentuknya pita DNA dibawah gel doct dari empat belas sampel pada 

target 929 bp. Sedangkan sampel A3,A5,A6,A7,A13, dan A14, di dapatkan hasil 

yang negative karena tidak terdapat visualisasi pita DNA yang muncul pada 

target 929 bp. Sehingga terdapat adanya mutasi gen embB yang resisten 

terhadap etambutol. Pada pita band yang terdapat pada A5, A7, A8, 

merupakan unspesific band yang terbentuk pita band. 

1. Hasil Sequencing 

Pada pemeriksaan sequencing yang bertujuan untuk mencari adanya 

perubahan pada sequens DNA Gen embB dengan menggunakan software 

bioedit, diperoleh hasil seperti pada gambar 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Perbandingan sequens DNA patokan dengan sequens DNA hasil sequencing 

delapan sampel. 
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 Hasil yang terlihat setelah analisis menggunakan sofwart bioedit 

menunujukan adanya substitusi/perubahan struktur basa nukleotida pada 

sequens DNA gen embB, dimana pada 821 bp Guanin (G) tersubtitusi menjadi 

(C) Citosin dan 845 bp Timin (T) tersubtitusi menjadi (G) Guanin terdapat pada 

kode sampel 3 sampai 8, dan 1039 bp (A) Adenin tersubtitusi menjadi (C) Citosin 

pada sampel 1 dan 2, 1061 bp (A) Adenin tersubtitusi menjadi (C) Citosin 

terdapat pada kode sampel 3 sampai 8. Yang menunujukan adanya mutasi. 

Semua subjek penelitian ini adalah penderita tuberkulosis dengan kategori 

pasien TB yang mengonsumsi OAT, Pada hasil elektroforesis produk PCR 

(Gambar 2) pada sampel A1, A2, A4, A8, A9, A10, A11,A12, ditemukan 

keberadaan gen embB pada target 929bp yang resisten terhadap etambutol 

sedangkan pada sampel A3,A5,AA6,A7,A13,A14 tidak di temukan keberadaan 

gen embB pada target 929bp. Dari total 14 sampel yang dianalisa menggunakan 

teknologi molekuler PCR, didapatkan hasil bahwa 8 diantaranya diketahui telah 

resisten terhadap antibiotik etambutol. Hal ini dapat terjadi karena penderita 

mengalami resistensi terhadap obat anti tuberkulosis yang terjadi secara 

primer dimana penderita belum pernah mendapat pengobatan tetapi telah 

mengalami resistensi obat akibat tertular oleh strain bakteri yang telah 

mengalami resistensi. Selain itu, proses resistensi obat juga dapat dikarenakan 

penderita yang telah mendapat pengobatan akan tetapi strain bakteri telah 

mengalami perubahan. Selain dua hal tersebut, masih banyak lagi penyebab 

penderita mengalami resistensi obat (Nurhajri dkk., 2022). 

Sedangkan sampel yang tidak mengalami mutasi (Wild Type) menandakan 

bahwa sampel tersebut tidak mengalami resistensi terhadap antibiotik jenis 

etambutol yang dapat disebabkan oleh beberapa faktor salah satu diantaranya 

yaitu pengobatan yang telah diberikan sudah adekuat dan sesuai standar. Hal ini 

erat kaitannya dengan patomekanisme resistensi yang menandakan semua 

aktivitas enzim, proses metabolisme, dan efektivitas antibiotik pada 

Mycobacterium tuberculosis sudah berjalan sesuai dengan fungsi dan peran dari 

DISKUSI 
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antibiotik itu sendiri. 

Resistensi ini terjadi dimana antibiotik yang digunakan sudah tidak mampu 

lagi melawan kuman penyebab penyakit. Hal tersebut dikarenakan pada saat 

antibiotik diberikan, kuman penyebab penyakit telah mengalami mutasi. 

Antibiotik etambutol tidak dapat bekerja sendiri, obat ini memerlukan obat yang 

lain sehingga dapat bekerja secara menyeluruh dalam membunuh kuman. 

Antibiotik etambutol sendiri bekerja dalam menghambat kinerja enzim 

arabinosyl transferase yaitu suatu enzim yang berperan dalam pembentukan 

dinding sel bakteri Mycobacterium tuberculosis sehingga menyebabkan 

terjadinya peningkatan permeabilitas pada dinding sel dan membuat obat-obat 

yang lain dapat masuk. Mutasi pada gen ini dapat menyebabkan resistensi 

terhadap etambutol sehingga protein yang dihasilkan berubah sehingga obat 

tidak lagi efektif, etambutol bekerja dengan cara menghambat enzim tersebut 

dengan efektif (Nurhajri dkk., 2022). 

Berdasarkan pembacaan hasil sequencing dengan software bioedit, 

diketahui bahwa sampel dengan kode sampel 1 sampai 8 merupakan sampel 

dengan perubahan struktur basa nukleotida (Mutasi) gen embB resisten 

etambutol penderita TB yang sedang mengkonsumsi obat antibiotik  sejak lama.  

Mutasi missense dapat mengubah struktur protein/aktifitas. Perubahan 

basa nukleotida dari (G) Guanin menjadi (C) Sitosin dan (T) Timin menjadi (G) 

Guanin, dan (A) Adenin menjadi (C) Sitosin, dan (A) Adenin menjadi (G) Guanin, 

yaitu mutasi subtitusi transversion pergantian purin menjadi pirimidin begitu 

pun sebaliknya. Adanya perbedaan mutasi pada 4 empat kodon terjadi perubahan 

sehingga dapat mengubah asam amino yang dikodekan. Perubahan pada kodon 

menyebabkan perubahan sifat asam amino dari asam aspartat yang bersifat polar 

dan asam menjadi tirosin yang bersifat polar dan netral. Perubahan pada kodon 

juga mengubah sifat asam amino yaitu dari glutamin yang bersifat polar dan 

netral menjadi arginin yang bersifat polar dan basa mutasi pada kodon yang 

merupakan mutasi yang umum terjadi, dengan angka kejadian yang sedikit 

bervariasi.  

  Mutasi gen yang mengarah ke perubahan kode genetik, bisa terjadi pada 
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kodogen (DNA) / bisa juga pada kodon (triplet) pada RNA dari urutan kode basa 

nitrogennya, sehingga membawa kesalahan terbentuknya asam amino, akibat 

kesalahan terbentuknya asam amino ini membawa dampak ke kesalahan 

terbentuknya protein, kesalahan terbentuknya enzim karena komponen 

penyusunnya protein. 

Sehingga perubahan asam amino pada kodon 306 merupakan yang paling 

sering terjadi dan terjadi pada 8 (100%) isolat (yaitu, pada Substitusi yang 

dihasilkan dari transisi G→C pada posisi nukleotida 821 terdeteksi pada kode 

sampel 3,4,5,6,7, 8 isolat resisten embB dan 2 isolat rentan embB, sementara 

substitusi, yang disebabkan oleh transisi T→G pada posisi nukleotida 850, masing-

masing terdeteksi pada kode sampel 3,4,5,6,7,8 isolat resisten dan 2  isolat 

rentan. Perubahan asam amino yang disebabkan oleh transisi A→C pada posisi 

nukleotida 1039. Perubahan ini hanya ditemukan pada kode sampel 1,2 isolat 

resisten embB. 6 isolat rntan, yang memiliki mutasi  pada daerah yang dianalisis: 

A→C pada posisi 1061 perubahan yang ditemukan pada kode sampel 3,4,5,6,7,8 

(Bakuba dkk., 2017). 

  Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan bahwa 

adanya mutasi pada gen embB sebanyak 8 sampel pada target 929bp, dan terjadi 

subtitusi/perubahan struktur basa nukleotida pada sequens DNA ke 8 sampel 

tersebut pada target yang berbeda. 
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