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Abstrak

Latar Belakang: Pengembangan alat diagnostik untuk mendeteksi kasus TB sangat dibutuhkan.
Alat deteksi seharusnya dapat menemukan penyakit TB lebih cepat, dengan spesifisitas dan
sensitivitas yang optimal. Protein MPT64 merupakan antigen spesifik, bersifat imunogenik serta
sangat berperan dalam menstimulasi sistem imun seseorang yang terinfeksi M. tuberculosis.
Penelitian ini bertujuan mengetahui respon imun terhadap protein rekombinan MPT64 M.
tuberculosis isolat lokal sebagai kandidat Imunoserodiagnostik. Metode: Penelitian ini
merupakan penelitian eksprimental, dimana Hasil PCR gen Rv1980c disisipkan pada plasmid pET
SUMO, dan ditransformasikan ke sel kompeten E.coli BL21(DE3). Protein rekombinan
diekpresikan pada media Luria Bertani serta diamati menggunakan SDS-PAGE dan Western
Blotting. Uji proliferasi sel B dan sel T dilakukan secara invitro dengan uji MTT dan Optical
dencitynya diukur menggunakan ELISA reader pada A 595nm serta dianalisis dengan uji statistik
One Way Anova.Hasil: Hasil PCR gen RV1980c M. tuberculosis adalah 619 bp. Pemeriksaan SDS-
PAGE dan Western blotting protein MPT64 menunjukkan berat molekul 36-kDa. Hasil Optical
Dencity sel B yang dipapar protein rekombinan MPT64 dengan konsentrasi 10pg/ml, 5ug/ml,
2,5pg/ml dan 1,25ug/ml masing-masing adalah 0.435, 0.381, 0.286 dan 0.252. Optical Dencity
sel T masing-masing adalah 0.276,0.202,0.184 dan 0.178. Berdasarkan uji statistik ditemukan
perbedaan yang signifikan diantara kelompok perlakuan (p=0,011) Kesimpulan: Protein
rekombinan MPT64 M.tuberculosis isolat lokal bersifat imunogenik sehingga berpotensi
dikembangkan menjadi bahan imunoserodiagnostik
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PENDAHULUAN

Tuberkulosis (TB) merupakan masalah kesehatan yang sangat serius dan
menyebabkan risiko gangguan pernapasan jangka panjang yang memerlukan
perawatan dan perhatian. Penyakit TB bertanggung jawab atas jutaan kematian
per tahun di seluruh dunia, terutama di negara-negara berkembang[1].
Penyakit TB pada manusia merupakan penyakit menular langsung yang
disebabkan oleh Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) yang terutama
menyerang organ paru-paru, dan organ tubuh lainnya. Data WHO menunjukkan
bahwa terdapat 10,4 juta orang yang terinfeksi M. tuberculosis, terdiri dari 5,9
juta (56%) pria, 3,5 juta (34%) wanita, dan 1 juta (10%) anak-anak[2,3].

Indonesia menjadi negara dengan jumlah kasus tuberkulosis terbesar kedua di
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dunia setelah India, dengan 387 kasus baru per 100.000 penduduk dan 44
kematian per 100.000 penduduk pada tahun 2024[4]. Pertumbuhan bakteri
M.tuberculosis yang lambat, strain yang sangat beragam, dan pengobatan yang
lama menjadi masalah utama dalam pengobatan TB. Tantangan tambahan
meliputi keberadaan strain tuberkulosis yang resistan (MDR-TB), infeksi Human
Immunodeficiency Virus atau Auto Immune Deficiency Syndrome (HIV atau
AIDS), keberadaan infeksi laten yang mencapai 40-50% dari kasus infeksi, serta
penurunan efektivitas vaksin dan metode diagnostik yang umumnya tidak
efektif dalam mengembangkan pengobatan yang berhasil[2,5].

Beberapa strategi telah diteliti untuk mengendalikan dan mengeliminasi
TB. Di antara strategi-strategi ini adalah pencarian kandidat vaksin yang lebih
efektif dan protein yang mempunyai sifat antigenik sebagai komponen untuk
merancang alat diagnostik. Sampai saat ini, Bacillus Calmette-Guerin atau BCG
merupakan satu-satunya vaksin tuberkulosis yang digunakan pada manusia[3,6].
Vaksin BCG efektif dalam mencegah infeksi pada bayi baru lahir, tetapi
memberikan perlindungan yang kurang optimal dan efikasi yang sangat
bervariasi terhadap infeksi TB pada orang dewasa. Eliminasi sejumlah besar
kasus TB secara global bergantung pada deteksi dini, diagnosis, dan penanganan
kasus. Sampai saat ini, deteksi M. tuberculosis di laboratorium masih dilakukan
melalui pemeriksaan mikroskpopik, kultur, serta genexpert (TCM). Pemeriksaan
kultur membutuhkan waktu lebih dari 2 minggu dan memerlukan pengelolaan
sampel sputum yang cermat. Lamanya waktu yang diperlukan untuk kultur
menyebabkan diagnosis tuberkulosis menjadi tidak efektif [7,8].

Pemeriksaan mikroskopis metode Ziehl-Neelsen untuk menemukan basil
tahan asam (AFB) kurang sensitif dan spesifik. Pemeriksaan PCR, tes Mantoux,
dan tes serologis adalah beberapa tes tambahan yang dilakukan untuk diagnosis
infeksi tuberkulosis. Teknik amplifikasi DNA menggunakan PCR mempunyai
banyak kelebihan, terutama kemampuan untuk melacak M. tuberculosis
meskipun jumlahnya terbatas. Namun, metode ini mahal[9,10]. Salah satu pilar
utama dalam mengatasi tuberkulosis adalah pengembangan instrumen
diagnostik. Alat diagnostik yang ideal harus dapat mendeteksi semua jenis

tuberkulosis lebih awal, dengan sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi, dan
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memiliki hasil yang akurat. Penemuan protein yang bersifat antigenik untuk
mendeteksi antibodi M. tuberculosis adalah alternatif alternatif yang efektif
sebagai uji diagnostik karena prosesnya yang sederhana dan cepat [11].

MPT 64 adalah protein yang memainkan peran penting dan merupakan
antigen khusus M. tuberculosis. Protein antigenic ini dikodekan oleh Gen
Rv1980c yang terletak pada wilayah Regions of Differences (RD) 2. protein ini
disekresikan oleh M. tuberculosis pada fase awal infeksi yang berpotensi
dikembangkan sebagai antigen yang menjanjikan untuk uji serodiagnostik[12].
MPT64 memiliki antigen yang sangat dominan yang dikenali oleh sel T dan
berperan sebagai faktor virulensi M. tuberculosis. Protein ini memindahkan
bakteri dalam fagosom ke sitoplasma sel pada saat infeksi awal. MPT-64 secara
kuat menginduksi sel T dan Interferon-gamma (INF-y) karena mengandung
epitop yang dikenali oleh sel T dan sel B pada pasien [13,14]. Produksi protein
rekombinan dari gen pengkode MPT64 dapat menghasilkan antigen yang dapat
digunakan sebagai bahan membuat alat diagnostik[15]. Cloning gen dilakukan
untuk mendapatkan protein MPT64 dalam jumlah besar. Penelitian ini
bertujuan mengetahui respon imun terhadap protein rekombinan MPT64 M.
tuberculosis yang di isolat dari isolate lokal sebagai kandidat

Imunoserodiagnostik.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental yang dilakukan dengan
menguji proliferasi limfosit T dan limfosit B secara in vitro. DNA M. tuberculosis
yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari hasil penelitian terdahulu. Gen
Rv1980c penyandi protein MPT64 diamplifikasi menggunakan primer spesifik.
Primer forward yang digunakan adalah: 5'- GCG CCC AAG ACC TAC TGC GAG
GAG -3, primer reverse: 5'- CTA GGC CAG CAT CGA GTC GAT CGC -3'. Amplifikasi
gen pengkode MPT64 dilakukan menggunakan mesin PCR Amplitron
(Thermolyne) dalam volume reaksi 25 pL. Optimasi dilakukan dalam 35 siklus
yang terdiri dari pradenaturasi selama 5 menit pada suhu 95°C; Setiap siklus
terdiri dari denaturasi selama 30 detik pada suhu 95°C, annealing selama 30

detik pada suhu 56°C, dan ekstensi selama 1 menit pada suhu 72°C. Tahap
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ekstensi dilakukan selama 10 menit pada suhu 72°C. Produk PCR divisualisasikan
melalui elektroforesis dan inspeksi dilakukan di bawah sinar ultraviolet (UV)
yang menunjukkan pita spesifik untuk gen Rv1980c sebesar 619 bp.

Proses ligasi produk hasil PCR dan plasmid pET SUMO dilakukan dengan
DNA ligase T4. Transformasi plasmid pET SUMO ke sel Kompeten E.coli BL21
(DE3) dilakukan dengan metode heat-shock pada suhu 42°C. Selanjutnya, hasil
transformasi ditambahkan 250 pl media SOC, diinkubasi pada suhu 37°C selama
1 jam pada shaker inkubator berkecepatan 200 rpm dan disebarkan pada media
LB agar yang mengandung kanamisin. Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
sampai 48 jam. Pertumbuhan koloni dalam media LB diamati dan dilakukan
perbanyakan jumlah koloni yang tumbuh pada media LB cair. Ekpresi protein
rekombinan pada media LB cair dilakukan dengan penambahan IPTG 1.0 mM
setelah E.coli BL21 mencapai kekeruhan 0,6. Sonikasi dilakukan pada pellet
E.coli BL21 untuk memperoleh protein rekombinan, selanjutnya protein
rekombinan dilakukan pemurnian menggunakan kolom kromatografi (Ni-NTA
Purification System). Prosedur pemurnian protein rekombinan dikerjakan
berdasarkan manual prosedur kit kolom Protino™ Ni-NTA System (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany). Hasil pemurnian protein rekombinan kemudian
divisualisasikan dengan pemeriksaan SDS-PAGE dan Western Blotting.

Uji proliferasi sel B dan sel T dilakukan secara in vitro menggunakan media
RPMI. Kelompok perlakuan dikelompokkan menjadi 4 kelompok untuk sel B dan
4 kelompok untuk sel T. Setiap kelompok intervensi diberikan protein MPT64
dengan konsentrasi 1,25 pyg/ml, 2,5 yg/ml, 5 yg/ml, dan 10 yg/ml, selanjutnya
diinkubasi pada inkubator CO2 5% suhu 37°C selama 48 jam. Setelah diinkubasi,
larutan MTT (5 mg/mL) sebanyak 10 pL ditambahkan ke setiap well, kemudian
diinkubasi kembali pada suhu 37°C selama 4 jam. Optical dencity yang
dihasilkan di ukur serapannya menggunakan alat ELISA reader (mrc, Auto
Microplate Reader) pada panjang gelombang 595 nm. Nilai densitas optik dari

hasil uji MTT dianalisis menggunakan uji statistik One Way Anova.
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HASIL

Amplifikasi gen penyandi protein MPT-64 menghasilkan satu fragmen
tunggal dengan panjang 619 bp (Gambar 1). Hasil amplifikasi gen penyandi
protein MPT64 dengan PCR produk segar digunakan sebagai penyisipan DNA
pada proses ligasi. Proses ligasi menggunakan vektor pET SUMO sebagai vektor
kloning. Vektor ini dirancang untuk memfasilitasi kloning produk PCR secara
langsung. Vektor pET SUMO memiliki ukuran nukleotida pada 5643 bp. Gen yang
diamplifikasi yang mengkode protein MPT64 dari sel kompeten E. coli BL21
(DE3) menunjukkan bahwa gen tersebut berhasil disisipkan ke dalam plasmid
pET SUMO.
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Gambar 1. Hasil PCR gen Rv1980c M.tuberculosis isolat lokal

Struktur tersier dari protein MPT64 ditentukan oleh interaksi yang terjadi
antara gugus R (rantai samping) dari asam amino penyusunnya, sehingga
menghasilkan bentuk tiga dimensi yang padat dan kompak pada protein
tersebut (Gambar 2).
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Gambar 2. Struktur 3D Protein rekombinan MPT.64 M. tuberculosis

Pita protein protein rekombinan MPT64 yang diperoleh dari pelet bakteri
E. coli BL21 (DE3) yang dipapar dengan IPTG 1 mM divisualisasikan menggunakan
SDS-PAGE, dan hasilnya menunjukkan bahwa bakteri tersebut mampu
mengekspresikan protein rekombinan MPT64 dengan berat molekul 36 kDa
(Gambar 3).
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Gambar 3. Hasil SDS-PAGE (A) dan Western Bloting (B). Protein Rekombinan MPT64

M.tuberculosis
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Untuk menguji imunogenitas protein rekombinan MPT64 M.tuberculosis
terhadap proliferasi sel B dan sel T, diuji dengan penambahan (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (MTT) pada media
pertumbuhan sel. Uji ini berlandaskan pada prinsip reaksi redoks yang terjadi
di dalam sel, di mana MTT direduksi oleh enzim suksinat dehidrogenase, yang
menghasilkan garam formazan di dalam mitokondria sel hidup. Jumlah sel yang
hidup akan meningkatkan absorbansi yang dihasilkan. Besarnya optical dencity
(OD) yang diperoleh dapat dimanfaatkan untuk menilai aktivitas proliferasi sel
B dan sel T karena jumlah limfosit yang hidup dan berproliferasi sebanding
dengan nilai OD dari Kristal formazan yang dihasilkan. Media Rosewell Park
Memorial Institude (RPMI 1640) digunakan untuk uji proliferasi sel B dan sel T
dari protein rekombinan MPT64 M.tuberculosis secara in vitro. Media RPMI
diinkubasi selama dua hari (48 jam) untuk mengetahui aktivitas imunogenik
protein rekombinan MPT64 M.tuberculosis terhadap peningkatan jumlah sel B
dan sel T. Pada penelitian ini, proliferasi sel T diinduksi dengan pemberian
Phytohaemagglutinin (PHA) sebagai mitogen, sedangkan proliferasi sel B

diinduksi dengan lipopolisakarida (LPS) (Gambar 4).

OPTICAL DENCITY (OD)

10 pg /mi 5 g /m 2.5ug /m 1.25ug /m

KONSENTRASI PERLAKUAN (pg/mL)

mProten MPT64 mMPT64 danPHA  m MPT64 dan LPS

Gambar 4. Hasil Uji Prolifersasi sel B dan sel T Protein Rekombinan MPT64 M. tuberculosis
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DISKUSI

Hasil pemeriksaan SDS-PAGE dan Western Blotting protein rekombinan
MPT64 M.tuberculosis menunjukkan Berat molekul 36 kDa. Berat molekul
protein MPTé64 M.tuberculosis adalah 24 kDa sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh Zare et al., (2018) menunjukkan bahwa protein ini memiliki 228
asam amino dengan berat molekul 24,8 kDa. Tambahan protein Taq plasmid 12
kDa menyebabkan berat molekul protein rekombinan menjadi 36 kDa. Lebih
lanjut, untuk memastikan keberadaan protein MPT64 dilakukan pemeriksaan
Western blotting menggunakan antibodi anti-His tag (monoklonal tikus).
Keberadaan antibodi anti-His tag lebih lanjut dideteksi dengan antibodi IgG
anti-tikus. Kertas PVDF menunjukkan visualisasi pita setelah penambahan
larutan substrat NBT/BCIP pada posisi 36 kDa[16].

Uji MTT dari proliferasi sel B dan sel T pada media RPMI memperlihatkan
bahwa paparan protein rekombinan MPT64 yang digabung dengan mitogen PHA
(pertumbuhan sel T) dan mitogen LPS (pertumbuhan sel B) menunjukkan OD
yang lebih besar dibandingkan paparan PHA saja. Sistem kekebalan host
pertama kali berinteraksi dengan protein MPT64., dan protein ini memiliki
kemampuan untuk meningkatkan respon sistem kekebalan tubuh seseorang
yang terinfeksi tuberkulosis. MPT64 memiliki kemampuan untuk mengaktifkan
sel makrofag, yang memungkinkan reaksi imun yang kuat. Proliferasi limfosit
terjadi ketika senyawa aktif terikat pada lapisan luar limfosit B dan T. Reaksi
ini diawali dengan aktivasi G-protein pada permukaan sel oleh ikatan antigen
dengan protein reseptor. Enzim fosfolipase C kemudian mengaktifasi protein
kinase C, yang meningkatkan sekresi interlukin-2 (IL 2) dan mendorong
proliferasi limfosit B dan T[15,16].

Studi yang dilakukan oleh Gong et al. (2022) mengungkapkan bahwa
protein rekombinan MPT64 dapat menstimulus sel B untuk memproduksi
antibodi yang meningkat jika di gabung dengan vaksin BCG. Selain itu, protein
MPT64 dapat menstimulasi respon imunitas seluler dan bertanggung jawab atas
sekresi berbagai sitokin. Respon antibody yang distimulus sel B sangat penting

untuk melawan infeksi M. tuberculosis yang bekerja sama dengan imunitas
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seluler. Antibodi melawan infeksi melalui mekanisme opsonisasi, neutralisasi,
aktivasi komplemen, dan toksisitas terhadap patogen (ADCC). Proses imunitas
sel B untuk melawan M. tuberculosis melalui produk-produk sitokin, APC dan
peran sel leukosit untuk menghancurkan bakteri yang hidup di dalam sel[8,17].
Untuk mengetahui seberapa kuat reaksi limfosit T dan B terhadap antigen
MPT64, sel-sel yang masih hidup diwarnai dengan metode MTT. Metode ini
dilandaskan pada ikatan senyawa 3-[4,5-dimetilthiazol-2yl]-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) dengan enzim suksinat dehidrogenase yang
diproduksi oleh sel. Enzim ini menghidrolisis garam tetrazolium yang berwarna
kuning menjadi kristal biru formazan, yang kemudian dibaca menggunakan
detektor pada alat ELISA. Banyaknya warna formazan menunjukkan banyaknya
enzim yang menghidrolisis garam tetrazolium[18].

Hasil reaksi senyawa MTT ini sebanding dengan jumlah sel yang hidup pada
media RPMI yang ditunjukkan dengan jumlah warna formazan yang terbentuk.
Dalam studi ini, mitogen Phytohaemagglutinin (PHA) digunakan untuk
mengunduksi proliferasi sel T dan lipopolisakarida (LPS) digunakan untuk
menginduksi proliferasi sel B. Protein lektin mitogen PHA mempunyai gula
terikat yang berperan sebagai pemicu proliferasi sel T. Mitogen LPS merupakan
komponen dari bakteri Eschericia sp atau Salmonella typhii. LPS merupakan
dinding sel bakteri yang mengandung lipid dan berikatan protein yang terdapat
pada membran plasma untuk meningkatkan aktivitas seluler yang menstimulasi
perbanyakan sel B dan aktivitas mitogenik[8].

Hasil studi ini mengungkapkan bahwa terjadi peningkatan optical dencity
sel T dan sel B yang dipapar dengan protein MPT64 yang digabung dengan PHA
atau LPS dibandingkan dengan pemaparan mitogen saja. Protein MPT64 adalah
antigen yang mengawali respon sistem kekebalan host, dan dapat memperkuat
stimulasi sistem kekebalan pada orang yang terinfeksi tuberkulosis. MPT64
memiliki kemampuan untuk menstumulasi sel makrofag untuk meningkatkan
respons kekebalan yang kuat[15,16].

Protein MPT64 dihasilkan pada saat terjadinya infeksi dan menentukan
arah stimulasi sistem kekebalan tubuh, termasuk pengaktifan sel T menjadi sel

T efektor. MPT64 merupakan protein yang berperan sebagai antigen sekretori
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imunodominant dan sangat berperan dalam interaksi dengan sel host, mengatur
aktivasi sel, sistem kekebalan tubuh, dan berperan penting mengatur
pertahanan hidup bakteri dalam sel host. Melalui aktivasi NF-B dan ROS, MPT64
dapat menjadi trigger produksi INF- y dan memperbanyak produksi sitokin-
sitokin proinflamasi. Interaksi protein MPT64 dengan sejumlah protein host,
misalnya protein kinase serin/treonin (TBK1), protein kinase Ca, Heksokinase 2
(HK2), serta faktor yang berhubungan dengan TNF receptor 6 (TRAF 6) dapat
menstimulasi pengaktifan sistem kekebalan tubuh baik seluler maupun
humoral. Gabungan vaksin BCG dan protein MPT64 menghasilkan peningkatan
produksi antibodi spesifik dan INF-y[13,17].

Proses proliferasi limfosit dimulai dengan interaksi antara senyawa aktif
pada permukaan sel T dan B. Reaksi antara antigen dengan reseptor yang
terdapat pada sel T dan IL-1 akan memicu pengaktifan G-protein pada lapisan
luar sel, yang mengarah pada pembentukan enzim fosfolipase C (PLC). PLC akan
menghidrolisis fosfolipid terutama fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat (PIP2)
menjadi inositol 1,4,5-trisfosfat (IP3) dan diasil gliserol (DAG). Proses Ini terjadi
di membran plasma. Sekresi Ca2+ ke dalam sitoplasma akan diaktifkan oleh
inositol trifosfat selanjutnya, akan menyebababkan konsentrasi Ca2+ dalam
sitoplasma meningkat. Pengaktifan enzim 5-lipooxygenase dan protein kinase C
oleh peningkatan sekresi interlukin-2 (IL 2), akan memicu proliferasi sel T dan
sel B. IL-2 mengatur perbanyakan jumlah sel T yang di stimulus oleh antigen

melalui ikatan dengan reseptornya. Disamping itu, IL-2 dapat menjadi triger

diferensiasi dan proliferasi limfosit B [19,20].

KESIMPULAN

Protein rekombinan MPT64 M.tuberculosis isolate lokal bersifat imunogenik
dengan merangsang respon imun sel B dan sel T sehingga berpotensi

dikembangkan menjadi bahan imunoserodiagnostik
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