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ABSTRAK

ISRAINI WIYULANDA ISKANDAR. Variasi sekuens Ag85 kompleks dari
isolat klinis Mycobacterium tuberculosis dengan sekuensing (dibimbing
oleh Muhammad Nasrum Massidan Astutiati. Nurhasanah).

Gen fbpA, fbpB, dan fbpC mengkode protein kompleks antigen 85
(Ag85), yang penting dalam patogenesis tuberkulosis (TB) melalui aktivitas
enzim mycolyltransferase. Enzim ini berperan dalam sintesis dinding sel
mycobacteria serta membantu penempelan, invasi, dan penyebaran
mycobacteria dalam sel inang. Penelitian ini bertujuan mengkaji variasi
sekuens DNA dari kompleks Ag85 pada isolat klinis M. tuberculosis dengan
metode sekuensing dan analisis bioinformatika. Metode yang digunakan
meliputi identifikasi variasi sekuens menggunakan PCR dan Sanger
sequencing. Hasil sekuensing dicocokkan dengan sekuens referensi dari
NCBI menggunakan UGENE dan dianalisis pohon filogenetik menggunakan
MEGA versi 11.3.0 dengan Bootstrap 1000. Analisis perubahan asam amino
dilakukan menggunakan PyMoL. Analisis terhadap 40 sampel menemukan
beberapa variasi DNA pada gen target. Pada gen fbpA, ditemukan satu titik
variasi pada 1 sampel dengan basa T12C. Pada gen fbpB, ditemukan variasi
yang sama pada 11 sampel dengan C714A, sedangkan pada fbpC
ditemukan 4 variasi, yaitu G309A, G472A, G755T, and C1003C. Pohon
filogenetik menunjukkan beberapa variasi pada gen target juga ada pada
strain lain seperti FDAARGOS, Beijing, dan CAS. Analisis asam amino
menunjukkan bahwa hanya variasi pada fbpC yang mempengaruhi
perubahan asam amino G158S, W252L, P335A, sementara variasi pada
fopA dan fbpB tidak mengubah asam amino. Penelitian ini menunjukkan
adanya variasi sekuens pada gen target yang memengaruhi perubahan
asam amino, khususnya pada gen fbpC yang mengekspresikan Ag85C.
Temuan ini diharapkan memberikan informasi baru mengenai variasi
sekuens kompleks Ag85 sebagai target pengobatan TB.

Kata Kunci: Ag85 Kompleks, Analisis Bioinformatika, Mycobacterium
tuberculosis, Sekuen DNA, Tuberkulosis,



ABSTRACT

ISRAINI WIYULANDA ISKANDAR. Variation of Ag85 complex sequences
from clinical isolate Mycobacterium tuberculosis by sequencing
(Supervised by Muhammad Nasrum Massi and Astutiati. Nurhasanah).

The genes fbpA, fbpB, and fbpC encode the antigen 85 (Ag85) complex
proteins, which are crucial in the pathogenesis of tuberculosis (TB) through
the activity of the mycolyltransferase. This enzyme plays a role in
synthesizing the mycobacterial cell wall and aids in the adhesion, invasion,
and spread of mycobacteria within host cells. This study aimed to examine
DNA sequence variations of the Ag85 complex in clinical isolates of M.
tuberculosis using sequencing methods and bioinformatics analysis. The
methods used include identifying sequence variations using PCR and
Sanger sequencing. Sequencing results were aligned with reference
sequences from the NCBI database using UGENE and phylogenetic trees
were analyzed using MEGA version 11.3.0 with 1000 Bootstraps. Amino acid
changes were analyzed using PyMoL. Analysis of 40 samples found several
DNA variations in the target genes. In the fbpA gene, one sample showed a
single variation with a T12C base change. In the fopB gene, the same
variation was found in 11 samples with a C714A change, while in fbpC, four
variations were found: G309A, G472A, G755T, and C1003C. Phylogenetic
trees indicated that some variations in the target genes were also present in
other strains like FDAARGOS, Beijing, and CAS. Amino acid analysis
showed that only variations in fbpC affected amino acids (G158S, W252L,
P335A), while variations in fopA and fbpB did not alter amino acids. This
study revealed sequence variations in the target genes that affect amino
acids, particularly in the fopC gene expressing Ag85C. These findings are
expected to provide new insights into Ag85 complex sequence variations as
a target for TB treatment.

Keywords: Ag85 Complex, Bioinformatics Analysis, Mycobacterium
tuberculosis, DNA Sequence, Tuberculosis



DAFTAR IS

Halaman Pengajuan .............ccooiiiiiiiiiee et 3
Halaman Pengesanan ...t 4
Lembar Pernyataan Keaslian TeSIS ........ccociiiiiiiiiieeiiiiiie e 5
Kata PeNgantar.......ccoooiiiiii i 6
ABSTRAK .ottt e e et e e e e e e nnnreeas 7
AB ST RACT .ttt ettt et e et e e e e et e e e e b e e e et e e e e ataaeeeannnaees 8
Y AN ol AN o ] SO 9
2 Y = RSP RSR 12
PENDAHULUAN. ...t e e et e e e eaa e eees 12
1.1 Latar Belakang........ccooiiiiiiiiiiee e 12
1.2 RUMUSAN Masalah..........c..ooiiiiiiieiiiiie e 14
1.3 Tujuan dan Manfaat Penelitian .............ooccieiiieiiiiicee e 14
BAB .o 16
METODE PENELITIAN ..ttt 16
2.1 Tempat dan Waktu Penelitian .........ccccvevvvvveeiieieieieiereeceeeeeeeeeeeeeeeeee 16
2.2Bahan dan Alat...........ccuviiiiiiiec e 16
2.3. Metode Penelitian...........ccuueiiiiiiiiiiiiiee e 17
2.3.1 Kultivasi dan Isolasi DNA GENOM ......cccccuviieiiiiiieeeeniieee e 17
2.3.3 Elektroforesis gel agaroSa.........cccouvveeeiiiiiiee i 18
2.3.4 SEKUEBNSING ..eeiiiie ettt e e a e e e 19
2.3.5 Analisa BioinformatiKa............oooiviiiiiiiee e 19
2.4 AIUF PeNEIILIAN. ...cciie it e e 20
..................................................................................................................... 20
2.5, Kerangka TEOM ........cccuiiiiiiei e e e 21
2.6. Kerangka KONSEP ......ccoiiuiiiieiiiiiie ettt 22
BAB .o 23
HASIL DAN PEMBAHASAN ...ttt 23
L HASI e a e 23
3.1.1. Karakteristik SAmPpPel ........cooiiiiiiiie e 23
3.1.2 Amplifikasi dengan Metode Polymerase Chain Reaction (PCR) .. 23
3.1.3 Analisis Sekuens Gen Ag85 ComMPIeX .....cccvvvviveeeereiiveieeeeeeeeeeeeeee, 24



3.1.4 Analisis FilogenetiK............cooiuiiiiiiiiiiie e 26

3.1.5 Analisis Perubahan Asam AmINO..........ccccvveiiiieiee e 31
3.1.6 Analisis Perubahan Struktur Protein............cccccooiiiiiiiiieeee 34
3.2 PEMDANASAN. ....ciiiie ettt e e e 37
BAB IV e 42
KESIMPULAN DAN SARAN ...ttt saee e e nnnaee e nnes 42
4.1 KESIMPUIBN ..ottt 42
S Y- 1 - o 42
DAftar PUSTAKA ... .ccoiiiiiiie ittt s e e e 43
1= 10 0] o] = o PP TP EPPPPPPRP 47

10



DAFTAR TABEL

Tabel 2.1 Sekuens Primer Ag85 Kompleks ...........ccoooiiiiiiiiiiints 33
Tabel 2.2 KoNdiSi PCR.......o e 34
Tabel 2.3 MiX Reaksi PCR........oiiiii e, 34
Tabel 3.1 Varasi Nukelotida pada masing-masing gen......................... 40

DAFTAR GAMBAR

Gambar 1.1 Peta Penyebaran TB dilndonesia..............c.cooeeviiiiinnnn, 15
Gambar 3.1 Elektroforesis produk PCR. (a) gen fbpA, (b) gen fbpB dan (c)
genfopC. . 38
Gambar 3.2 Jenis dan posisi variasi gen fbpA yang terletak pada nukleotida
UFUEAIN 12 o 38
Gambar 3.3 Jenis dan posisi variasi gen fbpB yang terletak pada nukleotida
UTULAN 70 e 39
Gambar 3.4 Jenis dan posisi variasi gen fopC yang terletak pada nukleotida
urutan (a) 309, (b) 472, (c) 755, dan (d) 1003. .................. 40
Gambar 3.5 (a) Hasil Alignment gen fbpA bersama dengan gen reference,
dan (b) pohon filogenetiK. .........cooveiiiiiiii 42
Gambar 3.6 (a) Hasil Alignment gen fbpB bersama dengan gen reference,
dan (b) pohon filogenetik ...........coooiiiiiiii 43
Gambar 3.7 Hasil Alignment gen fopC bersama dengan gen reference pada
beberapa titik variasi (a) posisi 309, (b) posisi 472, (c) posisi
755, (d) posisi 1003, dan (e) pohon filogenetik................... 45
Gambar 3.8 Sekuens asam amino pada sample A3 dan reference
H 7 RV ..o 46
Gambar 3.9 Sekuens asam amino pada sample B B (B1, B5, B7, B8, B9,
B12, B14, B16, B33, B35, B40) dan reference H37Rv ......... 46
Gambar 3.10 Sekuens asam amino pada sample fbpC dan reference H37Rv
pada posisi sekuens asam amino (a)103, (b)158, (c)252, dan

Gambar 3.11 (a)Visualisasi model struktur protein dari fopC (Ag85C) dari
SWISS Model (b) Alignment model struktur protein untuk
sampel C5 (orange), C16 (ungu) dan C40 (hijau) bersama
dengan reference fbpC H37Rv (biru) yang menunjukkan 3 titik
variasi asam amino (dots merah). ...........ccooieiiiiiiiennnn. 49

Gambar 3.12 Ramachandran plot pada model struktur protein asam amino
(a) C5, (b)C16, (c)C40, dan (d)Reference H37Rv fbpC. ....... 50

Gambar 3.12 Visualisasi posisi variasi masing-masing asam amino pada
model struktur protein reference fbpC H37Rv (merah) yang
menunjukkan 3 titik variasi asam amino pada C16 (b), C40 (d)
dan C5 (f) (KUNING).....ouiuieiiii e 51



BAB |
PENDAHULUAN

1.1Latar Belakang

Tuberkulosis (TB) adalah penyakit yang disebabkan oleh bakteri
Mycobacterium tuberculosis dan secara utama mempengaruhi paru-paru.
TB merupakan salah satu dari 10 penyebab kematian teratas di seluruh
dunia, dimana pada tahun 2021, diperkirakan sekitar 10,6 juta orang terkena
penyakit TB di seluruh dunia. Adapun delapan negara yang menyumbang
lebih dari dua pertiga dari total global, yaitu India, Indonesia, Tiongkok,

Filipina, Pakistan, Nigeria, Bangladesh, dan Republik Demokratik Kongo
(WHO, 2021).

: ";‘;f DASHBOARD TUBERKULOSIS INDONESIA jg;
% 969,000*

il 443,235
EQ Ternotifikasi
Kasus TB

w0
Treatment
Coverage
(1C)
8,268

Terkonfirmasi Estimasi Kasus TBC Tahun 2021
TB RR/MDR 2772 - 7291

[ 7291 - 11153

I 5,082 B 11153 - 18371
_ e — e —
42,187 8,344 = 86% 15,186

Kasus TB Anak Kasus TB HIV 1=/ Treatment

Pasien TB Meninggal
success rate

Gambar 1.1. Peta Penyebaran TB di Indonesia (TBC Indonesia, 2023).

Indonesia adalah negara kedua dengan kasus TB terbanyak secara
global dengan estimasi 969.000 kasus per Februari 2023 (Gambar 1.1)
dengan jumlah penduduk +270 juta jiwa (TBC Indonesia, 2023). Adapun
Provinsi Sulawesi Selatan yang terletak di sebelah selatan dari pulau
Sulawesi menjadi salah satu penyumbang angka TB yang cukup besar
dengan estimasi 12.203 kasus TBC. Berdasarkan data dari Yayasan KNCV
Indonesia secara lebih spesifik pula menunjukkan bahwa daerah dengan
kontribusi terbanyak berasal dari Kota Makassar, yaitu sebanyak 3.254
kasus TBC (27%), dimana 110 diantaranya merupakan kasus TBC-RO
(Resisten Obat) (Yayasan KNCV Indonesia, 2023).
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Tingginya persentasi kasus TB tersebut memiliki keterkaitan erat
dengan sifat bakteri Mycobacterium tuberculosis yang menjadi penyebab
utama penyakit ini. Mycobacterium tuberculosis (Mtb) merupakan bakteri
aerob intraseluler yang dapat menyebar melalui aerosol yang dihasilkan oleh
seseorang yang terinfeksi saat batuk atau bersin. Setelah memasuki tubuh
inang melalui sistem pernapasan, Mtb dikelilingi oleh makrofag alveolar, sel
dendritik, neutrofil, atau sel epitel (Karbalaei Zadeh Babaki et al., 2017).
Mycobacterium tuberculosis memproduksi protein tertentu guna bertahan
hidup, terhubung dengan inang selama infeksi, mengendalikan lingkungan
intraseluler, dan memicu respons imun yang bersifat patogenik maupun
pelindung. Para ilmuwan sebelumnya melaporkan bahwa titer antibodi
terhadap enam dari 23 jenis antigen Mtb berikut, yaitu kompleks antigen 85
(Ag85), ESAT6, CFP10, MDP1, Acr, dan Dos-S, terlihat tinggi pada individu
yang pernah mengalami TB (Maekura et al., 2019).

Kompleks antigen 85 (Ag85) yang terdiri dari Ag85A, Ag85B, dan
Ag85C, yang terlibat dalam patogenesis tuberkulosis, menunjukkan aktivitas
enzim mycolyltransferase dan berperan dalam sintesis dinding sel
mycobacteria dan berkontribusi pada penempelan, invasi, dan penyebaran
mycobacteria di dalam sel inang. Aktivitas enzim mycolyl transferase dari
kompleks antigen 85 sangat penting untuk jalur asam mikolik menuju
arabinogalaktan dalam dinding sel dan diperlukan untuk biogenesis
trehalose-dimycolate (Fihiruddin et al., 2020a). Kompleks Ag85 juga
menginduksi respons imun tipe Thl dan membantu dalam pengendalian
infeksi intraseluler(Mertaniasih et al., 2016). Kompleks Ag85 diekspresikan
oleh 3 gen yang berbeda dalam genom mycobacterial, yaitu fbpA, fopB, dan
fopC. Disisi lain, selain pada pasien tuberkulosis, kompleks Antigen 85
ditemukan pula merupakan penyebab utama dari respons imun humoral dan
seluler pada pasien lepra (Dayal et al., 2018).

Berdasarkan aktivitas enzimatik dari kompleks Ag85 dan perannya
yang sangat penting dalam pembentukan dinding sel bakteri, AQ85A, Ag85B,
dan Ag85C diidentifikasi sebagai target potensial dalam pengobatan
tuberkulosis. Penelitian sebelumnya melaporkan penemuan inhibitor
potensial terhadap ketiga enzim Antigen 85, membentuk kompleks kovalen
yang stabil dengan enzim Ag85. Meskipun demikian, keanekaragaman
genetik pada variasi sekuens dapat menjadi faktor yang signifikan yang
memengaruhi respon imun. Penelitian menunjukkan bahwa polimorfisme
dalam variasi sekuens dapat menyebabkan perubahan dalam struktur dan
fungsi protein, menjadikannya sebagai varian antigenik yang mampu
menghindari respon imun (Mertaniasih et al., 2016). Pengetahuan terkait
variasi sekuens, termasuk mutasi kecil, insersi, atau delesi, sangat
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mendukung pemahaman lebih mendalam tentang keragaman genetik pada
Ag85 kompleks (Rohit et al., 2016). Oleh karena itu, penelitian ini memiliki
tujuan untuk melakukan studi variasi sekuens DNA Ag85 kompleks dari isolat
klinis Mycobacterium tuberculosis dengan mengintegrasikan metode
sekuensing dan analisis bioformatika. Hal ini diharapkan dapat memberikan
informasi terbaru terkait variasi sekuens Ag85 kompleks sebagai kandidat
target pengobatan terhadap tuberkulosis.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah disampaikan, maka dirumuskan
masalah sebagai berikut:
1. Apakah terdapat variasi sekuens DNA Ag85 Kompleks dari isolat
klinis Mycobacterium tuberculosis di Sulawesi Selatan, Indonesia?
2. Apakah variasi sekuens tersebut juga terdapat pada sekuens
strain/lineage yang lain dan apakah berpengaruh terhadap tingkat
kekerabatan/filogenetik ?
3. Apakah variasi sekuens DNA Ag85 Kompleks tersebut akan
berpengaruh pada urutan asam amino?

1.3 Tujuan dan Manfaat Penelitian
a. Tujuan Umum
Untuk mengetahui variasi sekuens DNA Ag85 Kompleks dari isolat
klinis Mycobacterium tuberculosis di Sulawesi Selatan, Indonesia
b. Tujuan Khusus

1. Mengidentifkasi variasi sekuens DNA Ag85 Kompleks dari isolat
klinis Mycobacterium tuberculosis di Sulawesi Selatan, Indonesia.

2. Mengidentifikasi keberadaan variasi sekuens DNA Ag85 Kompleks
pada strain/lineage yang lain dan hubungannya terhadap tingkat
kekerabatan/filogenetik.

3. Menganalisis pengaruh variasi sekuens DNA Ag85 Kompleks
terhadap urutan asam amino.

c. Manfaat Penelitian
1. Bidang Akademik

Menyumbangkan data baru mengenai variasi sekuens DNA

Ag85 Kompleks pada isolat klinis Mycobacterium tuberculosis.
2. Bidang Klinik

Memberikan dasar pengetahuan yang lebih kuat untuk

pengembangan pengobatan TB yang lebih efektif dan adaptif
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terhadap variasi genetik Mycobacterium tuberculosis di wilayah
tersebut.

Masyarakat

Memberikan informasi mengenai variasi genetik pada Ag85
kompleks dapat digunakan untuk pemantauan dan pengendalian
penyebaran penyakit tuberkulosis
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