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ABSTRAK

Nama : Yuni Rukminiati
Program Studi > Ilmu Biomedik
Judul : Uji Kepekaan obat antituberkulosis lini kedua menggunakan

media Lowenstein Jensen dan BACTEC MGIT 960.

Penyebaran Multidrug Resisten Tuberculosis (MDR TB) yang disebabkan oleh
baktert Mycobacterium tuberculosis merupakan perhatian untuk program
penanganan TB. Obat antituberkuiosis lini kedua digunakan untuk pengobatan
penderita MDR TB. Kami melakukan penelitian tentang Uji kepekaan obat
antituberkulosis lini kedua menggunakan media Lowenstein Jensen dibandingkan
dengan Mycobacterium Growth Indicaior Tube (MGIT 960) sistem. Tiga puluh
(30) isolat bakten MDR TB di uji dengan oflokasin, amikasin, dan kanamisin
menggunakan MGIT 960 dan hasilnya dibandingkan dengan metode proporsi
pada media Lowenstein Jensen. Dari hasil penelitian didapat 27 isolat (50 %)
sensitif terhadap ofloksasin , 21 isolat (70 %) sensitif terhadap amikasin dan 26
isolat (86,6 %) sensitif terhadap kanamisin. Dua isolat merupakan Exzensively
Drugs Resistance (XDR TB}. Waktu untuk nji kepekaan dengan MGIT adalah 9
hari sedangkan dengan metode proporsi 21 hari.

Kata Kunci :

Tuberkuiosis, MDR-TB, obat antituberkulosis

Vi Universitas Indonesia

Uji kepekaan..., Yuni Rukminiati, FK Ul, 2009



ABSTRACT

Nama : Yuni Rukminiati
Program Studi : llmu Biomedik
Judul : Susceptibility testing of Mycobacterium Tuberculosis to

second line drugs by use of Lowenstein Jensen Media and
Mycobacterium Growth Indicator Tube System (MGIT)
960

The emergence of Multidrug resistant tuberculosis (MDR TB) caused by
Mycobacterium tuberculosis is real threat for TB control program. Second line
drugs was using Jor person who has MDR TB. The objective of this study was to
evaluate the proportion method jfor lesting of Mycobacterium tuberculosis
susceptibility to second line drugs compared to the Mycobacterium Growth
Indicator Tube (MGIT 960 )System. Thirty MDR TB isolates were fested jfor
susceptibility fo ofloxacin, amikasicin, and kanamycin by MGIT 960, and the
result were compared to those obtain with proportion method on Lowenstein
Jensen media, considered a reference method. Result for ofloxacin were 27 isolate
(90 %) sensitive,21 isolate (70 %) sensitive to amikacin and 26 isolate (86,6 %)
Sensitive to kanamycin. Two isolate were Extensively Drug resistance (XDR TB)
.The time required 1o obtain result was an average of 9 days by the MGIT and
21days by the reference method.

Keyword :
Tuberculosis, second line drugs, Mutidrugs resistant Tuberculosis (MDR TB)
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BABI
PENDAHULUAN

1.1 LATAR BELAKANG

Tuberkulosis merupakan penyakit berbahaya ke-3 setelah penyakit
jantung dan pernafasan akut yang menyebabkan kematian di dunia. Setiap
tahunnya di dunia terdapat sekitar 8 juta penderita tuberkulosis paru dan
sekitar 3 juta orang diantaranya meninggal akibat penyakit ini. Menurt
WHO, pada tahun 2000 di kawasan Asia Tenggara diduga terdapat lebih dart
3,5 juta penderita tuberkulosis baru dan terjadi lebih dari 1,3 juta kematian
akibat tuberkulosis.!

India, Cina dan Indonesia berkontribusi lebih dari 50% dari seluruh
kasus mberkulosis yang terjadi di 22 negara dan Indonesia menempati
peringkat ke-3 terbanyak setelah India dan Cina? Setiap tahunnya di
Indonesia bertambah 250 ribu kasus baru dan terjadi sekitar 140.000 kematian
akibat tuberkulosis. Sebagian besar penderita tuberkulosis adalah usia
produktif (15-55 tahun).?

Mycobacterium tuberculosis ditularkan melalui udara yaitu melalui
percikan dahak penderita tuberkulosis. Penderita tuberkulosis akan
memercikan bakteri ke udara melalui baiuk, bersin, berbicara atau meludah,
dan seseorang dapat terinfeksi dengan tuberkulosis hanya dengan menghirup
sejumlah kecil kuman tuberkulosis.>* Penderita tuberkulosis dengan status
tuberkulosis bakteri tahan asam (BTA) positif dapat menutan kepada 10 -15
orang di sekitamya.

Penderita tuberkulosis dapat disembuhkan dengan minum obat anti
tuberkulosis secara lengkap dan teratur. Obat anti tuberkulosis (OAT) seperti
ioniazid, rifampisin, etambutol dan pirasinamid merupakan obat lini pertama
yang relatif efektif dan murah. Jika penderita tuberkulosis tidak melakukan
pengobatan secara teratur dan disiplin, mendapat obat yang tidak adekuat
(baik dosis, kombinasi obat maupun lamanya pengobatan) maka dapat

mengakibatkan tefjadinya resistensi obat. *
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Pada tahun 1990-an telah dilaporkan adanya Mycobacterium
tuberculosis yang resisten terhadap dua obat penting dalam pengobatan
tuberkulosis yaitu isonmiazid dan rifampisin yang disebut Multi Drug
Resistance Tuberculosis (MDR-TB). Pengobatan pasien dengan MDR-TB
dilakukan dengan pembertan OAT lini kedua seperti kapreomisin, amikasin,
kanamisin, dan rifambutin yang membutulikan biaya yang lebih mahal serta
memberi efek samping lebih berat. Pengobatan dengan obat anti tuberkulosis
lini kedua yang tidak tepat dapat mengakibatkan terjadinya Extensively Drugs
Resistance Tuberculosis (XDR TB) yang didefinisikan sebagai resistensi M.
tuberculosis terhadap rifampisin dan isoniazid yang merupakan obat anti
tuberkulosis lini pertama paling efektif dan juga resisten terhadap antibiotik
golongan fluorokuinolon serta setidaknya satu dari tiga obat lini kedua anti
tuberkulosis, yaitu kapreomisin, kanamisin dan amikasin.’

Menurut WHO dari 17.690 isolat yang berasal darni 49 negara selama
tahun 2000-2004, terdapat 20 % isolat diantaranya adalah MDR TB dan 2 %
XDR TB. Pada isolat M. tuberculosis yang berasal dari Amerika Serikat
{1993-2004) terdapat 4 % isolat MDR TB yang juga merupakan XDR TB.
Sedangkan di Latvia (2000-2002) terdapat 19 % kasus MDR TB yang juga
merupakan XDR TB dan di Korea Selatan (2004) terdapat 15 % kasus MDR
TB yang merupakan juga XDR TB. °

Ketidaktepatan pengobatan MDR TB akan meningkatkan prevalensi
XDR TB. Infeksi oleh XDR TB belum dapat disembuhkan dengan OAT yang
ada saat ini sehingga dikhawatirkan penyebarannya dalam masyarakat dan
meningkatkan tingkat kematian akibat tuberkulosis.

Laboratorium berperan penting dalam mengidentifikasikan kasus
MDR TB. Kecepatan dan keakuratan hasil uji kepekaan M. tuberculosis
terhadap obat antituberkulosis lini kedua akan membantu klinisi membuat
keputusan dalam pemilihan terapi obat dan membanfu mencegah penyebaran
MDR TB.

Metode proporsi menggunakan media Lowenstein Jensen (LJ)
merupakan metode baku emas yang membutuhkan wakiu inkubasi yang lama
(umumnya 21 hari semenjak kultur positif).” Oleh karena itu dibutnhkan wji
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kepekaan vyang lebih cepat dan akurat untuk mendeteksi resistensi M.
tuberculosis terhadap obat antituberkulosis lini kedua sebagai acuan pilihan
pengobatan dan pencegahan penyebaran MDR TB dalam masyarakat.
BACTEC Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT) 960
merupakan sistem yang otomatis dengan kapasitas besar, dan tidak
mengandung radioaktif. Sistem BACTEC MGIT 960 menggunakan tabung
kultur yang berisi media Middlebrook 7HS modifikasi dengan zat fluoresen
yang tertanam pada bagian dasar tabung. Zat fluorescen tersebut sensitif
terhadap penggunaan oksigen di dalam media sehingga akan memberikan
sinyal positif bila terjadi pertumbuban bakteri® Kultur M. uberculosis
menggunakan media cair seperti pada sistem BACTEC MGIT 960
membutuhkan waktu inkubasi yang lebih cepat dibandingkan dengan media
padat. Pada media cair hanya dibutuhkan sekitar 15 hari setelah kultur positf
untuk mendapatkan hasil uji kepekaan obat. WHO pada bulan Juni 2007 telah
merekomendasikan penggunaan media cair untuk kultur dan uji kepekaan M.
tuberculosis terhadap OAT pada negara berkembang untuk menghadapi
epidemi TB-HIV dan resistensi terhadap obat antituberkulosis.’” Namun
demikian, hingga kini belum terdapat standarisasi metode uji kepekaan
menggunakan OAT lini kedua pada BACTEC MGIT 960 walaupun telah
terbukti pada uji kepekaan menggunakan QAT lini pertama BACTEC MGIT
960 merupakan metode yang sensitif dan cepat. Pada penelitian ini akan
dibandingkan uji kepekaaan oflokasin, amikasin, dan kanamisin sebagai OAT
lini kedua menggunakan media L&wenstein Jensen dan BACTEC MGIT 960.
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1.2 TUJUAN PENELITIAN
Tujban umum:
Mengetahui kinerja metode [$wenstein Jensen dan BACTEC MGIT 960 pada
pengujian  kepekaan M. ituberculosis terhadap OAT lini keduva di
Laboratorium Mikrobiologt Klinik (LMK) FKUL

Tujuan Khusus :

1. Mendapatkan hasil uji kepekaan M. ruberculosis terhadap OAT lini kedua
yaitu ofloksasin, amikasin, dan kanamisin menggunakan media
Lowenstein Jensen (LJ),

2. Mendapatkan hasil uji kepekaan M. fuberculosis tethadap OAT lini kedua
yaitu ofloksasin, amikasin, dan kanamisin menggunakan BACTEC MGIT
960,

3. Membandingkan hasil uji kepekaan MDR TB menggunakan media LJ
dengan BACTEC MGIT 960.

1.3 MANFAAT PENELITIAN
1. Hasil optimasi uji kepekaan Mycobacterium tuberculosis terthadap QAT
lini kedua menggunakan medium Lowenstein Jensen dan BACTEC MGIT
960 dapat digunakan sebagai pemeriksaan rutin di Jaboratorium
mikrobiologi klinik FKUL
2. Pencegaban penyebaran MDR TB yang lebih luas.
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BABII
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pendahuluan

Tuberkulosis merupakan penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri
Mycobacterium tuberculosis.* Tuberkulosis merupakan penyebab kematian
ketiga didunia setelah penyakit kardiovaskuler dan penyakit saluran
pernapasan akut, dan penyebab utama dari golongan penyakit infeksi. Bakteri
ini dapat menginfeksi sepertiga populasi dunia, setiap detik ada satu orang
yang terinfeksi tuberkulosis. Setiap tahunnya terdapat sekitar 8 juta penderita
tuberkulosis pary, dan ada sekitar 3 juta orang meninggal akibat penyakit ini.
Pada tahun 2000 di kawasan Asia Tenggara diduga terdapat lebih dari 3,5 juta
penderita bari1 dan lebih dari 1,3 juta kematian akibat tuberkulosis.’

Tuberkulosis merupakan penyakit kronik dengan gejala batuk selama
kurang lebih 3 minggu, demam, kehilangan berat badan, berkeringat di malam
hari, dan seringkali disertai sputum berdarah.'® Penderita tuberkulosis dapat
menulari orang sekitamya melalui percikan dahak pada saat batuk, bersin,
berbicara, dan meludah.?

Seseorang yang tertular dengan bakteri tuberkulosis belum tentu
menjadi sakit tuberkunlosis karena bakteri tuberkulosis dapat menjadi tidak
aktif (dorman) selama bertahun-tahun dengan membentuk suatu dinding sel
berupa lapisan lilin yang tebal. Bila sistem kekebalan tubuh seseorang

menurn, kemungkinan menjadi sakit tuberkulosis menjadi lebih besar.

2.2 Mycobacterinm

Genus Mycobacterium merupakan bakteri aerob. Myco berasal dari
bahasa latin yang berarti jamur atau lilin. Mikobakterium tidak mempunyai
endospora ataupun kapsul dan digolongkan pada bakteri gram positif.
Mikobakterium tumbuh sangat lambat, membutuhkan waktu satu bulan atau
lebih sampai terbentuknya koloni yang terlihat. Perfumbuban yang lambat
sejalan dengan waktu dan energi yang dibutuhkan untuk membangun dinding
sel yang tinggi akan konsentrasi rantai karbon yang disebut asam mikolat.

Asam mikolat membuat sel resisten terhadap obat dan pewarnaan yang
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berdasarkan air. Mikobakterium dapat diwarnai dengan pewarnaan bakteri
tahan asam. °

Beberapa Mikobakterium menggunakan ammonia atau dasam amino
sebagai sumber nitrogen serta gliserol sebagai sumber karbon. Temperatur
optimum pertumbuhan sangat bervariasi, tergantung pada spesiesnya yaitu
antara 25°C sampai 50°C.

2.2.1 Mycobacterium tuberculosis
2.2.1.1 Karakateristik
Mycobacterium tuberculosis merupakan baktert tahan asam
berbentuk batang, Iurus, dan tipis dengan ukuran 0,4- 3 um. In vitro
bakteri ini, berbentuk filamen. M. fuberculosis merupakan bakteri
aerob obligat yang tumbuh dengan lambat dengan waktu generasi 12
jam atau lebih. Koloni biasanya mulai tampak setelah 2 minggu.
Walaupun mudah mati dengan pasteurisasi, bakteri tuberkulosis
biasanya resisten terhadap kekeringan, disinfektan dan asam serta basa,
Meskipun memiliki dinding sel gram positif, tetapi dinding sel
peptidoglikan merupakan lapisan yang tebal yang mengandung
komplek glikolipid. Identifikasi dilakukan dengan menggunakan
pewarnaan tahan asam karena dinding sel tebal yang terdiri lapisan lilin

dan lemak yang mengandung asam mikolat. *'°
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Gambar 2.1. M. tuberculosis dengan pewarnaan tahan asam

2.2.1.2 Transmisi
Sumber penularan tuberkulosis adatah penderita yang dahaknya
mengandung basil tahan asam (BTA (+)). Infeksi oleh bakteri ini paling

sering disebarkan melalui udara (air borne, droplets infection). Partikel
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udara berisi percikan dahak yang mengandung basil tahan asam berasal
dari penderita saat batuk, bersin, tertawa, bernyanyi atau bicara. Partikel
udara berukuran diameter 1-5 pum dan mengandung basil tahan asam
akan terhisap oleh orang sehat dan dapat menimbulkan penyakit
tuberkulosis.

Kurang lebih 30% dari orang dengan Human Immunodefficiency
Virus (HIV) seronegatif yang terpapar tuberkulosis akan terinfeksi, 5%
pasien dengan infeksi laten akan berkembang menjadi aktif dalam waktu
2 tahun serta 5% lagi akan berkembang menjadi aktif setelah 2 tahun,
Angka terjadinya perkembangan penyakit tuberkulosis ke arah yang
aktif meningkat pesat pada pasien ko-infeksi dengan HIV. Penyebaran
TB tergantung beberapa hal seperti jumlah orang yang terinfeksi dan
orang yang berpotensi tinggi terinfeksi pada suatu wilayah, berada dalam
satu ruangan yang sama dengan orang yang terinfeksi dalam jangka
waktu lama dan sirkulasi udara dalam ruangan tersebut buruk.

2.1.2.3 Patogenesis

M. tuberculosis biasanya memasuki alveolar manusia melalui
droplet aerosol. Hanya 5 % dari orang yang terpapar M. fuberculosis
berkembang menjadi penyakit, dan 50% diantaranya akan menyebabkan
kematian jika pasien tidak diobati. Ketika memasukd tubuh, bakteri
pertama kali akan kontak dengan makrofag. Sel dendritik juga berperan
penting pada tahap awal ini, karena sel dendmtik diketahui dapat
mempresentasikan antigen lebih baik daripada makrofag. Namun
demikian, sel ini mungkin juga berperan penting dalam penyebaran A
tuberculosis didalam tubuh akibat kemampuannya bermigrasi.'!

Makrofag di dalam paru, melaloi produksi chemokine akan
menarik monosit, limfosit, dan neutrofil inaktif, tapi tidak ada yang
membunuh bakteri dengan sangat efisien. Kemudian akan terbentuk lesi
fokal granulomatous yang terdiri dari giant cell yang berasal dari
makrofag dan limfosit, Proses ini secara umum mempunyai arti penting

dalam penyebaran bakteri. Sejalan dengan perkembangan respon imun
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seluler, makrofag yang berisi bakteri akan mati, dan menghasilkan
pembentukan pusat caseous dari granuloma yang dikelilingi oleh zona
seluler yang terdini dari fibroblas, limfosit, dan monosit. Walapun M.
tuberculosis diperkirakan tidak dapat memperbanyak diri di dalam
jaringan caseous ini, tetapi karena pH-nya yang asam, rendahnya
persediaan oksigen, dan adanya asam lemak yang beracun, beberapa M.
tuberculsosis dapat hidup derman puluhan tahun. Kekuatan respon imun
selular akan menentukan infeksi menetap pada tahap ini atau berlanjut.
Infeksi tertutup ini berhubungan dengan infeksi TB laten atau persisten
yang dapat berfahan sepanjang hidup seseorang tanpa gejala dan tidak
menular, Pada orang yang mempunyai respon imun seluler yang efisien,
infeksi akan bertahan pada tahap int. Granulomatous dapat sembubh,
menyisakan lesi fibrous atau kalsifikasi yang kecil. Tetapi jika orang yang
terinfeksi tersebut tidak dapat mengatasi infeksi parunya pada tahap awal,
atau orang dengan infeksi laten mengalami penurunan sistem imun,
seperti akibat pemakaian obat-obat imunosupresif, infeksi HIV, umur,
malnutrisi, atau karena faktor lainnya, maka pusat granuloma akan
mencair melalui mekanisme yang tidak diketahui, dan akan menyediakan
medium yang kaya sehingpa bakteri dapat memperbanyak diri dalam
waktu yang cepat. Pada keadaan ini, M. fuberculosis dapat melepaskan
diri dari granuloma dan menyebar di paru (menyebabkan TB aktif) atau
bahkan ke jaringan lain, melalui darah atau sistem limfatik (terjadi TB
miliar dan ektrapulmonar). Jika hal ini terjadi maka orang tersebut
menjadi infeksius dan memerlukan terapi antibiotik.

Sampai saat ini, hanya terdapat sedikit informasi yang sedikit
mengenai respon M. fuberkulosis terhadap lingkungan di dalam paru, hal
ini menghambat perkembangan pengetahuan untuk mengatasi infeksi
laten dan aktif ini. Tidak diketahui dengan jelas pada infeksi kromik
bakteri tetap hidup fapi tidak tumbuh, yaitu keadaan yang benar-benar
laten, atan tumbuh dan mati dalam jumlah yang sama. Fakta bahwa A
tuberculosis pada infeksi kronik dari tikus percobaan peka terhadap
isoniazid (INH), obat yang hanya bekerja pada M. muberculosis yang
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bertumbuh, membuktikan bahwa yang terjadi adalah keseimbangan
antara pertumbuhan dan kematian bakter,

2.3 Resistensi Mycobacterium tuberculosis terhadap Obat Antituberkulosis

Resistensi dapat terjadi karena 2 hal, yaitu :

1. Resisten obat primer
Resistensi yang terjadi pada pasien yang terinfeksi oleh strain bakteri yang
secara genetik strain tersebut sudah resisten. Resistensi terjadi pada saat
pasien belum mendapatkan pengobatan antituberkulosis sebelumnya.

2. Resisten obat sekunder
Resistensi yang muncul pada strain sensitif yang menginfeksi pasien
karena pengobatan yang tidak adekuat atau gagal.

Resistensi terhadap obat anti tuberkulosis yvang terjadi di masyarakat
merupakan fenomena buruknya penanganan tuberkulosis. Hal ini dapat terjadi
karena kesalahan penggunaan OAT seperii pengobatan yang tidak lengkap,
salab penanganan, dosis obat yang salah, kesalahap uji kepekaan OAT dan
pemakaian OAT dengan mutu rendah.'* Tuberkulosis umumnya diobati
selama 6 bulan depgan OAT lini pertama. OAT lini pertama merupakan
pilihan utama dalam pengobatan karena aman, tidak mahal dan efektif Jika
pasien penderita TB tidak benar atan tidak lengkap pengobatannya maka
resistensi strain M, tuberculosis dapat meningkat. Pada negara berkembang
hanya 23 % kasus TB yang inendapat pengobatan dengan tepat. 13
2.3.1 Faktor yang mempengaruhi resistensi

Resistensi QAT pada M. fuberculosis disebabkan karena terjadinya
mutasi pada kromosom bakteri. Mutasi terjadi secara spontan bahkan
dapat terjadi sebelum adanya kontak dengan obat antituberkulosis.
Terjadinya resistensi M. tuberculosis terhadap OAT dapat ditinjau dari
faktor bakteri, manusia dan lingkungan.
1. Bakteri
M. tuberculosis merupakan bakteri yang tahan asam dan
membutuhkan wakta 14-20 jam untuk membelah diri. Resistensi M.
tuberculosis terhadap OAT pertama kali dilaporkan oleh Daniel pada
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tahun 1970 dan resistensi timbul karena mutasi kromosom secara
spontan dan acak. Didapatkan perbandingan mutan M. ruberculosis
yang resisten dengan jumlah M. tuberculosis keselunihan adalah 1:
10® untuk INH dan streptomisin, 1: 10® untuk rifampisin dan 1: 10°
untuk ethambutol. Hal ini berarti terdapat satu M. mberculosis mutan
yang resisten terhadap isoniazid dalam suatu populasi M.
tuberculosis yang berjumilah 10° bakteri.

Tabel 2.1 Gen penyebab resistensi pada A, tuberculosis

Table. Gene loc¢i involved in conferring drug-resistance in Mycobacterium fuberculosis

Reporled frequency
It reslstant

Drug Ceane Product sirains® (3%) Reference
Rifampicin rpoB B-subunil of RNA pelymerase »85 45-48,68-71
Isonlazid karG Calalase-peroxidase 60-70 3848

axyR-ahpC Alky hiydro-reduciase ~20 30
INF-Ethionamide Inhi Enoyl-ACP reductase <10 46-48
Streplomycin sl Ribusamal protein 5§12 G0 40.48

rrs 185 rRNA <10 113117
Fluoreguincione &yrA DNA gyrase >80 107
Pyrazinanide PcA Amldase 70-100 92-94
Ethambutol erabCAB EmbCAB [ 88

=utatlon frequencles are as determined by sequenclng and polymerase chaln reactlon-single strand confortmational
pelyinarphlsm {PCR-SSCP) analysts,

Sumber : Emerging Infectious Disease, Vol 4, No.2, Apr-Jun 1998

2. Manusia

Penderita tuberkulosis yang tidak mendapat pengobatan dapat
menularkan penyakit ini kepada orang lain. Oleh karena itu penderita
tuberkulosis harus mendapatkan pengobatan dengan tepat sampai
sembuh. Pengobatan tuberkulosis yang memakan waktu lama (6
bulan) menyebabkan tingkat kepatuhan penderita dalam
mengkonsumsi obat rendah sehingga diperlukan penatalaksanaan
pengobatan yang baik oleh petugas kesehatan seperti adanya
program DOTS (Directly Observation Treatments).

Ketidakpatuhan penderita TB meminum obat dapat
menyebabkan kegagalan pengobatan dan juga terjadinya kekebalan
bakteri terhadap OAT. Bila terjadi resistensi maka penanggulangan
penyakit tuberkulosis menjadi lebth sulit dan mahal. Di Indonesia,

Universitas Indonesia

Uji kepekaan..., Yuni Rukminiati, FK Ul, 2009



11

proporsi penderita yang tidak patuh obat dari tahun 1990 sampai
1995 mencapai 30%.

3. Lingkungan
Tuberkulosis penyebarannya melalui udara sehingga transmist
mudah sekali terjadi terutama di lingkungan vyang padat
penduduknya serta sosial ekonomi yang rendah.

2.4 Obat antituberkulosis

Pengobatan penderita TB merupakan cara untuk mengendalikan
penyebaran TB di masyarakat karena belum adanya vaksin yang dapat
memberikan perlindungan tinggi terhadap TB. Vaksin BCG memberi
perlindungan yang cukup untuk mencegah TB meningeal tetapi sangat kurang
untuk TB paru.

Pengobatan tuberkulosis dilakukan dengan pemberian antibiotik yang
dapat membunuh bakteri M. fuberculosis. Struktur dinding sel mikobakterium
yang terdiri atas asam mikolat menyebabkan sulitnya pengobatan dengan
antibiotik. Selain itu akibat pertumbuhannya lambat maka pengobatan dengan
terapi antibiotik membutuhkan waktu yang cukup lama. Terapi yang lama
dapat menyebabkan terjadinya mutasi titik pada kromosom bakteri yang
mengakibatkan perubahan target antibiotik. Untuk mencegah terjadinya
resistensi terhadap obat antituberkulosis (OAT) maka digunakan kombinasi
OAT sebagai terapi. Bila OAT digunakan secara tunggal maka resistensi
terjadi dengan cepat. Dua obat utama yang digunakan yaitu isoniazid dan
rifampisin. OAT lini pertama lainnya yaitu streptomisin, etambutol dan

pirasinamid.
Tabel 2.2 Obat anti Tuberkulosis
Obat lini Pertama Obat lini Kedua

1. Isoniazid (INH) 1. Kanamycin/amikacin

2. Ripampicin 2. Fluoroguinolone

3. Pyrazinamide 3. Cycloserine

4. ethambutol 4. Ethionamide

5. Streptomycin 5. Capreomycin
6. P-amino-salicylic acid
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Obat antituberkulosis lini pertama

a. Streptomisin

Nli—g—-NH.

CH
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0
CH,
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Gambar 2.2 Struktur Streptomisin'?

Steptomisin merupakan golongan aminoglikosida yang diisolasi dari
Streptomyces mediterranei. Streptomisin adalah antibiotik pertama
yang digunakan untuk mengatasi tuberkulosis te‘tapi mempunyai
toksisitas yang tinggi. Streptomisin berperan dalam mengikat ribosom
30S untuk menghambat translasi mRNA sehingga tidak terjadi sintesis
protein.'® Resistensi terhadap streptomisin terjadi karena mutasi pada

gen 165 rRNAatau gen rpsL..

. Rifampisin

Rifampisin berperan untuk menghambat sintesis mRNA dengan cara
berikatan dengan DNA-dependent RNA polymerase. Perubahan
subunit § dant enzim ini dipengaruhi oleh mutasi pada gen rpoB yang
merupakan gen conserve. Mutasi terjadi dengan cara mutasi titik atau
delesi maupun insersi pada regio 81 bp di kodon 507-533 gen rpoB.
Rifampisin diberikan secara oral dan didistribusikan dengan baik di
dalam tubuh. Nilai MIC rifampisin yaitu 0.1 pugto 0.2 pg.

Gambar 2.3. Struktur Rifampisin'
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¢. Isoniazid

ﬂ—-—mnm
=

R
Gambar 2.4. Struktur Isoniazid'>

Senyawa asam isomicotianat hidrazid yang sangat berpotensi dalam
membunuh M. fubercuiosis complex, M. tuberculosis, M.bovis, M.
africanum, dan M. microti). Isoniazid mempunyai MIC yang sangat
rendah (0.02 pg/mlto 0.06 pg/ml).

Isoniazid memupakan bakteriosida yang berperan dalam
menghambat sintesis asam mikolat. Resistensi terhadap isoniazid
berhubungan dengan mutasi pada karG kodon 315 yaitu gen yang
mengkode enzim katalase peroksida. Mutasi menyebabkan enzim
kehilangan kemampuan peroksidasi dan kapasitasnya mengaktivasi
isoniazid.

Mutasi yang menyebabkan M. tuberculosis resisten terhadap
isoniazid terletak pada beberapa gen dan region, 50%-90% strain
resisten INH mempunyai mutasi pada kodon 315 dari gen ka!G, 20-30
% pada region regulator inhA, dan 10-15 % pada region intergenik
ahpC-oxyR ."*

d. Etambutol
g;Hs
/i\ NH CH,OH
Son NH/"\,/ \:/”
ElHj

Gambar 2.5. Struktur Etambutol™

Ditemukan tahun 1960, etambutol menghambat sintesis molekul tetapi
tidak membunuh bakteri dengan cara menghambat polimerisasi

arabinoglikan, salah satu pemyusun dinding sel bakteri. Resistensi
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terjadi dengan cepat jika digunakan sebagai obat tunggal sehingga
harus dikombinasikan dengan obat anti TB lainnya. Etambutol juga
dapat menimbulkan efek samping pada optic neuritis. Resistensi terjadi

karena mutasi pada gen embB.

91

Gambar 2.6. Strktur molekul Pirasinamid

e. Pirasinamid

CONH,

Pirasinamid berperan dalam menghambat metabolisme bakteri.
Keuntungan dari pirasinamid yaitu masa terapi yang singkat, lebih
berpotensi pada pH rendah dan bekerja intraseluler. Efek samping
pirasinamid yaitu dapat menyebabkan kerusakan organ hati. Resistenst
terjadi melalui Pzase atau efflux pump asam pirizinoat.
2. Obat Antituberkulosis lini kedua
Ketika obat lini pertama tidak lagi efektif untuk mengobati
tuberkulosis maka digunakan OAT lini kedua yang relatif lebih mahal dan
lebih memberi efek samping lebih berat pada terhadap penderita
tuberkulosis. QAT lini kedua vaitu :
a. Fluorokuinolon ,
Fluorokuinolon menghambat tropoisomerase I (DNA gyrase)
dan tropoisomerase IV. Fluorokuinolon mempunyai kemampuan
masuk ke dalam makrofag dan memberikan efek bakterisidanya di
dalam sel tersebut. Efek samping fluorokuinolon yaitu gangguan
saluran pencernaan, efek newrologik, arfopathy dan fotosensitifitas.
Ofioksasin and siprofioksasin adalah fuorokuinolon generasi pertama
yang telah diterima WHO dan Centers for Disease Control (CDC)
dan sebagai OAT lini kedva untuk mengatasi MDR TB. Pada
beberapa kasus, ofloksasin diberikan dengan dosis satu kali sehan

sebanyak 400 mg dan siprofloksasin diberikan dua kali sehari dengan
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dosis 500—- 750 mg. Meskipun demikian dapat juga diberikan dalam
dosts tinggi yaitu 800 mg untuk ofloksasin dan 1000 mg untuk
siprofloksasin, kedua satu kali dalam sehari.

Oflokasin pertama kali dipatenkan pada tahun 1982. Oflokasin
dapat menghambat kerja DNA gyrase sehingga pembelahan sel
bakteri terhambat.*

Gambar 2.7. Struktur moleku! oflokasin

b. Aminoglikosida

Aminoglikosida berperan dalam menghambat sintesis protein
dengan mengikat ribosom 30S. Kanamisin diisolasi dari bakteri
Streptomyces kanamyceticus. Efek samping penggunaan kanamisin
yaltu gangguan pendengaran, toksik terhadap ginjal dan dapat
menimbulkan reaksi alergi obat.

Pada penggunaan secara klinis amikasin lebih tidak
menyebabkan vestibulotoxic and nephrotoxic daripada streptomisin
dan kanamisin sehingga dapat digunakan untuk pengobatan dalam
jangka waktu lama. Sementara itu bakten yang resisten terhadap
amikasin juga resisten terhadap streptomisin. Walaupun
kapreomisin sangat mahal tetapi berpotensi dalam mematikan

strain yang resisten terhadap streptomisin.
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Gambar 2.8, Struktur molekul kanamisin
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c. Ethionamide
Setelah penemuan isontazid kemudian ditemukan ethionamide dan
prothionamide. Ethionamide mempunyai mekanisme kerja yang
sama dengan isoniazid, yaitu menghambat sintesis asam mikolat.
Secara in vitro kedua turunan pyridine bersifat bakterisida tetapi
resistensinya mudah terjadi. Efek samping dari penggunaan
ethionamide yaitu gangguan pada saluran cerna, hepatotoksitas (4,3
% penderita).

d. Cycloserine
Cyclosering berperan dalam menghambat dinding sel. Pada
penelitian yang dilakukan tahun 1950an, cycloserine memberikan
efektifitas yang rendah dibandingkan dengan PAS.

2.4.1 MDR TB (Multidrug Resistence Tuberculosis)

MDR-TB merupakan resistensi M. fuberculosis terhadap setidaknya 2
obat tuberkulosis lini pertamna yaitu rifampisin dan isoniazid yang
merupakan dwa OAT paling penting dalam pengobatan tuberkulosis.
Isoniazid merupakan OAT yang mempunyai aktifitas bakterisida paling kuat
sedangkan rifampisin merupakan OAT yang berperan dalam membunuh
bakteri yang sedang tidak dalam fase replikasi.'” Isoniazid dan rifampisin
dapat membunuth lebih dari 99% bacilli dalam 2 bulan sejak awal terapi.

e

PIRELE /.-"
B 3% .
™) Modag L
F"' of MOR-TB among new TB cases 1984- 2ooﬂ /)

Gambar 2.9 Prevalensi kasus MDR TB'®
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WHO memperkirakan terjadi 500.000 kasus MDR-TB dengan
tingkat kematian 110 .000 orang setiap tahunnya dan 5 persen dari 9 juta
kasus merupakan kasus tuberkulosis baru.'6"18

Tuberkulosis ditangani menggunakan obat tuberkulosis lini
pertama selama 6 bulan berturut-turut. Pengobatan bagi penderita MDR-
TB sangat sulit karena memerlukan waktu yang lebih lama yaitu 2 tahun
dan obat lini kedua lebih toksik serta memerlukan biaya 100 kali lebith
mahal daripada pengobatan dengan OAT lini pertama.

Dalam 1 tahun satu kasus MDR TB dapat menularkan pada enam
orang yang lain. Sehingga jika kasus tersebut tidak disembuhkan akan
timbul 30 kasus baru dalam lima tahun.*

MDR TB sudah dikonfirmasikan keberadaannya di Indonesia
sehingga untuk menghambat meningkatnya kasus MDR TB maka

program DOTS harus dilaksanakan sebaik-baiknya.

2.4.2 Extensively Drugs Resistance Tuberculosis (XDR TB)

Countries that had reported at least one @f} ?.EE%P,.IE
XDR-TB case by end March 20609 st (2R

Gambar 2.10. Peta penyebaran XDR TB di dunia tahun 2009

Extensively Drugs Resistance Tuberculosis (XDR TB) dapat
terjadi bila penggunaan obat anti TB lini kedua tidak tepat. XDR sulit
diobati karena XDR TB resisten terhadap obat lini pertama dan kedua.
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Pertama kali XDR TB dilaporkan di Kwazulu Natal pada awal tabun
2006."

Pada 53 pasien yang dilaporkan menderita XDR TB, 44 pasien
diantaranya adalah HIV positif dan 52 pasien meninggal 16 har setelah
spesimen sputum diambil.'® Pada Maret 2006 CDC dan WHO
menemukan kasus XDR TB pada 17 negara dan Oktober 2006 WHO
mendefimsikan XDR TB sebagal M. ituberculsosis yang resisten
terhadap isoniazid dan rifampisin (atau MDR TB) yang juga resisten
terhadap antibiotik golongan fluorokuninolon serta setidaknya satu dari 3
obat suntik yaitu kapreomisin, kanamisin, dan amikasin.'® Hal ini
menyebabkan XDR TB sulit ditangani dan telah tegadi di Amerika
Serikat, Eropa Timur dan Afrika.

Selama November 2004-2005 CDC dan WHQO melakukan survei
uji resistensi obat. Exrensively Drugs Resistance Tuberculosis (XDR TB)
telah diidentifikasikan terjadi pada semua negara, umumnya terjadi di
Korea Selatan (n= 200; 15 % dari semua isolat MDR TB). Jumlah
terjadinya XDR TB meningkat dari 14 (5 % dari isolat MDR TB) pada
tahun 2000 menjadi 34 (7 % isolat MDR TB) pada tahun 2004,
Peningkatan jumlah XDR TB ditemukan pada negara Eropa Timur atau
Asia Barat (n=15 (3%) pada tahun 2000 menjadi n =11 (17%) pada
tahun 2003)."

2.5 Pemeriksaan mikrobiologi M.tuberculosis

Pada saat ini, khususnya di negara berkembang, diagnosis TB paru bertumpu

pada pemeriksaan mikroskopis dan kultur yang dilanjutkan dengan uji
kepekaan terhadap OAT.

1.

Pemeriksaan apusan mikroskopis langsung
Biasanya dilakukan 3 kali pemeriksaan spesimen dahak yaitu dua kali
dahak pagi dan dahak sewaktu atau tiga kali dahak pagi yang diambil
secara berturut-turut. Dahak pagi biasanya lebih sering memberikan hasil
BTA (+) dibandingkan dahak sesaat. Pemeriksaan mikroskopis langsung
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merupakan metode yang paling sederhana, cepat, terpercaya dan paling
murah untuk diagnosis pasien TB.

Pemeriksaan kultur
Pemeriksaan kultur lebih sensitif dan spesifik dibandingkan dengan

1

pemeriksaan dahak secara mikroskopis. Melalui kultur, diferensiasi

antara bakteri mati dan hidup dapat dilakukan.Kultur yang positif dapat

dilanjutkan dengan uji kepekaan OAT sehingga dapat dijadikan acuan
pengobatan yang lebih baik. Kultur dapat dilakukan pada media cair

(Middlebrook 7H9) dan media padat (L.owenstein Jensen, Ogawa).

3. Uji kepekaan OAT

Uji kepekaan M. ruberculosis terhadap obat bermanfaat bagi Klinisi

dalam mengarahkan jenis obat yang diberikan pada penderita TB.

Terdapat banyak metode untuk melakukan uji kepekaan, misalnya

dengan media padat atau cair, cara seluler ataupun cara molekuler.

Semua metode mempunyai keunggulan dan kelemahan, karena itu

apapun caranya yang terpenting adalah metode tersebut terstandarisasi.

4. Uji Diagnostik lain

Uji diagnostik tuberkulosis banyak tersedia di pasaran tetapi uji tersebut

banyak yang belum terstandarisasi sehingga perlu kehati-hatian dalam

penggunaannya. Uji tersebut diantaranya yaitu ;

a. Uji serologi untuk mengukur kadar antibodi terhadap mikobakteria.
Kit yang tersedia untuk vji ini sensifitasnya masih rendah sehingga
pemakaiannya belum dianjurkan,

b. Amplifikasi asam nukleat M. tuberculosis dari spesimen baik dengan
Polymerase Chain Reaction (PCR) konvensional, reaitime PCR,

maupun PCR isothermal.

2.5.1 Metode Uji Kepekaan Obat
2.5.1.1 Metode Proporsi
Lowenstein Jensen (LJ) digunakan untuk isolasi dan kultur
mikobakteria. L] merupakan media selektif untuk mikobakteria

terutama M. tuberculosis. Komposisi media LJ yaitu malachite green,

Universitas Indonesia

Uji kepekaan..., Yuni Rukminiati, FK Ul, 2009



20

gliserol, asparagin, potato flour, telur, dan larutan garam mineral.
Adanya malachite green berperan dalam menghambat periumbuhan
kontaminan dari bakteri lain. Penambahan telur membantu media
menjadi padat.’’?

Uji kepekaan dapat dilakukan dengan metode proporsi
menggunakan media LI, Uji proporsi merupakan uji yang
membandingkan pertumbuhan isolat M. fuberculosis pada media yang
mengandung obat dengan bakteri konfrolnya. Pada uji kepekaan
bakteri terhadap OAT lini pertama tingkat ketepatan metode proporsi
telah terstandarisasi. Namun demikian hasil uji kepekaan bakten
terhadap OAT lini kedua menggunakan metode proporsi hingga saat
ini masih belum memuaskan.

Jumlah koloni yang terdapat pada pennukaan media LJ yang
mengandung OAT menandakan jumlah bakteri resisten yang terdapat
pada inokulum. Dengan membagi jumlah koloni pada permukaan
media yang mengandung OAT dengan jumiah koloni pada media
kontro] akan menghasilkan proporsi bakteri yang resisten untuk strain
tersebut. Jika proporsi yang resisten terhadap obat tertentu dibawah 1
% maka strain tersebut dinyatakan sensitif. Jika proporsinya minimal 1
% maka dinyatakan resisten.

Metode proporsi = jumlah koloni pada LJ dengan QAT x 100 %
Jumlah koloni pada LJ tanpa OAT

2.5.1.2 Metode Konsentrasi absolut
Bakteri standar diinokulasikan pada media kontrol yang tanpa obat dan
media yang mengandung beberapa tingkatan konsentrasi obat tertentu
yang dinji. Metode ini dapat menenfukan konsentrasi hambatan
minimal (KHM) atau minimum inhibilor concentration (MIC), yaitu
konsentrasi obat yang terendah yang tidak menunjukkan adanya
perturmbuhan,
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2.5.1.3 Metode Rasio

Metode ini hampir sama dengan metode konsentrasi absolut yaitu
menggunakan beberapa konsentrasi obat. Pada metode ini digunakan 2
set medium tanpa dan mengandung OAT untuk menguji strain M.
tuberculosis yang diperiksa dan strain standar M. fuberculosis H37Rv.
Hail uji kepekaan diperlihatkan dengan rasio MIC obat yang
menghambat pertumbuhan isolat M. fuberculosis dibagi dengan MIC
M. tuberculosis H3TRv.

2.5.1.4 Sistem komersial
Mycobacterium Growth Indicator Tubes (MGIT)

BACTEC MGIT 960 merupakan metode untuk mendeteksi
secara cepat mikobakterium secara cepat pada sampel klinis selain
darah. Sistem ini sederhana, efisien dan aman untuk penggunaan di
laboratorium dengan luas terbatas.

Tabung kultur mengandung media Middlebrook 7HS modifikasi
yang pada bagian bawahnya terdapat zat fluorescen yang tertanam
dalam silikon sebagai indikator pertumbuhan. Suplemen pertumbuhan
seperti Oleic acid, Bovine albumin, Dextrose, dan Catalase (OADC)
ditambahkan kedalam tabung kultur untuk mempercepat
pertumbuhan, Mikroorganisme yang ada di  dalam kultur
menggunakan nutrisi dan  oksigen di dalam kultur untuk
metabolisme. Sensor fluorescen akan merespon konsentrasi oksigen
pada media kulfur. Alat detektor didalam mesin MGIT menghiting
tingkat fluorescen, yang berhubungan dengan konsumsi oksigen oleh
bakteri yang tumbuh. Perubahan kadar cksigen di dalam medium
akan membenkan sinyal positif pada mesin.

Sistem BACTEC MGIT 960 adalah suatu metode cepat yang
secara kualitatif menguji kepekaan M. tuberculosis terhadap OAT
(streptomisin, isoniazid, rifampisin, etambutol) pada konsentrasi
kritis,
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BACTEC MGIT 960 mempunyai subu inkubasi 37°C dan
dimonitor peningkatan fluoresennya setiap 60 menit. Uji kepekaan
membutuhkan waktu inkubasi 4-13 hari. Uji ini berdasarkan
pertumbuhan A tuberculosis pada tabung yang mengandung obat
dibandingkan dengan tabung tanpa obat (kontrol). Sinyal pada mesin
BACTEC MGIT960 akan memberikan sinyal positif jika Growth Unit
(GU) pada tabung kontrol mencapai 400. Jika GU pada tabung yang
mengandung obat mencapai 100 maka isolat tersebut dikatakan

resisten.

Gambar 10, Tabung MGIT 960
Keterangan gambar :
1. Silikon yang berisi fluorescen yang berperan sebagai indikator
pertumbuhan
2. Bakteri yang mengkonsumsi O
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BAB Il
BAHAN dan CARA KERJA

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di laboratorium Mikrobiologi Klinik (L.MK) FKUI sejak
bulan April 2008 hingga Mei 2009

3.2 Strategi Penelitian
Stok yang diduga MDR TB
v
Subkultur sampai umur 3-4 minggu
v
Identifikasi dengan pewarnaan Ziehl Neelsen, Uji niasin dan PNB
\
Uji resistensi OAT lini pertama menggunakan media LJ dan BACTEC
MGIT 960
-------------------------- i
W
Bukan MDR MDR
: v
\j
Tidak Uji resistensi menggunakan OAT lini kedua
digunakan — T
Metode proporsional (LJ) MGIT
Y v

Intrepretasi hasil hari ke 28 dan 40 Intrepretasi hasil 5-19 hari

3.3. Bahan
a. Isolat Bakteri
Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini merupakan isolat koleksi

Departemen mikrobiologi FKUI dari tahun 2005-2008.

Kontrol sensitif untuk penelitian ini digunakan M. ruberculosis H37Rv.
Kontrol resisten digunakan strain M. fuberculosis yang resisten
amikasin/kanamisin (FK 18) dan ofloksasin (FK 1) yang keduanya berasal
dari WHO Supranational TB Reference Lab. Network (IMVS Australia)
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b. Jumlah Sampel
Perkiraan jumlah sampel menggunakan hasil penelitian Rinaldi,

didapatkan proporsi resistensi terhadap ofloksasin sebesar 7,3 % dari
kasus MDR.” Tingkat kemaknaan Za pada kurva normal 1,96 dan derajat
kesalahan yang masih dapat diterima 10 %. Penghitungan jumlah sampel
adalah sebagai berikut :
N=Zo?PQ

e
=005 Za=196
P =173 %(0,073)
Q=100-P =927 % =0,927
D=10%
N = (1.96)’x 0073 x 0.927)

0,1

=259
= 26 sampel

Sedangkan jumlah sampel untuk amikasin menggunakan penelitian
Balabanova yang melakukan penelitian tentang MDR TB di rusia,
didapatkan proporsi resistensi terhadap amikasin sebesar 7,2 %.?* Tingkat
kemaknaan Za pada kurva normal 1,96 dan derajat kesalahan yang masih

dapat diterima 10 %. Penghitungan jumlah sampel adalah sebagai berikut :
N= Za*PO

d2
a=005 Zau=1,96
P=7,2%(0,072)
Q= 100-P =92,8 % =092
D=10%
N=(1.96)x 0,072 x 0.928)

0,12

=256
= 26 sampel

Jumlah sampe] yang digunakan pada penelitian ini sebanyak 30 sampel,
tujuannya untuk ketepatan hasil penelitian.
c. Obat anti tuberkulosis
Obat antituberkulosis yang digunakan dalam penelitian ini adalah
sebagai berikut :
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1. Ujiresistenst lini pertama.

a. Streptomisin,
b. Isoniazid
c. Rifampisin

d. Ftambutol

o

Uji resistensi lini kedua

Ofloksasin, Cat, 08757-1G, 100 ug/ml
Amikasin, Cat. A1774-1G, 710 pg/ml
c. Kanamisin, Cat. K1377-1G, 767 pg/mg

B

3.4 Cara Kerja
Semua prosedur dilakukan di Laboratorium dengan Biosafety Laboratorium
(BSL) II plus. Tuberkulosis merupakan penyakit dengan penularan melalui
udara, oleh karena itu dalam melakukan penelitian keselamatan peneliti harus
diperhatikan. Semua prosedur kerja dilakukan di dalam Biosafety Cabinet
(BSC) kelas 11. Peneliti dilengkapi oleh perlengkapan laboratorium seperti jas
lab, sarung tangan dan masker N95. Untuk meminimalisir penularan
tuberkulosis semua sampah dan alat yang digunakan harus diautoklaf terlebih
dahulu sebelum dibuang ataupun dicuci.
3.4.1 Persiapan uji resistensi lini pertama
3.4.]1.1 Bakteni
Bakteri ditumbubkan pada medium LJ. Uji kepekaan dilakukan pada
bakteri yang berumur 3-4 minggu.
3.4.1.2 Identifikasi M. tuberculosis
Setelah M. wuberculosis tumbuh pada media LJ dilakukan identifikasi
untuk konfirmasi. Dilakukan pewarnaan basil tahan asam (BTA) dengan
hasil positif jika terdapat bakteri tahan asam berbentuk batang berwama
merah secara mikroskopis. Uji niasin dilakukan untuk melihat ada
tidaknya asam nikotinat yang dihasilkan semua spesies mikobakterium
pada saat pertumbuhan. Sedangkan uji menggunakan media LJ yang
mengandung PNB (Paranitro-Benzoic Acid) untuk mengetahui bahwa
isolat yang tumbuh adalah Mycobacterium tuberculosis.
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3.4.1.3 Persiapan obat anti tuberkulosis lini pertama
1. Membuat larutan stok
Obat anti tuberkulosis diperoleh dari SIGMA. Setiap obat
antituberkulosis mempunyai potensi tersendiri yang besarnya diketahui
dari produsen obat. Untuk mendapatkan larutan stok obat maka
digunakan rumus :
Volume (ml) = Berat (img)x potensi (ug/mi)

Konsentrasi

2. Membuat larutan kerja
Untuk menghitung konsentrasi akhir obat digunakan perhitungan
Cy=CsxVs
Vw
Cw = konsentrasi larutan akhir obat

Cs = konsentrasi larutan stok obat
Vs = volume stok

Vw = Volume akhir yang akan digunakan

a. Obat lini pertama :

- Streptomisin (potensi 100 %), konsentrasi akhir 4 pg/ml pelarut
akuades steril

- Isoniazid (potensi 100 %), konsentrasi akhir 0,2 pg/ml pelarut
akuades steril

- Rifampisin (potensi 95 %), konsentrasi akhir 40 pg/ml pelanat
Dimetilformamide

- Etambutol (potensi 100 %), konsentrasi akhir 4 ug/mi pelarut
akuades steril

b. Obat lini kedua :

- Ofloksasin (potensi 100 %) konsentrasi akhir 2 pg/ml pelarut 0,1 N
NaOH

- Amikasin (potensi 7! %) konsentrast akhir 40 pg/mi pelarut
akuades steril
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- Kanamisin (potensi 76,7 %) konsentrasi akhir 30 pg/ml pelarut
akuades steril

3.4.1.4 Pembuatan media Lowenstein Jensen (LJ)

34.1.5

Dilarutkan 3,75 gram LJ medium base dalam 600 mi Akuades.
Ditambahkan 12 ml gliserol kemudian dicampur hingga homogen lalu
diautoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C. Setelah proses sterilisasi
selesai medium didinginkan pada suhu sekitar 50°C, kemudian
ditambahkan 1000 ml homogenat telur steril dan dihomogenisasi. Untuk
membuat media yang mengandung OAT disediakan 5 erlenmeyer steril
dengan masing-masing erlenmeyer disi 150 ml larutan media LJ. Pada
masing masing erlenmeyer dimasukkan rifampisin (konsentrasi akhir 40
pg/ml), isoniazid (konsentrasi akhir 0,2 pg/ml), etambutol (konsentrasi
akhir 4 ug/ml), streptomisin (konsentrasi akhir 4 pg/ml), dan PNB. Sisa
media L.J sebanyak 850 digunakan sebagai kontrol medium tanpa obat.
Selanjutnya medium dibagi ke dalam tabung atau botol steril masing-
masing 7 ml. Pembentukan gelembung udara sedapat mungkin harus
dihindari. Botol yang berisi media diletakkan pada inspirator dengan
posisi miring dengan sudut kurang lebih 30°C. Imspirator diatur pada
suhu 85°C selama 45 menit lalu didiamkan pada subu kamar, Bila
kualitas media tidak baik (berlubang atau terdapat gelembung pada
permukaan media) maka media tersebut tidak dapat dipakai. Media dapat
disimpan hingga 4 minggu pada suhu -20°C.
Resistensi obat anti tuberkulosis menggunakan media LJ.
Prosedur uji kepekaan obat antituberkulosis terhadap M. tuberculosis
sesuai dengan prosedur pemeriksaan yang telah ditetapkan oleh
Depkes,”®*® sedangkan konsentrasi obat berdasarkan panduan yang
dikeluarkan WHO.**
a. Pembuatan suspensi bakteri
Diambil satu koloni bakteri dan dimasukkan dalam tabung yang telah
mengandung beads dan tween80 0,1 %. Suspensi bakteri yang
homogen dibuat menggunakan vorteks selama 1-2 menit, kemudian
didiamkan 15 menit. Lalu suspensi ditambah akuades steril kurang
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lebih 1 ml, divorteks, kemudian diamkan 15 menit sampai partikel

kasar mengendap dan supernatan tampak jernih,

. Pengenceran suspensi bakteri

Dibuat serial pengenceran sebanyak 5 tabung (1071021073107,
10°%), masing- masing tabung diisi dengan 4,5 ml akuades steril.
Diambil suspensi bakteri dan dimasukkan ke tabung berisi akuades 5
ml, sampai didapatkan kekeruhan yang setara dengan Mc Farland
0,5-1. Suspensi dengn kekeruhan McFarland 0,5-1 diambil sebanyak
0,5 ml kemudian dimasukkan ke tabung 1 dan dicampur
menggunakan  pipet  schingga  dihasilkan lamutan  bakteri
pengenceran.10™. Suspensi dari pengenceran 10" diambil 0,5 mi
kemudian dimasukkan ke tabung 2 dan dicampur menggunakan pipet
sehingga dihasilkan larutan bakteri pengenceran.10™. Demikian
seterusnya samapai tabung ke-5 sehingga didapat tabung dengan
pengenceran bakteri 10 — 107,

. Inokulasi pada media tanpa OAT dan media dengan QAT

Disiapkan 2 botol media LJ tanpa OAT dan 2 botol media L] dengan
masing-masing mengandung OAT. Diambil 100 pl suspensi bakteri
dengan pengenceran 10° dengan menggunakan pipet dan
diinokulasi pada media LJ yang mengandung QAT dan tanpa OAT.
Diambil 100 pl suspensi bakteri dari tabung dengan pengenceran 10~
menggunakan pipet dan diinokulasi pada media 1J yang
mengandung OAT dan tanpa OAT. Botol-botol ditutup tetapi tidak
boleh terlalu rapat. Kemudian didiamkan selama 1 hari dalam
inkubator suhu 37°C dengan posisi kemiringan 30°. Setelah inkubasi
semalam, tutup botol dieratkan dan tegakkan posisi botol menjadi
vertikal. Pembacaan pertumbuhan dilakukan pada hari ke-28 dan 40,

3.4.1.6 BACTEC MGIT 960
Prosedur uji kepekaan dengan BACTEC MGIT 960 berdasarkan protokol
yang telah ditetapkan oleh Departemen Mikrobiologi FKUI yang diadopsi

Universitas Indonesia

Uji kepekaan..., Yuni Rukminiati, FK Ul, 2009



29

dari WHO Supranational TB Reference Lab. Nenwork (IMVS,
Australia) 2

1.

Preparasi antibiotik SIRE MGIT

Antibiotika Streptomisin (I pg/ml), Isoniazid(0,1 pg/mi),
Rifampisin (1 pg/ml), dan Etambutol (5 pg/ml) (SIRE) disediakan
oleh Bactec Deckinson (BD). Pembuatan larutan kerja SIRE
dilakukan dalam biosafety cabinet dan sesuai dengan panduan
yang berasal dari BD. Tutup metal dari tiap antibiotika yang akan
dilarutkan dibuka kemudian secara aseptik, dilarutkan dengan 4 m!
akuades steril. Vial ditutup kembali dan dikocok hingga homogen.
Antibiotik kemudian disimpan pada subu - 20 °C.

Preparasi media antibiotik lini kedua

Antibiotik lini kedua yaitu ofloksasin (2 pg/ml), amikasin (1
pg/ml), dan kanamisin (5 pg/ml) berasal dari SIGMA-Aldrich.
Adapun penghitungan antibiotik berdasarkan protokol dari WHO
Supranational TB Reference Lab. Network (IMVS Australia)
(Lampiran 1)

. Preparasi uji kepekaan atibiotik dengan BACTEC MGIT 960

Semua prosedur dilakukan dalam biosafety cabinet. Disiapkan 5
tabung MGIT 7 ml untuk setiap 1 sampel. Kedalam setiap tabung
dimasukkan 800 ug suplemen SIRE yang mengandung
Middlebrok 7H9 (bovine albumin, dextrose, catalase, oleic
acid[OADC; Becton Dickinson ]). Kemudian dimasukkan 100 ul
antibiotika ke dalam tabung MGIT (1 tabung untuk 1 antibiotik).

. Preparasi isolat A fuberculosis dari L7 dan inokulasi pada tabung

MGIT

Semua prosedur dilakukan dalam biosafety cabinet. Disiapkan 3
botol dengan masing-masing diberi tulisan HEAVY 1(H1),
HEAVY 2(H2) dan LIGHT (L). Ditransfer 5 ml akuades steril ke
dalam botol yang bertuliskan H1, 4 ml akuades steril ke dalam H2
dan 10 ml akuades steril ke dalam L. Dibuat suspensi koloni

dengan cara mengambil koloni dari kultur LJ kemudian
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dimasukkan ke dalam boto! yang mengandung beads dan tween 80
0,1 %, vorteks 1-2 menit dan didiamkan 15 menit. Setelah itu
ditambahkan 1 m! akuades steril, divorteks kembali 1 menit dan
didiamkan 15 menit hingga partikel kasar mengendap dan
supernatan tampak jemih. Suspensi bakteri sebanyal 1 mi

_dipindahkan ke dalam botol H1 dan densitasnya disetarakan
dengan McFarland 0,5. Satu (1) m! suspensi bakteri dari botol H1
dipindahkan ke dalam botol H2. Seratus (100) ul suspensi bakteri
dari botol H2 dipindahkan ke dalam botol L. Lima ratus (500) ul
suspensi bakteri dari botol L dipindahkan ke dalam tabung MGIT
berlabel kontrol yang telah dipersiapkan. Dipindahkan 500 pi dari
botol H2 ke dalam tabung MGIT berlabel obat yang telah
dipersiapkan. Tabung MGIT kontrol dan yang dengan obat
dimasukkan dalam rak khusus dan dimasukkan ke dalam mesin
MGIT. Hasil pemeriksaan didapatkan dari mesin setelah inkubast
4-13 hari.

Jika Growth Unit (GU) pada tabung koutrol (tanpa obat)
mencapai 400 maka mesin akan memberikan sinyal positif. Pada
uji kepekaan OAT limi keduva pembacaan resisten dan sensitive
dilakukan secara manual. Jika GU pada tabung yang mengandung
obat 100 maka dikatakan resisten.

Analisis Data
Data yang diperoleh dianalisis menggunakan uji Chi Square untuk
melihat hubungan dari kedua wji serta dilihat nilai kesesuaiannya

dengan nilai kappa.
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BABIV
HASIL dan PEMBAHASAN

4,1 HASIL
4.1.1 Uji kepekaan OAT lini pertama

Mycobacterium tuberculosis membutuhkan wakty perfumbuban yang
lambat dan dibutuhkan waktu 2- 4 minggu untuk dapat melihat koloni bakteri
pada permukaan medium padat. Uji kepekaan bakteri terhadap obat
antituberkulosis(OAT) dilakukan pada saat bakteri berumur 3-4 minggu.
Apabila umur bakteri lebih dari 4 minggu maka harus dilakukan subkultur
atau penanaman kembali pada media baru sebelum difakukan uji kepekaan.
Lamanya pertumbuhan M. tuberculosis ini mengakibatkan rentang waktu
pengujian kepekaan M. fuberculosis terthadap OAT yang cukup lama.
Dibutuhkan waktu 2 bulan sejak inokulasi spesimen pada medium untuk
mendapatkan hasil pengujian tersebut.

Selain lamanya masa pertumbuhan bakteri, keberhasilan penelitian ini
juga dipengaruhi oleh tekmis pengerjaan. Kemungkinan kontaminasi pada
kultur menggunakan media MGIT cukup tinggi sehingga diperlukan
ketrampilan yang baik dalam pengerjaannya. Untuk memastikan bahwa koloni
yang tumbuh adalah mikobakterium dilakukan pewarnaan basil tahan asam
(BTA). Pada penelitian ini, dari 40 isolat M. fuberculosis 2 isolat merupakan
Mycobacterium non tuberculosis, sehingga hanya 38 isolat yang digunakan
selama uji kepekaan M. ruberculosis terhadap OAT.

Tabel 4.1 Hasil Uji kepekaan M. tuberculosis terhadap OAT lini
pertama menggunakan Lowenstein Jensen(L))

L] Streptomisin | Isoniazid | Rifampisin | Etambutol
(4 pg/ml) | (0,2 pg/mb) | (40 pg/ml) | (2 pg/ml)
Sensitif 24 6 4 23
Resisten 14 32 34 15
Jumliah 38 38 38 38
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Pada uji kepekaan M. ruberculosis menggunakan media Lowenstein
Jensen didapat 14 (36,8 %) isolat M. suberculosis resisten terhadap
streptomisin dan 24 (63,2 %) lainnya sensitif. Isolat yang sensitif terhadap
isoniazid sebanyak 6 (15,8 %) dan yang resisten terhadap isoniazid ada
32(84,2 %) isolat. Empat (4) (10,5 %) isolat resisten terhadap rifampisin dan
34(89,5 %) lainnya sensitif. Sedangkan untuk pengujian dengan etambutol
didapat 23(60,5 %) isolat yang sensitif dan 15(39,5 %) resisten.

Tabel 4.2 Hasil Uji kepekaan A fuberculosis terhadap obat
antituberkulosis lini pertama menggunakan BACTEC

MGIT 960
MGIT | Streptomisin | Isoniazid Rifampisin | Etambutol
(1 pg/mb) | (0,1 pg/ml) | (10 pg/ml) | (5 pg/m)
Sensitif | 20 5 6 23
Resisten | 18 33 32 15
Jumlah | 38 38 38 38

Pada penggunaan metode BACTEC MGIT 960 didapatkan 20 (52,6
%) isolat M. tuberculosis resisten terhadap streptomisin dan 18 (47,4 %)
lainnya sensitif. Isolat yang sensitif terhadap isoniazid sebanyak 5 (13,2 %)
isolat dan yang resisten terhadap isoniazid ada 33 (86, 8 %) isolat 6 (15,8 %)
isolat resisten terhadap rifampisin dan 32(84,2 %) lainnya sensitif Sedangkan
untuk pengujian dengan etambutol didapat 23 (60,5 %) isolat yang sensitif dan
15 (39,5 %) resisten.

Tabel 4.3 Perbandingan hasil MDR TB menggunakan LJ dan BACTEC

MGIT 960
MGIT | MDR Non MDR Sensitif
LI
MDR? 30 0 0
Non MDR? . 0 4 1
Sensitif* 0 1

Ket: a MDR =Multidrugs Resistance,
b. non MDR= non Multidrugs Resistance (hanya resisien pada salah satu QAT
atau selain Isoniazid dan Rifampisin}
¢. isolat sensitif terhadap semue jenis OAT yang diuji
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Dari hasil uji kepekaan M. fuberculosis terhadap OAT lini pertama,
pada media Lowenstein Jensen (LJ) 30 (78,94 %) isolat merupakan isolat
Multidrugs Resistance Tuberculosis (MDR TB), 5 isolat (13,16 %)
merupakan isolat yang resisten terhadap isoniazid saja atau rifampisin saja
atau OAT lain yang diuji (streptomisin atan etambutol). Terdapat 3 isolat M.
tuberculosis (7,89 %) yang sensitif terhadap semua jenis OAT yang diuji.
Sedangkan pada uji kepekaan menggunakan metode BACTEC MGIT 960, 30
isolat (78,94%) MDR TB, 4 isolat (10,52 %) adalah non MDR-TB dan 4 isolat
(10,52) sensitif terhadap semua jenis OAT yang diuji.

4.1.2 Uji Kepekaan OAT lini kedua
Tigapuluh (30) isolat MDR TB yang didapatkan pada tahap awal
penelitian ini divji kepekaannya terhadap OAT lini kedua yaitu ofloksasin,
amikasin dan kapamisin. Pemilthan OAT lini kedua ini berdasarkan
ketersediaan QAT tersebut di Indonesia pada saat ini serta telah “establish”

pada jurnal-jumal penelitian.

Tabel 4.4 Hasil uji kepekaan M. tuberculosis terhadap
OAT lini kedua, n=30

OAT Hasil uji Kepekaan
: BACTEC MGIT 960
IJ";:::S \ Sensitif Resisten
Ofloksasin ~ Sensitif 26 0
Resisten 1 3
Amikasin  Sensitif 21 1
Resisten 0 8
Kanamisin ~ Sensitif 26 0
Resisten 0 4
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Tabel 4.5 Sensitifitas dan spesifitas BACTEC MGIT 960 dibandingkan
dengan Lowenstein Jensen

OAT Mni kedua % Sensitifitas % spesifisitas
Ofloksasin 75 100
Amikasin 100 954
Kanamisin 100 100

4.1.2.1 Ofloksasin

Hasil uji kepekaan menggunakan medium LJ menunjukkan
bahwa 26 isolat (86,7 %) M .fuberculosis sensitif dan 4 (13,3 %)
isolat resisten terhadap ofloksasin. Pada uji kepekaan menggunakan
metode BACTEC MGIT 960, didapat bahwa 27 isolat (90 %) sensitif
dan 3 (10 %) isolat resisten terhadap ofloksasin.

Penghitungan secara statistkk mengpgunakan Uji Fisher
menunjukkan bahwa terdapat hubungan bermakna antara hasil uji
kepekaan Af. tuberculosis terhadap ofloksasin menggunakan medium
LJ dan metode BACTEC MGIT 960 (p<0,05) (lampiran 2).

Penentuan seberapa sesuai antara hasil uji kepekaan ofloksasin
menggunakan BACTEC MGIT 960 dengan LJ ditunjukkan dengan
nilai kappa. Hasil uji kepekaan ofloksasin dengan BACTEC MGIT
960 relatif baik dengan nilai kappa sebesar 0,835.(lampiran 3)

4.1.2.2 Amikasin

Pada penelitian dengan Lowenstein Jensen 22 isolat (73,3 %)
sensitif dan 8 isolat (26,7 %) sensitif terhadap amikasin Sedangkan
pada BACTEC MGIT 960 didapat 21 isolat (70 %) sensitif dan 9
isolat (30 %) resisten terhadap amikasin.

Penghitupgan secara statistik menggunakan Uji Fisher
menunjukkan bahwa terdapat hubungan bermakna antara hasil uji
kepekaan M. tuberculosis tethadap amikasin menggunakan medium
LJ dan metode BACTEC MGIT 960 (p<0,05). (lampiran 2)

Penentuan seberapa sesuai antara hasil uji kepekaan amikasin
menggunakan BACTEC MGIT 960 dengan LJ ditunjukkan dengan
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nilai kappa. Hasil uji kepekaan amikasin dengan BACTEC MGIT
960 relatif baik dengan nilai kappa sebesar 0,916. (lampiran 3)

4.1.2.3 Kanamisin

- Penentuan konsentrasi kanamisin

Sedikit sekali informasi yang ada tentang konsentrasi kanamisin
untuk uji kepekaan obat menggunakan MGIT 960. Pada penelitian
ini dilakukan pengujian menggunakan 2 konsentrasi kanamisin
yaiu 1 pg/ml dan 5 pg/ml. Dari pengujian tersebut pada
konsentrasi 1 pg/ml didapat 19 isolat resisten dan 11 isolat sensitif.
Sedangkan pada konsentrasi 5 pg/ml terdapat 26 isolat sensitif dan
4 jsolat resisten.

Menurut protokol Departemen Medical Microbiology, P.D
Hinduja Hospital, Mumbai kisaran konsentrasi kanamisin 1- 5
pg/ml. Berdasarkan hasil penelitian, penggunaan konsentrasi 5
pg/ml memberikan hasil dengan tingkat perbedaannya rendah bila
dibandingkan dengan uji kepekaan M. tuberculosis terhadap
kanamisin menggunakan metode Léwenstein Jensen. Hal ini sesuai
dengan penelitian Rusch Gerdes (2006) yang melakukan penelitian
uji kepekaan M. tuberculosis menggunakan BACTEC MGIT 960
dengan konsentrasi kanamisin 5 pg/ml.*’

Pada pengujian dengan Lowenstein Jensen, 26 isolat (86,7 %)
sensitif terhadap kanamisin dan 4 isolat (13,3 %) lainnya resisten.
Sedangkan pada BACTEC MGIT 960, 26 isolat (86,7 %) sensitif dan
4 isolat(13,3 %) resisten terhadap kanamisin,

Penghitungan secara statistik menggunakan Uji Fisher
menunjukkan bahwa terdapat hubungan bermakna antara hasil uji
kepekaan M .tuberculosis terhadap kanamisin menggunakan medium
LJ dan metode BACTEC MGIT 960 (p<0,05) (lampiran2)

Penentuan seberapa sesuai antara hasil uji kepekaan kanamisin
menggunakan BACTEC MGIT 960 dengan LI ditunjukkan dengan
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nilai kappa. Hasil uji kepekaan kanamisin dengan BACTEC MGIT
960 relatif batk dengan nilai kappa sebesar 1. (lampiran 3)

4.1.2.4 Extensively Drugs Resistance (XDR TB)

Tabel 4.6 Perbandingan hasil uji kepekaan QAT lini kedua

Keterangan Lowenstein BACTECMGIT
Jensen 960

XDR TB" 2 2

Non XDR TB® 9 9

Sensitif* 19 19

Ket: a XDR = Extensively drugs Resistance,
b. non XDR= non Extensively drugs Resistance (hanya resisten pada
salah satu QAT )
¢. isolat sensitif terhadap semua jenis OAT yang diuji

Dari 30 isolat yang diuji menggunakan QAT lini kedua didapat
bahawa 2 isolat merupakan Extensively Drugs Resistance (XDR TB),
9 isolat resisten hanya pada salah satu OAT lini kedua, dan 19 isolat
sensitif terthadap OAT lini kedua.

4.1.3 Pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium tuberculosis merupakan bakteri dengan pertumbuhan
yang lambat. Uji kepekaan menggunakan media Lowenstein Jensen
membutuhkan waktu 18 sampai 21 hari sejak didapatkan koloni murni dari
hasil biakan spesimen. Sedangkan uji sensitifitas menggunakan metode
BACTEC MGIT 960 membutuhkan waktu lebil singkat yaitu 5 sampai 12

hari.

Tabel 4.7 Waktu pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis
Metode Rata-rata hasil uji kepekaan
Media L) 18-28 hari (rata-rata 21 hari)
BACTEC MGIT 960 5-12 hari (rata-rata 9 hari)
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4.2 PEMBAHASAN

Lowenstein Jensen (LI) merupakan media yang paling umum dan
direkomendast oleh WHO untuk digunakan sebagai media pertumbuhan
Mycobacterium sp. terutama M. tuberculosis. L] adalah media selektif yang
mengandung zat warna hijau malakhit yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri lain dan jamur. Meskipun LY umum digunakan untuk pertumbuhan
mikobakterium dan uji kepekaan bakteri terhadap obat tetapi penghitungan
koloni sulit dilakukan pada permukaan media yang sempit.

Pada penelitian ini digunakan 40 isolat MDR TB koleksi Laboratorium
Mikrobiologi Kiinik FKUL Empat puluh (40) isolat tersebut disubkultur
menggunakan media Lowenstein Jensen dan diinkubasi pada subu 37°C
selama 2-4 minggu. Setiap minggu sekali dilakukan pengecekan untuk
menyingkirkan kemungkinan pertumbuhan bakteri yang cepat tumbuh seperti
M. fortuitum. Setelah terlihat adanya koleni pada media dilakukan identifikasi
menggunakan pewarnaan basil tahan asam (BTA) Ziehl Neelsen. Selain itu
dilakukan konfirmasi spesies menggunakan medium yang mengandung PNB
(Paranitro-Benzoic Acid). Apabila isolat tumbuh pada medium dengan PNB
maka dipastikan koloni yang tumbuh adalah mikobakterium non tuberkulosis.
Pada penelitian ini konfirmasi juga dilakukan dengan uji niasin. Apabila pada
uji niasin terjadi perubahan warna pada strip menjadi kuning maka dipastikan
koloni tersebut adalah M. fuberculosis. Dari 40 isolat MDR TB yang
ditumbuhkan kembali dari medium stok, 2 isolat tumbuh pada media PNB
sehingga terdapat 38 isolat M. muberculosis yang diuji kepekaannya terhadap
obat streptomisin, isoniazid, rifampisin dan etambutol sebagai obat anti
tuberkulosis lini pertama. Apabila uji menunjukkan babwa isolat bukan MDR
TB maka tidak dilakukan uji kepekaan terhadap OAT lini kedua.

4.2.1 Uji Kepekaan obat antifuberkulosis lini pertama
Pada penelitian ini, uji kepekaan menggunakan L] dan BACTEC
MGIT 960 didapat sebanyak 30 isolat (78,94 %) merupakan MDR TB.
(tabel 4.3)
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Resistensi bakteri tuberkulosis terhadap OAT mulai menjadi masalah
seiring digunakannya rifampisin secara luas semenjak tahun 1970-an. Faktor
utama terjadinya resistensi A rtuberculosis terhadap OAT adalah
penatalaksanaan pasien TB yang tidak kuat.

Resistensi obat berhubungan dengan riwayat pengobatan sebelumnya.
Kemungkinan terjadinya resistensi pada pasien dengan riwayat pengobatan
sebelumnya adalah 4 kali lipat, sedangkan untuk terjadinya MDR TB
sebesar 10 kali lipat dibandingkan dengan pasien yang belum pernah diobati.

4.2.2 Obat anti tuberkulosis lini kedua

MDR TB yang didefinisikan sebagai isolat M. tuberculosis yang
resisten terhadap isoniazid dan rifampisin merupakan masalah penting dalam
kesehatan masyarakat di beberapa negara berkembang. Laboratorium TB pada
negara dengan endemik TB sangat dibutubkan untuk melakukan uji kepekaan
obat tidak hanya untuk uji OAT lini pertama tetapi juga untuk uji OAT lini
kedua.

Hingga saat ini belum ada metode uji kepekaan QAT lini kedua yang
ditetapkan sebagai metode baku. Sementara itu berdasarkan laporan WHO,
peningkatan resistensi bakteri terhadap obat membutuhkan perhatian lebih
karena beberapa negara telah melaporkan tingginya resistensi M. fuberculosis
terhadap OAT lini kedua.®®

Sangat penting bagi usaha pemberantasan dan pencegahan penyakit
tuberkulosis unfuk menemunkan metode yang cepat, tepat dan ekonomis untuk
mengetahui kepekaan Mycobacterium tuberculosis tidak hanya terhadap OAT
lini pertarna tetapi juga lini kedua. Kultur tuberkulosis dan uji kepekaan
merupakan hal yang paling penting dalam pengendalian penyakit tuberkulosis.

4.2.2,1 Ofloksasin

Pada uji kepekaan M. fuberculosis terhadap ofloksasin
menggunakan medium LJ didapatkan bahwa 26 isolat (86,6 %) sensitif
dan 4 (13,33 %) isolat resisten.(tabel 4.6)
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Sedangkan pada uji menggunakan metode BACTEC MGIT 960
didapatkan 27 isolat (90 %) sensitif terhadap ofloksasin dan 3 isolat (10%)
resisten. Penelitian Martin (2008) tentang uji kepekaan M. ruberculosis
menggunakan MGIT manual di Brasil pada 188 isolat menunjukkan hasil
147 isolat (78 %) sensitif dan 41 isolat (21 %) resisten terhadap
ofioksasin.” Dan penelitian juga dilakukan oleh Rinaldi menggunakan
metode Drug Susceptibility Culture Plate (DSCP) pada 41 isolat MDR TB
didapatkan resistensi terhadap ofloksasin yaitu 7,3 %.*"

Isolat yang resisten ofloksasin merupakan isolat yang juga resisten
terhadap semua OAT lini pertama yang diuji (streptomisin, isoniazid,
rifampisin, dan etambutol). Satu isolat yang resisten terhadap ofloksasin
pada uji dengan Ldwenstein Jensen dan sensitif pada BACTEC MGIT
960, saat uji OAT lini pertama memberikan hasil yang berbeda antara uji
pada Lowenstein Jensen dengan BACTEC MGIT 960. Pada Lowenstein
Jensen isolat tersebut resisten terhadap streptomisin, isoniazid, rifampisin,
dan etambutol sedangkan pada BACTEC MGIT 960 resisten terhadap
streptomisin, isoniazid, dan rifampisin dan sensitif terhadap etambutol.

Fluorokuinolon merupakan OAT lini kedua yang paling potensial
untuk pengobatan TB. Critical concentration untuk ofloksasin adalah 2
ng/ml.’? Ofloksasin bekerja dengan menghambat DNA gyrase yaitu ensim
yang membantu pemisahan replikasi DNA sehingga pembelahan sel M.
tuberculosis terhambat. Resistensi M. ruberculosis terhadap ofloksasin

terjadi karena mutasi pada subunit A (gen gyr A) pada DNA gyrase.™®

4.2.2,2 Amikasin

Amikasin merupakan obat suntik yang golongan aminoglikosida
yang bekerja dengan cara menghambat sintesis protein dengan mengikat
ribosom 308, Dari hasil uji kepekaan pada 30 isolat didapat bahwa 9 isolat
resisten (30 %) terhadap amikasin. Aminoglikosida hanya bekerja pada
bakteri yang sedang membelah, oleh karena itu antibiotik ini hanya
berguna pada pengobatan fase induksi. Amikasin ummumnya aktif terhadap
mikobakterium yang sudah resisten terhadap streptomisin. '
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Pada penelitian ini didapat nilai sensitifitas 100 % dan spesifisitas
95,4 %. (tabel 4.5) Penelitian vang dilakukan Kruuner (2005) pada 133
isolat yang dilakukan uji kepekaan amikasin dengan konsentrasi 1 pg/ml
menggunakan MGIT 960 menunjukkan hasil 108 isolat (81,20 %) sensitif
dan nilai sensitifitas uji adalah 96 % serta spesisfitasnya 99 %.°
Sensitifitas dan spesifisitas MGIT 960 yang tinggi memperlihatkan bahwa
MGIT baik untuk uji kepekaan M. tubercuiosis terhadap amikasin.

Empat isolat yang resisten terhadap amikasin merupakan isolat
yang resisten terhadap isomiazid dan rifampisin sedangkan 4 isolat lain
merupakan isolat yang resisten terhadap semua OAT lini pertama yang

diuji.

4.2.2.3 Kanamisin

Uji kepekaan M. tuberculosis terhadap kanamisin menggunakan MGIT
960 didapat nilai sensitifitas 100 % dan spesifisitas 100 %. Penelitian
Bastian (2001) tentang uji kepekaan kanamisin pada MGIT dengan
konsentrasi kanamisin 5 pg/ml didapat nilai sensitifitas 100 % dan
spesifisitas 97 % dengan waktu rata-rata hasil uji kepekaan M.
tuberculosis terhadap kanamisin adalah 5,1 hari *!

Kanamisin merupakan OAT yang berperan dalam menghambat sintesis
protein dengan mengikat ribosom 30S. Keempat isclat yang resisten
terhadap kanamisin merupakan isolat yang juga resisten terhadap semua

OAT lini pertama yang digunakan.

4.2.2.4XDR TB

Pada penelitian ini terdapat 2 isolat yang merupakan XDR TB.(tabel
4.6) Pada uji kepekaan Oat lini pertama keduva isolat tersebut merupakan
isolat yang resisten terhadap semua OAT lini pertama (streptomisin,
isoniazid, rifampisin, dan etambutol).

Faktor penyebab XDR TB adalah karena penatalaksanaan pengobatan
pasien TB yang tidak dilaksanakan dengan baik. Faktor-faktor tersebut
anatara lain berasal dari petugas kesehatan (pengobatan tidak
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menggunakan panduan yang tepat, dosis, jenis dan jumiazh obat yang
tidak adekuat), dari pasien (ketidakdisiplinan pasien dalam meminum
obat), dan dari program penanggulangan TB (persediaan OAT yang
kurang dan kualitasnya yang rendah).

XDR TB dapat dicegah melalui penanganan MDR TB tengan tepat
untuk meningkatkan kesembuhan MDR TB dan mencegah penyebaran
reistensi TB serta penanganan pasien TB non MDR dengan sebaik-
baiknya.

4.2.3 Waktu pertumbuhan Mycobacterium tuberculisosis

Uji kepekaan terhadap obat antituberkulosis konvensional
membutuhkan waktu 3 sampai 8 minggu untuk mengidentifikasi
strain sensitif atau resisten terhadap OAT.

Medium cair seperd Mycobacterium Growth Indicator Tube
(MGIT) membutuhkan waktu inkubasi kurang lebih 15 hari untuk
menumbuhkan Miuberculosis, 1-2 minggu lebih cepat bila
dibandingkan pertumbuhannya pada media padat. Pada penelitian ini,
uji kepekaan M. fuberculosis terhadap OAT lini kedua pada medinm
L} membutuhkan waktu 18-28 hari sedangkan metode BACTEC
MGIT 960 akan memberikan sinyal positif pada hari 5-12 (rata-rata 9
hari).(tabel 4.7) Hal ini sesuai dengan Martin (2008) yang
mengemukakan bahwa penggunaaan media padat dibutuhkan 3
sampai 8 minggu untuk mengetahwi strain yang sensitif atau resisten
terhadap OAT, sedangkan media cair dapat membantu
mempersingkat lamanya pemeriksaan, yaitu 15 hari.

Rishi (2007) juga mengemukakan bahwa pertumbuhan
M tuberculosis pada MGIT 960 lebih cepat dibandingkan pada media
LJ. Pada MGIT 960 rata-rata pertumbuhannya adalah 9,66 hari (2-39)
sedangkan pada media LJ 28,81 hari ( 7-48 hari).®

Pada Juni 2007 WHO merckomendasikan penggunan media cair
untuk kultur dan uji kepekaan pada negara sedang berkembang untuk
menghadapi epidemi HIV-TB dan resistensi obat TB.?
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Telah dilaporkan bahwa MGIT merupakan metode yang sensitif
dan cepat untuk uji kepekaan M. fuberculosis terhadap OAT lini
pertama tetapi belum ada metode uji standar untuk OAT lini kedua.

Diagnosis laboratorium MDR-TB dan XDR TB (extensively drug
resistant TB) menggunakan BACTEC MGIT 960 untuk obat lini
kedua yang diaplikasikan langsung pada sampel sputum dapat
menghemat waktu pemeriksaan. Pada penelitian ini menunjukkan hasil
bahwa penggunaan BACTEC MGIT 960 untuk uji kepekaan OAT lini
kedua tidak memberikan hasil yang berbeda dengan uji kepekaaan
menggunakan media Lowenstein Jensen (metode proporsi).

Tidak tersedianya kit komersial QAT lini kedua sepertinya QAT
lini pertama yang dikenal sebagai kit SIRE menyebabkan pembuatan
larutan kerja obat harus dipersiapkan secara akurat. Kualitas kontrol
menggunakan strain Hz7Rv sebagai kontrol sensitif dan strain yang
resisten terhadap obat anti tuberkunlosis lini kedua harus selalu
dilakukan untuk meningkatkan keakuratan hasil uji. Selain itu
pembacaan hasil resisten atau sensitif tidak secara otomatis dibaca oleh
alat seperti halnya pada lini pertama. Hasil harus dianalisis secara
manual dengan melihat nilai Growth Unit (GU) yang dikeluarkan oleh
alat. Jika nilai GU 100 pada tabung yang mengandung obat maka
dikatakan isolat tersebut resisten.

Pengpgunaan BACTEC MGIT 960 untuk uji kepekaan obat anti
tuberkulosis mempunyai kelebihan yaitu hasil yang lebih cepat
sehingga diharapkan dapat membantu klinisi dalam menentukan terapi
bagi penderita tuberkulosis dengan cepat dan tepat.Selain i,
kekurangan dari BACTEC MGIT 960 adalah tingkat kontaminasi
pengujian yang tinggi. Apabila mesin MGIT 960 memberikan sinyal
positif, kultur tersebut harus diperiksa kembali menggunakan
pewarnaan BTA untuk konfimmasi keberadaan bakteri Mycobacterium
yang tahan asam atau bakteri lain seperti streptococcus. Selain itu
dibutubkan juga keahlian untuk melakukan vji kepekaan dan harganya
yang lebih mahal daripada metode konvensional. Sedangkan LJ sendiri
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mempunyai kelebihan yaitu mudah, murah dan dapat dilakukan pada
laboratorium dengan peralatan terbatas.
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BAB Y
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulan bahwa :

1.

Pada uji kepekaan ofloksasin pada media L&wenstein Jensen didapat 26
isolat sensitif terhadap ofloksasin, 12 isolat sensifif terhadap amikasin dan
26 isolat sensitif terhadap kanamisin.

Pada uji kepekaan dengan BACTEC MGIT 960 terdapat 27 yang sensitif
terhadap ofloksasin, 22 isolat sensitif terhadap amikasin dan 26 isolat
sensitif terhadap kanamisin.

Terdapat isolat yang resisten terhadap semua obat antituberkulosis lini
kedua yang digunakan dalam penelitian.

Terdapat hubungan bermakna antara hasil uji kepekaan M.fuberculosis
terhadap OAT lini kedua menggunakan medium LJ dan metode BACTEC
MGIT 960.

Uji kepekaan QAT lini kedua dengan BACTEC MGIT 960 lebih cepat

didapatkan hasil daripada menggunakan media Lowenstein Jensen,

5.2 SARAN
Saran yang dapat digunakan vntuk penelitian selanjutnya yaitu:

1.

Pelatihan uji kepekaan dengan BACTEC MGIT 960 sebaiknya sering
dilakukan untuk mendapatkan tenaga yang terampil dalam melakukan
metode ini.

Perlu dilakukan uji molekuler pada isolat yang memberikan hasil yang
berbeda pada LJ dan BACTEC MGIT 960 yaitu pada gen penyebab
resistensi ofloksasin (gyr A) dan amikasin/kanamisin (gen rpsL dan gen

ITs).
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Lampiran 1
Pengitungan larutan kerja obat anti tnberknlosis lini-kedua-MGIT-556
I. Ofloksasin (2 pg/ml)
Konsentrasi stok =10.0 mg/ml (10,000 pg/ml)
Konsentrasi akhir = 2.0 ug/ml
Obat per tabung MGIT 960 =16,6 ug

Untuk membuat larutan kerja :

10,000 + 166 = 60,24

Satu bagian obat dalam 59,24 air (100u! obat dalam 5.924 ml akuades
steril)

Amikasin(1 pg/ml)

Konsentrasi stok =10.0 mg/ml (10,000 pg/mi)
Konsentrasi akhir =1.0 ug/ml

Obat per tabung MGIT 960 =83 ug

Untuk membuat larutan kerja :

10,000 = 83 =120.48

Satu bagian obat dalam 119,48 air (100l obat dalam 11.95ml akuades
steril)

Kanamisin (5 pg/mi)

Konsentrasi stok =10.0 mg/ml (10,000 pg/mi)
Konsentrasi akhir =5.0 pg/ml
Obat per tabung MGIT 960 =41,5 ug

Untuk membuat larutan kerja :

10,000 + 415 =24,09

Satu bagian obat dalam 23,09 air (100ul obat dalam 2, 309 ml akuades
steril)

Universitas Indonesia

Uji kepekaan..., Yuni Rukminiati, FK Ul, 2009



50

Lampiran 2
Hasil Uji Statistik
Chi-Square Tests oflokasin
Asymp. Sig. Exact Sig. | Exact Sig.
Value df {2-sided) {2-sided) {1-sided)
Pearson Chi-Square 21.867(D) .000
Continuity
Correction(a) 14.135 .000
Liketihood Ratio 15.006 000
Fisher's Exact Test .001 001
Linear-by-Linear
Assaciation 20.844 000
N of Valid Cases a0

a Computed only for a 2x2 table
b 3 cells {75.0%) have expected count less than 5. The minimum expecled count is .40.

Chi-Square Tests amikasin

Asymp. Sig. Exact Sig. | Exact Sig.
Value cif (2-sided) (2-sided) {1-sided)
Pearson Chi-Square 25.455(b) .000
Continuity
Correction(a) 211142 .000
Likelihood Ratio 28.516 000
Fisher's Exact Test .000 .000
Linear-by-Linear
Association 24.606 -000
N of Valid Cases ag

a Computed only for a 2x2 table
b 1 cells (25.0%) have expected counl less {han 5, The minimum expecled count is 2.40.

Chi-Square Tests kapamisin

Asymp. Sig. Exact Sig. | Exact Sig.
Value df {2-sided) {2-sided) {t-sided)
Pearsan Chi-Square 21.867(b) 000
Continuity
Comection(a) 14.135 .00D
Likefihood Ratio 15.006 .000
Fisher's Exacl Test 601 001
Linear-by-Linear
Association 20.944 000
N of Valid Cases 30

a Computed only for a 2x2 table
b 3 cells (75.0%) have expected count less than 5, The minimum expected count is .40.

Uji kepekaan..., Yuni Rukminiati, FK Ul, 2009
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Lampiran 3
Nilai Kappa:
1. Ofloksasin
GIT 960 | Sensitif Resisten
1]
Sensitif 26 0 26
Resisten 1 3 4
27 3 30
Kesesuaian nyata =(26+3)/30=96,6 %

Kesesuaian karena peluang
Kesesuaian bukan akibat peluang
Potensi kesesuaian bukan peluang

Kappa

= (26x27)/30 + (4x3)/30:30=793 %

= (96,6 - 79,3)% = 17,3 %
=(100- 79,3) % = 20,7%
=17,3%/20,7% = 0,835= 83,5 %

2. Amikasin
GIT 960 | Sensitif Resisten
1)
Sensitif 21 1 22
Resisten 0 8 8
21 9 30
Kesesuaian nyata =(21+8)/30=96,6 %

Kesesuaian karena peluang

Kesesuaian bukan akibat peluang
Potensi kesesvaian bukan peluang

Kappa

= (21x22)/30 + (8x9)/30 : 30 = 59,3 %

= (96,6 — 59,3)% =373 %
=(100- 59,3} % = 40,7%
=37,3%/40,7% = 0,916= 91,6 %

3. Kanamisin
GIT 960 | Sensitif Resisten

L)

Sensitif 26 Q 26

Resisten 0 4 4

26 4 30

Kesesuaian nyata =(26+4)/30 =100 %
Kesesuaian karena peluang = (26x26)/30 + (4x4)/30: 30 =768 %

Kesesuaian bukan akibat pelvang = (100 - 76,8)% =232 %
Potensi kesesuaian bukan peluang  =(100- 76,8) % =23,2%

Kappa

=232%/23,2%=1=100 %
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Wi KEPEKAAN OBAT ANTI TUBERKULOSI!S LiNI KEDUA MENGGUNAKAN MEDIA LOWENSTEIN JENSEN
DAN MYCOBACTERIUM GROWTH INDICATOR TUBES (MGIT} 960

Yuni Rukminiati, Anis Karuniawati, Retno Kadarsih
Departemen Mikrobiclogi FKUI

Penyebaran Muitidrug Resisten Tuberculosis (MDR TB) yang disebabkan oleh bakteri
Mycobacterium tuberculosis merupakan perhatian untuk program penanganan TB. Obat
antituberkulosis 1ini kedua digunakan untuk pengobatan penderita MDR TB. Kami melakukan
penelitian tentang Uji kepekaan obat antituberkulosis lini kedua menggunakan media Lowenstein
Jensen dibandingkan dengan AMycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT 960) sistem. Tiga
puluh (30) isolat bakteri MDR TB di uji dengan oflokasin, amikasin, dan kanamisin
menggunakan BACTEC MGIT 960 dan hasilnya dibandingkan dengan metode proporsi pada
media Lowenstein Jensen. Dari hasil penelitian pada BACTEC MGIT 960 didapat 27 isolat (90
%) sensitif terhadap ofloksasin , 21 isolat (70 %) sensitif terhadap amikasin dan 26 isolat (86,6
%) sensitif terhadap kanamisin. Dua isolat merupakan Extensively Drugs Resistance (XDR TB).
Waktu untuk uji kepekaan dengan MGIT adalah 9 hari sedangkan dengan metode proporsi 21
hari.

Kata Kuneci :
Tuberkulosis, MDR-TB, obat antituberkulosis lini kedua

Susceptibility testing of Mycobacterium Tuberculosis to second line drugs by use of
Lowenstein Jensen Media and Mycobacierium Growth Indicator Tube System (MGIT) 960

The emergence of Multidrug resistant tuberculosis (MDR TB) caused by Mycobacterium
tuberculosis is real threat for TB control program. Second line drugs was using for Person who
has MDR TB. The objective of this study was to evaluate the Lowenstein Jensen Medium for
testing of Mycobacterium tuberculosis susceptibility to second line drugs compared to the
BACTEC Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT 960 )System. Thirty MDR TB isolates
were tested for susceptibility to ofloxacin, amikacin, and kanamycin by MGIT 960, and the resuit
were compared to those obtain with proportion method on Lowenstein Jensen media, considered
a reference method. Result for ofloxacin were 27 isolate(90%) sensitive,2] isolate (70%)
sensitive to amikacin and 26 isolate(86,6 %) sensitive to kanamycin . The time required to obtain
result was an average of 9 days by the BACTEC MGIT 960 and 21 days by the reference method.

Keyword :
Tuberculosis, Mutidrugs resistant Tuberculosis (MDR TB), second line drugs
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Tuberkulosis merupakan penyakit berbahaya
ke-3  setelah penyakit jantung dan
permnafasan  akut  yang  menyebabkan
kematian di dunia, '

Setiap tahunnya di Indonesia bertambah
250 ribu kasus baru tuberkulosis dan terjadi
sekitar 140.000 kematian terjadi setiap
tahunnya.  Sebagian besar  penderita
tuberkulosis adalah usia produktif (15-55
tahun).?

Penderita tuberkulosis dapat
disembuhkan dengan minum obat anti
tuberkulosis secara lengkap dan teratur.
Obat anti tuberkulosis (OAT) seperti
ioniazid, rifampisin, etambutol dan
pirasinamid merupakan obat lini pertama
yang relatif efektif dan murah. Jika
penderita tuberkulosis tidak melakukan
pengobatan secara teratur dan  disiplin,
mendapat obat yang tidak adekuat (baik
dosis, kombinasi obat maupun lamanya
pengobatan) maka dapat mengakibatkan
terjadinya resistensi obat.

Pada tahun 1990-an telah dilaporkan
adanya AMycobacterium tuberculosis yang
resisten terhadap dua obat penting dalam
pengobatan tuberkulosis yattu isoniazid dan
rifampisin - yang disebut Multi  Drug
Resistance Tuberculosis (MDR-TB).

Laboratoriun berperan penting dalam
mengidentifikasikan kasus MDR TB.
Kecepatan dan keakuratan hasil uji
kepekaan M. tubercuiosis terhadap obat
antituberkulosis lini kedua akan membantu
klinisi membuat keputsan dalam pemilihan
terapi obat dan membantu untuk mencegah
penyebaran MDR TB.

Metode proporsi menggunakan media
Lowenstein Jensen (L]) merupakan metode
baku emas yang membutuhkan waktu
inkubasi yang lama (umumnya 21 harn
semenjak kultur positif).*

BACTEC  Mycobacterium  Growth
Indicator Tube (MGIT) 960 merupakan
sistem yang automatis dengan kapasitas
besar, dan tidak mengandung radioaktif.

53

Sistem BACTEC MGIT 960 menggunakan
tabung kultur yang berisi  media
middlebrook 7H9 modifikasi dengan
fluoresen yang tertanam pada bagian dasar
tabung. Kultur M tuberculosis
menggunakan media cair seperti BACTEC
MGIT 960 membutuhkan waktu inkubasi
yang lebih cepat dibandingkan dengan
media padat. Pada media cair hanya
dibutuhkan sekitar 15 hari setelah kultur
positif untuk mendapatkan hasil uji
kepekaan obat.

Pada penelitian ini akan dibandingkan
uji  kepekaaan OAT  lini  kedua
(menggunakan oflokasin, amikasin, dan
kanamisin) menggunakan media Lowenstein
Jensen dan BACTEC MGIT 960.

BAHAN dan CARA KERJA

Bahan, Penelitian menggunakan 40 isolat
M. tuberculosis yang berasal dari isolat stok
Departemen Mikrobiologi FKUI dari tahun
2005-2008. 30 isolat merupakan MDR TB.
Strain H37Rv digunakan sebagai isolat
kontrol sensitif dan isolat kontrol resisten
terhadap amikasin/kanamisin seria isolat
kontrol resisten ofloksasin berasal dari WHQ
Supranational Reference Lab. Network
(IMVS Australia). Semua isolat di subkultur
pada media Lowenstein Jensen sebelum
diuji dengan obat antituberkulosis.

Obat  Antituberkulosis. Semua obat
antituberkulosis yang digunakan berbentuk
bubuk. Streptomisin, Isoniazid, Rifampisin
dan Etambutol (SIRE) unftuk media
Lowenstein Jensen serta ofloksasin,
amikasin, dan kanamisin berasal dan
SIGMA. Sedangkan SIRE untuk MGIT 960
sudah berupa kit dari Bactec Dickinson
BD).Semua OAT dilarutkan dengan
akuades steril kecuali Streptomisin dengan
dimetilformamide dan ofloksasin dengan 0,1
N NaOH. Semua QAT disimpan di — 70°C.
Uji Kepekaan OAT OAT lini pertama.
Uji kepekaan OAT dilakukan sesuai dengan
prosedur yang telah ditetapkan WHO
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dengan critical consentration pada LI
streptomisin 4pg/mi, i1soniazid 0,2 pg/ml,
rifampisin 40 pg/ml, dan etambutol 4 pg/ml.
Hasil dibaca pada hari ke 28 dan 40 setelah
inkubasi pada suhu 37°C. Sedangakan
critical  concentration untuk BACTEC
MGIT 960 vyaitu streptomisin 1 pg/ml,
isoniazid 0,1 pg/ml, rifampisin 1 pg/ml, dan
etambuto! 5 pg/m1. >4

Uji kepekaan OAT lini Kedua. Protokol
uji kepekaan lini kedua sama dengan
protokol untuk obat lini pertama. Crirical
Concentration pada media LJ dan
ofloksasin adalah 2 pg/mi, amikasin 40
pg/mil, dan kanamisin 30 pg/ml. Critical
Concentration pada BACTEC MGIT 960
dari ofloksasin adalah 2 pg/mi, amikasin 1
pg/ml, dan kanamisin 5 pg/ml.®

MGIT. Suspensi bakferi untuk inokulasi
adalah 0,5 McFarland (H1). Dari tabung
suspensi tersebut dipindahkanl mi ke tabung
yang mengandung akuades 4ml (H2). Dan
tabung HI dipindahkan 100 p! kedalam
tabung yang mengandung 10 ml akuades
(L). Setiap tabung bbl 7 ml MGIT
ditambahkan 0,8 ml oleic acid-albumin-
dextrose-catalase (OADC). CAT
ditambahkan ke dalam fabung kultur
sebanyak 100 pl. Tabung kontrol tidak
menggunakan antibiotik. Pada tabung
diinokulasi 0,5 ml suspensi bakteri dari
tabung H2 ke tabung yang mengandung obat
dan diinokulasikan 0,5 ml dan tabung L ke
tabung kontrol, kemudian dinkubasi pada
sistem MGIT 960. Sinyal 7positif akan keluar
pada han ke 5 sampai 12,

Analisis Data. Data dianalisis menggunakan
uji Chi Square dan kesesuaiannya dilihat
dengan nilai kappa.

HASIL

40 isolat M. tuberculosis dilakukan uji
kepekaan terhadap obat antituberkulosis iini
pertama (SIRE).
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Tabel Hasil OAT lini pertama dengan media
LJ dan MGIT 960, n=38

MGIT | MDR? Non MDR® | Sensistif
Li
MDR® 30 0 0
Non MDR® | 0 4 1
Sensitif® 0 1 3

Ket : a. MDR = Multidrugs Resistance,
b. non MDR= non Multidrugs Resistance
(hanya resisten pada salah satu QAT atau
selain Isoniazid dan Rifampisin)
c. isolat sensitif terhadap semua jenis QAT
yang diuji

Pada L] dani 40 isolat didapat 30 isolat yang
MDR TB yang kemudian akan dilakukan uji
kepekaan terhadap obat lini kedua.

Tabel Hasil uji kepekaan AL tuberculosis
terhadap OAT lini kedua, n=30

QAT Lowenstein Hasil Uji Kepekaan
Jensen BACTEC MGIT 960
Sensitif | Resisten
Ofloksasin Sensitif 26 0
Resisten 1 3
Amikasin Sensitif 21 1
Resisten 0 8
Kanamisin Sensitif 26 0
Resisten 0 4

Hasil uji kepekaan OAT lini kedua
menggunakan medium LJ menunjukkan
bahwa 26 isolat M. tubercuiosis sensitif dan
4 isolat resisten terhadap ofloksasin, 22
1solat sensitif dan 8 isolat resisten terhadap
amikasin. Sementara itu 26 isolat sensitif
tethadap kanamisin dan 4 isolat lainnya
resisten. Pada uji kepekaan OAT lini kedua
menggunakan BACTEC MGIT 960,
didapatkan bahwa 27 isolat sensitif dan 3
1solat resisten terhadap ofloksasin, 21 isolat
sensitif dan 1 isolat resisten terhadap
amikasin. Sedangkan uji kepekaan pada
kanamisin adalah 26 isolat sensitif dan 4
1solat resisten
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Tabel Sensitifitas dan spesifitas MGIT 360

dibandingkan dengan  Lowenstein
Jensen
OAT lini | % % spesifisitas
kedua Sensttifitas
Ofloksasin | 75 100
Amikasin 100 95,4
Kanamisin | 100 100

M. tuberculosis merupakan bakteri yang
pertumbuhannya lama. Pada BACTEC
MGIT 960 didapatkan hasii uji kepekaan
yang lebih cepat dibandingkan dengan
media LI,

Tabel Waktu uji Kepekaan M tuberculosis
terhadap OAT lini kedua

Metode Rata-rata hasil uji kepekaan

Media LJ 18-28 hari (rata-rata 21 hari)

BACTEC MGIT | 5-12 hari (rata-rata 9 hari)
960

PEMBAHASAN

Pada uji kepekaan M tuberculosis
terhadap ofloksasin menggunakan medium
LJ didapatkan bahwa 26 isolat (86,6 %)
sensitif dan 4 (13,33 %) isolat resisten.

Sedangkan  pada wuji menggunakan
metode BACTEC MGIT 960 didapatkan 27
isolat (90 %) sensitif terhadap ofloksasin
dan 3 isolat (10%) resisten. Penelifian
Martin (2008) tentang uji kepekaan M
tuberculosis menggunakan MGIT manual
di Brasil pada 188 isolat menunjukkan hasil
147 isolat(78 %) sensitif dan 41 isolat (21
%) resisten terhadap ofloksasin.™®

Penentuan seberapa sesuai antara hasil
uji kepekaan ofloksasin menggunakan
BACTEC MGIT 960 dengan LJ
ditunjukkan dengan nilai kappa. Hasil uji
kepekaan ofloksasin dengan BACTEC
MGIT 960 relatif baik dengan nilai kappa
sebesar 0,835

Pada penelitian int pada penggunaan
amikasin didapat nilai sensitifitas 100 % dan
spesifisitas 95,4 %. Penelitian yang
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dilakukan Kruuner (2005) pada 133 isolat
yang dilakukan uji kepekaan amikasin
dengan konsentrasi 1 pg/ml menggunakan
MGIT 560 menunjukkan hasil 108 isolat
(81,20 %) sensitif dan nilai spesifisitas uji
ini adalah 96 % serta spesisfitasnya 99 %.
Sensitifitas dan spesifisitas MGIT 960 yang
tinggi memperlihatkan bahwa MGIT baik
untuk uji kepekaan M. tuberculosis terhadap
amikasin."’

Penentuan seberapa sesual antara hasil
Wi kepekaan amikasin menggunakan
BACTEC MGIT 960 dengan LJ
ditunjukkan dengan nilai kappa. Hasil wji
kepekaan amikasin dengan BACTEC MGIT
960 relatif baik dengan nilai kappa sebesar
0,916,

Uji kepekaan M. tuberculosis terhadap
kanamisin menggunakan MGIT 960 didapat
nilai sensitifitas 100 % dan spesifisitas 100
%. Penelitian Bastian (2001) tentang uji
kepekaan kanamisin pada MGIT dengan
konsentrasi kanamisin 5 ug/ml didapat nilai
sensitifitas 100 % dan spesifisitas 97 %
dengan waktu rata-rata hasil uji kepekaan
M. tuberculosis terhadap kanamisin adalah
5.1 hari, 1213

Penentuan seberapa sesuvai antara hasil
uji kepekaan amikasin menggunakan
BACTEC MGIT 960 dengan LJ
ditunjukkan dengan nilai kappa. Hasil uji
kepekaan amikasin dengan BACTEC MGIT
960 relatif baik dengan nilai kappa sebesar
1.

Medium cair seperti Mycobacterium
Growth Indicator Tube (MGIT)
membutuhkan waktu inkubasi kurang lebih
15 hari untuk menumbuhkan M
tuberculosis, 1-2 minggu lebih cepat bila
dibandingkan pertumbuhannya pada media
padat.' Pada penelitian ini, uji kepekaan
M. tuberculosis terhadap OAT lini kedua
pada medium LJ membutuhkan waktu 18-28
(rata-rata 21 hari}) sedangkan metode
BACTEC MGIT 960 akan memberikan
sinyal positif pada hari 5-12 (rata-rata 9
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hari). Hal ini sesuai dengan Martin(2008)
yang mengemukakan bahwa penggunazan
media padat dibutuhkan 3 sampai 8 minggu
untuk mengetahui strain yang sensitif atau
resisten terthadap OAT, sedangkan media
cair dapat membantu mempersingkat
lamanya pemeriksaan, yaitu 15 hari,

Tidak tersedianya kit komersial OAT
lini kedua sepertinya OAT lini pertama yang
dikenal sebagai kit SIRE menyebabkan
pembuatan larutan kerja obat harus
dipersiapkan secara akurat. Kualitas kontrol
menggunakan strain H37Rv sebagai kontrol
sensitif dan strain yang resisten terhadap
obat anti tuberkulosis lini kedua harus selalu
dilakukan untuk meningkatkan keakuratan
hasil uji.

Penggunaan BACTEC MGIT 960 untuk
uji kepekaan obat anti tuberkulosis
mempunyai kelebihan yaitu hasil yang lebih
cepat sehingga diharapkan membantu klinisi
untuk menentukan terapi yang tepat
terhadap penderita MDR TB schingga dapat
mencegah penyebaran MDR secara luas.
Selain itu, BACTEC MGIT 960 lebih mahal
dan mempunyai tingkat kontaminasi tinggi,
untuk mengatasinya dibutuhkan tenaga yang
terampil dan kehati-hatian dalam melakukan
kerja. Sedangkan LJ sendinn mempunyai
kelebihan yaitu mudah, murah dan dapat

dilakukan pada laboratorium dengan
peralatan terbatas.
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