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ABSTRAK

Alvianto, David. 2018. Hubungan Polimorfisme Interferon Gamma +874T/A
Dengan Kerentanan Dan Derajat Keparahan Penyakit Tuberkulosis Paru
Di Malang Indonesia. Tugas Akhir, Program Studi Pendidikan Dokter
Spesialis | Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Pembimbing: (1).
dr. Yani Jane Sugiri, Sp.P (K). (2). dr. lin Noor Chozin, Sp.P(K). (3). dr.
Nanik Setijowati, M.Kes.

Latar Belakang: Tuberkulosis paru merupakan masalah kesehatan dunia.
Dari semua orang yang terinfeksi tuberkulosis hanya sebagian Kkecil
berkembang menjadi sakit tuberkulosis. Masih belum jelas penyebab mengapa
seseorang yang terinfeksi tuberkulosis bisa menjadi sakit sementara yang
lainnya bisa bertahan dari infeksi tersebut. Faktor genetik dipercaya
mempengaruhi kerentanan seseorang terhadap infeksi tuberkulosis. IFN-y
merupakan sitokin kunci dalam patogenesis infeksi tuberkulosis. Tujuan:
Mengetahui hubungan polimorfisme IFN-y +874T/A dengan kerentanan dan
derajat keparahan penyakit tuberkulosis paru. Metode: Penelitian case control
dari Maret 2018 sampai Mei 2018 melibatkan 80 orang yang terdiri dari 27
penderita tuberkulosis paru sensitif obat, 27 penderita tuberkulosis paru
resisten obat dan 26 subjek sehat di Malang Indonesia. Pemeriksaan
polimorfisme menggunakan metode Elektroforesis multipleks. Hasil:
Polimorfisme IFN-y +874 alel A dan genotip AA meningkatkan kerentanan
terhadap terjadinya tuberkulosis paru (baik sensitif obat maupun resisten obat)
(OR: 9.8, 95% CI 2.955-32.506, p <0.001; dan OR: 18.85, 95% CI 4.340-
81.864, p<0.001). Genotip AA secara signifikan berhubungan dengan
gambaran lesi luas pada foto toraks (p=0.007) dan juga dengan jumlah kuman
Mtb yang banyak dalam sputum (p=0.029). Kesimpulan: Polimorfisme
Interferon Gamma +874 alel A dan genotip AA meningkatkan kerentanan
terhadap tuberkulosis paru dan berhubungan dengan derajat penyakit
tuberkulosis paru yang lebih berat.

Kata kunci : Polimorfisme, interferon gamma +874T/A, tuberkulosis paru,
kerentanan, keparahan penyakit
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ABSTRACK

Alvianto, David. 2018. Association of Interferon Gamma +874T/A Gene
Polymorphism with Susceptibility and Disease Severity of Pulmonary
Tuberculosis in Malang Indonesia. Final Assignment, Pulmonology and
Respirology Medical Program, Medical Faculty of Brawijaya University —
Saiful Anwar Hospital. Supervisors: (1). dr. Yani Jane Sugiri, Sp.P (K). (2).
dr. lin Noor Chozin, Sp.P(K). (3). dr. Nanik Setijowati, M.Kes.

Background: Pulmonary tuberculosis are a global health problem. Of all
people infected with tuberculosis only a small proportion develops into
tuberculosis. It remains unclear why a person who is infected with tuberculosis
can become ill while others can survive the infection. Genetic factors are
believed to affect a person's susceptibility to tuberculosis infection. IFN-y is the
key cytokine in the pathogenesis of tuberculosis infection. Objective: To
determine the relationship of Interferon Gamma +874T/A gene polymorphism
with susceptibility and disease severity of pulmonary tuberculosis. Method:
The case control study from March 2018 to May 2018 involved 80 people
consisting of 27 drug-sensitive pulmonary tuberculosis patients, 27 patients
with drug-resistant pulmonary tuberculosis and 26 healthy subjects in Malang
Indonesia. Polymorphism detected using multiplex electroforesis method.
Results: IFN-y +874 A allele and AA genotype increases susceptibility to both
drug-sensitive and drug-resistant pulmonary tuberculosis (OR: 9.8, 95% ClI
2.955-32.506, p <0.001; dan OR: 18.85, 95% CI 4.340-81.864, p<0.001). AA
genotype is significantly associated with high load of Mtb in sputum (p=0.029)
and far advanced lesion in the chest x-ray (p=0.007). Conclusions: Interferon
Gamma +874 A allele and AA genotype polymorphisms increases
susceptibility to pulmonary tuberculosis and .is associated with severe disease.

Keywords: Polymorphism, interferon gamma +874T/A, pulmonary tuberculosis,
susceptibility, disease severity
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ABSTRAK

Alvianto, David. 2018. Hubungan Polimorfisme Interferon Gamma +874T/A
Dengan Kerentanan Dan Derajat Keparahan Penyakit Tuberkulosis Paru
Di Malang Indonesia. Tugas Akhir, Program Studi Pendidikan Dokter
Spesialis | Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Pembimbing: (1).
dr. Yani Jane Sugiri, Sp.P (K). (2). dr. lin Noor Chozin, Sp.P(K). (3). dr.
Nanik Setijowati, M.Kes.

Latar Belakang: Tuberkulosis paru merupakan masalah kesehatan dunia.
Dari semua orang yang terinfeksi tuberkulosis hanya sebagian kecil
berkembang menjadi sakit tuberkulosis. Masih belum jelas penyebab mengapa
seseorang yang terinfeksi tuberkulosis bisa menjadi sakit sementara yang
lainnya bisa bertahan dari infeksi tersebut. Faktor genetik dipercaya
mempengaruhi kerentanan seseorang terhadap infeksi tuberkulosis. IFN-y
merupakan sitokin kunci dalam patogenesis infeksi tuberkulosis. Tujuan:
Mengetahui hubungan polimorfisme IFN-y +874T/A dengan kerentanan dan
derajat keparahan penyakit tuberkulosis paru. Metode: Penelitian case control
dari September 2017 sampai Januari 2018 melibatkan 80 orang yang terdiri
dari 27 penderita tuberkulosis paru sensitif obat, 27 penderita tuberkulosis paru
resisten obat dan 26 subjek sehat di Malang Indonesia. Pemeriksaan
polimorfisme menggunakan metode Elektroforesis multipleks. Hasil:
Polimorfisme IFN-y +874 alel A dan genotip AA meningkatkan kerentanan
terhadap terjadinya tuberkulosis paru (baik sensitif obat maupun resisten obat)
(OR: 9.8, 95% CI 2.955-32.506, p <0.001; dan OR: 18.85, 95% CI 4.340-
81.864, p<0.001). Genotip AA secara signifikan berhubungan dengan
gambaran lesi luas pada foto toraks (p=0.007) dan juga dengan jumlah kuman
Mtb yang banyak dalam sputum (p=0.029). Kesimpulan: Polimorfisme
Interferon Gamma +874 alel A dan genotip AA meningkatkan kerentanan
terhadap tuberkulosis paru dan berhubungan dengan derajat penyakit
tuberkulosis paru yang lebih berat.

Kata kunci : Polimorfisme, interferon gamma +874T/A, tuberkulosis paru,
kerentanan, keparahan penyakit
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Background: Pulmonary tuberculosis are a global health problem. Of all
people infected with tuberculosis only a small proportion develops into
tuberculosis. It remains unclear why a person who is infected with tuberculosis
can become ill while others can survive the infection. Genetic factors are
believed to affect a person's susceptibility to tuberculosis infection. IFN-y is the
key cytokine in the pathogenesis of tuberculosis infection. Objective: To
determine the relationship of Interferon Gamma +874T/A gene polymorphism
with susceptibility and disease severity of pulmonary tuberculosis. Method:
The case control study from September 2017 to January 2018 involved 80
people consisting of 27 drug-sensitive pulmonary tuberculosis patients, 27
patients with drug-resistant pulmonary tuberculosis and 26 healthy subjects in
Malang Indonesia. Polymorphism detected using multiplex electroforesis
method. Results: IFN-y +874 A allele and AA genotype increases susceptibility
to both drug-sensitive and drug-resistant pulmonary tuberculosis (OR: 9.8,
95% CIl 2.955-32.506, p <0.001; dan OR: 18.85, 95% CI 4.340-81.864,
p<0.001). AA genotype is significantly associated with high load of Mtb in
sputum (p=0.029) and far advanced lesion in the chest x-ray (p=0.007).
Conclusions: Interferon Gamma +874 A allele and AA genotype
polymorphisms increases susceptibility to pulmonary tuberculosis and .is
associated with severe disease.

Keywords: Polymorphism, interferon gamma +874T/A, pulmonary tuberculosis,
susceptibility, disease severity



BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Tuberkulosis (TB) merupakan masalah kesehatan utama di dunia, karena
secara global menjadi penyebab utama kematian karena suatu penyakit menular.
Di seluruh dunia diperkirakan ada 9,6 juta kasus TB baru dan 1,5 juta kematian
akibat TB. Di Indonesia sendiri berdasarkan WHO global report didapatkan
peningkatan dari sebelumnya peringkat 4 dunia sekarang naik ke peringkat 2
setelah India dengan 1 juta kasus TB baru pada tahun 2015. Ditambah lagi
kasus TB resisten obat (TB RO) yang membutuhkan pengobatan yang lebih sulit
dan waktu yang lebih lama serta biaya yang lebih besar. Untuk mencapai target
global pengurangan insiden TB 90% pada tahun 2035, diperlukan pendekatan
dan inovasi baru baik di bidang diagnosis, tatalaksana terapi, maupun
pendekatan terhadap faktor-faktor risiko terjadinya TB (WHO, 2016).

Sampai saat ini, masih belum jelas penyebab mengapa seseorang yang
terinfeksi TB bisa menjadi sakit TB sementara yang lainnya mendemonstrasikan
sistem imunitas efektif yang membatasi penyebaran Mtb sehingga bisa bertahan
dari infeksi tersebut. Dari semua orang yang terinfeksi Mtb hanya 5 - 10%
menjadi sakit TB (Butov et al., 2016). Penelitian pada orang kembar monozigot
dan dizigot mengindikasikan faktor genetik seseorang berpengaruh terhadap
kerentanan terhadap infeksi (Hill, 2001). Respon imunitas tubuh pada awal
terjadinya infeksi Mtb diperkirakan akan menentukan perjalanan penyakit

selanjutnya. Pada orang yang rentan, kegagalan imunitas tubuh mengeliminasi



Mtb menyebabkan polpulasi Mtb meningkat dan beresiko terjadinya mutasi
sehingga terjadi TB RO (Cadena et al., 2016).

Kerentanan seseorang menderita TB ditentukan oleh kode genetik yang
tersandi didalam gen pada untaian molekul DNA. Distribusi genotip ini sangat
unik untuk setiap populasi dan ras. Polimorfisme suatu gen mungkin akan
mengubah struktur protein yang dihasilkan sehingga akan berpengaruh pada
fenotip individu tersebut termasuk kerentanan terhadap penyakit. Beberapa
penelitian tentang polimorfisme pada TB MDR diantaranya gen HLA-DRB1,
NRAMP1 dan VDR di India, siltokin IL-2, IL-4 dan IL-10 di Ukraina, SLC11A1 di
Jepang (Sharma et al.,, 2003; Vasantha et al.,, 2015; Butov et al., 2016). Di
Indonesia, penelitian polimorfisme pada TB MDR diantaranya gen HLA-G, IL-10
dan IFNy (Marwoto et al., 2015; Sudarmo et al., 2017).

Manifestasi klinis TB selain dipengaruhi faktor kuman M. tuberculosis dan
lingkungan juga dapat dipengaruhi faktor pejamu yaitu umur, respons imun,
malnutrisi, penyakit penyerta, dan faktor genetik (Glaziou et al., 2013; Peresi et
al., 2012; Kulkarni et al., 2013). Pengaruh faktor genetik juga dapat dilihat dari
perbedaan angka kejadian TB jika didasarkan ras, etnis, dan famili (Azad et al.,
2012). Hubungan antara latar belakang genetik host dan kerentanan infeksi
M.tuberculosis telah banyak terbukti (Valinoto et al., 2010). Interferon-y bertugas
memperkuat potensi fagosit makrofag yang terinfeksi bakteri M.tuberculosis
dengan cara menstimuli pembentukan fagolisosom. Interferon-y juga menstimuli
pembentukan radikal bebas untuk menghancurkan komponen bakteri
M.tuberculosis yaitu DNA dan dinding sel bakteri. Terjadinya gangguan atau
penurunan aktivitas sel Thl dan sitokinnya yaitu Interferon-y cukup bermakna
dalam mempengaruhi mekanisme pertahanan tubuh terhadap penyakit
tuberkulosis paru (ECDC, 2011). Interferon-y merupakan penentu utama

perlindungan terhadap tuberkulosis (Mosaad et al., 2010; Ansari et al., 2011).



Beberapa varian gen sitokin dihubungkan dengan kemungkinan
terjadinya TB. Polimorfisme nukleotida tunggal berlokasi di intron pertama gen
Interferon- y +874T/A mempengaruhi sekresi sitokin akibat infeksi TB (Mosaad et
al., 2010).

Di Spanyol dilaporkan terdapat hubungan polimorfisme gen Interferon-y
+874 T/A dengan angka kejadian TB dan lebih sering ditemukan memiliki
genotipe A/A dibandingkan genotype T/A atau T/T. Kadar Interferon-y serum
pasien TB Spanyol genotipe A/A dilaporkan lebih rendah dibandingkan genotipe
lainnya (Lopez-Maderuello et al., 2003). Namun penelitian di Kroasia dilaporkan
polimorfisme gen Interferon-y +874 T/A tidak berhubungan dengan angka
kejadian TB. Kerentanan terhadap TB meningkat dipengaruhi produksi sitokin
Interferon-y pada individu dengan genotip A/A (Etokebe et al., 2006). Penelitian
di Pakistan dilaporkan polimorfisme gen Interferon-y +874 T/A berkaitan dengan
angka kejadian dan derajat keparahan TB. Pasien dengan genotip T/T atau alel
T derajad keparahan lebih ringan dibanding genotipe A/A atau alel A.

Diperlukan pemeriksaan adanya polimorfisme Interferon-y +874 T/A untuk
mengetahui adanya pengaruh genetik pada kerentanan dan derajat keparahan
penyakit TB paru di Indonesia. Kemajuan biologi molekuler dan teknik
sekuensing DNA telah membuka harapan adanya terapi personal pada TB.
Penelitian di Jepang tentang terapi TB laten berdasarkan polimorfisme genotip
NAT?2 adalah salah satu contoh penerapan terapi berdasarkan genetika. Di masa
depan terapi genetik mungkin dapat dilakukan pada kelompok pasien yang sakit
TB dan memiliki polimorfisme ini untuk membantu penyembuhan penyakit TB

(Matsumoto et al., 2014).



1.2 Rumusan Masalah

Apakah polimorfisme gen Interferon-y +874 T/A berhubungan dengan

kerentanan dan derajat keparahan penyakit TB paru?

13 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Membuktikan adanya hubungan polimorfisme gen IFN-y

+874 T/A dengan kerentanan dan derajat keparahan penyakit

tuberkulosis paru.

1.3.2 Tujuan Khusus

a0

Mengetahui frekuensi alel dan genotip dari polimorfisme IFN-y
+874 T/A pada penderita TB paru baik sensitif obat maupun
resisten obat.

Mengetahui  apakah  polimorfisme IFN-y +874 T/A
menyebabkan kerentanan terhadap penyakit TB paru baik
sensitif obat maupun resisten obat.

Mengetahui apakah  polimorfisme IFN-y +874 T/A

mempengaruhi derajat keparahan penyakit TB paru.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Akademik

Memberikan pengetahuan tentang efek polimorfisme

genetik di Malang, Indonesia terhadap kerentanan dan derajat

keparahan penyakit TB paru.



1.4.2 Manfaat Praktis
Diharapkan dengan pemahaman ini, di masa mendatang
akan dikembangkan terapi genetik pada penderita dengan
polimorfisme ini sebagai salah satu upaya preventif terhadap

penyakit TB paru.



BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Mycobacterium tuberculosis

Infeksi dan penyakit TB disebabkan oleh Mtb yang patogen pada manusia
dan termasuk pada genus Mycobacterium dari keluarga Mycobacteriaceae. Lebih
dari 100 spesies mycobacterium telah diidentifikasi, namun sebagian besar
spesies ini tidak patogen. Penyakit mycobacterium penyebab penyakit pada
mamalia dengan kesamaan genetik yang dikategorikan dalam kompleks
Mycobacterium, yang terdiri dari tujuh spesies mycobacteria: M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum, M. canettii, M. caprae, M. microti dan M Pinnipedii.
Mycobacteria adalah aerobic, non-motil, hidrofobik, berbentuk batang,
intraselular bakteri dengan ukuran 2-4 pm (gambar 2.1). Spesies patogen
biasanya bereplikasi perlahan dengan waktu penggandaan 12 sampai 24 jam,
menghasilkan spesimen klinis kultur yang lama (4-8 minggu) (Lawn et al., 2011).

Dinding sel lipid Mtb kompleks terdiri dari eptidoglikan, asam mycolic unik,
arabinogalaktan dan lipoarabinomannan (LAM). Menariknya, dinding sel
mycobacterium sekitar dua kali lebih tebal dibandingkan bakteri gram positif dan
gram negatif. Sifat yang sangat unik dari dinding tebal sel mycobacterium
membuatnya tahan terhadap banyak senyawa toksik dan juga asam lambung

(Lawn et al., 2011).



Gambar 2.1. High-Power Micrograph Basil Tahan Asam (BTA) Dalam
Dahak Pasien TB. Basil tahan asam Mtb (merah) ditunjukkan dengan
Pewarnaan Ziehl-Neelsen (x 1000) (Lawn et al, 2011).
2.2 Patogenesis TB
2.2.1 Konsep Patogenesis TB
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) harus melewati beberapa pertahanan
tubuh sebelum menimbulkan infeksi dalam tubuh. Refleks batuk, mukosa dan sel
epitel bersilia saluran nafas atas akan berusaha mengeluarkan Mtb yang
terinhalasi melalui pergerakan retrograde (North and Jung., 2004). Gambar 2.2
menunjukkan beberapa skenario mungkin terjadi jika droplet yang mengandung
Mtb berhasil mencapai alveoli sehingga memicu interaksi dengan sistem imunitas

bawaan dan adaptif tubuh (Reinout et al., 2002).
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Gambar 2.2. Perjalanan Infeksi Mtb (Reinout et al., 2002)



Terdapat 5 tahap patogenesis infeksi Mtb berdasarkan model infeksi Mtb
pada kelinci seperti digambarkan pada gambar 2.3. Tahap pertama (fase inisiasi)
adalah ketika makrofag alveolar menghancurkan Mtb. Hanya makrofag alveolar
yang aktif berhasil menghancurkan Mtb, sementara beberapa Mtb berhasil
bertahan didalam makrofag alveolar yang belum aktif. Tahap kedua (fase
simbiosis) dimulai ketika Mtb yang berhasil bertahan didalam makrofag mulai
pertumbuhan secara logaritma didalam makrofag. Beberapa Mtb berhasil keluar
dari makrofag namun segera dihancurkan oleh makrofag lainnya. Tahap ketiga
(fase nekrosis kaseosa) terjadi ketika sel neutrophil dan limfosit T spesifik mulai
melakukan infiltrasi. Sel T akan mengaktifkan makrofag dan menghancurkan Mtb
sehingga pertumbuhan Mtb terhenti didalam granuloma dengan inti nekrosis
kaseosa. Tahap keempat (imunitas seluler) dimulai ketika imunitas seluler yang
diperantarai oleh limfosit T mengaktitkan makrofag dan menjaga integritas
granuloma. Tahap kelima (nekrosis likuefaksi dan kavitas) dimulai jika daya
tahan tubuh menurun, terjadi nekrosis likuefaksi di pusat granuloma yang
mendukung pertumbuhan Mtb. Granuloma akan pecah, Mtb bisa mencapai jalan

nafas dan beresiko penularan (Reinout et al., 2002; Schlossberg, 2011).

Gambar 2.3 Tahapan Patogenesis Tuberkulosis (Schlossberg, 2011)



2.2.2 TB Post-Primer

TB paru post-primer biasa disebut sebagai TB reaktif, TB sekunder,
ataupun TB dewasa. Reaktivasi infeksi ini timbul dikarenakan adanya supresi
dari sistem imun dengan alasan apapun dan dapat menyebabkan transmisi
penyakit ke host baru (Bezuidenhout and Schneider, 2009). Reaktivasi ini terjadi
setelah beberapa bulan/ tahun setelah infeksi primer dan memiliki fokus infeksi di
apeks dari lobus paru atas, dikarenakan tingginya tekanan oksigen yang baik
bagi pertumbuhan Mtb. Keterlibatan parenkim paru dapat bervariasi mulai dari
lesi berukuran kecil hingga kavitas yang besar (Grippi et al., 2015; Raviglione.,
2015).

Konsep granuloma telah diterima selama beberapa lama sebagai konsep
patogenesis tuberkulosis. Konsep ini berdasarkan temuan patologi pada model
hewan yang diinfeksi Mtb dan menjelaskan infeksi primer Mtb. Selama ini, tidak
ada model yang menjelaskan perjalanan alamiah infeksi Mtb pada jaringan
manusia. Konsep granuloma ini tidak bisa menjawab beberapa pertanyaan
mengenai infeksi post primer pada manusia seperti proteksi vaksin tuberkulosis,
kerentanan tuberkulosis pada orang dewasa sehat, sifat lesi infeksi post primer
dan lainnya (Lalvani et al., 2013; Hunter, 2016).

Patologi utama infeksi post primer adalah pneumonia lobaris obstruktif
dan patogenesisnya terdiri dari tiga tahap dan bukannya suatu proses
berkelanjutan dari suatu proses tunggal. Pernyataan ini berdasarkan dari temuan
gambaran patologi dan CT scan jaringan paru manusia. Patogenesis ini terdiri
dari tahap 1 (War of Attrition), tahap 2 (The Sneak Attack) dan tahap 3 (The
Fallout). Patogenesis seperti pada gambar 2.4 ini dianggap mampu menjelaskan
patologi infeksi post primer dan menjawab beberapa pertanyaan mendasar

tentang tuberkulosis (Hunter, 2016).
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Gambar 2.4 Patogenesis Tuberkulosis Post Primer (Hunter,2016)

Tahap pertama menjelaskan multiplikasi Mtb dalam makrofag alveolar.
Infeksi ini akan dihambat oleh makrofag dan imunitas seluler. Pada host
imunokompromised, terjadi penyebaran melalui jalur limfogen atau hematogen.
Pada host imunokompeten, infeksi ini akan berhenti dengan terbentuknya
granuloma namun masih menyisakan jumlah kecil Mtb sehingga terjadi
tuberkulosis laten. Pada tahap kedua, infeksi Mtb terjadi secara asimtomatik
mulai di apeks paru. Alveolar makrofag berubah menjadi “foam cell” dan bersama
sel adiposit akan menyumbat bronkiolus sehingga menimbulkan pneumonia
lobaris obstruktif. Kondisi ini sangat ideal bagi Mtb untuk melakukan replikasi
sampai terjadi nekrosis kaseosa jaringan pneumonia tersebut. Pada tahap tiga,
jaringan kaseosa tersebut dibatukkan ke jalan nafas dan meninggalkan kavitas.
Dinding kavitas mengandung banyak neutrophil dan enzim matrix

metalloproteinase (MMP) yang semakin melemahkan kavitas (Hunter, 2016).
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2.3 Respon Imun Terhadap Mtb

Respon imun tubuh terhadap Mtb tergantung pada interaksi antara sistem
imun bawaan dan adaptif. Imunitas bawaan dan adaptif adalah dua elemen yang
esensial pada mekanisme pertahanan imun. Mtb yang masuk akan difagositosis
oleh makrofag alveolar dan akan mengaktifasi sistem imun bawaan serta adaptif
untuk memperkuat kemampuan makrofag dalam membunuh kuman TB tersebut
(Eley and Beatty, 2009).

Fagositosis dari Mtb oleh makrofag alveolar merupakan peristiwa pertama
dalam hubungan host-patogen dalam melawan infeksi. Dalam waktu 2 sampai 6
minggu infeksi, cell-mediated immunity (CMI) berkembang, dan kemudian
terdapat masuknya limfosit dan mengaktifasi makrofag ke dalam lesi yang akan

menghasilkan pembentukan granuloma (Raja. 2004).

2.3.1 Respon Imun Bawaan

Imunitas bawaan adalah lini pertama pertahanan terhadap masuknya
patogen yang akan melindungi semua jaringan dan organ tubuh terhadap
paparan patogen luar. Imunitas bawaan ini bersifat segera sebagai pertahanan
non spesifik terhadap patogen dan tidak menimbulkan memori imunologis
(Azuma. 2006; Shingadia and Burgner. 2008).

Selain berfungsi dalam pengenalan antigen sebagai benda asing dan
mempunyai kemampuan dalam melemahkan patogen, imunitas bawaan juga
berperan sebagai jembatan penghubung dengan imunitas adaptif dalam
mengaktifkan sel-sel imun dari sistem imun adaptif seperti limfosit T. Epitel dari
saluran pernafasan berfungsi sebagai barier namun juga akan secara akitif
berkontribusi dalam sistem imun bawaan ini (Azuma. 2006; Hanekom. 2007,

Shingadia and Burgner. 2008).
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Pengenalan kuman Mtb oleh sel fagosit memicu produksi dan aktifasi
sitokin dan kemokin. Terdapat bermacam-macam tipe sel imun bawaan utama
yang terlibat dalam infeksi tuberkulosis, antara lain makrofag, sel dendritik,
netrofil dan sel Natural Killer (NK cell). Selain sel-sel efektor ini terdapat juga
sistem pertahanan tubuh bawaan berupa barrier mukosa saluran nafas beserta
dengan sel-sel yang ada didalamnya. Sel-sel imun in mengenali kuman Mtb
melalui berbagai reseptor pengenal (PPRs, pattern recognicion receptors) seperti
Tool-like receptors (TLRs), Nod-like receptors (NLRs), dan C-type lectin

receptors (CLRS). (Liu et al, 2017).
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Gambar 2.5 Sistem Imun Bawaan pada Tuberkulosis (Liu et al, 2017)

Kuman Mtb masuk ke saluran nafas dan mencapai alveolar. Di alveolar
kuman akan menginfeksi sel-sel imun bawaan seperti makrofag, sel dendrit,
netrofil dan sel Natural Killer. Sel-sel imun ini mengenali kuman Mtb melalui
berbagai reseptor pengenal Toll like receptors (TLR1, TLR2, TLR4, TLR7, TLR8

dan TLR9), Nod like receptors (NOD1, NOD2, NLRP3 dan NLRC4) dan C-type



13

lectin receptors (MR, DC-SIGN, Mincle, Dectin-1 and Dectin-2, Dectin-3, CL-LK
dan DCIR). Berbagai sinyal dari berbagai sel melalui reseptor-reseptor tersebut
akan membuat berbagai fungsi seluler fagositosis, autofagi, apoptosis dan
aktivasi inflamasom yang bertujuan untuk mengendalikan dan mematikan kuman
Mtb. Berbagai tipe sel, reseptor pengenal dan aktivasi seluler yang terlibat dalam
sistem imun bawaan pada tuberkulosis digambarkan pada gambar 2.5 (Liu et al,

2017).

2.3.2 Respon Imun Adaptif

Respon imun adaptif merupakan proses lanjutan dari proses imunitas
bawaan sampai akhirnya terjadi ekspresi yang spesifik dari host terhadap infeksi.
Kebalikan dari imunitas bawaan, imunitas adaptif bersifat spesifik terhadap suatu
patogen, dan membutuhkan waktu hingga timbulnya memori imunologis. (Orme
I. 2004 ; Hanekom, et al. 2007).

Seperti terlihat pada gambar 2.6, sistem imun adaptif terutama sistem
imun adaptif seluler terbentuk setelah Mtb telah diproses dan dipresentasikan
oleh sel dendritik sebagai antigen presenting cell, biasanya melalui Molekul Major
Histocompability Complec (MHC) atau molekul CD1, serta melalui keterlibatan
beberapa sitokin, pada sel limfosit T. Pembentukan granuloma sebagai hasil dari
interaksi antara imunitas bawaan dan adaptif, merupakan respon imunopatologis
yang utama akibat infeksi Mtb, mempunyai peran dalam pengendalian infeksi
serta terjadinya infeksi laten. Sedangkan sistem imun adaptif humoral walaupun
peranannya terhadap infeksi Mtb masih belum jelas, namun ada beberapa bukti
yang menunjukkan bahwa terdapat aktivasi dari antibody-mediate immune
reaction pada perjalanan penyakit ini (Eley and Beatty, 2009; Dheda et al., 2010).

Dalam respon imun adaptif, sel T CD4* dan sel T CD8* sangat penting

untuk mengendalikan infeksi mycobacterial. Fungsi utama sel T CD4" adalah
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untuk memberikan bantuan kepada limfosit lain, terutama dengan menghasilkan
sitokin. Bila sel T CD4* diaktifkan oleh trigger TCR karena kehadiran IL-2 dan IL-
12, sel tersebut akan berproliferasi dan berdiferensiasi menjadi efektor sel T
CD4" Thl. Kehadiran sitokin tertentu seperti IFN-y dapat menstimulasi
pembentukan, sementara sitokin Th2 seperti IL-4 dapat menghambat
pembentukan. Selama awal infeksi mycobacterial, DC menghasilkan IL-12 , dan
dapat menghasilkan IL-2 dan IFN-y. Produksi IL-2 oleh DC akan ditingkatkan
neutrofil yang terinfeksi Mtb (Jinfang, 2009). Sel T CD8+ juga dapat
menghasilkan sitokin seperti IFN-y dan IL-4 yang berperan dalam sistem
keseimbangan Thl dan Th2 pada pasien dengan infeksi TB . Sel T CD8* jelas
memiliki peran dalam stimulasi sistem imun untuk proteksi infeksi dan mengontrol
penularan tapi sejauh mana mereka mengendalikan pertumbuhan bakteri masih

belum diketahui (Skold et al., 2003; Dheda et al., 2010).

Granzymes TGF-
Granulysin
Perforin

Gambar 2.6. Respon imun adaptif terhadap infeksi TB
(Dheda et al., 2010)

Leukosit lainnya seperti sel NK, makrofag dan yd dapat juga
menghasilkan IFN-y selama awal infeksi mycobacterial. Oleh karena itu,

beberapa jenis sel dapat berkontribusi selama infeksi mycobacterial dan
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memastikan pengembangan Thl yang dianggap sebagai pelindung terhadap TB
(Kaufmann, 2002; Boom et al., 2003 ; Raja, 2004).

Sitokin lain yang penting untuk perlindungan terhadap infeksi
mycobacterial adalah TNF-a. TNF-a diproduksi oleh beberapa jenis sel yang
berbeda selama infeksi, termasuk makrofag, DC, sel T CD4 * dan sel T CDS8 *.
Pemberian antibodi penetral TNF-a setelah timbul infeksi kronis mengakibatkan
ketidakstabilan granuloma dan re-aktivasi infeksi. Pasien yang terinfeksi TB
laten, akan berkembang menjadi TB aktif setelah pemberian anti-TNF-a. Oleh
karena itu, TNF-a dianggap penting untuk pembentukan dan retensi dari struktur
granuloma dan menjadi pertahanan terhadap infeksi mycobacterial (van derWel
et al., 2007).

Selain sitokin Thl klasik, IFN-y dan TNF-a, sitokin lain dapat memiliki
peran immunomodulatory selama infeksi. IL-17 akhir-akhir ini dikatakan
merupakan sitokin yang berperan dalam infeksi mycobacterial walaupun belum
dapat dijelaskan dengan baik. IL-17 adalah sitokin pro-inflamasi yang mendorong
rekrutmen neutrofil dengan merangsang produksi kemokin dan produksi sitokin,
seperti IL-6, IL-8 dan TNF-a oleh makrofag (van derWel et al., 2007).

Sel T regulator merupakan sel yang penting untuk mencegah
autoimunitas, dengan menahan respon imun yang reaktif terhadap antigen sel
inang. Peranan sel T reg dalam memfasilitasi keberadaan Mtb masih belum jelas.
Peranan sel T reg pada TB, terutama pada 4 minggu pertama, waktu yang kritis
untuk melokalisir Mtb oleh sistem imun. Penurunan jumlah sel T reg selama
awal infeksi bertujuan mempertahankan klirens bakteri (Vernal et al., 2008;
Shafiani et al., 2009).

Selain sel T CD4+ dan sel T CD8+ terdapat limfosit yang lain yang
berperan dalam pertahanan terhadap Mtb vyaitu sel T CD1-restricted dan NK

yang diaktifkan melalui presentasi glikolipid pada CD1. Populasi limfosit yang
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lain, yang dikenal sebagai sel T yd. Peran sel T yd dalam respon imun terhadap
TB belum terungkap secara lengkap. Pada umum, sel T y® merupakan non-

MHC restricted dan berfungsi terutama sebagai sel T sitotoksik (Raja, 2004).

2.4 Faktor Risiko Terjadinya Penyakit TB
2.4.1 Faktor Paparan Kuman TB

Telah diketahui bahwa penyebaran infeksi dari penderita dengan hapusan
BTA positif lebih tinggi daripada dari penderita dengan hapusan BTA negatif.

Serta kontak erat dengan penderita TB mempermudah terjadinya sakit TB.

2.4.2 Faktor Individu Itu Sendiri (Host)

Koinfeksi dengan HIV, penderita dengan terapi imunosupresif anti TNFa,
malnutrisi, usia kanak-kanak, gagal ginjal serta diabetes terbukti meningkatkan
resiko sakit TB. Imunitas seluler yang sangat terganggu pada HIV, gangguan
fungsi imun bawaan dan adaptif dari Diabetes Mellitus (DM) terbukti
menyebabkan peningkatan resiko sakit TB pada penderita ini. (Padmanesan,
2013).

Penurunan jumlah sel CD4+ pada pasien HIV, membuat progresifitas TB
semakin cepat. Proses absorpsi obat OAT khususnya rifampisin dan etambutol
juga dilaporkan berkurang pada pasien HIV (Mesfin et al., 2014). Kontrol gula
darah yang buruk berhubungan dengan tingginya populasi Mtb pada pasien
diabetes. Kondisi hiperglikemi dihubungkan dengan penurunan fungsi makrofag
dan kemotaksis sel radang, penurunan produksi ROS sehingga eradikasi Mtb
terganggu (Fisher-Hock et al., 2008). Gagal ginjal kronik stadium lanjut
berhubungan dengan tingkat oksidatif yang tinggi, defisiensi vitamin D dan

malnitrisi. Kondisi tersebut akan menurunkan fungsi sel limfosit T dan limfosit B.
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Pasien transplantasi ginjal akan menerima obat penekan sistem imun sehingga
berpotensi terjadi reaktivasi tuberkulosis (Romanowski et al., 2016).

Penelitian pada orang kembar monozigot dan dizigot mengindikasikan
faktor genetik seseorang berpengaruh terhadap kerentanan terhadap infeksi (Hill,
2001). Kerentanan seseorang menderita TB ditentukan oleh kode genetik yang
tersandi didalam gen pada untaian molekul Deoxyribonucleic Acid (DNA).
Distribusi genotip ini sangat unik untuk setiap populasi dan ras. Polimorfisme
suatu gen mungkin akan mengubah struktur protein yang dihasilkan sehingga
akan berpengaruh pada fenotip individu tersebut termasuk kerentanan terhadap
penyakit. Pengaruh faktor genetik juga dapat dilihat dari perbedaan angka
kejadian TB jika didasarkan ras, etnis, dan famili (Azad et al., 2012). Hubungan
antara latar belakang genetik host dan kerentanan infeksi Mtb telah banyak

terbukti (Valinoto et al., 2010).

2.4.3 Faktor Eksternal

Perilaku hidup dan keadaan sosioekonomi juga berpengaruh pada
terjadinya penyakit TB. Perokok, peminum alkohol, serta polusi udara telah
terbukti meningkatkan resiko terjadinya sakit TB dengan cara mengganggu
fungsi makrofag alveolar serta sistem transport mukosilier. (Slama, 2007)

Perbedaan demografis juga dapat mempengaruhi terjadinya penyakit TB.
Studi dari kanada dan australia menunjukkan bahwa penduduk aborigin memiliki
resiko lebih tinggi terjadinya TB. Beberapa studi menunjukkan adanya pengaruh
polimorfisme genetik yang mungkin mendasari terjadinya fenomena ini.
Dilaporkan bahwa penduduk Tunisia memiliki polimorfisme reseptor IL10 yang
meningkatkan  kerentanan terhadap penyakit tuberkulosis. Beberapa
polimorfisme lain seperti NRAMP, interferon, reseptor vitamin D, reseptor P2X7,

dil dilaporkan meningkatkan kerentanan terhadap sakit TB. (BenSelma, 2012)
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Sistem pelaporan kasus tuberkulosis yang baik secara otomatis akan

meningkatkan jumlah angka kesakitan TB. (Padmanesan, 2013)

2.5

Diagnosis TB Paru Pada Orang Dewasa

| Terdugs TB |
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Gambar 2.7 Alur Diagnosis Tuberkulosis Paru pada Orang Dewasa
(Permenkes 67, 2016)
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Gambar 2.7 menunjukkan alur diagnosis TB dibagi sesuai dengan

fasilitas yang tersedia: (Permenkes 67, 2016)

a. Faskes yang mempunyai akses pemeriksaan dengan alat tes cepat molekuler

1)

2)

3)

4)

5)

Faskes yang mempunyai akses pemeriksaan TCM, penegakan diagnosis
TB pada terduga TB dilakukan dengan pemeriksaan TCM. Pada kondisi
dimana pemeriksaan TCM tidak memungkinkan (misalnya alat TCM
melampui kapasitas pemeriksaan, alat TCM mengalami kerusakan, dll),
penegakan diagnosis TB dilakukan dengan pemeriksaan mikroskopis.
Jika terduga TB adalah kelompok terduga TB RO dan terduga TB dengan
HIV positif, harus tetap diupayakan untuk dilakukan penegakan diagnosis
TB dengan TCM TB, dengan cara melakukan rujukan ke layanan tes
cepat molekuler terdekat, baik dengan cara rujukan pasien atau rujukan
contoh uji.

Jumlah contoh uji dahak yang diperlukan untuk pemeriksaan TCM
sebanyak 2 (dua) dengan kualitas yang bagus. Satu contoh uji untuk
diperiksa TCM, satu contoh uji untuk disimpan sementara dan akan
diperiksa jika diperlukan (misalnya pada hasil indeterminate, pada hasil
Rif Resistan pada terduga TB yang bukan kriteria terduga TB RO, pada
hasil Rif Resistan untuk selanjutnya dahak dikirim ke Laboratorium LPA
untuk pemeriksaan uji kepekaan Lini-2 dengan metode cepat)

Contoh uji non-dahak yang dapat diperiksa dengan MTB/RIF terdiri atas
cairan serebrospinal (Cerebro Spinal Fluid/CSF), jaringan biopsi, bilasan
lambung (gastric lavage), dan aspirasi cairan lambung (gastric aspirate).
Pasien dengan hasil Mtb Resistan Rifampisin tetapi bukan berasal dari
kriteria terduga TB RO harus dilakukan pemeriksaan TCM ulang. Jika
terdapat perbedaan hasil, maka hasil pemeriksaan TCM yang terakhir

yang menjadi acuan tindakan selanjutnya.
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6) Jika hasil TCM indeterminate, lakukan pemeriksaan TCM ulang. Jika hasil
tetap sama, berikan pengobatan TB Lini 1, lakukan biakan dan uji
kepekaan.

7) Pengobatan standar TB MDR segera diberikan kepada semua pasien TB
RR, tanpa menunggu hasil pemeriksaan uji kepekaan OAT lini 1 dan lini 2
keluar. Jika hasil resistensi menunjukkan MDR, lanjutkan pengobatan TB
MDR. Bila ada tambahan resistensi terhadap OAT lainnya, pengobatan
harus disesuaikan dengan hasil uji kepekaan OAT.

8) Pemeriksaan uji kepekaan menggunakan metode LPA (Line Probe
Assay) Lini-2 atau dengan metode konvensional

9) Pengobatan TB pre XDR/ TB XDR menggunakan paduan standar TB pre
XDR atau TB XDR atau menggunakan paduan obat baru.

10) Pasien dengan hasil TCM M.tb negatif, lakukan pemeriksaan foto toraks.
Jika gambaran foto toraks mendukung TB dan atas pertimbangan dokter,
pasien dapat didiagnosis sebagai pasien TB terkonfirmasi klinis. Jika
gambaran foto toraks tidak mendukung TB kemungkinan bukan TB, dicari
kemungkinan penyebab lain.

b. Faskes yang hanya mempunyai pemeriksaan mikroskopis dan tidak memiliki
akses ke tes cepat molekuker.

1) Faskes yang tidak mempunyai alat TCM dan kesulitan mengakses TCM,
penegakan diagnosis TB tetap menggunakan mikroskop.

2) Jumlah contoh uji dahak untuk pemeriksaan mikroskop sebanyak 2 (dua)
dengan kualitas yang bagus. Contoh uji dapat berasal dari dahak
Sewaktu-Sewaktu atau Sewaktu-Pagi.

3) BTA (+) adalah jika salah satu atau kedua contoh uji dahak menunjukkan

hasil pemeriksaan BTA positif. Pasien yang menunjukkan hasil BTA (+)
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pada pemeriksaan dahak pertama, pasien dapat segera ditegakkan
sebagai pasien dengan BTA (+)

4) BTA (-) adalah jika kedua contoh uji dahak menunjukkan hasil BTA
negatif. Apabila pemeriksaan secara mikroskopis hasilnya negatif, maka
penegakan diagnosis TB dapat dilakukan secara klinis menggunakan
hasil pemeriksaan klinis dan penunjang (setidak-tidaknya pemeriksaan
foto toraks) yang sesuai dan ditetapkan oleh dokter.

5) Apabila pemeriksaan secara mikroskopis hasilnya negatif dan tidak
memilki akses rujukan (radiologi/TCM/biakan) maka dilakukan pemberian
terapi antibiotika spektrum luas (Non OAT dan Non kuinolon) terlebih
dahulu selama 1-2 minggu. Jika tidak ada perbaikan klinis setelah
pemberian antibiotik, pasien perlu dikaji faktor risiko TB. Pasien dengan
faktor risiko TB tinggi maka pasien dapat didiagnosis sebagai TB Klinis.
Faktor risiko TB yang dimaksud antara lain:

a) Terbukti ada kontak dengan pasien TB

b) Ada penyakit komorbid: HIV, DM

Prinsip penegakan diagnosis TB paru:

» Diagnosis TB Paru pada orang dewasa harus ditegakkan terlebih dahulu
dengan pemeriksaan bakteriologis. Pemeriksaan bakteriologis yang dimaksud
adalah pemeriksaan mikroskopis, tes cepat molekuler TB dan biakan.

* Pemeriksaan TCM digunakan untuk penegakan diagnosis TB, sedangkan
pemantauan kemajuan pengobatan tetap dilakukan dengan pemeriksaan
mikroskopis.

» Tidak dibenarkan mendiagnosis TB hanya berdasarkan pemeriksaan foto

toraks saja. Foto toraks tidak selalu memberikan gambaran yang spesifik pada
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TB paru, sehingga dapat menyebabkan terjadi overdiagnosis ataupun
underdiagnosis.
* Tidak dibenarkan mendiagnosis TB dengan pemeriksaan serologis (Permenkes

67, 2016).

Foto toraks dapat digunakan untuk menilai derajat keparahan dari TB
paru. Untuk keperluan Kklinis dan penelitian, dapat digunakan penderajatan
berdasarkan National TB and Respiratory Disease Association of the USA
classification:(Falk et al., 1969; Dongola, 1997; Ansari et al., 2011)

a. Minimal lesion
Luas lesi yang terlihat tidak melebihi daerah yang dibatasi oleh garis median,
apeks dan iga 2 di depan, lesi soliter dapat berada di mana saja dan tidak
ditemukan kavitas.

b. Moderate advanced lesion
Luas sarang-sarang yang berupa bercak tidak melebihi luas satu paru, bila
ada kavitas ukurannya tidak melebihi 4 cm, bila ada konsolidas luasnya tidak
melebihi satu lobus.

c. Far advanced lesion

Lesi lebih dari moderate advanced lesion.

2.5 Interferon Gamma

Interferon merupakan bahan yang pertama kali ditemukan dari
supernatan kultur sel yang terinfeksi oleh virus, dan mampu mempengaruhi
replikasi virus. Interferon dibagi menjadi 2 tipe. Tipe | yang dirangsang dan
berperan pada infeksi virus, terdiri dari IFN-a yang diproduksi oleh leukosit dan
IFN-B yang diproduksi oleh fibroblast. Interferon tipe Il atau yang lebih dikenal

dengan IFN-y dihasilkan oleh sel T dan sel NK setelah menjadi aktif dengan
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stimulus inflamasi (Abbas et al,2016). IFN-y merupakan sitokin utama yang

berperan sebagai pelindung dari infeksi TB (Cavalcanti et al., 2012).

Tabel 2.1 : Struktur dari Interferon gamma (Abbas et al.,2016)

Sitokin dan | Sumber sel Reseptor Sel Target dan
subunit utama sitokin dan efek biologis
subunit
Interferon-y | Sel T (Thi, CD119 Makrofag: aktivasi klasik
(IFN-y) sel T CD8+), | (IFNGR1) (meningkatkan fungsi
sel NK dan IFNGR2 mikrobisidal)
ILCsgrup 1 Sel B: beralihnya isotope menjadi

sub klas 1gG opsonisasi dan
fiksasi komplemen(pada mencit)
Sel T: diferensiasi Thl berbagai
sel meningkatkan ekspresi
molekul MHC kelas | dan kelas
Il meningkatkan proses dan
presentasi antigen kepada sel T

Fungsi utama IFN-y adalah mengaktifkan makrofag sehingga meningkatkan
kemampuannya sebagai antimikroba. Fungsi IFN-y pada makrofag antara lain:
(). Meningkatkan kemampuan makrofag untuk menghancurkan bakteri
intraseluler, (2). Menghasilkan nitrit oxide, oksidatif radikal dan hidrogen
peroksida yang akan disekresikan ke lingkungan mikronya sehingga dapat
menghancurkan Mtb atau sel-sel disekitarnya, (3). Meningkatkan ekspresi
reseptor permukaan bagi antibodi di regio konstan, (4). Menginduksi ekspresi
reseptor permukaan bagi TNF, (5). Menginduksi produksi sitokin-sitokin
proinflamasi seperti TNF-a, IL-1, dan IL-12, (6). Merangsang makrofag untuk
menghasilkan kemokin IL-8 yang akan menarik leukosit dan limfosit ke paru
melalui kemokin CXCL10 sehingga menyebabkan inflamasi pada dinding alveoli

serta pembentukan granuloma (Cavalcanti et al., 2012; Dembic, 2015).
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Gambar 2.8. Proses pengaktifan makrofag dan sel T, penghancuran Mtb dan
pembentukan granuloma

(Quesniaux et al., 2012)

Fungsi lain IFN-y yaitu meningkatkan kemampuan presentasi antigen

oleh MHC | dan Il dan membantu perubahan sel T CD4 menjadi subpopulasi

Thl. Interferon-y merangsang transkripsi lebih dari 200 gen di makrofag,

termasuk produksi molekul antimikroba seperti radikal oksigen dan NO, yang

sangat berperan dalam penghancuran Mtb. Beberapa antigen Mtb seperti 19

kDa lipoprotein dapat menghambat respons makrofag dengan cara menghambat

transkripsi gen yang responsif terhadap IFN-y (Cavalcanti et al., 2012; Dembic,
2015).

Salah satu sitokin yang diproduksi sel Thl adalah IFN-y yang berperan
penting dalam mengeliminasi bakteri Mtb bertugas untuk memperkuat potensi
fagosit dari makrofag yang terinfeksi bakteri Mtb yaitu dengan cara menstimulasi
pembentukan fagolisosom. Interferon gamma juga menstimulasi pembentukan
radikal bebas untuk menghancurkan komponen bakteri Mtb yaitu DNA dan
dinding sel bakteri. Terjadinya gangguan atau penurunan aktivitas sel Thl dan

sitokinnya yaitu IFN-y cukup bermakna dalam mempengaruhi mekanisme
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pertahanan tubuh terhadap penyakit TB paru. Penurunan produksi IFN-y menjadi
bukti bahwa IFN-y mempunyai peran proteksi terhadap infeksi TB. Pada TB yang
berat akan menunjukkan kadar IFN-y yang lebih rendah daripada TB yang ringan

(Cavalcanti et al., 2012).
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Gambar 2.9 : Peranan Interferon gamma pada Mtb
(Raminero et all,2015)
Pathan dkk mendapatkan kadar IFN-y yang lebih rendah pada penderita
TB aktif dengan kultur positif dibandingkan pada orang kontak sehat, penderita
TB minimal atau bakteriologis negatif.( Pathan et al.,2001). Hasil penelitian lain
oleh Koksal dkk yang membandingkan kadar IFN-y pada penderita TB aktif, TB
inaktif dan orang sehat tidak menunjukkan perbedaan bermakna sehingga

disimpulkan bahwa pemeriksaan ini tidak dapat digunakan untuk membedakan
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apakah TB aktif atau inaktif. (Koksal et al.,2006). Penyebab turunnya kadar IFN-

y tidak diteliti melalui penelitian ini, namun dapat diasumsikan beberapa faktor

yang dapat menyebabkan penurunan kadar IFN-y diantaranya :

1.

2.7

Faktor penjamu terutama faktor genetik : Pengaruh faktor genetik ini
menurut Maderuelo et.al dan Etokebe et.al berupa kelainan
polimorfisme gen IFN-y +874 T/A, yaitu gen yang berperan dalam
produksi IFN-y yang menyebabkan penurunan kadar IFN-y. Penurunan
IFN-y akan mendepresi fungsi makrofag sehingga Mtb akan terus
bermultiplikasi dan proses infeksi terus berlangsung. ( Maderuelo et al.,
2003)

Status gizi penjamu yaitu bila nutrisi seseorang buruk maka aktivitas
sistem imun orang tersebut akan berkurang Menurut Chandra, status
nutrisi seseorang mempengaruhi kerentanan (susceptibility) terhadap
penyakit infeksi, salah satunya TB. Defisiensi nutrisi mengakibatkan
penurunan respon imun, fungsi fagosit, produksi sitokin dan sistem
komplemen.( Chandra et al.,1996)

Usia penjamu: Vasto et.al melakukan penelitian mengenai hubungan
usia dengan imunitas dan mengemukakan bahwa pada usia lanjut
terjadi penurunan sistem imun, disebut juga immunosenescence.
Jumlah sel T relatif tetap pada usia lanjut namun fungsinya menurun
seiring bertambahnya usia. sel T disebabkan adanya perubahan pada
lipid membran sel yang menyebabkan lambatnya proses penghantaran

sinyal pada sel T CD4+.(Vasto et al.,2006)

Polimorfisme

Gen adalah materi genetik yang diwariskan dari orangtua ke anaknya

dalam proses reproduksi, dapat mempengaruhi satu atau lebih sifat yang
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diwariskan. Dalam sel, gen terletak didalam kromosom. Setiap sel reproduksi
manusia memiliki 23 kromosom dengan 3x10° pasang basa DNA. Setiap
kromosom memiliki sekitar 3500 gen. Posisi dari gen dalam kromosom disebut
sebagai lokus. Dilihat dari struktur DNA, gen adalah unit molekul DNA atau RNA
dengan panjang minimum tertentu yang membawa informasi megenai urutan
asam amino yang lengkap suatu protein atau molekul mRNA (Yuwono, 2005).
Panjang urutan pasangan nukleotida yang menyusun sebuah gen berbeda beda.
Bentuk alternatif dari sebuah gen yang terletak pada lokus tertentu pada
kromosom tunggal disebut allele dari gen. (Hartl, 2005; Yuwono 2005).

Secara umum struktur lengkap gen pada eukariota terdiri dari tiga bagian
utama yaitu promoter, bagian struktural (coding region) dan terminator. Promoter
adalah bagian gen yang berfungsi sebagai pengatur proses ekspresi genetik.
Bagian ini akan dikenali pertama kali oleh RNA polymerase dan protein regulator
sebelum proses transkripsi. Bagian struktural adalah bagian gen yang membawa
kode genetik yang akan ditranskripsi dan kemudian ditranslasi. Bagian struktural
terdiri dari ekson dan intron. Ekson adalah bagian sekuen nukleotida yang akan
diterjemahkan (mengkode informasi genetik) sementara intron adalah bagian
nukleotida yang tidak diterjemahkan (tidak mengkode informasi genetik). Intron
mengalami proses transkripsi namun tidak akan ditranslasi. Suatu mutasi atau
polimorfisme pada daerah ekson akan menyebabkan perbedaan sintesa protein.
Terminator adalah bagian gen yang berperan dalam proses penghentian
transkripsi (Yuwono, 2005; Fatchiyah dkk., 2011).

Pada proses pembelahan sel, terjadi duplikasi DNA dengan bantuan
enzim DNA polymerase. Proses duplikasi ini sangat teliti, namun terkadang
terjadi kesalahan satu atau beberapa nukleotida. Perbedaan nukleotida akan
menyebabkan perbedaan sintesa protein yang dihasilkan sehingga

menyebabkan variasi genetik. Variasi genetik, dalam bentuk alel multipel dari
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gen, terdapat secara alami di populasi. Perbedaan genetik antar individu itu
disebut sebagai polimorfisme (secara harafiah berarti bentuk bermacam-macam)
DNA. Polimorfisme ini dapat menyandi protein yang berbeda dan menimbulkan
genotip (sifat fisik atau biokimia) yang berbeda. Terkadang polimorfisme dapat
menjelaskan sebagian kenapa beberapa orang dapat menangkal infeksi lebih
baik dibandingkan orang lain. (Hartl, 2005)

Sebuah mutasi genetik didefinisikan sebagai perubahan dalam urutan
DNA yang jauh menyimpang dari normal. Hal Ini berarti terdapat alelle normal
yang lazim dalam populasi dan bahwa perubahan mutasi ini merupakan varian
langka dan bersifat abnormal. Sebaliknya, polimorfisme adalah variasi urutan
DNA yang umum di populasi. Dalam hal ini tidak ada alel tunggal dianggap
sebagai urutan standar. Sebaliknya ada dua atau lebih allele alternatif yang bisa
diterima. Batas frekuensi kejadian antara mutasi dan polimorfisme adalah 1
persen. Artinya, untuk digolongkan sebagai polimorfisme, alel paling umum harus
memiliki frekuensi 1 persen atau lebih dalam populasi. Jika frekuensi
frekuensinya kurang dari 1 persen, alel ini dianggap sebagai mutasi. Mutasi
terjadi sebagai akibat dari kerusakan DNA, kegagalan proses perbaikan DNA
dan kesalahan dalam proses replikasi. Berbeda dengan mutasi, polimorfisme
tidak menyebabkan suatu penyakit namun hanya mempengaruhi tingkat
kerentanan terhadap suatu penyakit yang merupakan bagian dari suatu variasi

genetik didalam populasi (Karki et al., 2015)

Occurrence

: l

=)

a2

=~
Polymorphism Mutation
e e e

Phenotypic Variability Disease Susceptibility

Gambar 2.10 Spektrum Klinis Polimorfisme dan Mutasi Genetik
(Karki et al., 2015)
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2.7.1 Deletion/Insertion Polymorphism

Terdapat bermacam macam polimorfisme DNA yang telah diketahui
diantaranya Deletion/Insertion  Polymorphism (DIP), Single Nucleotide
Polymorphism  (SNP), Microsatellites Polymorphism. Polimorfisme DIP
merupakan variasi genetik dimana terjadi penambahan (insertion) atau
pengurangan (deletion) dari nukleotida yang spesifik. Angka kejadian DIP sangat
jarang dibandingkan dengan SNP. Polimorfisme DIP melebihi kelipatan tiga
nukleotida akan menjadikan kecenderungan menjadi suatu mutasi karena akan
mengubah kerangka format suatu DNA dan akan diturunkan seterusnya.
Polimorfisme DIP kelipatan tiga nukleotida akan menghasilkan penambahan atau
pengurangan dari asam amino yang dihasilkan namun tidak merubah asam
amino asal.

ATGCCAATCCG
substbLbion
&TGEEG;&{EEG

deletion T | inssrtion

ATGCCGAATCCG

ATGCCGATCCG
deletion] | in=ertion

.&TGEE%%TEEG

Gambar 2.11 Deletion/Insertion Polymorphism
(Murilo and Salem, 2013)

2.7.2 Microsatellite Polymorphism

Polimorfisme ini juga dikenal dengan sebutan Short Tandem Repeats
(STR) dan Simple Sequence Repeats (SSR). Pada polimorfisme jenis ini, terjadi
pengulangan nukleotida. Lokus mikrosatelit yang terdapat pada allel dapat
ditentukan secara genotip dengan menentukan panjang fragmen nukleotida
melalui metode PCR. Mikrosatelit dalam nukleotida merupakan  suatu

urutan basa n pada DNA, terdiri dari dua sampai tujuh basa yang berulang-


https://id.wikipedia.org/wiki/Basa_N
https://id.wikipedia.org/wiki/DNA
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ulang, dengan atau tanpa sela. Misalnya, mikrosatellit nukleotida GAG yang
memiliki pengulangan 10 kali akan memiliki bentuk:
“GAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAG”. Panjang pengulangan ini
bervariasi tergantung individu/varietas dan diwariskan kepada generasi
berikutnya. Resiko terjadinya mutasi lebih besar pada jenis polimorfisme seperti

ini.

2.7.3 Single Nucleotide Polymorphism

Single Nucleotide Polymorphism adalah perubahan satu molekul basa
dari suatu sekuensing DNA yang terjadi dalam proporsi yang signifikan didalam
suatu populasi (gambar 2.12). Pada populasi manusia, 99.9% pasangan basa
DNA adalah sama. Sekitar 0.1% DNA berbeda yang menyebabkan setiap orang
unik, berbeda antara satu dengan yang lainnya. termasuk kerentanan terhadap
penyakit dan respon terhadap pengobatan. SNP dapat ditemukan pada
keseluruhan genom, meliputi promotor, ekson dan intron dengan angka kejadian
1/1000 pasangan basa sampai 1/300 pasangan basa. SNP terbanyak pada
daerah non coding dan sering pada allele C dan T. SNP yang terjadi pada
daerah coding dapat merubah struktur protein yang dihasilkan (Guerra and Yu,

2005).

i
i

Gambar 2.12 Single Nucleotide Polymorphism
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2.7.4 Prosedur Pemeriksaan Polimorfisme
2.7.4.1 Sekuensing DNA

Ini merupakan cara yang paling langsung untuk mendeteksi adanya SNP.
DNA dapat disekuensing dengan menggunakan mesin sekuenser. Pemeriksaan
ini membutuhkan waktu lama dan biaya mahal. Kerugian lain adalah kesalahan
sekuensing. Tingkat kesalahan satu basa per 100 basa akan menyulitkan deteksi

dari SNP. (Jehan et Lakhanpaul, 2006)

2.7.4.2 Elektroforesis Multiplex
Merupakan cara mendeteksi polimorfisme melalui perbedaan pola migrasi
sekuens DNA. Ini merupakan cara yang sensitif dan murah untuk mendeteksi

adanya SNP.

2.7.4.3 PNA Directed PCR Clamping

Peptide Nucleic Acid (PNA) merupakan analog DNA. PNA merupakan
kopi dari DNA yang poten. Dupleks dari PNA/DNA lebih stabil terhadap suhu
dibandingkan dupleks DNA/DNA. Hal ini membuatnya menjadi alat efektif untuk

analisa genotyping SNP. (Jehan et Lakhanpaul, 2006)

2.7.4.4 Microarrays (DNA chips)

Merupakan oligonukleotida yang ditempelkan pada permukaan padat.
Sekarang digunakan rutin untuk analisa SNP dan sering digunakan untuk analisa
multiplex. Gambar 2.13 adalah contoh pemeriksaan polimorfisme dengan metode

microarrays dimana dasar teorinya adalah prinsip sequencing by hybridization.
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A. DNA sequence (Wild type)

tgacatAggetgtag
tgacatlggetgtag Column 1

tgacatdggetgtag
tgacatTggetgtag

gacata/dgctgtaga
gacataCgctgtaga
gacataGgetgtaga Column 2
gacata/gctgtaga

B. DNA sequence (mutant : T—C)

5 TGAACTGTACCCGACAT__

tgacatiggetgtag
tgacatiggectgtag
tgacatGggetgtag Column 1
tgacatiggectgtag

gacatadgotgtaga
gacatalgetgtaga
gacataGgotgtaga Column 2
gacatufgetgtaga

Gambar 2.13. Pemeriksaan Polimorfisme Menggunakan Metode Microarrays

2.7.4.5 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Teknik ini berdasarkan dari sifat enzim cleavase. Hal ini berdasarkan
pada pengamatan bahwa satu untai DNA melipat sendiri. Dari pemeriksaan
elektroforesa didapatkan gambaran barcode yang menggambarkan karakteristik
DNA. Perubahan pada satu nukleotida saja akan menyebabkan perubahan
barcode. RFLP adalah salah satu teknik pertama yang secara luas digunakan
untuk mendeteksi variasi pada tingkat sekuens DNA. Deteksi RFLP dilakukan
berdasarkan adanya kemungkinan untuk membandingkan profil pita-pita yang
dihasilkan setelah dilakukan pemotongan oleh enzim retriksi terhadap DNA
(Gambar 2.14). Berbagai mutasi atau polimorfisme yang terjadi pada suatu
organisme mempengaruhi molekul DNA dan menghasilkan fragmen dengan
panjang berbeda. Perbedaan panjang fragmen ini dapat dilihat setelah
elektroforesis pada gel, hibridisasi dan visualisasi (Fatchiyah dkk., 2011).

RFLP merupakan metode yang mempunyai akurasi yang tinggi dan
mudah ditransfer antar laboratorium. Selain itu, RFLP bersifat kodominan
sehingga dapat mendeteksi heterozogositas dan tidak diperlukan informasi
sekuens target. Adapun kekurangan RFLP diantaranya adalah dibutuhkan DNA

dengan kemurnian tinggi dalam jumlah banyak, tidak bisa dilakukan otomatisasi,
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sedikit lokus yang terdeteksi, memerlukan pustaka probe yang sesuai,

membutuhkan waktu yang banyak dan biaya yang besar (Fatchiyah dkk., 2011)

Gambar 2.14. llustrasi pemeriksaan RFLP (Fatchiyah dkk., 2011)

2.7.4.6 Flow Cytometry Based Genotyping
Pemeriksaan ini sangatlah efisien dan sensitif, tetapi memiliki
keterbatasan dalam pemilihan primer yang harus sangat teliti. (Jehan et

Lakhanpaul, 2006)

2.7.5 Polimorfisme Gen pada TB

Beberapa polimorfisme genetik telah diteliti kaitannya dengan
tuberkulosis dengan hasil konsisten maupun tidak (Tabel 2.2). Gen yang diteliti
mencakup gen yang bertanggung jawab tentang HLA/MHC, reseptor, sitokin dan

molekul lainnya (Azad et al., 2012)



Tabel 2.2 Polimorfisme Gen pada Tuberkulosis
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Gen Polimorfisme Negara Hubungan
dengan TB
MR 1186G/A China Ya
TLR1 N2485, S6021 Amerika Ya
Eropa Ya
TLR2 R753Q (exon) Turki Ya
TIRAP S180L Indonesia Tidak
Rusia Tidak
TLR4 D299G Gambia Tidak
TLR9 Rs352143 Amerika Ya
CR1 Q1022H Malawi Ya
NOD2 P2685, R702W Amerika Ya
P2X7 1513A/C (exon) Gambia, China  Tidak
India Ya
-762T/C Gambia, India Ya
Meksiko Tidak
VDR Apal Guina-Bissau Ya
MBL Q allele India Ya
TNF -238G/A Colombia Ya
IL-1B -511T/C (promotor) Gambia Ya
IL-6 -174G/C India Tidak
Iran Ya
IL-8 -251T/A Gambia Tidak
IL-10 -1082G/A Kamboja Ya
MCP-1 -2518A/G Tunisa Ya
iNOS -1026G Allele Brazil Ya
NRAMP1 274C Allele Amerika Ya

(Azad et al., 2012)

2.7.6 Polimorfisme IFN-y +874 T/A pada TB

Jenis polimorfisme IFN-y pada TB berupa SNP. Terdapat beberapa lokus
gen yang merupakan tempat terjadinya SNP diantaranya di intron 3: rs1861494,
rs2069718, dan di intron 1: rs2430561 (+847T/A) (Wei Lee et al., 2012). Istilah
“rs” merupakan singkatan dari Reference SNP Cluster Id yang artinya tempat
atau lokasi terjadinya SNP pada suatu cluster sekuensing molekul DNA (Zhao et
al.,2016).

Lio dkk. adalah yang pertama kali meneliti hubungan antara polimorfisme
+874T/A (rs2430561) di IFN-y dengan perlindungan terhadap TB di Sicilia dan

hasilnya signifikan berhubungan (p <0,05) (Wei et al., 2017). SNP +874T/A
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terletak pada akhir dari pengulangan CA yang ke 50 pada intron pertama IFN-y
manusia. Alel T terkait dengan 12 pengulangan CA, sedangkan alel A
dihubungkan dengan pengulangan CA non-12. Urutan spesifik dari alel T
ditemukan untuk mengetahui tempat ikatan faktor transkripsi NF-kB, karena NF-
kB menginduksi ekspresi IFN-y. Alel T berkorelasi dengan ekspresi IFN-y yang
tinggi, sedangkan alel A berkorelasi dengan ekspresi rendah (Tso et al., 2005).

Penelitian metaanalisa tahun 2008, dari 11 penelitian case control
disimpulkan bahwa polimorfisme IFN-y +874 alel T secara signifikan (OR = 0.75;
95% ClI, 0.634-0.887; P = 0.0008) menurunkan resiko TB paru (Pacheco et al.,
2008). Penelitian metaanalisa 3 tahun kemudian di Cina justru menunjukkan
hasil yang tidak konsisten. Dari 21 penelitian case control disebutkan bahwa
pembawa alel T menurunkan resiko TB sebesar 27% dibandingkan dengan
homozigot AA (OR= 0.73, 95% CI=0.61- 0.87 untuk TT+TA dibanding AA).
Analisa berdasarkan etnis menunjukkan pembawa alel T pada ras Asia secara
signifikan menurunkan resiko TB (OR= 0.71, 95% CIl= 0.52-0.97, p= 0.03) tapi
tidak untuk ras kaukasia (OR=0.87, 95% CI= 0.65-1.17, p= 0.37). dan
kesimpulan akhir dari metaanalisa ini bahwa polimorfisme IFN-y +874 T/A
berkontribusi pada kerentanan terhadap TB (Tian et al., 2011).

Penelitian di Pakistan tahun 2011 mengkombinasikan polimorfisme gen
IFN-y +874 T/A dengan polimorfisme gen sitokin yang lainnya dan melihat
derajat keparahan penyakit TB. Hasilnya genotip TT dan alel T pada IFN-y +874
menunjukkan derajat penyakit yang ringan. Kombinasi polimorfisme gen IFN-y
+874 dengan IL-6 menunjukkan derajat yang ringan, sedangkan kombinasi IFN-y

+874 dengan IL-10 menunjukkan derajat penyakit yang berat (Ansari et al., 2011)
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KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Teori
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Gambar 3.1 Kerangka Teori Penelitian
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Saat seseorang terinfeksi Mtb, hanya 5-10% saja yang menjadi sakit TB.
Hal ini dipengaruhi oleh beberapa faktor, dapat dari faktor individu itu sendiri
(host), faktor kuman Mtb, dan faktor eksternal. Faktor host terutama dikaitkan
dengan respon imunnya terhadap Mtb yang dapat dipengaruhi oleh genetik dan
keadaan lain yang menurunkan imunitas seperti infeksi HIV, gagal ginjal kronis,
diabetes melitus, usia lanjut. Penurunan jumlah sel CD4+ pada pasien HIV,
membuat progresifitas TB semakin cepat (Mesfin et al., 2014). Kontrol gula darah
yang buruk berhubungan dengan tingginya populasi Mtb pada pasien diabetes.
Kondisi hiperglikemi dihubungkan dengan penurunan fungsi makrofag dan
kemotaksis sel radang, penurunan produksi ROS sehingga eradikasi Mtb
terganggu (Fisher-Hock et al., 2008). Gagal ginjal kronik stadium lanjut
berhubungan dengan tingkat oksidatif yang tinggi, defisiensi vitamin D dan
malnitrisi. Kondisi tersebut akan menurunkan fungsi sel limfosit T dan limfosit B.
Pasien transplantasi ginjal akan menerima obat penekan sistem imun sehingga
berpotensi terjadi reaktivasi tuberkulosis (Romanowski et al., 2016).

Mtb yang terinhalasi dan kemudian sampai ke alveoli akan difagositosis
oleh makrofag alveolar. Hanya makrofag yang aktif yang dapat mengeliminasi
Mtb, sedang dalam makrofag yang belum aktif Mtb akan terus bertumbuh.
Aktivasi makrofag mengakibatkan pelepasan sitokin pro-inflammatory seperti IL-
1, Tumor Nekrosis Faktor (TNF)-a dan yang paling penting IL-12 dan juga
kemokin, yang menginisiasi tempat peradangan untuk mempromosikan
masuknya monosit, neutrofil dan sel NK dan kemudian limfosit yang sudah
diaktifkan (Bafica et al., 2005)

Sistem imun adaptif terutama sistem imun adaptif seluler, terbentuk
setelah Mtb telah diproses dan dipresentasikan oleh sel dendritik sebagai antigen
presenting cell, biasanya melalui Molekul Major Histocompability Complec

(MHC), serta melalui keterlibatan beberapa sitokin, pada sel limfosit T.
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Pembentukan granuloma sebagai hasil dari interaksi antara imunitas bawaan
dan adaptif, merupakan respon imunopatologis yang utama akibat infeksi Mtb,
mempunyai peran dalam pengendalian infeksi serta terjadinya infeksi laten (Eley
and Beatty, 2009).

Dalam respon imun adaptif, sel T CD4* dan sel T CD8* sangat penting
untuk mengendalikan infeksi mycobacterial. Fungsi utama sel T CD4" adalah
untuk memberikan bantuan kepada limfosit lain, terutama dengan menghasilkan
sitokin. Bila sel T CD4* diaktifkan oleh trigger TCR karena kehadiran IL-2 dan IL-
12, sel tersebut akan berproliferasi dan berdiferensiasi menjadi efektor sel T
CD4* Thl. Kehadiran sitokin tertentu seperti IFN-y dapat menstimulasi
pembentukan, sementara sitokin Th2 seperti IL-4 dapat menghambat
pembentukan. Selama awal infeksi mycobacterial, DC menghasilkan IL-12 , dan
dapat menghasilkan IL-2 dan IFN-y. Produksi IL-2 oleh DC akan ditingkatkan
neutrofil yang terinfeksi Mtb (Jinfang, 2009). Sel T CD8+ juga dapat
menghasilkan sitokin seperti IFN-y dan IL-4 yang berperan dalam sistem
keseimbangan Thl dan Th2 pada pasien dengan infeksi TB . Sel T CD8" jelas
memiliki peran dalam stimulasi sistem imun untuk proteksi infeksi dan mengontrol
penularan tapi sejauh mana mereka mengendalikan pertumbuhan bakteri masih
belum diketahui (Skold, et al. 2003).

Beberapa polimorfisme genetik telah diperiksa untuk menentukan
kerentanan genetik terhadap TB. Polimorfisme gen sistem imun bawaan
diantaranya HLA DRB1, NRAMP1 telah dilakukan dengan hasil konsisten.
Polimorfisme sistem imun adaptif yang telah diperiksa diantaranya interleukin 2,
IL-4, dan IL-10 juga dengan hasil konsisten (Sharma et al., 2003; Vasantha et al.,
2015; Butov et al., 2016). Polimorfisme gen IFN y +874T/A telah banyak diteliti
dan hasilnya berhubungan dengan kerentanan terhadap TB. Penelitian in vitro

menunjukkan produksi IFN y dari darah perifer penderita TB aktif pembawa alel A
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lebih rendah daripada pembawa alel T. Sehingga pada penilitian tersebut sampai
pada kesimpulan genotip AA merupakan faktor resiko TB aktif dan TB relaps,
sedangkan genotip TT menunjukkan fungsi protektif terhadap TB (Selma et al.,

2011).
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Masuknya droplet Mtb ke dalam saluran napas akan diikuti dengan
deposisi kuman Mtb di dalam alveoli. Sistem imunitas bawaan di dalam alveoli
diperankan oleh makrofag yang akan memfagositosis kuman Mtb.

IFN-y merupakan sitokin utama yang berperan sebagai pelindung dari
infeksi TB (Cavalcanti et al., 2012). IFN-y dihasilkan oleh sel T dan sel NK
setelah menjadi aktif dengan stimulus inflamasi (Abbas et al,2016). Fungsi utama
IFN-y adalah mengaktifkan makrofag sehingga meningkatkan kemampuannya
sebagai antimikroba. Fungsi IFN-y pada makrofag antara lain: (1). Meningkatkan
kemampuan makrofag untuk menghancurkan bakteri intraseluler, (2).
Menghasilkan nitrit oxide, oksidatif radikal dan hidrogen peroksida yang akan
disekresikan ke lingkungan mikronya sehingga dapat menghancurkan Mtb atau
sel-sel disekitarnya, (3). Meningkatkan ekspresi reseptor permukaan bagi
antibodi di regio konstan, (4). Menginduksi ekspresi reseptor permukaan bagi
TNF, (5). Menginduksi produksi sitokin-sitokin proinflamasi seperti TNF-a, IL-1,
dan IL-12, (6). Merangsang makrofag untuk menghasilkan kemokin IL-8 yang
akan menarik leukosit dan limfosit ke paru melalui kemokin CXCL10 sehingga
menyebabkan inflamasi pada dinding alveoli serta pembentukan granuloma
(Cavalcanti et al., 2012; Dembic, 2015).

Fungsi lain IFN-y yaitu meningkatkan kemampuan presentasi antigen
oleh MHC | dan Il dan membantu perubahan sel T CD4 menjadi subpopulasi
Thl. IFN-y merangsang transkripsi lebih dari 200 gen di makrofag, termasuk
produksi molekul antimikroba seperti radikal oksigen dan NO, yang sangat
berperan dalam penghancuran M.tb (Cavalcanti et al., 2012; Dembic, 2015).

Polimorfisme gen IFN-y +874T/A genotip AA menyebabkan produksi IFNy
yang rendah sehingga aktivitas penghancuran Mtb berkurang menyebabkan TB
paru aktif ataupun relaps dan derajat keparahan penyakit TBpun meningkat.

Sedangkan polimorfisme gen IFN-y +874T/A genotip TT menyebabkan produksi
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IFN-y yang tinggi ssehingga menunjukkan fungsi protektif terhadap TB (Selma et

al., 2011).

3.3 Hipotesis Penelitian
1. Frekuensi polimorfisme IFN-y +874 alel A dan genotip AA lebih tinggi
pada kelompok TB paru dibanding pada subyek sehat.
2. Adanya polimorfisme IFN-y +874 T/A berhubungan dengan kerentanan
terhadap TB paru (SO maupun RO).
3. Adanya polimorfisme IFN-y +874 T/A berhubungan dengan derajat

keparahan penyakit TB paru



BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Desain Penelitian
Desain penelitian adalah Case Control Study. Penelitian untuk
mengetahui polimorfisme IFN-y +874 T/A pada penderita TB paru (baik SO

maupun RO).

4.2 Subyek Penelitian dan Besar Sampel

Populasi sampel adalah pasien dengan TB paru (baik SO maupun RO)
yang berobat di poli paru atau rawat inap RS dr. Saiful Anwar Malang.

Seluruh etnis yang berobat di poli paru atau rawat inap RS dr. Saiful
Anwar Malang dimasukkan dalam penelitian dan dicatat.
Jumlah sampel dihitung dengan rumus :

n = (p0.90+p1.q1)(Z1-0% + Z1-B)?
(p1-p0) ?

Keterangan :
n = jumlah sampel minimal kelompok kasus dan kontrol
Z1-0? = nilai pada distribusi normal standar yang sama dengan tingkat
kemaknaan (untuk = 0,05 adalah 1,96)
Z1 - 3 = nilai pada distribusi normal standar yang sama dengan kuasa
(power) sebesar diinginkan (untuk 3=0,10 adalah 1,28)

po = proporsi pada kelompok sehat (0.4)
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pl = proporsi kelompok tuberkulosis paru bta positif (0.73)
(Permenkes RI, 2011).
qo =1-p0

ql =1-p1

Maka

n=(0,4 x0,6+0,73x0,27)(1,96x1,28)? = 25.26 dibulatkan menjadi 26/kimpk
[0,73-0,4] 2

Kelompok Kasus:
e Penderita TB paru baik TB paru SO maupun RO.
Kelompok Kontrol adalah:
e Subyek sehat
Kelompok kontrol digunakan subyek sehat. Pada kelompok ini dilakukan
pemeriksaan foto toraks terlebih dahulu untuk menyingkirkan kemungkinan

infeksi TB paru aktif.

4.3 Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di bagian rawat jalan dan rawat inap SMF Paru di RS

Saiful Anwar Malang dan laboratorium Biosain Universitas Brawijaya

Pembuatan proposal : Nopember - Desember 2017
Waktu penelitian : Maret - April 2018
Pengolahan dan analisa data . April - Mei 2018
Penyusunan laporan : Mei 2018

4.4 Variabel Penelitian

Variabel Bebas:
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o Polimorfisme gen IFN-y +874 T/A

Variabel Tergantung:

o Kerentanan Terhadap TB paru (SO dan RO)

Definisi Operasional dan Parameter

1. Tuberkulosis Paru

Subyek dengan TB paru yang baru terdiagnosis secara Kklinis
ataupun radiologis dan terkonfirmasi hasil sputum TCM TB dengan
metode Xpert MTB/RIF terdeteksi adanya Mtb, baik yang sensitif
rifampisin (TB paru SO) maupun resisten rifampisin (TB paru RO)

(Permenkes RI, 2016).

. Tuberkulosis Paru Sensitif Obat (TB SO)

Subyek dengan hasil sputum TCM TB dengan metode Xpert
MTB/RIF terdeteksi adanya Mtb, dan tidak resisten rifampisin

(Permenkes RI, 2016).

. Tuberkulosis Paru Resisten Obat (TB RO)

Subyek dengan hasil sputum TCM TB dengan metode Xpert
MTB/RIF terdeteksi adanya Mtb, dan resisten rifampisin (Permenkes

RI, 2016).

. Kerentanan terhadap tuberkulosis paru

Mudahnya seseorang terkena penyakit TB paru, dilihat

berdasarkan nilai odds ratio

. Kontrol sehat

Subyek sehat yang tidak ada klinis TB, tidak mempunyai riwayat

TB sebelumnya, dan gambaran foto dada dalam batas normal.

. Derajat keparahan penyakit TB paru
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Keparahan penyakit TB paru berdasar gambaran lesi pada foto
toraks yang dikelompokkan berdasar National TB and Respiratory
Disease Association of the USA classification: (Falk et al., 1969;
Dongola, 1997; Ansari et al., 2011)

a. Lesi minimal (minimal lesion)

Luas lesi yang terlihat tidak melebihi daerah yang dibatasi oleh

garis median, apeks dan iga 2 di depan, lesi soliter dapat berada

di mana saja dan tidak ditemukan kavitas.

b. Lesi lanjut sedang (moderate advanced lesion)

Luas sarang-sarang yang berupa bercak tidak melebihi luas satu

paru, bila ada kavitas ukurannya tidak melebihi 4 cm, bila ada

konsolidas luasnya tidak melebihi satu lobus.
c. Lesi sangat lanjut (far advanced lesion)
Luas lesi melebihi lesi minimal dan lesi lanjut sedang, atau bila
ada kavitas dengan ukuran lebih dari 4 cm.
Untuk keperluan uji statistik dikelompokkan menjadi 2: (Ansari et al.,
2011)
- Kelompok minimal lesion dan moderate advanced lesion
- Kelompok far advanced lesion
. Polimorfisme Interferon-y +874 T/A

Adanya polimorfisme Interferon-y +874 T/A diperiksa dengan
menggunakan teknik deteksi Multiplex PCR .

. Penderita HIV-AIDS

Seseorang dengan gejala infeksi virus HIV-AIDS yang dibuktikan
dengan hasil pemeriksaan determinan reaktif.

. Penderita diabetes mellitus
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Penderita yang sudah didiagnosis diabetes mellitus berdasarkan
catatan rekam medis baik yang menggunakan obat antidiabetes oral
atau insulin.

10. Penderita penyakit autoimun

Penderita yang didiagnosis menderita penyakit-penyakit autoimun

berdasarkan catatan rekam medis.
11. Penderita gagal ginjal kronik

Penderita yang didiagnosis menderita gagal ginjal kronik
berdasarkan catatan rekam medis bailk yang rutin menjalani
hemodialisa atau tidak.

12. Wanita hamil
Wanita yang diketahui sedang hamil berdasarkan hasil

wawancara.

Kriteria Inklusi:

a. Pasien yang didiagnosis TB paru SO
b. Pasien yang didiagnosis TB paru RO
c. Usia antara 14-65 tahun

d. Bersedia ikut penelitian dan menandatangani "informed consent

Kriteria Eksklusi:

1. Penderita HIV-AIDS

2. Penderita dengan gagal ginjal kronik
3. Penderita dengan diabetes mellitus
4. Penderita penyakit autoimun

5. Penderita yang sedang hamil
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4.6 Instrumen Pengumpulan Data
1. Formulir informed consent
2. Formulir data pasien penelitian
3. Kit pemeriksaan PCR
4. Kit pemeriksaan Elektroforesis
5. Kapas alkohol
6. Vacutainer
7. Tabung EDTA
8. Spuit disposable 3 cc

9. Alat tulis untuk pencatatan

4.7 Prosedur pemeriksaan

4.7.1 Prosedur Pengambilan Darah Vena

Alat  : Spuit disposable 3 ml, vakutainer, torniquet

Bahan : Kapas alkohol 70%

Cara pengambilan darah:

1. Bersihkan kulit di atas lokasi tusukan dengan alkohol 70% dan biarkan
sampai kering.

2. Darah diambil dari vena mediana cubiti pada lipat siku.

3. Pasang tourniquet pada lengan atas dan subyek penelitian diminta untuk
mengepal dan membuka telapak tangan berulang kali agar vena jelas
terlihat.

4. Lokasi penusukan didesinfeksi dengan kapas alkohol 70% dengan cara
berputar dari dalam ke luar.

5. Spuit disiapkan dengan memeriksa jarum dan penutupnya.
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6. Setelah itu, vena mediana cubiti ditusuk dengan posisi sudut 45° dengan
jarum menghadap ke atas.

7. Darah dibiarkan mengalir dalam jarum kemudian jarum diputar menghadap
ke bawah. Agar aliran bebas, penderita diminta membuka kepalan
tangannya, darah kemudian dihisap sebanyak 3 ml.

8. Tourniquet dilepas, kemudian jarum ditarik dengan tetap menekan bekas
tusukan dengan kapas alkohol.

9. Tempat bekas tusukan ditekan dengan kapas alkohol sampai tidak keluar
darah lagi.

10. Setelah itu, bekas tusukan ditutup dengan plester.

4.7.2 Prosedur Pemeriksaan Polimorfisme Interferon-y +874 T/A

Sampel darah vena diambil dengan cara aspirasi menggunakan jarum
suntik sebanyak 3 cc dan dimasukkan dalam tabung bercampur EDTA kemudian
dimasukan ke dalam frezer -20° C sampai dianalisa. Ekstraksi DNA
menggunakan metode salting out berdasarkan protokol manual. Dilakukan
amplifikasi DNA menggunakan PCR (BIO RAD C1000 Thermal Cycler) dengan
generic primer, antisense: 5-TCA ACA AAG CTG ATA CTC CA-3’; primer T,
allelel sense: 5-TTC TTA CAA CAC AAA ATC AAA TCT-3', dan primer A,
allele2, sense: 5-TTC TTA CAA CAC AAA ATC AAA TCA-3'. Identifikasi posisi
alel tempat terjadinya polimorfisme dilakukan dengan menginkubasi produk PCR
94°C selama 30 detik untuk denaturasi genom DNA, diikuti dengan annealing
primer pada suhu 68°C selama 20 detik dan ekstensi pada suhu 72°C selama 20
detik. PCR dilakukan selama 35 siklus, diikuti dengan ekstensi final pada suhu

72°C selama 3 menit. Masing-masing sampel akan dikelompokkan sesuai hasil
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elektroforesis gel agarose 2% (Saitoh et al., 2011). Visualisasi hasil gel

elektroforesis dengan UV-transiluminator dan kamera polaroid.

4.7.3 Prosedur Kerja Isolasi DNA Metode Salting Out

1.

10.

11.

12.

13.

Masukkan 2 ml darah ke dalam tabung EDTA-vacutainer, kemudian
goyangkan secara perlahan membentuk angka delapan.

Pindahkan darah dari tabung EDTA ke tabung sentrifuga, tambahkan 6 ml
larutan pelisis darah merah (RBC lysis solution), kemudian inkubasi suhu
ruang selama 10 menit.

Sentrifugasi kecepatan 1500 rpm pada suhu ruang selama 10 menit.

Ambil supernatant

Ulangi prosedur no 2 -4 sampai pellet berwarna putih.

Tambahkan pellet dengan 750 uL larutan pelisis sel, kemudian lakukan
homogenisasi.

Tambahkan 2 uL RNase A, kocok kurang lebih 25 kali, dan inkubasi pada
suhu 37° C selama 15 menit.

Tambahkan 500uL larutan presipitasi protein (NH4COOH) kemudian
divorteks.

Sentrifugasi kecepatan 10.000 rpm pada suhu 4° C selama 15 menit
Presipitat protein akan terbentuk berwarna cokelat muda.

Pindahkan supernatant yang mengandung DNA kedalam tabung eppendorf
steril yang sudah berisi 1.5 ml etanol absolut

Kocok tabung secara perlahan sampai benang DNA berwarna putih dan
pindahkan ke tabung baru.

Sentrifugasi kecepatan 10.000 rpm pada suhu 4°C selama 10 menit untuk

mengendapkan DNA.
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14. Buang supernatant, Tambahkan pellet dengan etanol 70% kemudian
sentrifugasi kecepatan 10.000rpm suhu 4°C selama 15 menit.

15. Buang supernatant, kemudian keringkan pellet dalam incubator pada suhu
57°C.

16. Rehidrasi DNA dalam larutan buffer TE, kemudian tempatkan pada suhu

37°C selama 2 jam untuk memperoleh DNA terlarut.

4.8 Teknik Pengumpulan Data
Cara Pengambilan sampel: Sampel diperoleh secara konsekutif pada
penderita yang memenuhi kriteria inklusi — eksklusi di bagian rawat inap dan

rawat jalan SMF Paru di RS Saiful Anwar Malang.

4.9 Teknik Pengolahan dan Analisa Data

Pengolahan dan Analisis Data menggunakan software IBM SPSS versi
20.0. Hubungan antara polimorfisme dengan kerentanan dan derajat keparahan
tuberkulosis paru dianalisis dengan menggunakan uji chisquare menggunakan
derajat kepercayaan 95%, a=0,05, bermakna bila p<0,05. Sedangkan untuk

mengetahui besar faktor resiko, dihitung dengan menggunakan OR (odds ratio).
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BAGAN ALUR PENELITIAN

Sukarelawan

N
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Penderita yang berobat rawat jalan/rawat inap di
bagian paru RSUD Dr. Saiful Anwar Malang

-

N

Anamnesa,
Pemeriksaan Fisik:
gejala TB (-), Foto
polos dada: TB (-)

Klinis Tb (+), Foto polos
dada: TB (+), TCM: Mtb
detected, Rif Sensitif,
laharatariiim normal

Klinis Tb (+), Foto polos
dada - TB (+), TCM > Mtb
detected, Rif Resisten,
lahorataritim normal

@

7

N

Kontrol:
Subjek sehat
(26 subjek)

Kasus: Penderita
Tuberkulosis Paru
Sensitif Obat (27 subiek)

Kasus: Penderita
Tuberkulosis Paru
Resisten Obat (27 subiek)

U

-

WV

Bersedia disertakan dalam penelitian (menandatangani informed consent)

=

Diambil sampel darah

=

Dilakukan pemeriksaan polimorfisme Interferon-y +874 T/A

I

ANALISA DATA

Gambar 4.1 Alur Penelitian




BAB 5

HASIL DAN ANALISIS DATA PENELITIAN

5.1. Karakteristik Subyek Penelitian
5.1.1. Karakteristik Sosiodemografi Subyek Penelitian

Subyek penelitian ini terdiri dari 80 subyek dengan masing-masing
kelompok studi terdiri dari 26 orang kelompok kontrol sehat dan 54 orang
kelompok kasus dengan TB paru. Dari 54 orang kelompok kasus, 27 orang kasus
TB SO dan 27 orang kasus TB RO. Karakteristik sosiodemografi subyek
penelitian dapat dilihat pada tabel 5.1.

Berdasarkan usia subyek penelitian didapatkan usia rata-rata 35.37 tahun
pada kelompok kasus TB SO, 37.15 tahun pada kelompok TB RO dan 27.19
tahun pada kelompok kontrol. Untuk variabel usia dilakukan uji normalitas
dengan uji Kolmogorov — smirnov dan menunjukan data tidak terdistribusi normal
(p < 0.05). Kemudian dilanjutkan dengan uji Kruskall Wallis, hasilnya menunjukan
hipotesis 0 ditolak p = 0.014 (<0.05). Kemudian dilanjutkan dengan uji berganda
dengan Mann Withney. Hasil uji Mann Withney menunjukan bahwa rata rata usia
kelompok kontrol memiliki beda yang bermakna dengan kelompok TB RO dan
TB SO. Rata rata usia kelompok TB SO memiliki perbedaan yang bermakna
dengan kelompok kontrol, tetapi tidak memiliki perbedaan yang bermakna
dengan kelompok TB RO. Rata rata umur kelompok TB RO memiliki perbedaan
yang bermakna dengan kelompok kontrol, tetapi tidak memiliki perbedaan yang

bermakna dengan kelompok TB SO.
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Tabel 5.1 Karakteristik Sosiodemografi Subyek Penelitian.
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Karakteristik Kontrol Kasus Total P
N =26 TB SO TB RO N=80
N =27 N =27
Jml % Jmi % Jml % Jml %
Usia Minimum 18 18 22 18 0.0142
Maksimum 37 58 65 65
Rata-rata+SD 27.19+6.09 35.37+13.2 37.15+12.6 33.31+11.8
Jenis Laki-laki 15 5769 14 5185 18 66.67 47 58.7 0.268
Kelamin Perempuan 11 4231 13 4815 9 33.33 33 41.2
Status Kawin 16 6154 18 66.67 23 85.19 57 71.3 0.111
Perkawinan Belum Kawin 10 3846 9 3333 4 14.81 23 28.7
Merokok Ya 3 1154 14 51.85 17 62.96 34 425 0.477
Tidak 23 88.46 13 48.15 10 37.03 46 57.5
Pendidikan S1 25 96.15 9 33.33 12 4444 46 57.5 0.409
D3 0 0.00 1 3.70 1 3.70 2 25
SMA 1 385 17 6296 10 37.04 28 35
SMP 0 000 O 0.00 4 1481 4 5
Pekerjaan Pedagang 0 000 2 741 4 1481 6 7.5 0.260
Swasta 3 13.04 15 5556 18 66.67 36 45
IRT 0 0.00 4 1481 3 11.11 7 8.75
Petani 0 0.00 2 741 2 741 4 5
Mahasiswa 23 88.46 3 11.11 O 0.00 26 325
Pensiunan 0 0.00 1 370 O 0.00 1 1.25
Penghasilan > 3.5 Jt/bulan 0 0.00 14 1481 2 740 6 11.1 0.033°
2.5-35jt/bulan 2 769 6 2222 8 29.62 16 29.6
1.5-25jt/bulan 0 000 9 33.33 11 40.74 18 33.3
< 1.5 jt/bulan 0 0.00 8 29.62 6 2222 14 25.9

a uji Kruskal Waﬁs,
b uji chi square,

SD: Standar deviasi

Untuk jenis kelamin didapatkan 51.85% laki-laki pada kelompok TB SO,
66.67% pada kelompok TB RO dan 57.69% pada kelompok kontrol. Untuk status
perkawinan, sebagian besar subjek penelitian telah kawin yaitu 66.67% pada

kelompok TB SO, 85.19% pada kelompok TB RO dan 61.54% pada kelompok

kontrol.

Sebanyak 51.85% subjek merokok pada kelompok TB SO dan 62.96%
pada kelompok TB RO. Namun pada kelompok kontrol sebagian besar tidak
merokok yaitu
berpendidikan sarjana sebesar 96.15% begitu juga kelompok TB RO yaitu
sebesar 44.44%. Sedangkan pada kelompok TB SO terbanyak berpendidikan

SMA sebesar 62.96%. Pekerjaan pada sektor swasta mendominasi pada

sebanyak 88.46%.

Sebagian

besar

(Sumber: Data primer penelitian diolah)

kelompok kontrol
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kelompok TB SO dan TB RO vyaitu sebesar 55.56% dan 66.67%, sedangkan
pada kelompok kontrol terbanyak adalah mahasiswa sebesar 88.46%.
Penghasilan 1.5 — 2.5 juta per bulan paling banyak pada kelompok TB SO dan

TB RO yaitu sebanyak 33.33% dan 40.74%.

5.1.2. Karakteristik Klinis Subyek Penelitian

Be

Batuk daraf"
17%

M Sesak nafas

m Nyeri dada

M Batuk lama
Batuk darah

M Berat badan menurun

Gambar 5.1. Keluhan Utama Subyek Penelitian (Sumber: Data primer penelitian
diolah)

Pada gambar 5.1 dapat dilihat keluhan terbanyak pada kelompok kasus
(gabungan kelompok TB SO dan TB RO) adalah sesak nafas (44%). Disusul
kemudian dengan keluhan batuk lama (33%), batuk darah (17%), nyeri dada dan
penurunan berat badan (masing-masing 4%).

Bila diperinci keluhan utama pada setiap kelompok kasus didapatkan
keluhan utama terbanyak pada kelompok TB SO adalah batuk lama sebesar
55.55%, sedangkan keluhan utama terbanyak pada kelompok TB RO adalah

sesak nafas sebanyak 62.96% (tabel 5.2).
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Tabel 5.2 Keluhan Utama Subyek Penelitian Setiap Kelompok Kasus

Keluhan Utama TB SO TB RO Total
Jml % Jmi % Jmi %
Sesak nafas 7 25.92 17 62.96 24 44
Batuk lama 15 55.55 2 7.40 17 31
Nyeri dada 1 3.70 1 3.70 2 4

Batuk darah 3 11.11

()]

22.22 9 17
Berat badan menurun 1 3.70 1 3.70 2 4

Total 27 100 27 100 54 100

(Sumber: Data primer penelitian diolah)

Gambaran rontgen dada terbanyak subjek penelitian untuk semua
kelompok kasus baik kelompok TB SO dan TB RO adalah gambaran lesi luas
(far advanced lesion) sebanyak 70 persen, sedangkan yang paling sedikit adalah

lesi minimal sebanyak 11 persen (gambar 5.2).

M Far advanced
B Moderate

= Minimal

Gambar 5.2. Gambaran Rontgen Dada Subyek Penelitian (Sumber: Data primer
penelitian diolah)

Tabel 5.3 menunjukan gambaran rontgen dada pada setiap kelompok
kasus dimana gambaran lesi luas tetap lebih banyak pada kelompok kasus TB

RO (77.78 %) dan TB SO (62.96%).
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Tabel 5.3 Gambaran Rontgen Dada Pada Setiap Kelompok Kasus

Gambaran Rontgen TB SO TB RO Total
Dada Jmi % Jml % Jml %
Far advanced lesion 17 62.96 21 77.78 38 70
Moderate lesion 4 14.82 6 22.22 10 19
Minimal lesion 22.22 0 0.00 6 11
Total 27 100 27 100 54 100

(Sumber: Data primer penelitian diolah)

Hasil pemeriksaan sputum TCM dapat dilihat pada tabel 5.4. Kuman Mtb

yang terdeteksi dari pemeriksaan TCM pada kelompok TB SO menunjukkan

persentase yang sama yaitu 29.62 persen pada tingkat low, medium dan high.

Sementara pada kelompok TB RO, kuman Mtb yang terdeteksi pada tingkat

medium dan high masing-masing sebesar 33.33 persen.

Tabel 5.4 Pemeriksaan TCM Subyek Penelitian

Jumlah Mtb TB SO TB RO Total
Jml % Jml % Jml %
Very low 3 11.11 2 7.40 5 9
Low 8 29.62 7 25.92 15 29
Medium 8 29.62 9 33.33 17 31
High 8 29.62 9 33.33 17 31
Total 27 100 27 100 54 100

(Sumber: Data primer penelitian diolah)

Pada gambar 5.3 tampak tipe pasien TB resisten obat paling banyak

adalah kasus kambuh sebanyak 12 orang (44.4%), sementara yang paling

sedikit adalah kasus baru sebanyak 2 orang (7.4%).
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14
12
10

Jumlah 8
kasus 6
(orang) 4

2 1

) L]

Kambuh Gagal K1 Gagal K2 Tidak Konversi  Kasus Baru
K2
Tipe kasus

Gambar 5.3 Distribusi Tipe Pasien TB Resisten Obat (Sumber: Data primer
penelitian diolah)

5.2. Hasil Pemeriksaan Polimorfisme IFNy +874T/A

Pemeriksaan polimorfisme |IFNy +874T/A pada penelitian ini
menggunakan metode elektroforesis multiplex yang akan memperlihatkan
potongan pita DNA yang sesuai (ukuran produk 264bp) dengan pembacaan

pada gel agarosa (Gambar 5.4).

I TSGR |

TA AA AA AA TA AA TT AA TA AA

L1 1 1

Gambar 5.4 Hasil Elektroforesis Multiplex Polimorfisme IFNy +874T/A.
M=marker 100bp. Tampak pita DNA pada 264bp. Genotip TT bila pita muncul hanya di
bagian T (line: 7). Genotip AA bila pita muncul hanya dibagian A (line: 2, 3, 4, 6, 8, 10).
Genotip TA bila pita muncul dibagian T dan A (line: 1, 5, 9). (Sumber: Data primer
penelitian diolah)
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Produk yang terlihat dari metode ini adalah genotip AA, TT dan TA.
Setiap genotip mengandung dua alel (kromosom diploid). Genotip AA
mempunyai dua buah alel A, genotip TT mempunyai dua alel T dan genotip TA

masing masing mempunyai satu alel T dan alel A.

5.2.1. Frekuensi Alel dan Genotip Polimorfisme IFNy +874T/A Kelompok TB
dan Kontrol Sehat

Pada tabel 5.5 dapat dilihat bahwa frekuensi alel A lebih tinggi secara
bermakna pada kelompok TB baik SO maupun RO dibandingkan dengan
kelompok kontrol (masing-masing p< 0.001). Begitu pula dengan presentase
genotipe AA pada kelompok TB SO maupun RO lebih tinggi secara bermakna
dibandingkan dengan kelompok kontrol (p=0.007 dan p=0.002). Tidak ada
perbedaan bermakna antara frekuensi alel A dan genotip AA pada kelompok TB

SO dibanding TB RO.

Tabel 5.5 Frekuensi Alel dan Genotip Polimorfisme IFNy +874T/A Kelompok
TB dan Kontrol Sehat

Variabel TB SO TB RO Kontrol P p* p**
N % N % N %

TT 3 111 2 7.4 13 50.0 <0.001 0.001 NS

TA 7 25.9 13 48.1 9 34.6 NS NS NS

AA 17 63.0 12 44.5 4 15.4 0.007 0.002 NS

Alel T 13 241 17 315 35 67.3 <0.001 0.003 NS

Alel A 41 75.9 37 68.5 17 32.7 <0.001 <0.001 NS

P: TB SO vs Kontrol; P*: TB RO vs kontrol; P**: TB SO vs TB SO; NS= Not Significant

(Sumber: Data primer penelitian diolah)

Frekuensi alel T lebih tinggi secara bermakna pada kelompok kontrol
dibandingkan dengan kelompok TB SO maupun dengan TB RO (p < 0.001 dan
p=0.003). Begitu pula dengan frekuensi genotipe TT pada kelompok kontrol lebih

tinggi secara bermakna dibandingkan dengan kelompok TB SO maupun TB RO
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(p<0.001 dan p=0.001). Frekuensi genotip TA lebih rendah pada kelompok TB
SO dibanding kontrol dan lebih tinggi pada kelompok TB RO dibanding kontrol,
namun keduanya tidak bermakna secara statistik.

Tidak ada perbedaan yang bermakna frekuensi alel A, alel T, genotip AA,

TA, maupun TT pada kelompok TB SO dibandingkan kelompok TB RO.

5.2.2. Hubungan Polimorfisme IFNy +874T/A dengan Kerentanan terhadap

TB Paru

Tabel 5.6 Hubungan Polimorfisme IFNy +874T/A Kelompok TB dengan
Kontrol Sehat

Variabel =~ TB SO +RO Kontrol  OR (95%CI) P
Y/ N % N % 7
Genotip TT 5 9.3 13 50.0 Ref.

TA 20 37.0 9 34.6 5.778(1.579-21.141) 0.006

AA 29 53.7 4 154 18.85(4.340-81.864) <0.001

Alel T 25 33.8 22 62.9 0.157 (0.048-0.518) 0.001

Alel A \ 49 66.2 13 371  9.8(2.955-32.506) <0.001
(Sumber: Data primer penelitian diolah)

Pada tabel 5.6 dapat dilihat bahwa hasil Uji Chi-Square menunjukan nilai
bermakna (p< 0.05) pada semua variabel alel maupun genotip. Subyek dengan
alel A (pemilik genotip AA atau TA) berisiko terkena TB paru 9.8 kali lebih tinggi
dibandingkan subyek yang tanpa alel A (OR: 9.8 (2.955-32.506); p <0.001).
Sedangkan subyek dengan alel T (pemilik genotip TT atau TA) berisiko terkena
TB paru 0.157 kali dibandingkan subyek yang tanpa alel T (OR: 0.157 (0.048-
0.518); p=0.001). Subyek dengan genotip TA dan AA secara bermakna lebih
berisiko TB paru dibandingkan genotip TT (OR: 5.778 (1.579-21.141), p=0.006;

dan OR: 18.85 (4.340-81.864), p<0.001).
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Tabel 5.7 Hubungan Polimorfisme IFNy +874T/A Kelompok TB SO dengan
Kontrol Sehat

Variabel TB SO Kontrol OR (95%CiI) P
N % N %
Genotip TT 3 11.1 13 50.0 Ref.
TA 7 25.9 9 34.6 3.370(0.682-16.650) 0.127
AA 17 63.0 4 15.4  18.417 (3.495-97.055) <0.001
Alel T 10 294 22 62.9  0.107 (0.029-0.401) <0.001
Alel A 24 70.6 13 371 8 (1.923-33.274) 0.002

(Sumber: Data primer penelitian diolah)

Pada tabel 5.7 dapat dilihat bahwa subyek dengan alel A secara
bermakna berisiko terkena TB paru SO 8 kali lebih tinggi dibandingkan subyek
yang tanpa alel A (OR: 8 (1.923-33.274); p=0.002). Sedangkan subyek dengan
alel T secara bermakna berisiko terkena TB paru SO 0.107 kali dibandingkan
subyek yang tanpa alel T (OR: 0.107 (0.029-0.401); p <0.001). Subyek dengan
genotip AA secara bermakna lebih berisiko terjadi TB paru SO dibanding genotip
TT (OR: 18.417 (3.495-97.055); p <0.001). Sedangkan subyek dengan genotip
TA tidak memiliki hubungan yang bermakna dengan kerentanan terhadap TB SO

(p=0.127).

Tabel 5.8 Hubungan Polimorfisme IFNy +874T/A Kelompok TB RO dengan
Kontrol Sehat

Variabel TB RO Kontrol OR (95%CiI) P
N % N %
Genotip TT 2 7.4 13 50.0 Ref.

TA 13 481 9 346 9.389(1.691-52.130) 0.005
AA 12 445 4 154 19.5(3.006-126.515) 0.001
Alel T 15 375 22 629 0.227(0.061-0.841) 0.021
Alel A 25 625 13 371 12.5(2.443-63.964) 0.001

(Sumber: Data primer penelitian diolah)

Pada tabel 5.8 dapat dilihat bahwa subyek dengan alel A secara
bermakna berisiko terkena TB paru RO 12.5 kali lebih tinggi dibandingkan

subyek yang tanpa alel A (OR: 12.5 (2.443-63.964); p=0.001). Sedangkan
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subyek dengan alel T berisiko terkena TB paru RO 0.227 kali dibandingkan
subyek yang tanpa alel T (OR: 0.227 (0.061-0.841); p=0.021). Subyek dengan
genotip AA dan TA secara bermakna lebih berisiko TB RO dibandingkan genotip
TT (OR: 19.5 (3.006-126.515), p=0.001; dan OR: 9.389 (1.691-52.130),

p=0.005).

Tabel 5.9 Hubungan Polimorfisme IFNy +874T/A Kelompok TB SO dengan
TB RO

Variabel TB SO TBRO OR (95%Cl) P
N % N %
Genotip TT 3 111 2 7.4 Ref.
TA 7 25.9 13 481 2.786(0.373-20.819) 0.301
AA 17 63.0 12 445  1.059(0.153-7.337) 0.672
Alel T 10 294 15 375  2.125(0.715-6.315) 0.172
Alel A 24 706 25 625 1.563(0.240-10.871) 0.5

(Sumber: Data primer penelitian diolah)

Tabel 5.9 menunjukan perbandingan polimorfisme IFNy +874T/A pada
kelompok TB SO dengan TB RO dengan tujuan melihat adakah hubungan
polimorfisme IFNy +874T/A dengan risiko terjadinya resistensi obat. Dari hasil
analisis data didapatkan kesimpulan bahwa tidak ada hubungan antara genotip
TA dan AA dibanding TT, begitu pula alel A maupun alel T dengan risiko

terjadinya resistensi obat (p >0.05).

5.2.3. Hubungan Polimorfisme IFNy +874T/A dengan Derajat Keparahan
Penyakit TB Paru

Derajat keparahan penyakit pada penelitian ini diukur dari luas lesi TB
pada gambaran foto toraks subyek TB paru. Hasil uji statistik seperti terlihat pada
tabel 5.11 menunjukan signifikansi sebesar 0.007 (p< 0.05) pada subyek dengan
genotip AA dibanding TT, sehingga dapat ditarik kesimpulan bahwa ada
hubungan genotip AA dengan luas lesi TB pada foto toraks (OR: 15.333 (1.436-

163.756)). Demikian juga pada subyek dengan alel A didapatkan signifikansi
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sebesar 0.023 (p< 0.05), sehingga dapat ditarik kesimpulan bahwa ada
hubungan alel A dengan luas lesi TB pada foto toraks (OR: 12.333 (1.254-

121.304)).

Tabel 5.10 Hubungan Polimorfisme IFNy +874T/A Kelompok TB dengan
Gambaran Lesi pada Foto Toraks

Lesi Pada Foto Toraks

. Minimal+ Luas OR (95%CI
Variabel Moderate ( ) P
N % N %

Genotip TT 4 25.0 1 2.6 Ref.

TA 6 37.5 14 36.9 9.33(0.854-101.952) 0.064*

AA 6 37.5 23 60.5 15.333 (1.436-163.756)  0.007*
Alel T 10 45.5 15 28.8 0.391 (0.117-1.303) 0.121
Alel A 12 545 37 71.2  12.333(1.254-121.304)  0.023*
* 1- sided Fischer exact test (Sumber: Data primer penelitian diolah)

Berbeda dengan yang didapatkan pada genotip TA dan alel T dimana nilai p >
0,05 (p=0.064 dan p=0.121), sehingga dapat ditarik kesimpulan bahwa tidak ada
hubungan antara genotip TA dan alel T dengan luas lesi pada foto toraks pada
kelompok TB paru.

Pada penelitian ini kami juga melihat hubungan polimorfisme IFNy
+874T/A Kelompok TB dengan jumlah Mtb yang terdeteksi dalam sputum TCM
sebagai tambahan analisa. Untuk keperluaan uji statistik, hasil sputum TCM
dikelompokkan menjadi:

- Jumlah kuman sedikit : hasil TCM Mtb detected very low = low
- Jumlah kuman banyaki: hasil TCM Mtb detected medium - very high

Hasil uji statistik seperti terlihat pada tabel 5.11 menunjukan signifikansi
sebesar 0.035 (p< 0.05) pada subyek dengan alel T dibanding yang tanpa alel T,
sehingga dapat ditarik kesimpulan bahwa ada hubungan alel T dengan jumlah
Mtb dalam sputum (OR: 0.294 (0.294-0.934)). Demikian juga pada subyek

dengan genotip AA dibanding TT, didapatkan signifikansi sebesar 0.029 (p<
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0.05), sehingga dapat ditarik kesimpulan bahwa ada hubungan genotip AA

dengan jumlah Mtb dalam sputum (OR: 12.571 (1.198-131.895)).

Tabel 5.11 Hubungan Polimorfisme IFNy +874T/A Kelompok TB dengan
Jumlah Mtb yang Terdeteksi dalam Sputum TCM

Jumlah MTB
Variabel Sedikit Banyak OR (95%C) P
N % N %

Genotip TT 4 20.0 1 2.9 Ref.

TA 9 45.0 11 32.4 4.889(0.461-51.869) 0.186*

AA 7 35.0 22 64.7 12.571(1.198-131.895) 0.029*
Alel T 13 44.8 12 26.7  0.294 (0.294-0.934) 0.035
Alel A 16 55.2 33 73.3 8.250 (0.851-79.950) 0.057*
* 1- sided Fischer exact test (Sumber: Data primer penelitian diolah)

Sebaliknya pada subyek dengan genotip TA dan subyek dengan alel A
didapatkan nilai p>0.05 (p=0.186 dan p=0.057), sehingga dapat ditarik
kesimpulan bahwa tidak ada hubungan antara genotip TA dan alel A dengan

jumlah Mtb dalam sputum.



BAB 6

DISKUSI

6.1. Karakteristik Subyek Penelitian
6.1.1. Karakteristik Sosiodemografik Subyek Penelitian

Secara sosiodemografis tidak terdapat perbedaan bermakna rata rata
usia pada kelompok TB SO dan TB RO namun berbeda bermakna dengan
kelompok kontrol (p=0.014). Rata rata usia pada kelompok TB SO dan TB RO
masuk pada kelompok usia dewasa produktif namun usia kelompok TB SO
sedikit lebih muda daripada kelompok TB RO. Hal ini sesuai dengan laporan
WHO tahun 2015 dan Permenkes RI tahun 2016 yang menyatakan bahwa
insiden tuberkulosis terbanyak pada kelompok usia dewasa produktif. Penelitian
yang dilakukan Dodd et al menemukan bahwa insiden tuberkulosis pada usia
dewasa lebih tinggi 1.5-6 kali lipat daripada kelompok anak dan remaja. Hal ini
disebabkan oleh kecenderungan kontak yang lebih besar diantara pergaulan
sosial dan rumah tangga terutama kontak dengan laki-laki dewasa (Dodd et al.,
2016).

Pada penelitian ini didapatkan jenis kelamin laki laki lebih banyak
dibandingkan perempuan pada semua kelompok kasus dan kontrol. Data dari
WHO global report 2016 insiden TB pada laki laki diperkirakan 6,4 juta jiwa dan
pada perempuan sekitar 4 juta jiwa (68% laki laki dan 32% perempuan), dengan
90% adalah pasien usia dewasa. Di Indonesia sendiri berdasarkan data profil
kesehatan Indonesia tahun 2016 menunjukkan pasien TB laki laki mencapai

95.382 jiwa (61%) dan perempuan 61.341 jiwa (39%). Data tersebut
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menunjukkan laki laki lebih rentan menderita TB dibandingkan dengan
perempuan. Salah satu faktor risikonya adalah kebiasan merokok dan minum
alkohol pada laki laki mengakibatkan peningkatan kerentanan terhadap infeksi
TB. Selain hal tersebut penelitian terbaru juga menunjukkan adanya peranan
hormon testoteron pada laki laki dan estrogen pada perempuan yang
mempengaruhi respon imun seluler antara lain sel B, sel T, neutrofil, sel dendrit
dan makrofag terhadap antigen (Permenkes, 2016; WHO, 2016; Nhamoyebonde
et al., 2014; Corona et al., 2006).

Jumlah subyek yang merokok lebih tinggi pada kelompok kasus TB SO
dan TB RO daripada kelompok kontrol. Hal ini sesuai dengan penelitian di India,
Korea Selatan dan China (Ho Lin et al., 2008; Ha Jee et al., 2009; Gambhir et al.,
2010). Merokok merupakan faktor resiko tuberkulosis paru. Merokok akan
memperburuk respon terapi dan outcome terhadap tuberkulosis (Leung et al.,
2014). Suatu studi populasi menemukan bahwa merokok akan meningkatkan
resiko terjadinya reaktivasi dari kasus tuberkulosis yang telah sembuh dan
meningkatkan resiko terjadinya TB RO (Yen et al., 2014). Pada tingkat sel, asap
rokok dapat mengganggu pergerakan silia sel epitel saluran nafas, menyebabkan
hiperplasia sel gobet, dan metaplasia sel epitel gepeng (Schamberger et al.,
2015). Asap rokok juga mengganggu fungsi makrofag diantaranya menghambat
migrasi menuju tempat infeksi tuberkulosis dan menghambat pembentukan
fagolisosom pada makrofag yang terinfeksi Mtb (O’leary et al., 2016; Bai et al.,
2017).

Tingkat pendapatan subyek pada kelompok kasus TB SO danTB RO
paling tinggi pada kisaran 1.5-2.5 juta perbulan. Berdasarkan penggolongannya,
Badan Pusat Statistik (BPS) tahun 2014 membedakan pendapatan menjadi 4
golongan yaitu Golongan pendapatan sangat tinggi, adalah jika pendapatan

ratarata lebih dari Rp. 3.500.000,00 per bulan. Golongan pendapatan tinggi
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adalah jika pendapatan rata-rata antara Rp. 2.500.000,00 s/d Rp. 3.500.000,00
per bulan. Golongan pendapatan sedang adalah jika pendapatan rata-rata antara
Rp. 1.500.000,00 s/d Rp. 2.500.000,00 per bulan. Golongan pendapatan rendah
adalah jika pendapatan rata-rata 1.500.000,00 per bulan (BPS, 2014). Namun
jika mengacu pada Upah Minimum Regional (UMR) tahun 2018 di kota Malang
tempat penelitian ini dilakukan, maka pendapatan subyek pada kelompok kasus
TB SO danTB RO tergolong rendah karena batas UMR sebesar Rp 2.500.000,-
perbulan. Penelitian di India tahun 2012 menemukan prevalensi tuberkulosis
paling tinggi pada kelompok masyarakat miskin. Kemiskinan erat kaitannya
dengan kurangnya nutrisi, lemahnya akses kesehatan dan sanitasi lingkungan
yang buruk. Semua faktor tersebut berhubungan dengan resiko penularan dan

sakit tuberkulosis (Oxlade and Murray, 2012).

6.1.2. Karakteristik Klinis Subyek Penelitian

Pada penelitian ini terdapat perbedaan keluhan utama antara kelompok
TB SO dan TB RO (p = 0.007). Keluhan terbanyak subjek penelitian kelompok
TB SO adalah batuk lama lebih dari 2 minggu sementara keluhan utama
terbanyak pada kelompok TB RO adalah sesak nafas. Menurut penelitian di
Ethiopia dan India, keluhan utama terbanyak pasien tuberkulosis paru adalah
batuk lama lebih dari 2 minggu (Tolossa et al., 2014; Binepal et al., 2015).
Penelitian lain juga menyatakan tidak ada perbedaan manifestasi klinis antara TB
SO dan TB RO kecuali jika dibarengi dengan infeksi HIV (Gandhi et al., 2006;
Schaaf et al., 2009). Pada penelitian ini, sebagian besar subyek kasus TB RO
sudah pernah terinfeksi tuberkulosis sebelumnya yang menyebabkan derajat
kerusakan parunya lebih berat sehingga keluhan utamanya lebih berat. Hal ini
sesuai dengan penelitian di Brazil yang menyatakan bahwa outcome pada kasus

TB MDR lebih buruk daripada TB SO (Micheletti et al., 2016).
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Pada penelitian ini, gambaran foto rontgen terbanyak pada kelompok
kasus TB SO dan TB RO adalah lesi luas (far advanced lesion). Hal ini sesuai
dengan di Vietham yang menyatakan gambaran rontgen terbanyak adalah lesi
luas yang meliputi kavitas, konsolidasi, fibrosis terutama pada kelompok subjek
dengan jenis kelamin laki-laki (Thorson et al., 2006). Penelitian lainnya lebih
lanjut membuktikan adanya perbedaan yang signifikan antara foto rontgen TB
SO dan TB RO, dimana derajat kerusakan lebih luas pada kelompok TB RO.
Kerusakan tersebut diantaranya kavitas, konsolidasi, bronkiektasis, atelectasis,
bulla dan kalsifikasi (Icksan et al., 2018).

Jumlah kuman Mtb yang terdeteksi melalui pemeriksaan TCM tidak
berbeda bermakna antara kelompok TB SO dan TB RO. Pemeriksaan TCM pada
kelompok TB RO menunjukkan sedikit lebih banyak jumlah kuman Mtb pada
tingkat medium dan high. Penelitian kami tidak menggunakan pemeriksaan
konvensional yaitu pengecatan sputum BTA. Menurut alur diagnosis TB,
pemeriksaan TCM dapat menggantikan pemeriksaan BTA pada fasilitas
kesehatan yang memiliki pemeriksaan TCM karena hasilnya yang lebih sensitif
dibandingkan dengan pemeriksaan BTA. Selain itu, pemeriksaan TCM juga
dapat mengidentifikasi resistensi Rifampisin sehingga langsung dapat
memisahkan antara kelompok TB SO dan TB RO (Permenkes RI, 2016).
Pemeriksaan TCM merupakan pemeriksaan molekuler yang mendeteksi kuman
Mtb berdasarkan teknik amplifikasi DNA. Pengerjaannya berdasarkan metode
PCR (Polymerase Chain Reaction) yang menghitung jumlah ambang batas
siklus pengulangan amplifikasi DNA dari Mtb itu sendiri / Mtb-ct (M tuberculosis
threshold-cycle). Pemeriksaan TCM merupakan metode semi kuantitatif yang
hasilnya dinyatakan kedalam kelompok very low, low, medium dan high. Tingkat
high dinyatakan jika terdapat < 16 Mtb Ct, medium jika terdapat 16-22 Mtb Ct,

low jika terdapat 22-28 Mtb Ct dan very low jika terdapat 28-38 Mtb Ct. Semakin
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rendah jumlah Mtb Ct semakin tinggi jumlah kuman Mtb yang terdeteksi. Hasil
dari pemeriksaan TCM dapat disesuaikan dengan pemeriksaan sputum BTA
menggunakan skala dari IUATLD (International Union Againts Tuberculosis and
Lung Disease) dimana tingkat high setara dengan diatas atau sama dengan +2,
medium setara dengan diatas atau sama dengan +1, low setara dengan dibawah
atau sama dengan +1, very low setara dengan scanty atau dibawahnya

(Blakemore et al., 2011).

6.2. Frekuensi Alel dan Genotip Polimorfisme IFNy +874T/A Kelompok TB
dan Kontrol Sehat

Pada penelitian ini didapatkan frekuensi alel T dan genotip TT lebih
banyak terdapat pada kelompok kontrol sehat dibandingkan kelompok TB paru
baik SO maupun RO, dan signifikan secara statistik. Hasil ini sesuai dengan
metaanalisa di Cina tahun 2011, dimana 16 dari 21 penelitian yang dianalisis
menunjukkan frekuensi alel T lebih banyak pada kelompok kontrol sehat
dibandingkan kelompok kasus. Frekuensi genotip TT juga secara umum (12 dari
21 penelitian) lebih banyak pada kelompok kontrol dibandingkan kelompok
kasus, demikian pula dengan genotip TA (16 dari 21 penelitian) (Tian et al.,
2011). Metaanalisa tahun 2017 menunjukkan frekuensi alel T lebih banyak pada
kelompok kontrol sehat dibandingkan kelompok kasus TB baik pada ras Afrika,
kaukasia, Asia, ataupun campuran (Wei et al., 2017). Hasil ini menunjukkan efek
protektif terhadap TB paru dari pembawa alel T (Pacheco et al., 2008; Tian et al.,
2011; Ansari et al., 2011; Hu et al., 2015; Wei et al., 2017).

Dari hasil penelitian ini frekuensi alel A dan genotip AA lebih tinggi secara
bermakna pada kelompok kasus (baik pada kelompok TB SO maupun RO)
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Hasil ini sesuai dengan metaanalisa di

Cina tahun 2011, dimana 14 dari 21 penelitian yang dianalisis menunjukkan
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frekuensi alel A lebih banyak pada kelompok kasus dibandingkan kelompok
kontrol. Frekuensi genotip AA juga secara umum (14 dari 21 penelitian) lebih
banyak pada kelompok kasus dibandingkan kelompok kontrol (Tian et al., 2011).
Polimorfisme IFNy +874 alel A merupakan faktor risiko terjadinya TB paru
(Pacheco et al., 2008; Tian et al., 2011; Selma et al., 2011; Hu et al., 2015; Lee
et al., 2015).

Frekuensi genotip TA pada penelitian ini secara umum lebih tinggi pada
kelompok kasus (TB SO dan RO) dibanding dengan kelompok kontrol, namun
tidak signifikan secara statistik. Frekuensi genotip TA pada kelompok TB SO
lebih rendah dibanding dengan kontrol, sedangkan pada kelompok TB RO
frekuensinya lebih tinggi dibanding kontrol. Namun keduanya tidak signifikan
secara statistik. Hasil penelitian di Tunisia menunjukkan genotip TA lebih banyak
terdapat pada kelompok kontrol dan secara signifikan berhubungan dengan
resistensi terhadap TB paru (Selma et al.,, 2011). Tidak ada perbedaan yang
bermakna antara presentase alel A, alel T, genotip AA, TT, maupun TA pada

kelompok TB SO dibanding TB RO.

6.3. Hubungan Polimorfisme IFNy +874T/A dengan Kerentanan terhadap TB
Paru

Hasil penelitian kami menemukan adanya hubungan yang signifikan
antara polimorfisme IFNy +874T/A dengan kerentanan terhadap TB paru.
Pembawa alel A, genotip AA dan genotip TA secara signifikan berhubungan
dengan peningkatan risiko terhadap TB paru (OR: 9.8, 95% Cl= 2.955-32.506;
OR: 18.85, 95% Cl= 4.340-81.864; OR 5.778, 95% Cl= 1.579-21.141). Pembawa
alel T secara signifikan berhubungan dengan penurunan risiko terhadap TB paru

(OR: 0.157, 95% Cl= 0.048-0.518).
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Hasil ini sesuai dengan metaanalisis tahun 2017 yang kesimpulannya
secara umum pembawa alel T berhubungan dengan penurunan risiko terhadap
TB paru maupun ekstraparu, terkait dengan ekspresi terhadap IFNy yang tinggi
sehingga kadar IFNy meningkat yang berdampak pada efektivitas mengontrol
jumlah Mtb melalui aktivasi makrofag. Pembawa alel A berhubungan dengan
peningkatan risiko TB paru. Diperkirakan alel A menyebabkan ekspresi terhadap
IFNy rendah sehingga kadar IFNy turun yang berdampak depresi terhadap fungsi
makrofag dalam mengontrol Mtb (Wei et al., 2017). Genotip TA pada penelitian
ini secara signifikan berhubungan dengan peningkatan risiko TB paru. Hasil ini
berbeda dengan penelitian di Tunisia dimana genotip TA secara signifikan
berhubungan dengan resistensi terhadap TB paru (Selma et al., 2011). Demikian
pula dengan metaanalisis tahun 2011 di Cina menunjukkan hasil pembawa alel T
(genotip TT dan TA) berhubungan dengan penurunan risiko TB (Tian et al.,

2011).

6.4. Hubungan Polimorfisme IFNy +874T/A dengan Derajat Keparahan
Penyakit TB Paru

Kolonisasi Mtb yang tinggi akan menyebabkan kerusakan organ semakin
luas bahkan berisiko terjadinya mutasi yang dapat menyebabkan terjadinya TB
RO (Colijn et al., 2011). Derajat keparahan penyakit TB paru pada penelitian ini
dilakukan melalui luasnya lesi TB pada gambaran foto toraks subyek TB paru.
Dari hasil penelitian didapatkan genotip AA dan alel A secara signifikan
berhubungan dengan lesi TB paru yang luas. Genotip TA menunjukkan hasil uji
statistik yang tidak signifikan meski cenderung meningkatkan luas lesi. Demikian
pula dengan alel T yang cenderung menunjukkan lesi yang tidak luas namun

tidak signifikan secara statistik.
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Penelitian di Pakistan tahun 2011 mengkombinasikan polimorfisme gen
IFN-y +874 T/A dengan polimorfisme gen sitokin yang lainnya dan melihat
derajat keparahan penyakit TB. Hasilnya genotip TT dan alel T pada IFN-y +874
menunjukkan derajat penyakit yang ringan. Kombinasi polimorfisme gen IFN-
y874 dengan IL-6 menunjukkan derajat yang ringan, sedangkan kombinasi IFN-y
+874 dengan IL-10 menunjukkan derajat penyakit yang berat (Ansari et al., 2011)

Pada penelitian ini kami juga menganalisa jumlah kuman Mtb yang
terdeteksi pada pemeriksaan sputum TCM sebagai analisa tambahan, karena
kami tidak memeriksa kualitas sputum sampel. Dari hasil penelitian kami
dapatkan genotip AA secara signifikan berhubungan dengan tingginya jumlah
kuman Mtb pada pemeriksaan sputum TCM. Sebaliknya alel T secara signifikan
berhubungan dengan rendahnya jumlah kuman Mtb. Alel A dan genotip TA
menunjukkan kecenderungan meningkatkan jumlah kuman Mtb namun tidak
signifikan secara statistik.

Tingginya jumlah kuman Mtb yang terdeteksi pada pemeriksaan sputum
TCM seharusnya berbanding lurus dengan luas lesi TB yang tergambar pada
foto toraks, kecuali pada 7 subyek di kelompok kasus, dimana hasil foto toraks
menunjukkan lesi luas namun hasil sputum TCM terdeteksi Mtb yang sedikit. Dari
ketujuh subyek penelitian tersebut, 4 dengan genotip TA, 2 dengan genotip AA,
dan 1 dengan genotip TT. Lima subyek penelitian merupakan kelompok TB RO
kriteria kasus kambuh, dimana sebelumnya pernah mendapatkan terapi obat anti
TB sehingga jumlah Mtb yang didapatkan dalam sputum rendah. Pada penelitian
ini kami juga tidak memeriksa kualitas sputum sampel. Kualitas sputum sangat
mempengruhi diagnosis TB. Jumlah kuman Mtb yang terdeteksi melalui metode
TCM berbanding lurus dengan kekentalan sputum. Sputum yang kental
mengandung jumlah Mtb yang banyak sedangkan sputum encer karena terlalu

banyak air liur biasanya sedikit mengandung Mtb (Blakemore et al., 2011).



BAB 7

PENUTUP

7.1 Kesimpulan

1. Frekuensi polimorfisme IFN-y +874 alel A dan genotip AA lebih tinggi
pada kelompok TB paru baik SO maupun RO, sedangkan alel T dan
genotip TT lebih tinggi frekuensinya pada kelompok kontrol sehat. Hasil
ini menunjukkan peran protektif alel T terhadap TB paru dan sebaliknya
alel A sebagai faktor risiko terjadinya TB paru.

2. Polimorfisme IFN-y +874 T/A berhubungan dengan kerentanan terhadap
TB paru baik TB SO maupun RO, dimana subyek dengan alel A secara
signifikan lebih berisiko terjadi TB paru 9 kali lipat, TB SO 8 kali lipat, dan
TB RO 12 kali lipat.

3. Polimorfisme IFN-y +874 T/A berhubungan dengan Derajat Keparahan
penyakit TB paru, dimana subyek dengan alel A dan genotip AA masing-
masing secara signifikan berisiko 12 kali dan 15 kali lipat menderita TB

dengan lesi yang luas.

7.2 Saran

1. Selain faktor genetika terdapat faktor risiko lain yang mempengaruhi
terjadinya TB paru, seperti faktor pejamu yang lain (kebiasaan minum
alkohol, merokok, status gizi), faktor kuman, dan faktor eksternal/

lingkungan. Pada penelitian selanjutnya sebaiknya dipertimbangkan
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faktor-faktor risiko tersebut dalam pemilihan sampel agar faktor risiko lain
lebih homogen.

Kerentanan terhadap TB paru bersifat poligenit, perlu dilakukan
pemeriksaan polimorfisme gen yang lebih luas (melibatkan banyak gen)
sehingga dapat lebih banyak menjelaskan pengaruh gen tertentu
terhadap TB paru bahkan pengaruhnya terhadap derajat keparahan
penyakit yang ditimbulkan.

Pada pemeriksaan polimorfisme gen suatu sitokin, perlu disertai dengan
pemeriksaan kadar sitokinnya sehingga dapat diketahui pengaruh

langsung polimorfisme gen tersebut terhadap sitokin yang dihasilkan.
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