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Prosedur Pemeriksaan MTB/RIF dengan PCR dan sekuensing

A. Pengumpulan spesimen

1.
2.

N o g &

8.

Sediakan pot dahak bertutup ulir, baru, bersih, transparan, dan bermulut lebar

Tuliskan nomor identitas spesimen dahak

Pengumpulan dahak dilakukan di tempat berdahak (sputum booth) atau di ruangan terbuka
yang mendapat sinar matahari langsung

Kumur dengan air minum sebelum mengeluarkan dahak

Tarik napas dalam sebanyak 2-3 kali dan setiap kali hembuskan napas dengan kuat
Batukkan dengan keras dari dalam dada dan keluarkan dahak ke dalam pot

Bersihkan mulut dengan tisu dan buang tisu pada tempat sampah tertutup yang sudah
disediakan

Cuci tangan dengan sabun antiseptik lalu bilas dengan air mengalir

B. Alat Bahan dan Cara Kerja
Kultur Mycobacterium tuberculosis

a. Media LJ disiapkan dengan menimbang 18.65 gram medium dasar LJ dan dilarutkan ke

dalam 300 ml aquadest

Ditambahkan 6 ml gliserol dan 10 ml larutan malachite green 2%

Kemudian, larutan disterilkan dalam autoclaved pada 121°C selama 30 menit dan
didinginkan

Tambahkan telur yang telah dihomogenkan 500 ml dan dicampurkan

Kemudian medium dibagikan ke dalam tabung bertutup ulir sebanyak 6-8 ml. Tutup
botol.

Sebar secara merata bahan pemeriksaan tersebut diatas permukaan media dengan cara
menggerak-gerakkan botol

Letakkan botol-botol pada rak dengan kemiringan 30° selama 24 jam pada incubator
dengan suhu 35-37C

Setelah 24 jam, kencangkan tutup botol dan letakkan botol pada rak tabung dengan posisi
tegak dan lanjutkan inkubasi

Amati pertumbuhan Mycobacterium tuberculosis setiap minggu. Pengamatan dilakukan
sampai 8 minggu.

Tabel 1. Pembacaan Hasil Kultur

Pembacaan Pencatatan

> 500 koloni +4




2.

200 — 500 koloni +3

100 — 200 koloni +2
20 — 100 koloni +1
1-19 koloni Jumlah koloni
Tidak ada pertumbuhan Negatif

Sumber : Ariami, P, dkk, 2014

Koloni Bakteri
M.tuberculosis

Sumber : Girsang, M, 2016
Gambar. Koloni MTB yang tumbuh pada media LJ

Isolasi DNA dari Mycobacterium tuberculosis

Isolat klinis yang tumbuh dalam media Lowenstein Jensen diekstrasi DNA nya dengan
memanen isolat bakteri tersebut dengan cara menambahkan larutan NaCl 0,9%. Ekstraksi
DNA dilakukan dengan cara melisis sel bakteri yang telah dipanen, dengan larutan TE (Tris-
EDTA) 1x, SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) dan proteinase-K, kemudian ditambahkan larutan
fenol-kloroform-isoamil alkohol (24:1). Presipitasi DNA dilakukan dengan menambahkan
etanol dan sentrifugasi dengan kecepatan tinggi. Untuk proses PCR, pelet DNA yang
diperoleh kemudian dilarutkan dengan larutan buffer TE satu kali.
Proses PCR dan elektroforesis

Amplifikasi DNA dilakukan dengan menggunakan PCR, dengan menggunakan masing-
masing primer, karena produk hasil PCR akan digunakan untuk bahan analisa selanjutnya
yaitu sekuensing.
a. Dilakukan amplifikasi hasil ekstraksi DNA terdiri dari: fastard mix PCR 25 ul, primer

1,0 uM (Forward Primer dan Reverse Primer) 1.0 ul , aquabidest 12 ul, dan 5 ul templet

0,1 ug dihomogenkan.



b. Untuk kontrol positif (+), DNA template sampel diganti dengan DNA isolat M.
tuberculosis dan kontrol negatif (-) menggunakan aquabidest steril.

c. Selanjutnya, pencampuran bahan — bahan tersebut dilakukan pada eppendrof 200 ml
dalam box pendingin supaya DNA dan enzim yang digunakan tidak rusak.

d. Campuran di spin down dan selanjutnya di masukkan dalam mesin PCR thermal cycler
untuk amplifikasi dengan kondisi :

Hotstart : 94°C, 4 menit 1x
Denaturasi : 94°C, 1 menit

Annealing : 60°C, 1 menit

Elongasi : 72°C, 1 menit 38x
Elongasi post PCR : 72°C, 4 menit

e. Hasil amplifikasi kemudian di elektroforesis dalam gel yang terbuat dari agarose 0,8 gr,
dilarutkan dalam 40 ml larutan TBE (Tris Borate EDTA)1X.

f. Gel diletakkan dalam bak elektroforesis dan dialiri arus listrik 100 volt selama 40 menit.
Selanjutnya hasil elektroforesis dibaca dengan alat visualisasi (Kurniawan, E, dkKk,
2015).

4. Sekuensing produk PCR
Sampel yang akan disekuen dapat berasal dari hasil klon atau hasil PCR. Cycle
sequencing merupakan proses pelabelan DNA dengan ddNTP yang telah dilabel dengan dye
fluorescens dengan mesin PCR. Bahan yang dubutuhkan berupa master mix PCR biasa
ditambah dengan ddNTP yang berfungsi sebagai terminator sehingga rantai DNA tidak
terpolimerisasi pada ujung 3’OH. Purifikasi lanjutan diperlukan jika DNA template yang
digunakan merupakan hasil PCR. Purifikasi ini bertujuan untuk membersinkan DNA

template dari sisa-sisa pereaksi PCR. Selanjutnya di denaturasi pada suhu 95°C selama 2

menit kmudian dilakukan run (elektroforesis di dalam sekuenser) yang selanjutnya diolah

dalam computer dan disajikan dalam kromatogram (Ridwan, R, 2008).
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IDENTIFIKASI MUTASI GEN rpolt PADA ISOLAT Mycobacterinm tuberculosis
MULTIDRUG RESISTANT DENGAN METODE NESTED POLYMERASE CHAIN
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Identifikasi Mutasi Gen rpob Ser531Len Mycobacterium tuberculosis
Yang Berhubungan Dengan Resistensi Rifampisin

The Identification of rpol Ser$31Len Mycobacterinm tubereulosis
Gene Mutation That Assoclate with Rifamplcin Reslstance
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Identifiicasi Mutasi Gen rpob Isolat MDR Mycobacterium tubercadasis i Bali
dengan Metode Nested PCRY
1dentification Of rpod Gene Mutation of MDR Mycobocrerium tuderculosis
Isolate In Ball Using Nested FCR

Sagung Chandra Yowani*®, | Nengah Wirajana? ¥
1) purasan Farmast FMIPA Universitas Udayana: 2) Jurusan Kimia FMIPA
Universitas Udayana; 3) Kelompok Studi MDR & XDR Tuberculosss FMIPA
Universitas Udayana *Correspondence Author: cyowani@yahoo.com
"Tchhdlpmcm‘anpad;c:m lmiah IAIXOK, di Jakarta, 21-23
ruari 2014

ABSTRAK
Tuberkulosls merupakan salah satu peayakit infeksi yang menjadi perhatian
untuk dtangand pada program Milenfum Development Goals (MDGs),
terutama oleh meninglatnya kejadian Multd Drug Resistance (MDR TEL
Meourut WHO, resistens! terhadap rifampisin dan  isondaxid  telah
dikategoriian sebagal MDR-TB. Dari beberapa penelitian, ditemukan bahwa
hampir 90 % olat yang resisten rifampisin, juga resisten terhadap isontazid.
Oleh karena lturesistens! terhadap riampisin dianggap sebagal marka
penemu (mn marker) kefadn MDR.TE. Resistensi  terhadap
rifampisin d asi oleh adanya mutasi pada suate region 81 bp (RRDR -
Rifampicie Resistonce Determinant Raglon) dari gen rpof. Penclitian ind
bertujuan wtamanya untuk mengeksplorasi mutasi pada gen rpoB dart MDR-
TE yang terjadi pada penderita Tuberkulosis di Ball. Isolat MDR-TB yang
dm:&.m pada penelitian inl  meny, koleks!  Labaratorium
Mikrobiolegi RS Sanglh, Denpasar. Ampl dilakukan dengan metode
Nested Polymerase Chain Reoction menggunakan sepasang outer primer dan
sepasang inmner primer Hasll peoeclitian menunjukian selain mutasi pada
daerah RROR, 5 dari 6 isolat yang dikerjakan memiliki tittk mutasi yang sama
yaitu pada kodon 418, dengan perubahan asam amino dart asam glutamat

menjadi asams aspartatOleh karenanya, dapat distmpulkan tahwa terdapat
migsense muration

Kata Kund : Nested PCR, MDR-TE, Mutasi gen rpoB

ABSTRACT
Tuberculosis &s one of the Indectious diseases that Is lmpartant to be treated
in Millenium Development Goals (MDGs) programme, mainly due to the
increasing of Multidrug resistant tuberculosis (MDR-TB) cases. According to
WHO, MDR.TE was defined as tuberculosis caused by stralns of
Mycobucterivm tubercadosts that are resistant to at least isoniaxd and
rifampicin. Several studies Sound that nearly 90% of rifampin-resistant
tsolates, were also resistant to Iscofazid. Therefore, reststance to rifampicin s
a surrogate marker of MDR. Resistance to rifampicin is mediated by
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Study of the Rifampin Monoresistance Mechanism in Mycobacterium

tuberculosis
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Analisis Mutasi pada Kodon 531 pada Gen rpoB Mycobacterium
tuberculosis Penyebab Resistensi Rifampisin
(Mutation Analysis Codon 531 of Mycobacterium tuberculosis
rpoB Gen Caused Rifampicin Resistention)
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Rapid detection of rpoB and katG genes from the
sputum of multidrug-resistant Mycobacterium
tuberculosis by polymerase chain reaction (PCR)-

direct sequencing analysis
Sang Yang', Min Zhong®, Yaating Zhang” and Yiwel Wang®

'I:mpuu'nnﬂ of Pulresnary Disiass, Dongnan Hespiial Alied io Xiamen Uinivarsity, Zhangzhos, Fojian Prosdnce,
China

*conier of Tuberoslosi Gene Diagnasis, Chongging <y, China

Raged disgnosss of malkEneg- resstant 8 tubgreufoals (MDR-TE) plays & ek in
slandardized ireatmant mgiman. Traditional deug suscaptibility (DET) lostieg lekes aboul six 0D sight
wodis. Tharform, the e of the presant Sludy is 10 characlerine th SuUlamoedS in and kanl ganas
Trom the spulum specimens of MOR-TE by usihy podpmerass chain reaction [PCRj-dinec sequancing
analiil and 0o dagnoso tha -H-'I'B a5 b kb oaflbed. The Sofditvity and spociliciy of this
mokisciilar DST woild b s sad {lipu.h arG ganes ware etecied difectly from the cinszal
SHUlLM Jpoiisans of palknts with MDR-TE by PCR-SWoct segusitiing. Tha sonaithily, spoclity of
FpoB and kanl gane for 48 specisans wid ol Tollows: S5E P00% and 9575, 97.9%, respectively. Dur
study demonstraed that PCR-direc! sequan cifneg analysts wid 4 rapid, sanditive and specific molecular
appradch Tor vl mubalon delocos of and R0 that afe asSndiaied with sl
resistancs clnical spubus spociewns within 48 B of recelpl, which B more reped thas deug

sutaplibility maling alor S bacilius cullun.

Moy words: Molldugresiion Mycobcienue ubercoidl,  polfmoerase chan reaction [PCR)-dioedl

SEOUENCING , QENelc Mmutalion, diagnosis, ol keng.
INTRODUCTION

In 1833, Aot Koch made T Gndmark dsomysry hat
Tubshcubosis (TB) B colsasd By Gh -"H-m:-u: |
Myrobechenue foberuloss (Koch, 1282).

Hisaliy O CAHO) erlrmanes el a:-prnmu.ld-.-
onadhind of e giobal ofmmunily B infedied Wil M
nabarcednsts [Dye ol al, 2003) TE & el Sdoond sl
CONTHTHON Canstel Of dath Sk 10 @ infecious diSeass, and
il nends seggest that TE will sGll ba among the 90
iy cases of gobal distass burden in the par 2020
Moy @l al., 1098} China B ranked 215t among the
WHID bt of 23 high-Burder counties, Dased upan

‘Corrmapording sulbor. E-mal: yur
(oS LRSS 3. Fas- D50 205554

yaboo comon. (sl

wibrmalind Molal b of uberuleddi Sieis. Thaie e
arlrrabind  feall @ relewm e oo i ERTUSresEknD
wibvaibigas (MDR-TB) werldwide (Lodderikamies ol &l
2090 Barrarsa ol Wia iy Liggee Mo ad psspdecd bevies ol s
aalsenl @hd speeed of MOR srans dus 10 gobel 2een
MOR-TE has boen dessifed os o gobal pandesi: M
denaclly Than AIDS, with The polediel W Sealebilize socely
Flarmassarmy ol al 104035

MDRE-TE & difired a5 resisanee: i Tl mosh efeolhae
fisiline and-TE agoms, o Besi isonkzid (IMH) and
flampin [RIFL &bost 3 o ¥& of afl now TE Cases
willdwidia ane duee (o MDA-TE (Becerm of al . 3000 Dy
of al, FODS, 2002, Expinal of al, 2000} The highest e
of MOR-TE among e rw fases in ha pear 2007 has
boer found in Aus. Fedirason (156 and China ekl
S00rs rabe of MDR-TH [Lodd srsamper et al., J0rb0)



Lampéran §

#JCM

My

Molecular Characteristics of Rifampin- and Isoniazid-Resistant
Mycobacterium tuberculosis Strains Isolated in Vietnam
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ABSTRAK

Malvidrag Resistont Tubercadosis (MDR-TE) meropeian ndesculonts yang dechabias okh
sian A pubvrcadosts yarg ressan selurang-Karssgma srhadap cbat antischercolosts linl perams
yalu rifkmpisin des soolasd Pescltaan in bevtujuan wsiuk muatas dan perubales mam
ameo pads solat MDR-TB P10 fragmen deersd bulu RRDR (RiGmpdiin Raxbkmee Determinmg
Rigiow) (125421) Gea rnpoB. u.mm desgan mengpusakan metode  Madnples
Polysraw Chain Rexction  (Madopler PCR) dergun  mesggusakan  sepasang  praser Frl2
STTAAGCTGC GOGAACCACTTGAT dn Revl STGATGAACTCGGOGGTGAC GAAS”
Produk PCR, Gschusrmmg uimok mendapatkan urstes subleotida Asalisis ssutast dilabuban dengan
meaggunakan program MEGAL.

Dari penclian yesg dilakakan bedwe metade mulile: PCR tcled berhasd
mcagamplifikas Ragmen faeget yang baruhuran 03D dan 0.5k Proses schuessing yvang dilskulan

Balvwe sormyats pada molat P10 sdek tordepes mutasi pads deceah hulu RRDR

Kats kusci: MDR-TH; Gen rpof, multiples PCR; Esolss P10

I PENDAHULUAN

Mycobaclerion  tubvresionis  merepakan
sabih saps bed vong depet menmychablan
peayals menulr yang dichat tuberbulosts
(TB). Berdusarkse dats WHO pada tahuss 2052
diperkicalan tendepet 8 000000 kass TH
Schagan besar kisus ni terjadi & Asia (59%)
des  Afika  (26%), ssaaya terdupat
Maditerana Timur (7%), Eropa (5%), sema
Amerika (3%) Lina kasus TB
tbesar, yaitu Indla (2,000 000-2 500 000),
Coa  (900.000-1.200000) Afrika  Selaan
(400.000-590.000),  sdonssis  (370.000-
S30000), dan Pelistaas wrdipar 330 000-
480 000 kases TB (WHO, 2002y

Progeam  pemboramasan nberkuloss

meenjadi keespleks akibal ssuncaleve resisiens
wehadap obat ans wmberkulosis  (OAT),
terulama desgan adesva kejadun Madt-dhug
Rousstenr TB (MDR-TB) Bamak ditemuban
glur M amderculons reisien tedadap dea
auu lebls OAT (Obat Anti Tuberbalosis) vang
dikerul sshagal galer Muln-Dvag Resisfans
Taberculoais  (MDR-TH)
2004) Schagun besar molat M. nubvrosdosis
yang resisen tevhadap rifhespiaes mesgalam
matasl s, sensi, dan dedesi pada 87 pb
cory region gen rpol kodon S07-533 vang
wenghods 27 asse amiso dan deechet scbagm
RRDR (Riompicir Resirance  Dvtermising
Regiow) (Rumaswamy 1958)
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VARIASI KODON PADA GEN rpof (Rna Polymerase Sub Unit ) YANG
BERMUTASI PADA Mycobacterium tuberculosis RESISTEN RIFAMPISIN
(Studi Pustaka)

Fira Atasya
Program Studi Teknologi Laboratorium Medis Program Sarjana
Terapan Politeknik Kesehatan Tanjungkarang
Abstrak

Tuberkulosis (TB) adalah penyakit infeksi yang disebabkan oleh Mycobacterium
tuberculosis. Sekitar 96% isolat Mycobacterium tuberculosis resisten terhadap rifampisin.
Hampir semua strain resisten rifampisin juga resisten obat lain, khususnya isoniazid. Hal
ini adalah alasan mengapa resistensi rifampisin dianggap sebagai surrogate marker untuk
MDR-TB. Tujuan penelitian ini yaitu untuk mengetahui prevalensi dan adanya mutasi gen
rpofi yang merubah asam aminonya dan frekuensi mutasi pada beberapa kodon tertentu.
Jenis penelitian yang digunakan adalah kualitatif yang menggunakan artikel dan jurnal
ilmiah serta literatur lainnya sebagai objek yang utama. Studi pustaka ini menggunakan 15
artikel yang dipublikasikan secara nasional maupun internasional. Hasil penelitian
didapatkan prevalensi tertinggi mutasi gen rpof pada kodon 531 (37,5%), kodon 526 (25%)
dan kodon 533 (4,2%). Dari 15 artikel, 14 menemukan adanya mutasi gen rpof dan 1 artikel
tidak menyebutkan adanya mutasi gen rpogf. Perubahan asam amino terbanyak ditunjukkan
pada daerah RRDR yakni pada kodon 531 yang mengubah asam amino serin menjadi
leusin, pada kodon 526 yang mengubah asam amino histidin menjadi leusin atau tirosin dan
pada kodon 516 yang mengubah asam amino asam aspartat menjadi glysin atau valin.
Terdapat 4 artikel yang menampilkan frekuensi mutasi tertinggi mutasi gen rpof
ditunjukkan pada kodon 531 dan 1 artikel menampilkan pada kodon 526.

Kata Kunci : Gen rpop, Rifampisin, Mycobacterium tuberculosis

CODON VARIATIONS IN THE MUTATED rpop (Rna Polymerase Sub
Unit ) GENE in RIFAMPIN-RESISTANT Mycobacterium tuberculosis
(Literature Review)

Abstract

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis. About
96% of Mycobacterium tuberculosis isolates are resistant to rifampin. Almost all rifampin-
resistant strains are also resistant to other drugs, particularly isoniazid. This is the reason
why rifampin resistance is considered a surrogate marker for MDR-TB. The purpose of this
study was to determine the prevalence and presence of mutations in the rpof3 gene that
change its amino acids and the frequency of mutations in certain codons. The type of
research used is qualitative which uses articles and scientific journals and other literature
as the main object. This literature study uses 15 articles published nationally and
internationally. The results showed that the highest prevalence of rpof gene mutation was
at codon 531 (37.5%), codon 526 (25%) and codon 533 (4.2%). Of the 15 articles, 14 found
mutations in the rpo gene and 1 article did not mention mutations in the rpo gene. The most
amino acid changes are shown in the RRDR region, namely at codon 531 which converts
the amino acid serine to leucine, at codon 526 which converts the amino acid histidine to
leucine or tyrosine and at codon 516 which converts the amino acid aspartic acid to glycine
or valine. There are 4 articles showing the highest mutation frequency of rpof gene
mutations shown at codon 531 and 1 article showing at codon 526.

Keyword : rpof gene, Rifampicin, Mycobacterium tuberculosis
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Pendahuluan

Tuberkulosis (TB) adalah penyakit
infeksi yang disebabkan oleh
Mycobacterium  tuberculosis.  World
Health Organization (WHO) melaporkan
bahwa pada tahun 2019 sebanyak 1,4 juta
orang meninggal karena TB termasuk
208.000 orang yang positif HIV. (WHO,
2020).

Pengobatan TB tidak terlepas dari
masalah multidrug- resistant tuberculosis
(MDR-TB) yaitu suatu keadaan ketika
pasien tuberkulosis tidak dapat diobati
dengan regimen obat anti tuberkulosis
(OAT) lini pertama karena sudah terjadi
resistensi  terhadap rifampisin  dan
isoniazid tanpa atau dengan disertai
resistensi terhadap OAT lainnya. Pada
tahun 2019, di seluruh dunia sekitar
465.000 orang yang terinfeksi TB
resisten terhadap obat dan kurang dari
40% yang dapat melakukan pengobatan
(WHO, 2020).

WHO memperkirakan ada 23.000
kasus MDR/RR di Indonesia. Pada tahun
2017 kasus TB yang tercatat di program
ada sejumlah 442.000 kasus yang mana
dari kasus tersebut diperkirakan ada
8.600-15.000 MDR/RR TB, (perkiraan
2,4% dari kasus baru dan 13% dari pasien
TB vyang diobati sebelumnya), tetapi
cakupan vyang diobati baru sekitar
27,36% (Kemenkes RI, 2019).

Berdasarkan Data dan Informasi
Profil Kesehatan Indonesia, secara umum
terjadi kenaikan kasus tuberkulosis di
Lampung dari tahun 2018-2019 pada
jumlah kasus TB laki- laki dari 9.027
menjadi 9.170 dan jumlah kasus TB
perempuan dari 6.543 menjadi 6.790.
Dapat disimpulkan bahwa kasus TB
masih menjadi perhatian khusus dalam
pengendalian penyakit (Dinkes
Lampung, 2019).

Sekitar 96% isolat Mycobacterium
tuberculosis resisten terhadap rifampisin.
Penyebabnya adalah mutasi pada daerah
yang disebut “hot-spot region” dari
daerah inti 81-bp (Rifampicin Resistance-
Determining Region atau RRDR) dari

rentang kodon

507-533 gen rpoR (Irianti, dkk, 2016).
Monoresisten  adalah  resistensi
terhadap 1 obat lini pertama saja
(WHO, 2016). Hampir semua strain
resisten rifampisin juga resisten obat
lain, khususnya isoniazid. Hal ini
adalah alasan mengapa resistensi
rifampisin dianggap sebagai
surrogate marker untuk MDR-TB
(Irianti, dkk, 2016). Mekanisme
rifampisin  adalah  menghambat
sintesis RNA  Mycobacterium
tuberculosis dengan cara mengikat
sub unit  RNA polimerase (Silva dan
Palomina, 2011). Menurut penelitian
Wijaya (2013) amplifikasi fragmen
gen rpoff menunjukkan adanya
perubahan nukleotida yang
menyebabkan terjadinya perubahan
asam amino pada gen rpoff isolat
P10 dibandingkan dengan gen rpof
Mycobacterium tuberculosis H37Rv
sebagai  wildtype. Hal ini
menunjukkan bahwa mutasi yang
terjadi adalah missense mutation.
Pada kodon 526, terjadi perubahan
nukleotida kedua yaitu dari CAC
menjadi CTC. Mutasi tersebut
menyebabkan terjadinya perubahan
asam amino dari histidin yang
bersifat polar menjadi leusin yang
bersifat nonpolar. Menurut penelitian
Cita dan Putri (2013) terjadi
perubahan asam amino pada protein
RNAP sub unit B di daerah 81-bp-
hot-spot M. tuberculosis pada kodon
531 yakni berubahnya asam amino
serin menjadi leusin.

Teknik PCR digunakan untuk
mendeteksi resistensi terhadap obat
melalui perubahan region DNA
penyandi protein berkaitan dengan
sasaran kerja obat (Notopuro, PB,
dkk, 2010). Hasil amplifikasi PCR
selanjutnya disekuensing dan sekuen
nukleotida dibandingkan dengan gen
rpoff  Mycobacterium  tuberculosis
(Pratiwi, MA, dkk, 2015).

Mutasi-mutasi  yang  terjadi
menyebabkan perubahan asam amino



yang dapat menghilangkan aktivitas
pengikatan RIF pada RNA polimerase.
Hilangnya aktivitas pengikatan ini akan
menyebabkan resistensi bakteri
Mycobacterium tuberculosis (Yowani,
SC dan Wirajana, IN, 2014).

Tujuan penelitian ini yaitu untuk
mengetahui prevalensi dan adanya gen
rpofi yang bermutasi, mengetahui
perubahan asam amino dan mengetahui
frekuensi mutasi kodon gen rpop.

Metode

Jenis penelitian yang digunakan
adalah  kualitatif dengan menelaah
artikel, jurnal ilmiah dan buku terkait
penelitian dan perkembangan variasi
kodon pada gen rpoff yang bermutasi
pada  Mycobacterium  tuberculosis
resisten  rifampisin.  Penelitian ini
dilaksanakan dari bulan Maret sampai
Juni 2021. Adapun batasan dari literatur
yang digunakan adalah artikel dan jurnal
ilmiah yang dipublikasi secara nasional
dan internasional dalam 10 tahun
terakhir, yaitu antara tahun 2011-2021
yang memuat sumber data yang
dibutuhkan secara detail, terutama
mengenai variasi kodon pada gen rpof

Hasil Penelitian

yang bermutasi pada Mycobacterium
tuberculosis resisten rifampisin.

Sumber data yang menjadi bahan
untuk penelitian yaitu artikel ilmiah yang
berjumlah  15.  Peneliti  melakukan
pencarian literatur artikel dan jurnal
berbasis computer seperti database Taylor
& Francis, PubMed dan Google Scholar.
Kata kunci yang digunakan dalam
pencarian literatur adalah “rpof gene,
Rifampicin, Mycobacterium tuberculosis”
atau “gen rpop, Rifampisin,
Mycobacterium tuberculosis” dan
ditemukan sebanyak 127 artikel, dan untuk
rentang tahun 2011-2021  ditemukan
sebanyak 87 artikel dan dari artikel-artikel
tersebut ditemukan sebanyak 15 artikel
yang sesuai dengan penelitian ini.

Instrumen penelitian adalah alat-alat
yang akan digunakan untuk pengumpulan
data.  Instrumen  dalam  penelitian
kepustakaan ini adalah artikel ilmiah, buku,
laporan dan referensi yang di dapat dari
internet. Teknik analisa data yang
digunakan dalam penelitian ini berupa
metode analisis isi (contentanalysis).

Berdasarkan 15 artikel penelitian ditemukan mutasi pada kodon yang bervariasi dengan
perubahan nukleotida yang berbeda-beda. Dari 15 artikel penelitian ditemukan 14 artikel
yang menemukan mutasi gen rpof baik pada daerah RRDR maupun non-RRDR yang
dipaparkan pada tabel dibawah ini.

Tabel 1. Ringkasan literatur tentang variasi kodon pada gen rpoff yang bermutasi pada
Mycobacterium tuberculosis resisten rifampisin

No. Kodon mutasi Perubahan nukleotida dan asam Referensi
amino
1. 526 CAC (His) — CTC (Leu) Wijaya, M.D., dkk
418 GAA (Glu) — GAT (Asp) (2013)
2. 531 Ser — Leu Amalia, E., dkk (2015)
3. 526 CAC (His) — CTC (Leu) Yowani, S. C., dkk
531 TCG (Ser) — TTG (Leu) GAC (2014)
516 (Asp) — TAC (Tyr)
510 CAG (Gln) — CCG (Pro)

418 GAA (Glu) — GAT (Asp)




4. 531 TCG (Ser) — TTG (Leu) Pang, Y, et al (2013)
526 CAC (His) — GGC (Gly)
CAC (His) — GAC (Asp)
CAC (His) — GTC (Leu)
CAC (His) — CGC (Arg)
533 CTG (Leu) — CCG (Pro)
5. 531 TCG (Ser) — TTG (Leu) Cita, Y.P dan Putri,
D.H (2017)
6. 526 CAC (His) — TAC (Tyr) Yang, S., etal, 2020
CAC (His) — CGC (Arg)
CAC (His) — GAC (Asp)
531 TCG (Ser) — TTG (Leu)
516 GAC (Asp) — GGC (Gly)
479 CCC (Pro) — CCT (Pro)
7. 516 GAC (Asp) — GTC (Val) Minh, N.N., et al
522 TCG (Ser) — TTG (Leu) (2012)
526 CAC (His) — CTC (Leu)
CAC (His) — TAC (Tyr)
CAC (His) — GAC (Asp)
CAC (His) — CGC (Arg)
CAC (His) — AGC (Ser)
CAC (His) — ACC (Thr)
530 CTG (Leu) — ATG (Met)
531 TCG (Ser) — TTG (Leu) TCG
(Ser) — TGG (Trp) TCG (Ser)
— TTC (Phe) TCG (Ser) —
TAG (Gln) CTG (Leu) —
533 CCG (Pro)
490 CAG (Gln) — CAT (His)
CAG (GIn) — CGG (Arg)
8. 526 His — Arg His Nagili, Yohanis (2017)
— Tyr Ser —
531 Leu GIn — Leu
513 Ser — Trp Asp
512 — Gly Pro —
516 Ser
552 Val — MetPro
550 — His
535
9. 533 CTG (Leu) — TTG (Leu) Li, J, etal (2012)
531 TCG (Ser) — TTG (Leu)
TCG (Ser) — TGG (Trp)
526 CAC (His) — GAC (Asp)
CAC (His) — TAC (Tyr)
CAC (His) — CTT (Leu)
516 GAC (Asp) — GGA (Gly)
GAC (Asp) — TAC (Tyr)
513 CAA (Gln) — GAA (Glu)
10. 531 TCG (Ser) — TTG (Leu) Prim, R.I., et al (2015)
531 TCG (Ser) — TGG (Trp)
526 CAC (His) — TAC (Tyr)
CAC (His) — GAC (Asp)
516 GAC (Asp) — GTC (Val)
505/516 TTC—GTC/GAC — GTC
2%2/526 AGC—GGC/CAC—AAC

ATC—HGTC




11. 512 AGC (Ser) — ACC (Thr) Khosravi, A.D., et al
527 AAG (Lys) — AAC (Asn) (2012)
517 CAG (Gln) — CCG (Leu)
531 TCG (Ser) — TTG (Leu)
511 CTG (Leu) — ATG (Met)
12. 513 CAA (Gln) — CTA (Leu) Ubyaan, R., dkk (2012)
13. 516 Asp — Val Thirumurugan, R., et al
526 His — Tyr (2015)
531 Ser — Leu
413 AAC (Asn) — CAC (His)
435 GAC (Asp) — GAG (Glu)
451 GCA (Ala) — GAC (Asp)
511 CGC (Arg) — TGC (Cys)
513 GTC (Val) — GAC (Asp)
521 GAG (Glu) — GAC (Asp)
14, 531 TCG (Ser) — TTG (Leu) Lin, Y., etal (2013)
TCG (Ser) — TGG (Try)
513 CAA (Gln) — AAA (Lys)
533 CTG (Leu) — CCG (Pro)
516 GAC (Asp) — GTC (Val)
526 CAC (His) — TGC (Cys)
15.  Tidak ditemukan Tidak ada perubahan Pratiwi, dkk (2015)
mutasi nukleotida dan asam amino
Pembahasan

Prevalensi dan adanya mutasi pada
gen  rpoff  pada  Mycobacterium
tuberculosis resisten RIF. Berdasarkan
hasil dari 15 artikel penelitian diperoleh,

1 artikel menyebutkan prevalensi yaitu
pada Penelitian Pang Y, et al (2013) yang
menggunakan strain bakteri hasil isolasi
dari surveilans epidemiologi tuberkulosis
di Cina mendapatkan bahwa prevalensi
tertinggi yaitu pada kodon 531 sebesar
37,5% kemudian diikuti kodon 526
sebesar 25% dan kodon 533 sebesar 4,2%.

Berdasarkan hasil dari 15 artikel
penelitian diperoleh 14 artikel penelitian
terjadi mutasi gen rpof, adapun 1 artikel
penelitian mendeteksi mutasi pada daerah
hulu RRDR gen rmpof dan tidak
menemukan adanya mutasi pada daerah
tersebut. Penelitian yang dilakukan oleh
Yowani, dkk (2014) bahwa ditemukan
adanya mutasi dengan jenis mutasi
missense mutation yang menyebabkan
perubahan asam amino pada beberapa
kodon. Hasil penelitian ini sejalan dengan
penelitian yang dilakukan oleh

Wijaya, dkk (2013) didapatkan bahwa
ditemukan mutasi pada gen rpof isolat
P10 dengan jenis mutasi missense
mutation. Missense mutation adalah
perubahan suatu kode genetik umumnya
pada posisi 1 dan 2 pada kodon, sehingga
menyebabkan asam amino yang terkait
pada rantai  polipeptida  berubah.
Perubahan pada asam amino dapat
menghasilkan fenotip mutan apabila asam
amino yang berubah merupakan asam
amino esensial bagi protein tersebut
(Warmadewi, D.A., 2017). Hal ini tidak
sejalan dengan penelitian yang dilakukan
oleh Li, et al (2012) yang menemukan
mutasi pada kodon 533 sebanyak 2 isolat
yang mengalami mutasi diam (silent
mutation). Mutasi diam (silent mutation)
adalah perubahan suatu pasangan basa
dalam gen pada posisi 3 kodon yang
menimbulkan perubahan suatu kode
genetik tetapi tidak mengakibatkan
perubahan atau pergantian asam amino
yang dikode (Warmadewi, D.A., 2017).
Hal ini juga tidak sejalan dengan
penelitian Pratiwi, dkk (2015) dari hasil
analisis yang ditunjukkan bahwa isolat



P10 tidak terdapat mutasi nukleotida dan
perubahan asam amino pada daerah hulu
RRDR.

Penelitian lainnya yang dilakukan
oleh Yang, et al (2020), Cita dan Putri
(2017), Ngili, Y (2017), Prim, et al
(2015), Thirumurugan, et al (2015), Pang,
Y (2013), Lin, et al (2013), Khosravi, et al
(2012), Ubyaan, dkk (2012), Minh, et al
(2012) juga menyebutkan bahwa terjadi
mutasi pada gen rpof baik didalam RRDR
maupun non- RRDR. Daerah yang paling
sering mengalami mutasi dan
menyebabkan resistensi terhadap
rifampisin  disebut sebagai RRDR.
Dimana mutasi yang terjadi menyebabkan
perubahan asam amino dengan rantai
berukuran besar yang menghambat kerja
molekul rifampisin dalam mengikat
polimerase (Koch, A, et al, 2014).

Perubahan asam amino gen rpof yang
bermutasi pada Mycobacterium
tuberculosis resisten RIF. Berdasarkan
hasil dari 15 artikel penelitian diperoleh 2
artikel ditemukan mutasi hanya pada
kodon 531. Pada 2 artikel lainnya
ditemukan mutasi pada daerah non-
RRDR di kodon 418. Pada 5 artikel
ditemukan mutasi pada daerah non-
RRDR dengan kodon yang berbeda-
beda, lima artikel ditemukan mutasi pada
daerah RRDR dan 1 artikel tidak
ditemukan mutasi pada daerah hulu
RRDR gen rpof .

Penelitian yang dilakukan oleh
Amalia, dkk (2015) didapatkan mutasi
gen rpop pada kodon 531 yang mengubah
asam amino serin menjadi leusin, hal ini
serupa dengan penelitian yang dilakukan
oleh Cita dan Putri (2017) yaitu mutasi
yang terjadi pada kodon 531
menunjukkan perubahan asam amino
serin menjadi leusin dan menimbulkan
perbedaan sifat yang cukup besar antara
kedua asam amino ini.

Penelitian yang dilakukan oleh
Yowani, dkk (2014) didapatkan
perubahan asam amino pada kodon di
daerah RRDR vyaitu 526, 531, 516, 510
dan satu kodon di luar daerah RRDR
yaitu kodon 418 yang merubah asam
glutamat menjadi asam aspartat, hal ini

serupa dengan penelitian yang dilakukan
oleh Wijaya, dkk (2013) terjadi
perubahan asam amino pada daerah
RRDR dan non-RRDR, pada daerah non-
RRDR terjadi mutasi pada kodon

418 mengubah asam glutamat menjadi
asam aspartat (Wijaya, M.D., dkk, 2013).
Adanya perbedaan titik-titik mutasi pada
Mycobacterium  tuberculosis  sangat
dipengaruhi oleh geografis (Lingala, et al,
2010).

Penelitian lainnya yang dilakukan
oleh Lin, et al (2013), Pang, Y (2013),
Khosravi, et al (2012), Ubyaan, dkk
(2012), Li, et al (2012) menyebutkan
bahwa terjadi mutasi pada daerah RRDR,
yang paling sering pada kodon 531
(Ser—Leu), kodon 526 (His—Leu/Tyr)
dan kodon 516 (Asp—Gly/Val). Di dalam
bakteri Mycobacterium tuberculosis yang
terjadi mutasi gen rpof3 pada kodon- kodon
tersebut maka akan terjadi perubahan
nukleotida dan asam amino sehingga akan
mengakibatkan  terjadinya  perubahan
konformasi ikatan obat rifampisin yang
dapat mempengaruhi afinitasnya dalam
mengikat sub unit f RNA polimerase. Hal
ini akan menyebabkan proses transkripsi
masih dapat berlangsung, sehingga
Mycobacterium  tuberculosis  menjadi
resisten (Silva dan Palomino, 2011). Dan
timbulnya resistensi terhadap obat pada
Mycobacterium tuberculosis juga
disebabkan  mutasi  random  pada
kromosom bakteri. Proses mutasi tersebut
terjadi secara spontan (Amalia, dkk, 2015),
yaitu mutasi genetis yang penyebabnya
belum diketahui secara pasti (Warmadewi,
D.A., 2017).

Penelitian yang dilakukan oleh Ngili,

Y (2017) didapatkan mutasi di luar
daerah RRDR yang jarang terjadi pada
kodon 552 (Pro—Ser), 550 (Val—Met)
dan 535 (Pro—His) sejalan dengan
penelitian yang dilakukan oleh Yang, et
al (2020), Minh, et al (2012), Prim, et al
(2015), Thirumurugan, et al (2015)
menunjukkan mutasi non-RRDR pada
beberapa  kodon yang  berbeda.
Sementara itu, beberapa penelitian
menyebutkan mutasi gen rpof Yyang
berada di luar RRDR juga dapat
menimbulkan sifat resisten (Ngili, 2017).



Frekuensi mutasi kodon gen rpof pada
Mycobacterium tuberculosis resisten RIF.
Berdasarkan hasil dari 15 artikel
penelitian diperoleh, 5 artikel
menyebutkan frekuensi mutasi gen rpof
pada beberapa kodon yaitu pada penelitian
yang dilakukan oleh Prim, et al (2012)
yang menggunakan isolat pasien TB
koleksi Laboratorium Pusat Negara
Bagian Santa Catarina diperoleh frekuensi
mutasi gen rpof pada 531 sebesar 37,8%
diikuti kodon 526 sebesar

23% dan kodon 516 sebesar 9,4%. Hal ini
sejalan dengan penelitian yang dilakukan
oleh Minh, et al (2012) yang memiliki
frekuensi mutasi tertinggi pada kodon
531, 526 dan 516. Mutasi-mutasi yang
terjadi dominan terletak pada daerah
RRDR, hal tersebut membuktikan bahwa
lebih dari 96% resistensi terhadap
rifampisin terjadi akibat mutasi yang
terjadi pada RRDR gen rpof, suatu gen
yang menyandi perubahan asam amino
pada subunit-p dari RNA polimerase
(Yowani S.C., 2014). Penelitian yang
dilakukan oleh Thirumurugan (2015)
yang menggunakan isolat pasien dari
rumah sakit yang berada di Puducherry,
India memperoleh mutasi tertinggi pada
kodon 531 (54,4%), 526 (18,9%) dan
521(15,6%) dan Lin, et al (2013) juga
memperoleh frekuensi mutasi tertinggi
pada kodon 531 (68,2%) diikuti kodon
533 (9,1%) dan 513 (9,1%). Hal ini tidak
sejalan dengan penelitian yang dilakukan
oleh Li, et al (2012) yang menyebutkan
frekuensi mutasi tertinggi pada kodon 526
(51,2%) diikuti kodon 531 (10,7%)

dan 516 (6,0%).

Uji molekuler yang tersedia saat ini di
desain untuk mendeteksi polimorfisme
yang telah diketahui paling sering terjadi
pada gen rpof pada isolat Mycobacterium
tuberculosis yaitu kodon 531, 526 dan 516,
kodon-kodon ini merupakan titik mutasi
yang berada dalam daerah RRDR (Lingala,
etal, 2010). Hal ini tentunya menjadikan uji
molekuler yang ada tidak dapat diterapkan
secara universal dan kondisi ini juga
berdampak pada Tes Cepat Molekuler
(TCM) yang menjadi kurang efektif dalam
mendiagnosa TB. Maka, diperlukan TCM
yang lebih spesifik dalam mendeteksi
mutasi pada gen rpof yang menyebabkan
resistensi Mycobacterium tuberculosis.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil studi pustaka yang
dilakukan pada 15 artikel penelitian
diperoleh prevalensi tertinggi mutasi gen
rpof ditunjukkan oleh kodon
531 vyaitu sebesar 37,5%, kodon 526
sebesar 25% dan kodon 533 sebesar 4,2%
dan 14 artikel menunjukkan mutasi gen
rpofi dan 1 artikel tidak menemukan
mutasi pada daerah hulu RRDR gen
rpof. Mutasi gen rpof ditunjukkan
terbanyak pada daerah RRDR diperoleh
12 artikel terjadi perubahan asam amino
yaitu pada kodon 531 yang mengubah
asam amino serin menjadi leusin, kodon
526 diperoleh 10 artikel yang mengubah
asam amino histidin menjadi leusin atau
tirosin dan kodon 516 diperoleh 8 artikel
yang mengubah asam amino asam
aspartat menjadi glysin atau valin.
Diperolen 4 dari 5 artikel yang
menampilkan frekuensi mutasi tertinggi
mutasi gen rpof ditunjukkan pada kodon
531.
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