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ABSTRACT

Rifampin is a key component in the chemoterapeutic regimens used to combat both leprosy and tuberculosis. Owing to exquisite
rifampin susceptibility of Mycobacterium leprae, this drug is the backbone of the multidrug therapy currently recommended by WHO
for the treatment of leprosy. Resistant mutant are known to arise in leprosy patients receiving rifampin (RIF) monotherapy. The aim of
this study was to elucidation of the sequence of the M. leprae rpoB gene permitted identification of mutations associated with rifampin
resistance of leprosy patients in Surabaya by genome analysis. M. leprae was detected by nested PCR. In brief, PCR was run with the
sense primer rpoBF and anti sense primer rpoBR for 45 cycles. Amplified DNA was analyzed by 3% agarose electrophoresis and the
342 base pairs product was visualized by UV fluorescence after staining with ethidium bromide. PCR product will be purified by phenol-
chloroform methods and then sequencing directly by ABI PRISM 310. After that sequence data from samples will be analyzed by Genetic
Mac ver. 8.0, and comparing with reference data from Gen bank. The result show that only six of 10 samples could be analyzed construct
of mutations by Genetic Mac ver 8.0. They have construct no mutation or 100% homology with reference (Z14314 or GI1:44382)
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PENGANTAR Penelitian genetik terhadap strain . coli yang resisten
terhadap rifampin pertama kali dilakukan pada tahun 1980-
an, yaitu dikaitkan dengan adanya missence mutation dan
short deletion di daerah gen rpoB (Ovchinnikov et al.,
1983). Beberapa tahun kemudian, Jin dan Gross (1988)
melaporkan bahwa terjadi mutasi pada 17 nukleotida yang
mempengaruhi ekspresi 14 asam amino dari subunit @ RNA
polymerase E. coli yang diduga berperan dalam timbulnya
kasus resistensi.

Tujuan penelitian ini untuk memperoleh informasi
tentang bagaimana cara mengisolasi dan mengidentifikasi
daerah resisten rifampin serta membuat gambaran konstruksi
mutasi yang terjadi di daerah resisten rifampin (gen rpoB)
pada Mycobacterium leprae dari penderita kusta di Surabaya -
Jawa Timur melalui analisis genom hasil PCR. Informasi
yang cepat tentang kepekaan suatu obat merupakan hal yang
terpenting sebagai upaya pengobatan terhadap suatu
individu terutama penyakit-penyakit yang disebabkan oleh
Mycobacterium dengan menggunakan rifampin.

Berdasarkan rekomendasi dari WHO, salah satu jenis
pengobatan dalam program multidrug therapy adalah
rifampin, meskipun demikian pada beberapa penderita lepra
kurang peka terhadap rifampin dan diduga adanya strain
M. leprae yang resisten. Di sisi lain lamanya pertumbuhan dari
M. leprae pada media merupakan masalah bagi penelitian
kasus resistensi di laboratorium (Brosch et al., 2000).

Tahun 1970-an rifampin diperkenalkan pertama kali dan
merupakan pilihan pengobatan yang paling penting sebagai
pengobatan penyakit lepra (Musser, 1995). Beberapa
literatur menunjukkan bahwa target obat rifampin terletak
pada sub-unit beta dari DNA dependent RNA Polymerase,
yang selanjutnya diketahui sebagai gen rpoB. Adanya
perubahan urutan nukleotida (mutasi) pada daerah tersebut
dianggap bertanggung jawab terjadinya kasus resistensi
(Williams et al., 1994; Honore dan Cole, 1993; Telenti et
al., 1993 dan Levin dan Hatful, 1993).

Kapur et al. (1994) melaporkan bahwa DNA dari daerah
gen rpoB telah dapat diidentifikasi sejumlah 306 pasangan
basa dengan menggunakan teknik PCR, apabila dilanjutkan BAHAN DAN CARA KERJA
dengan teknik sekuensing terlihat bahwa terdapat beberapa Tempat dan Waktu Penelitian
urutan nukleotida yang mengalami mutasi yang kemudian
dikaitkan dengan kejadian resisten dari strain kuman
Mycobacterium leprae.

Penelitian dilaksanakan di Tropical Disease Centre
(TDC) Universitas Airlangga Kampus C Unair J1. Mulyorejo



120 Konstruksi Mutasi Daerah Resisten Rifampin

Surabaya. Waktu penelitian berlangsung dari bulan April
sampai dengan Agustus 2004.

Subjek dan Koleksi Sampel

10 sampel penderita lepra yang telah dikoleksi oleh
kelompok studi lepra pada Tropical Disease Centre
Universitas Airlangga Kampus C Unair JI. Mulyorejo
Surabaya. Pernasal swab yang digunakan berasal dari
Medical Wire dan Equipment Co. untuk keperluan
mengoleksi sampel dari penderita kusta.

Pembuatan Suspensi dan Isolasi Kuman

Sampel hasil blade dimasukkan ke dalam tabung
Eppendorfyang berisi PBST sejumlah 600 u1 lalu divortex
selama 5 menit dan blade diambil, kemudian di sentrifus
dengan kecepatan 13.000 rpm pada temperatur 4 °C selama
20 menit. Supernatan yang diperoleh dari hasil pemusingan
kemudian dibuang dan pelet yang diperoleh dikeringkan
kemudian ditambah dengan 5 ul DW, kemudian diukur
kadar dan kemurniannya dengan spektrofotometer.

Deteksi Gen rpoB dari Kuman M. leprae dengan
Teknik PCR

Semua suspensi kuman sebelum dianalisis disimpan
pada suhu —80 °C. 40 ml serum tersebut kemudian di
sonikator untuk mendapatkan pelet DNA. Semua suspensi
kuman dilakukan deteksi terhadap kuman M. leprae
menggunakan metode nested PCR dengan mesin PCR
Thermal Cycler dari Perkin-Elmer. Pemeriksaan PCR
menggunakan primer yang spesifik yang dirancang dari
daerah gen rpoB (rpoBF": 5’-caggacgtcgaggcgatcac-3’ dan
rpoBR: 5’-cagcggtcaagtattcgatc-3’) dan PCR dirancang
hanya sekali jalan untuk 45 siklus. Cetakan DNA dari kuman
M. leprae masing-masing dengan volume 0,25 ul ditambah
dengan 24,75 ul campuran larutan yang mengandung
aquabidestilata 7,75 ul, 2x premix G 22,5 ul, primer rpoBF
dan rpoBR masing-masing 1 ul, Tag polimerase (Perkin
Elmer Cetus) 0,25 ul. Campuran reaksi ditempatkan pada
microcentrifuge 0,7 ml kemudian ditambahkan mineral oil
(Sigma) sebanyak 2 tetes di atas permukaan campuran
larutan tersebut untuk menghindari terjadi proses penguapan
selama PCR. Tabung tersebut kemudian diletakkan pada
mesin PCR (Perkin-Elmer) yang dirancang untuk sekali
jalan selama 45 siklus yaitu
94 °C selama 4 menit dilanjutkan dengan denaturasi 94 °C
selama 30 detik, tahap annealing 55 °C selama 30 detik dan
tahap ekstensi 72 °C selama 30 detik, lalu ditambah tahap
pemanjangan 72 °C selama 5 menit sehingga akhirnya
diperoleh DNA dengan panjang nukleotida sekitar 420
pasangan basa.

tahap pre-heat

Untuk visualisasi produk dari PCR yang merupakan
DNA dari kuman M. leprae hasil amplifikasi dengan panjang
420 pasangan basa nukleotida bersama kontrol positif,
kontrol negatif serta menggunakan marka fX 174/Hae digest
atau MW Marka 4, selanjutnya dilakukan elektroforesis pada
gel agarose 3% dalam larutan buffer 0,5% yang mengandung
ethidium bromide. Hasil elektroforesis dapat dilihat di
bawah sinar ultraviolet, untuk dokumentasi dilakukan
pewarnaan dengan perak nitrat kemudian agar dapat
disimpan sebagai dokumentasi (Gambar 1).

Pemurnian dan Sekuensing

Produk PCR yang diperoleh dari tahap sebelumnya,
segera dilakukan pemurnian dengan purification kit
(Amersham). Untuk keperluan sekuensing maka diperlukan
proses pelabelan dengan big dye terminator kit. Sekuensing
dilakukan dengan mesin ABI-Prism tipe 310 (tipe kapiler)
terhadap 10 sampel.

Analisis Data

Data sekuens yang diperoleh dari tahap sebelumnya
dianalisis konstruksi mutasi dengan program Genetic Mac
version 8.0. Sebagai bahan pembanding menggunakan isolat
M. leprae dari referensi yang terdapat pada Genbank.

HASIL

Pada penelitian untuk mengetahui daerah resisten
rifampin pada penderita lepra di Surabaya - Jawa Timur ini
digunakan nested PCR dengan demikian produknya lebih
spesifik. Adapun pasangan primer yang digunakan dalam
PCR adalah rpoBF dan rpoBR yang dilakukan untuk satu
kali jalan dengan 45 siklus. Oleh karena primer yang
digunakan merupakan hasil suatu rancangan baru sehingga
perlu adanya optimasi suhu pada PCR dan diharapkan dari
PCR ini diperoleh 342 pasangan basa nukleotida setelah
melalui tahap elektroforesis, sebagai petanda digunakan
marka 100 bp ladder (Takara Bio Inc.) (Gambar 1).

Dari hasil penelitian memperlihatkan bahwa ada
10 penderita lepra, dengan PCR memiliki band yang positip
terhadap gen rpoB yang berperan menimbulkan kasus
resistensi (Gambar 1) dengan panjang nukleotida 342
pasangan basa dan hasil ini sesuai dengan yang diharapkan.
Ini berarti hasil rancangan primer tersebut (rpoBF dan
rpoBR) dapat digunakan untuk mendeteksi gen rpoB pada
kuman M. leprae.

Sepuluh sampel yang telah dinyatakan positif dengan
PCR berbasis daerah gen rpoB, setelah dilakukan pemurnian
dan pelabelan dan dilanjutkan dengan sekuensing ternyata
hanya enam sampel yang dapat dianalisis urutan
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nukleotidanya. Dari enam sampel ternyata memperlihatkan
tidak adanya perbedaan atau perubahan pada konstruksi atau
motif urutan nukleotida dengan M. leprae yang digunakan
sebagai referensi dari data Genbank (214314 atau GI
:44382) (Gambar 2).

Untuk melihat kekerabatan dengan isolat lain terutama
yang telah dilaporkan pada Genbank, maka dilakukan
analisis pohon filogenetik dengan program Genetic Mac
version 8.0 juga memperlihatkan bahwa semua kuman
M. leprae yang menginfeksi penderita kusta di Surabaya
berasal dari strain yang sama (Gambar 3).
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Gambar 1. Produk PCR sekitar 342 pasangan basa Nukleotida
terlihat sebagai band pada hasil eletroforesis dengan agarose gel
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1 : GCCGCAGACGCTGATCAATATCCGTCCGGTGGTCGCCGCTATCARGGAATTCTTCGGCAC
1 : GCCGCAGACGCTGATCAATATCCGTCCGGTGGTCGCCGCTATCAAGGAATTCTTCGGCAC
1 : GCCGCAGACGCTGATCAATATCCGTCCGGTGGTCGCCGCTATCAAGGAATTCTTCGGCAC
1 : GCCGCAGACGCTGATCAATATCCGTCCGGTGGTCGCCGCTATCAAGGAATTCTTCGGCAC
: GCCGCAGACGCTGATCAATATCCGTCCGGTGETCGCCECTATCAAGGAATTCTTCGGCAC
: GOCGCAGACGCTGATCAATATCCGTCCGGTGGTCGCCGCTATCAAGGAATTCTTCGGCAC

: CAGCCAGCTGTCGCAGTTCATEGATCAGAACAACCCTC TGTCGGGCCTGACCCACARGCG
: CAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGATCAGAACAACCCTCTGTCGGGCCTGACCCACARGCT
: CAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGATCAGAACAACCCTC TGTCGGGCCTGACCCACAAGCE
: CAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGATCAGAACAACCCTCTGTCGGGCCTGACCCACARGCG
: CAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGATCAGAACAACCCTC TGTCGGGCCTGACCCACARGCG
: CAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGATCAGAACAACCCTCTGTCGGGCCTGACCCACAAGCG
: CAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGATCAGAACAACCCTCTGTCGGGCCTGACCCACAAGCT

CCGGCTGTCGGCGCTGGGCCCGGGTGGTTTGTCGCGTGAGCGTGCCGGGCTAGAGGTCCG
CCGGCTETCGGCGCTEEGCCCGEGTGGTTTGTCGCGTGAGCGTGCCGGGCTAGAGGTCCG
CCGGCTGTCGGCGCTEGECCCGEETGETTTGTCGCGTGAGCGTGCCGGGCTAGAGGTCCG
CCGGCTGTCGGCGCTGGGCCCGGETGETTTGTCGCGTGAGCGTGCCGGGCTAGAGGTCCG
CCGGCTGTCGGCGCTGGGCCCGGETGGTTTGTCGCGTGAGCGTGCCGGGCTAGAGGTCCG
: CCGGCTGTCGGCGCTGGGCCCGGETGGTTTGTCGCGTGAGCGTGCCGGGCTAGAGGTCCG

TGACG “GCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGAGACTCCGGAGGGCCCGAR
TGACGTGCACCCTTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGAGACTCCGGAGGGCCCGAR
TGACGTGCACCCTTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGAGACTCCGGAGGGCCCGAA
ACGTGCACCCTTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGAGACTCCGGAGGGCCCGAA
ACGTGCACCCTTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGAGACTCCGGAGGGCCCGAR
TGACGTGCACCCTTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGAGACTCCGGAGGGCCCGAA

CATAGGTCTGATCGGTTCATTGTCGGTGTACGCGCGGGTCAACCCCTTCGGGTTCATCGA
CATAGGTCTGATCGGTTCATTGTCGETGTACGCGCGGGTCAACCCCTTCGGGTTCATCGA
CATAGGTCTGATCGGTTCATTGTCGGTGTACGCGCGGGTCAACCCCTTCGGGTTCATCGA
CATAGGTCTGATCGGTTCATTGTCGGTGTACGCGCGGGTCAACCCCTTCGGGTTCATCGA
CATAGGTCTGATCGGTTCATTGTCGGTGTACGCGCGGGTCAACCCCTTCGGGTTCATCGA
CATAGGTCTGATCGGTTCATTGTCGGTGTACGCGCGGGTCAACCCCTTCGGGTTCATCGA
CATAGGTCTGATCGGTTCATTGTCGGTGTACGCGCGGGTCAACCCCTTCGGGTTCATCGA

: AACACCGTACCGCARAGTGGTTGACGGTGTGGTCAGCGACGA
AACACCGTACCGCAAAGTGGTTGACGGTGTGGTCAGCGACGA
AACACCGTACCGCAAAGTGGTTGACGGTGTGGTCAGCGACGA
AACACCGTACCGCAAAGTGCTTGACGGTGTGGTCAGCGACGA
AACACCGTACCGCAAAGTGGTTGACGGTGTGGTCAGCGACGA
: AACACCGTACCGCAAAGTGGTTGACGGTCTGGTCAGCGACGA
: AACACCGTACCGCAAAGTGGTTGACGGTGTGGTCAGCGACGA

Gambar 2. Analisis hasil multisekuens dari M. Leprae isolat Surabaya dan M.leprae referensi.
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Gambar 3. Analisis pohon filogenetik berbasis gen rpoB dari
M. leprae isolat Surabaya

PEMBAHASAN

Secara konvensional, uji kepekaan rifampin
menggunakan mouse footpads untuk pertumbuhan kuman
sehingga membutuhkan waktu yang cukup lama. Sebagai
contoh pada M. tuberculosis membutuhkan 2—4 minggu
sedangkan pada M. leprae membutuhkan waktu bertahun-
tahun, oleh karena itu upaya pengembangan metode atau
teknik yang cepat, efektif, efisien, dan akurat sangat
diperlukan (Cambau et al., 2002; Steiner, et al., 1986; dan
Stottmeir, 1976).

Pemeriksaan terhadap DNA suatu kuman memiliki
potensi untuk memberikan informasi yang cepat tentang
resistensi rifampin, sebab hasilnya ternyata dilaporkan
cukup sensitif dan spesifik dibandingkan cara konvensional
(Williams et al., 1990; Honore dan Cole, 1993).

Pengembangan pemeriksaan DNA untuk kepentingan
diagnosis kasus resistensi rifampin tersebut membutuhkan
dasar pengetahuan molekuler dari kuman Mycobacterium.
Informasi terkini melaporkan bahwa sekuensing dari gen
pada M. leprae dan M. tuberkulosis memiliki beberapa
mutasi yang dianggap berkaitan dengan penyebab kasus

resistensi terhadap rifampin (Jin dan Gross, 1988; Cambau
etal., 2002).

Beberapa literatur menunjukkan bahwa target obat
rifampin terletak pada sub-unit beta dari DNA dependent
RNA Polymerase, yang selanjutnya diketahui sebagai gen
rpoB, yaitu suatu daerah DNA pada kuman Mycobacterium
leprae sejumlah 306 pasangan basa yang kemudian disebut
dengan gen rpoB, gen ini sering dikaitkan dengan penyebab
kasus resistensi suatu strain Mycobacterium leprae terhadap
rifampin. Adanya perubahan urutan nukleotida (mutasi)
pada daerah tersebut dianggap bertanggung jawab terjadinya
kasus resistensi (Williams et al., 1990; Williams et al., 1994;
Honore dan Cole, 1993; Telenti et al., 1993; dan Levin
etal., 1993).

Penelitian dengan menggunakan Escherichia coli,
memperlihatkan bahwa mekanisme molekuler dari aktivitas
rifampin dipengaruhi oleh DNA-dependent RNA polymerase
yang selanjutnya dikenal sebagai gen rpoB. Gen rpoB
terebut telah dapat di identifikasi, terdiri atas 306 pasangan
basa dengan menggunakan teknik polymerase chain
reaction (PCR) (Gale et al., 1981; Ovchinnikov et al., 1983;
Kapur et al., 1994). Enzim ini merupakan suatu senyawa
oligomer yang kompleks terdiri atas beberapa subunit antara
laina, 3, B1, 0 yang dikode oleh gen rpo A4, rpoB, rpoC, dan
rpoD. Di mana sebagai intienzim adalah o, atau sebagai
holoenzim adalah a,3310. Di mana rifampin kemudian akan
berikatan dengan subunit & dari RNA polymerase E. coli
sehingga terjadilah proses penghambatan proses transkripsi
dari bakteri (McClare dan Chech, 1978).

Honore et al. (1993) serta Honore dan Cole (1993)
melaporkan bahwa strain mutan dari M. leprae diketahui
meningkat pada penderita yang menerima pengobatan
tunggal rifampin. Missence mutation yang terjadi pada
Ser-425 pada M. leprae (analog dengan Ser-531 pada
M. tuberculosis), teridentifikasi bahwa terdapat delapan
sampel dari sembilan sampel yang mengalami insersi
sejumlah enam pasangan basa di daerah yang sama tersebut,
sedangkan di daerah His-526 di mana sering terjadi mutasi
pada M. TBC ternyata tidak ada perubahan pada M. leprae.

Dari hasil sekuensing terlihat bahwa tidak adanya
perbedaan atau mutasi pada konstruksi atau motif baik pada
urutan nukleotida maupun asam amino dari gen rpoB
M. leprae pada penderita lepra di Surabaya.
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