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ABSTRACT

Leprosy, a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae, remains a
global public health issue, with rifampicin-based multidrug therapy (MDT) as the
mainstay of treatment. This study aims to detect mutations in the rpoB gene, a marker of
rifampicin resistance, in newly diagnosed leprosy patients undergoing MDT using the
Multiplex Allele-Specific PCR (MAS-PCR) method. This descriptive observational study
involved seven samples from newly diagnosed leprosy patients. Although pre-gene PCR
for M. leprae yielded negative results in all seven samples (no positive M. leprae
marker bands were detected at 531 bp), MAS-PCR analysis successfully detected the
rpoB gene in all samples (100%). A significant finding was the presence of mutations in
the rpoB gene in all seven samples: one sample (14.3%) had mutations in three target
codons (516, 526, and 531), while the remaining six samples (85.7%) had mutations in
two target codons (516 and 531). These results indicate a high prevalence of rpoB gene
mutations in new leprosy patients, which could potentially lead to rifampicin resistance.
The disparity between negative pre-gene PCR for M. leprae and positive rpoB
MAS-PCR may be due to extremely low bacterial load or differences in sensitivity
between methods. This study highlights the importance of molecular screening for drug
resistance, particularly in new cases, to guide treatment strategies and control the
spread of M. leprae strains resistant to rifampicin.

Keywords : Leprosy, Mycobacterium leprae, Rifampicin resistance, rpoB gene, MAS
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ABSTRAK

Kusta, penyakit menular kronis yang disebabkan oleh Mycobacterium leprae, masih
menjadi masalah kesehatan masyarakat global, dengan terapi multidrug (MDT) berbasis
rifampisin sebagai pilar utama pengobatan. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi
mutasi gen rpoB, penanda resistensi rifampisin, pada penderita kusta baru yang sedang
menjalani MDT menggunakan metode Multiplex Allele-Specific PCR (MAS-PCR).
Penelitian observasional deskriptif ini melibatkan 7 sampel penderita kusta baru.
Meskipun PCR pra-gene M. leprae menunjukkan hasil negatif pada ketujuh sampel
(tidak ditemukannya pita band penanda positif M. leprae pada 531 bp), analisis
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MAS-PCR berhasil mendeteksi gen rpoB pada seluruh sampel (100%). Temuan
signifikan adalah adanya mutasi pada gen rpoB di ketujuh sampel tersebut: satu sampel
(14,3%) mengalami mutasi pada tiga kodon target (516, 526, dan 531), sementara enam
sampel (85,7%) lainnya mengalami mutasi pada dua kodon target (516 dan 531). Hasil
ini mengindikasikan tingginya prevalensi mutasi gen rpoB pada penderita kusta baru,
yang berpotensi menyebabkan resistensi rifampisin. Disparitas antara PCR pra-gene M.
leprae negatif dan MAS-PCR rpoB positif kemungkinan disebabkan oleh beban bakteri
yang sangat rendah atau perbedaan sensitivitas antar metode. Studi ini menyoroti
pentingnya skrining molekuler resistensi obat, terutama pada kasus baru, untuk
memandu strategi pengobatan dan mengendalikan penyebaran strain M. leprae yang
resisten.

Kata kunci : Kusta, Mycobacterium leprae, Resistensi Rifampisin, Gen rpoB,
MAS-PCR

PENDAHULUAN

Kusta merupakan penyakit infeksi kronis yang masih menjadi masalah kesehatan
global, terutama di negara-negara seperti India, Brazil, dan Indonesia yang menyumbang
sekitar 80% kasus baru di dunia. Penyakit ini disebabkan oleh Mycobacterium leprae atau
Mycobacterium lepromatosis, yang menyerang kulit dan saraf tepi. Keterlambatan diagnosis
dan pengobatan dapat menyebabkan kerusakan permanen dan stigma sosial yang berat
(Hambridge et al., 2021).

Pada tahun 2023, tercatat 182.815 kasus baru kusta di 184 negara, termasuk 10.322
anak-anak dan 9.729 kasus dengan disabilitas tingkat dua (World Health Organization, 2024).
Di Indonesia, sebagian besar wilayah telah mencapai eliminasi kusta. Namun masih terdapat
14.376 kasus baru yang tersebar di seluruh provinsi. Provinsi-provinsi seperti Sulawesi
Selatan dan Papua menunjukkan jumlah kasus yang tinggi (Kemenkes RI, 2023). Kota
Makassar merupakan salah satu wilayah dengan beban kasus yang tinggi, terutama di
Kecamatan Tamalate yang dikenal sebagai “kampung kusta” dengan ratusan kasus setiap
tahunnya. Berdasarkan survey yang telah dilakukan, jumlah penderita kusta per tahun 2024
yang terdata sebanyak 400 kasus, terdiri dari penderita yang sudah sembuh maupun yang
masih dalam tahap pengobatan.

Pengobatan kusta menggunakan MDT (Multi Drug Therapy), dengan rifampisin sebagai
komponen utama yang memiliki sifat bakterisidal kuat. Rifampisin bekerja dengan
menghambat RNA polymerase bakteri dan efektif membunuh 99% bakteri dalam sekali dosis
(Deviana, 2019). Ketidakpatuhan terhadap terapi dan resistensi antimikroba (AMR) masih
menjadi hambatan utama dalam pengendalian penyakit ini (Li et al., 2022). Mutasi pada gen
rpoB yang menyandi subunit RNA polymerase diketahui menyebabkan resistensi terhadap
rifampisin. Oleh karena itu, deteksi dini mutasi ini sangat penting untuk menunjang
efektivitas pengobatan (Kshirsagar et al., 2020).

M. leprae ditularkan terutama melalui inhalasi droplet saat penderita batuk atau bersin,
dengan jumlah bakteri mencapai 110.000 per bersin. Bakteri masuk ke aliran darah tanpa
menimbulkan lesi paru. Penularan juga dapat terjadi melalui kontak kulit yang terluka,
terutama pada kontak erat dan berulang. Transmisi melalui plasenta masih diperdebatkan,
namun didukung oleh kasus bayi tanpa riwayat kontak. Darah penderita, terutama tipe
lepromatosa, mengandung banyak M. leprae sehingga transfusi dan transplantasi organ
diduga sebagai jalur penularan. Meskipun M. leprae terdeteksi dalam ASI, penularan lewat
saluran cerna belum terbukti (Darmawan & Rusmawardiana, 2020).



Penelitian yang telah dilakukan oleh Siskawati (2013), mengenai kejadian resistensi
rifampisin pada pasien kusta tipe multibasiler (MB) terhadap 57 sampel slit skin. Pada
kelompok kepatuhan pengobatan baik (29 sampel), resistensi rifampisin terjadi pada 1
sampel. Sedangkan pada kelompok kepatuhan pengobatan buruk (28 sampel), ditemukan 8
sampel dengan M. leprae yang resisten terhadap rifampisin.

Kshirsagar (2020) dalam penelitian yang telah dilakukan tentang deteksi molekuler
mutasi pada gen rpoB yang terlibat dalam resistensi rifampisin pada pasien kusta tipe mb dari
Pantai Gading menjelaskan sebanyak 48 isolat slit skin digunakan untuk melakukan
amplifikasi gen rpoB yang terlibat dalam resistensi rifampisin. Dengan demikian, 24 isolat
mengalami mutasi, 11 di antaranya mengalami mutasi yang menyebabkan resistensi terhadap
rifampisin.

Penelitian yang dilakukan oleh Maladan et al. (2018) menganalisis mutasi gen rpoB
pada Mycobacterium leprae pada pasien kusta kambuh dan putus berobat di Kota Jayapura,
Papua. Dari 34 sampel yang diperiksa, 9 sampel menunjukkan hasil positif basil tahan asam
(BTA), sementara 25 lainnya negatif. Hasil PCR menunjukkan bahwa 31 sampel berhasil
teramplifikasi, sedangkan 3 sampel tidak. Analisis BLAST lebih lanjut mengungkapkan
bahwa tidak ditemukan mutasi pada gen rpoB yang berpotensi menyebabkan resistensi
terhadap rifampisin.

Multiplex Allele-Specific Polymerase Chain Reaction (MAS-PCR) dapat mendeteksi
secara sekaligus mutasi genetik terkait resistensi INH dan RIF yang paling umum dengan
biaya yang relatif lebih murah serta membutuhkan keahlian teknis (Chia et al., 2012). Dalam
konteks mendeteksi mutasi gen pada pasien kusta, MAS-PCR dapat berfungsi sebagai alat
yang efisien untuk mengidentifikasi variasi genetik. Dalam penelitian yang dilakuakan oleh
Hadijah, MAS-PCR digunakan sebagai metode dalam penelitiannya adapun hasil penelitian
ditemukan adanya mutasi gen dalam sampel yang digunakan, sebagai penanda resisten
terhadap jenis obat yang menjadi dasar penelitiannya (Hadijah, 2012).

Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi mutasi gen rpoB pada penderita kusta yang
menjalani terapi MDT menggunakan metode MAS-PCR.

METODE
Desain, tempat dan waktu

Observasional laboratorik, yaitu melakukan uji laboratorium untuk mendeteksi mutasi
gen rpoB pada pasien kusta dengan terapi Multi Drugs Therapy (MDT). Pengambilan sampel
dilakukan di 9 RT pada Wilayah Kampung Kusta, JI. Dangko, Kecamatan Tamalate,
Kelurahan Parangtambung, Kota Makassar. Pemeriksaan sampel dilakukan di Laboratorium
Hasanuddin University Medical-Research Center (HUM-RC) Makassar. Penelitian ini
dilaksanakan pada bulan April sampai dengan Mei 2025.

Jumlah dan cara pengambilan sampel

Populasi dalam penelitian ini yaitu seluruh penderita kusta di wilayah kampung kusta,
Kecamatan Tamalate, Kota Makassar. Sampel yang digunakan adalah sampel darah penderita
kusta sedang menjalani terapi MDT yang memenuhi kriteria inklusi dan ekslusi sebanyak 7
sampel yang ditentukan berdasarkan jumlah pasien aktif di lokasi penelitian dan ketersediaan
sampel di lapangan. Teknik pengambilan spesimen yang digunakan yaitu teknik Purposive
Sampling. Teknik pengambilan sampel pada penelitian ini yaitu purposive sampling.

Alat dan Bahan
Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi, Mesin PCR (Biorad), Gel Doc,
Mesin Elektroforesis, Sentrifuge, Waterbath, Laminal Flow, BSC Tipe II, Mikropipet (1000ul,



100 pl, 20ul, 10 pl), Cetakan Agarosa, Tips (1000ul, 100ul, 20ul, 10ul), Tabung Efendorf,
Tabung PCR, Erlenmeyer dan Gelas Ukur. Bahan yang digunakan terdiri dari DNA yang
dimurnikan dari sampel penderita kusta dengan konsentrasi sebanyak 5,0ul. Digunakan
primer dengan urutan spesifik untuk pra gen pada M. [eprae (forward: 5'
CTCCACCTGGACCGGCGAT 3'; reverse: S'GACTAGCCTGCCAAGTCG3') dan gen rpoB
untuk MAS-PCR dengan beberapa forward primer (codon 516: 5'- CAG CTG AGC CAA
TTC ATG GA-3'; codon 526: 5'-CTG TCG GGG TTG ACC CA-3'; codon 531: 5'-CAC AAG
CGC CGACTG TC-3) serta satu reverse primer (5-TTG ACC CGC GCG TACAC-3').
Reaksi PCR dijalankan menggunakan enzim Go taq Master Mix Green dan RNAse Free
water. Tahap visualisasi hasil amplifikasi dilakukan dengan elektroforesis gel agarosa yang
mengandung Ethidium Bromida dan menggunakan buffer TBE 0,5. Sebagai standar ukuran
DNA, digunakan DNA ladder/marker 100.

Prosedur Kerja

1. Ekstraksi DNA (gSYNC ™DNA Extraction KIT)
Proses ekstraksi DNA dimulai dengan preparasi sampel, yaitu memasukkan 200 pl darah
ke dalam tabung ependorf 1,5 ml, menambahkan PBS hingga 200 pl, lalu 20 pl
Proteinase K, kemudian diinkubasi pada 60 °C selama 5 menit. Tahap lisis sel dilakukan
dengan menambahkan 200 pul GSB Buffer, divortex dan diinkubasi pada 60 °C selama 20
menit sambil divortex setiap 5 menit. Selanjutnya, tahap DNA binding dilakukan dengan
menambahkan 200 pl etanol, divortex 10 detik, dimasukkan ke dalam GS Column,
disentrifugasi 14.000—16.000 rpm selama 1 menit, dan cairan dibuang. Proses pencucian
dilanjutkan dengan penambahan 400 pul W1 Buffer, disentrifugasi 30 detik, kemudian 600
ul Wash Buffer, disentrifugasi 30 detik, lalu diganti collection tube dan disentrifugasi
kembali selama 3 menit. Elusi dilakukan dengan memindahkan GS Column ke tabung
ependorf steril, menambahkan 100 ul Elution Buffer hangat, dan disentrifugasi 30 detik.
Cairan hasil akhir adalah DNA yang siap digunakan untuk PCR. Reaksi PCR dilakukan
menggunakan dua jenis primer: pra-gen M. leprae dengan campuran GoTaq Master Mix
12,5 pl, primer forward dan reverse masing-masing 0,5 pl, nuclease-free water 6,5 pl,
dan DNA sampel 5 pl (total 25 pl), serta primer MAS-PCR M. leprae dengan GoTaq
Master Mix 12,5 ul, tiga primer forward dan satu primer reverse masing-masing 0,5 pl,
nuclease-free water 3,5 ul, dan DNA sampel 5 ul (total 25 pl).

2. Amplifikasi DNA
Proses amplifikasi DNA dimulai dengan PCR pra-gen M. leprae yang dilakukan dalam
32 siklus, masing-masing terdiri dari tahap denaturasi pada 94 °C selama 2 menit untuk
memisahkan untai ganda DNA, annealing pada 55 °C selama 2 menit untuk penempelan
primer pada sekuens target, dan ekstensi pada 72 °C selama 3 menit untuk sintesis untai
DNA baru oleh DNA polimerase. Selanjutnya, amplifikasi dilanjutkan dengan metode
MAS-PCR yang bertujuan mendeteksi mutasi pada gen rpoB menggunakan primer
spesifik untuk tiga kodon target, yaitu 516, 526, dan 531. Reaksi MAS-PCR dilakukan
dengan denaturasi awal pada 95 °C selama 5 menit, diikuti 40 siklus denaturasi pada
94 °C selama 1 menit, annealing pada 55 °C selama 1 menit, ekstensi pada 72 °C selama
1 menit, dan diakhiri dengan pemanjangan akhir pada 72 °C selama 10 menit.

3. Elektroforesis
Gel agarosa 2% dibuat dengan melarutkan 2 gram agarosa ke dalam 100 ml TBE Buffer
0,5%, lalu dipanaskan hingga larut sempurna. Setelah agak dingin, ditambahkan 5 pl
ethidium bromida, kemudian dituangkan ke dalam cetakan dan dibiarkan membeku.



DNA marker disiapkan dengan mencampurkan 25 ul DNA ladder 100 bp ke dalam 1 ml
Blue Juice Loading Dye, lalu diberi label baru bertuliskan "marker". Setelah gel
mengeras, diletakkan pada chamber elektroforesis yang telah diisi TBE Buffer 0,5x
hingga seluruh permukaan gel terendam. Produk PCR dari masing-masing sampel
(kontrol positif, negatif, dan uji) sebanyak 8 pul dicampur dengan 2 ul Blue Juice Loading
Dye, lalu 10 pl campuran dimuat ke dalam sumur gel, bersama dengan 10 ul DNA
marker di sumur pertama. Proses elektroforesis dilakukan dengan arus 100 A selama 150
menit dari kutub negatif ke positif. Setelah selesai, gel diamati untuk melihat pola pita
DNA. Dokumentasi gel dilakukan menggunakan sistem Gel Doc, dimulai dengan
menyalakan alat dan membuka perangkat lunak Quantity One, meletakkan gel di posisi
tengah, dan mengatur fokus serta pencahayaan. Gambar diambil dengan opsi Auto atau
Manual Expose, lalu disimpan dan dicetak. Analisis hasil PCR didasarkan pada
keberadaan pita DNA; pita dengan ukuran 218 bp, 185 bp, atau 170 bp menandakan gen
rpoB dalam kondisi tipe liar (wild type) tanpa mutasi. Ketidakhadiran pita-pita tersebut
menunjukkan adanya mutasi pada kodon target, yang mengindikasikan resistansi terhadap
rifampisin. Sementara itu, untuk validasi keberadaan DNA M. leprae, pita sebesar 531 bp
menunjukkan hasil positif bahwa DNA genom terdeteksi dalam sampel.

Pengolahan dan analisis data
Data yang diperoleh pada penelitian ini dianalisis secara desktiptif dan disajikan dalam
bentuk tabel kemudian di narasikan.

HASIL
Berdasarkan penelitian yang dilakukan pada bulan April sampai dengan Mei 2025 di
Laboratorim Hasanuddin University Medical Researh Center - HUMRC Makassar. Sampel yang
digunakan yaitu spesimen darah. Adapun hasil penelitian yang dimaksud sebagai berikut:
1. Distribusi Karakteristik Subjek Penelitian
Tabel 4.1 Distribusi Karakteristik Subjek Penelitian

Karakteristik Jumlah (n) Persentase %
Jenis Kelamin
Laki-Laki 4 57,1
Perempuan 3 429
Usia
Anak 10-14 tahun 2 28.6
Dewasa >14 tahun 5 71,4
Jenis Kusta
Paubasiler (PB) 5 71,4
Multibasiler (MB) 2 28,6
Lama Terapi MDT
1-6 Bulan 5 71,4
7-12 Bulan 2 28,6
Riwayat Kusta
Baru 7 100
Relaps 0 0
Kambuh 0 0
Total 7 100

Sumber : Data Primer 2025



2. Hasil Visualisasi Elektroforesis, amplikasi Pra-gene M. leprae dan daerah gen rpoB
Gambar 4.1 Hasil Visualisasi Elektroforesis, amplikasi Pra-gene M. leprae dan daerah gen rpoB
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Sumber: Data Primer 2025

3. Hasil Pemeriksaan Kadar Timbal
Tabel 4.3 Hasil Pemeriksaan Kadar Timbal

Hasil Penelitian Jumlah (n) Persentase (%)
Tidak Bermutasi 0 0
Mutasi 7 100
Total 30 100

Sumber: Data Primer 2025

PEMBAHASAN

Rifampisin merupakan obat krusial dalam mengatasi lepra dan tuberkulosis, dua
masalah kesehatan global yang signifikan. Mekanisme aksinya melibatkan penghambatan
enzim RNA polimerase yang bergantung pada DNA, di mana rifampin mengikat subunit
enzim tersebut dan mengganggu transkripsi. Mutasi pada gen rpoB, yang mengkode subunit
RNA polimerase ini, telah dilaporkan menyebabkan resistensi terhadap rifampin pada
berbagai spesies mikobakteria, termasuk Mycobacterium leprae dan Mycobacterium
tuberculosis. Pada M. tuberculosis, sebagian besar (sekitar 95%) resistensi rifampin
disebabkan oleh mutasi dalam wilayah 81-bp gen rpoB (kodon 507 hingga 533), yang dikenal
sebagai Rifampicin Resistance-Determining Region (RRDR). Mutasi D516V, H526Y, H526D,
dan S531L adalah yang paling sering terkait dengan resistensi rifampin tingkat tinggi pada M.
tuberculosis, meskipun peran beberapa mutasi lain di wilayah RRDR masih memerlukan
konfirmasi lebih lanjut (Nakata et al., 2012). Berdasarkan peneltian yang dilakukan oleh
Nakata et al. (2012), menunjukan bahwa kodon 516, 526, 531, dan 533 pada gen rpoB M.
leprae diketahui sebagai kodon yang bertanggung jawab atas resistensi terhadap rifampin.

Salah satu temuan krusial dari penelitian ini adalah kontradiksi antara hasil PCR
pra-gene M. leprae yang menunjukkan negatif pada ketujuh sampel (ditandai dengan tidak
ditemukannya pita band pada 531 bp yang berfungsi sebagai penanda positif M. leprae),
namun pada analisis MAS-PCR, gen rpoB terdeteksi pada seluruh sampel, ditandai dengan
munculnya pita band pada 531 bp.

Perbedaan sensitivitas metode PCR turut berpengaruh dalam kejadian diatas, Meskipun
M. leprae pra-gene PCR diharapkan dapat mendeteksi keberadaan DNA M. leprae secara
umum, sensitivitasnya mungkin lebih rendah dibandingkan dengan metode MAS-PCR yang
dioptimalkan secara spesifik untuk amplifikasi gen rpoB. Hal ini bisa terjadi jika PCR
pra-gene menargetkan gen tunggal atau memiliki efisiensi amplifikasi yang lebih rendah,
sementara MAS-PCR rpoB dirancang untuk memiliki sensitivitas tinggi (melalui penggunaan
primer yang sangat spesifik atau kondisi reaksi yang dioptimalkan). Banyak metode deteksi



M. leprae yang sensitif seperti RFLP (Restriction Fragmen Length Polymorphism) karena
salinannya yang banyak per genom bakteri, yang dapat meningkatkan batas deteksi (Mohanty
et al., 2020). Jika PCR pra-gene tidak menargetkan sekuens repetitif atau memiliki hambatan
amplifikasi, hasilnya bisa negatif meskipun DNA M. leprae hadir dalam konsentrasi rendah.
Meskipun demikian, deteksi gen rpoB pada seluruh sampel membuktikan keberadaan DNA
M. leprae dalam sampel yang diuji. Hal ini menggaris bawahi pentingnya validasi silang
metode PCR dan pertimbangan terhadap batas deteksi serta potensi inhibisi, terutama dalam
konteks diagnostik molekuler penyakit infeksi dengan beban patogen yang bervariasi.

MAS-PCR adalah metode molekuler yang memanfaatkan beberapa pasang primer
spesifik dalam satu reaksi untuk mengamplifikasi berbagai fragmen DNA target secara
simultan. Keunggulan utama MAS-PCR dibandingkan PCR konvensional adalah efisiensi
biaya, persiapan, dan waktu analisis. MAS-PCR juga mengatasi keterbatasan kultur
mikrobiologi, seperti waktu yang lama, biaya tinggi, risiko kontaminasi, dan kemampuan
untuk mengidentifikasi lebih dari satu patogen (Tajbakhsh et al., 2018).

Analisis MAS-PCR menunjukkan pola mutasi yang spesifik: satu sampel (14,3%)
mengalami mutasi pada tiga kodon target utama yaitu 516 (170 bp), 526 (185 bp), dan 531
(218 bp), sementara enam sampel lainnya (85,7%) mengalami mutasi pada dua kodon target,
yaitu 516 (170 bp) dan 531 (218 bp). Munculnya pita band pada kodon target 526 (185 bp)
pada sampel 1, 3, 4, 5, 6, dan 7 menunjukkan tidak terjadinya mutasi pada kodon ini,
sedangkan pada sampel 2, tidak adanya pita band pada daerah kodon target 526 menunjukkan
terjadinya mutasi. Sebaliknya, pada kodon target 516 (170 bp) dan 531 (218 bp), tidak
ditemukannya pita band secara konsisten pada semua sampel mengindikasikan adanya mutasi
pada kedua kodon tersebut.

Deteksi mutasi rpoB pada 100% sampel pasien kusta baru yang sedang menjalani MDT
merupakan temuan yang sangat penting dan mengkhawatirkan. Rifampisin adalah obat
bakterisidal yang paling poten dalam regimen MDT kusta, bahkan dosis tunggal 1.200 mg
dapat secara signifikan mengurangi viabilitas basil pada manusia (Deviana, 2019). Resistensi
terhadap rifampisin dapat menyebabkan kegagalan pengobatan, relaps penyakit, dan
memfasilitasi penularan strain M. leprae yang resisten di komunitas (Siskawati, 2013).

Mutasi pada gen rpoB berkaitan erat dengan perubahan genotipe yang berdampak
langsung terhadap fenotipe resistensi terhadap rifampisin. Gen rpoB mengkode subunit 3 dari
enzim RNA polymerase. Mutasi yang terjadi pada wilayah RRDR dapat mengubah struktur
protein yang menjadi target pengikatan rifampisin. Perubahan ini menyebabkan antibiotik
tidak lagi efektif menghambat sintesis RNA bakteri (Cambau et al., 2018). Beberapa mutasi
seperti S531L (TCG — TTG; serin menjadi leusin), D516N (GAT — AAT; aspartat menjadi
asparagin), dan H526Y (CAC — TAC; histidin menjadi tirosin) terbukti meningkatkan nilai
MIC rifampisin secara signifikan, menandakan resistensi tingkat tinggi (Nakata et al., 2012).
Dalam penelitian ini, hasil elektroforesis menunjukkan keberadaan pita DNA spesifik pada
sampel uji yang mengindikasikan adanya mutasi pada gen rpoB, sehingga memperkuat
dugaan bahwa mutasi pada kodon-kodon tersebut turut terjadi pada isolat penderita kusta
yang diteliti dan berpotensi berkorelasi dengan resistensi terhadap rifampisin.

Prevalensi resistensi rifampisin pada M. leprae bervariasi secara geografis. Beberapa
penelitian melaporkan insiden resistensi rifampisin yang lebih rendah pada kasus baru, dan
lebih sering terjadi pada kasus relaps atau default terapi (Maladan et al., 2018). Namun,
temuan ini menunjukkan kemungkinan tinggi adanya resistensi primer di populasi yang
diteliti. Resistensi obat merupakan komplikasi signifikan dalam penanganan kusta. Resistensi
ini terbagi menjadi primer dan sekunder. Resistensi primer terjadi ketika strain M. leprae
resisten muncul secara spontan akibat mutasi pada gen rpoB dalam populasi bakteri yang
belum terpapar obat, yang pada akhirnya akan menggantikan strain wild-type. Sementara itu,
resistensi sekunder diduga timbul akibat monoterapi dapson dan rifampisin yang tidak



teratur, dosis yang tidak adekuat, atau kesalahan dalam konsumsi obat dan tipe resistensi ini
berisiko menjadi resistensi primer di kemudian hari (Oktarina & Marissa, 2023). Faktor-faktor
seperti transmisi dari pasien yang resisten, kurangnya kepatuhan pengobatan di masa lalu
(meskipun ini kasus baru, transmisi dari orang yang tidak patuh bisa menjadi sumber), atau
bahkan kemungkinan mutasi spontan yang dipilih secara genetik (meskipun lebih jarang pada
tingkat populasi) dapat berkontribusi pada fenomena ini (Darmawan & Rusmawardiana,
2020).

Temuan bahwa sampel 2 menunjukkan mutasi pada kodon 526 sementara sampel lain
tidak (tetapi tetap memiliki mutasi pada 516 dan 531) menyoroti variasi genetik dalam pola
resistensi M. leprae. Pola mutasi spesifik ini penting untuk memahami mekanisme resistensi
dan dapat menjadi dasar untuk pengembangan diagnostik yang lebih tepat di masa depan.

Terjadinya mutasi missense pada posisi asam amino 438, 441, 451, 456, dan 458, atau
insersi nukleotida antara posisi 439 dan 440, telah terbukti menyebabkan resistensi rifampisin.
Namun, mutasi yang teramati pada posisi lain, memerlukan pelaporan yang hati-hati dan
harus dikonfirmasi oleh mikrobiolog dari laboratorium referensi internasional (WHO, 2017).

Penanganan dan pengendalian penyakit kusta membutuhkan pemahaman terhadap profil
pasien, termasuk distribusi berdasarkan jenis kelamin, usia, dan klasifikasi tipe kusta, sangat
esensial untuk menguraikan dinamika penularan dan beban penyakit di suatu populasi
(Amaliah et al., 2022).

Berdasarkan data yang disajikan pada Tabel 4.1, profil penderita kusta yang menjadi
sampel penelitian ini menunjukkan karakteristik demografi dan klinis yang relevan dengan
epidemiologi kusta. Sebanyak 4 orang (57,1%) penderita adalah laki-laki dan 3 orang (42,9%)
adalah perempuan, yang sejalan dengan temuan Hambridge et al. (2021) yang menunjukan
penderita berjenis kelamin laki-laki lebih tinggi dibanding perempuan, sesuai juga dengan
penelitian yang dilakukan oleh Maymone et al. (2020) yang menyatakan bahwa jenis kelamin
laki-laki lebih cendereng beresiko terinfeksi M. leprae. Rasio perempuan terhadap laki-laki
adalah 1:2. Jumlah kasus perempuan yang lebih sedikit dikaitkan dengan mobilitas yang
terbatas dan peluang kontak yang lebih rendah (Alrehaili, 2023).

Dari sisi usia, sampel didominasi oleh individu dewasa (5 orang, 71,4%). Namun
keberadaan kasus pada anak berusia 10-14 tahun (2 orang, 28,6%) menjadi indikator adanya
transmisi aktif M. leprae di komunitas (Darmawan & Rusmawardiana, 2020). Sejalan dengan
penelitian yang dilakukan oleh Amaliah et al. (2022) menunjukkan prevalensi tertinggi pada
individu usia dewasa dan produktif. Hal ini kemungkinan besar disebabkan oleh tingginya
tingkat pergaulan dan aktivitas sosial pada fase usia tersebut, yang meningkatkan potensi
paparan terhadap infeksi, termasuk kusta.

Klasifikasi tipe kusta menunjukkan dominasi tipe pausibasiler (PB) 71,4% lebih banyak
dibandingkan tipe multibasiler (MB) 28,6%, dimana tidak sejalan dengan penelitian yang
dilakukan oleh Amaliah et al. (2022) yang menampilkan persentase tipe MB yang lebih
banyak. Hal ini dapat terjadi dengan penanganan yang baik terhadap pasien, yang dapat
menurunkan angka kasus pada wilayah tersebut.

Semua penderita adalah penderita kusta baru, dengan sebagian 5 orang (71,4%) berada
pada interval pengobatan 1-6 bulan dan 2 orang (28,6%) pada 7-12 bulan. Status sebagai
kasus baru ini sangat signifikan karena deteksi mutasi gen rpoB pada kelompok ini dapat
mengindikasikan resistensi terhadap rifampisin, suatu fenomena yang penting untuk
diwaspadai dalam program pengendalian kusta (Maladan et al., 2018).

Penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan yaitu, jumlah sampel yang terbatas,
metode MAS-PCR hanya mampu mendeteksi mutasi spesifik yang sesuai dengan desain
primer, sehingga kemungkinan mutasi lain di luar target dapat terlewat dan juga tidak
menggunakan metode sekuensing yang merupakan standar emas dalam identifikasi mutasi
genetik. Oleh karena itu, interpretasi hasil perlu dilakukan secara hati-hati, dan disarankan



adanya studi lanjutan dengan pendekatan yang lebih menyeluruh.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan bahwa terjadi mutasi
gen rpoB pada kodon target yang digunakan, yaitu kodon 516, 526 dan 531, dimana deteksi
mutasi gen rpoB pada semua sampel penderita kusta yang diteliti, bahkan pada kasus baru
yang sedang menjalani MDT, merupakan indikasi kuat adanya resistensi terhadap rifampisin.
Temuan ini menyoroti perlunya pemantauan resistensi obat secara rutin pada pasien kusta,
terutama di area dengan prevalensi tinggi atau di mana ada indikasi kegagalan pengobatan.
Pengawasan resistensi molekuler sangat penting untuk memandu pemilihan regimen terapi
yang efektif dan mencegah penyebaran M. leprae yang resisten.

SARAN

Berdasarkan kesimpulan yang dilakukan, maka dapat dikemukakan saran sebagai berikut:
kepada peneliti selanjutnya, penelitian lebih lanjut diperlukan untuk mengkonfirmasi status
resistensi ini melalui metode lain seperti pengujian kerentanan obat in vitro (jika
memungkinkan) atau whole genome sequencing. Terhadap klinisi, sebagai informasi terkait
hasil penelitian untuk dapat dilanjutkan pemeriksaan lebih lanjut dan dapat menggunakan
PCR sebagai penegakan diagnosa untuk mendeteksi kemungkinan terjadinya resistensi.
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