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ABSTRAK

JESSY JULIO TUHULERUW : Deteksi Mutasi Gen rp@ Pada
Penderita Kusta Terapi MDT (Multi Drugs Therapy) Metode Multiplex
Allele-Specific Polymerase Chain Reaction (MAS-PCR) (Dibimbing
oleh Rafika dan Syahida Djasang)

33

Kusta, %nyakit 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 resislensi rifampisin, pada penderita kusta baru yang sedang
menjalani MDT menggunakan metode Mulfijplex 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 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 bakieri 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. feprae yang resisten.

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

Daftar Pustaka : 2012-2024




ABSTRACT

JESSY JULIO TUHULERUW : Detection Mutation of rpoB Gme in
Leprosy Patient MDT (Multi Drugs Therapy) Therapy Multiplex Allele-
Specific Polymerase Chain Reaction (MAS-PCR) Method (Guided by
Rafika dan Syahida Djasang)

Leprosy, a chronic infectious disease caused by MycobacleriuffEeprae,
remains a global public health issue, with mpicin-based multidrug
therapy (MDT) as the mainstay of treatment. This study aims to detect
mutations in the rmpoB 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. Afthough
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 qffgcted the rpoB gene in all samples (100%). A
significant finding was the presence of nf@ations 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 fead to rifampicin resistance. The disparity between
negative pre-gene PCR for M. leprae and positive rpoB MAS-PCR may be
due to exgginely low bacterial load or differences in sensitivity between
methods. This study highlights the importance of molecular screening for
drug resistdgde. particularly in new cases, to guide treatment strategies
and control the spread of M. leprae sirains resistant to rifampicin.

Keywords: Leprosy, Mycobacterium leprae, Rifampicin
resistance, rpoB gene. MAS-PCR.

References : 2012-2024
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BAB I

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Kusta adalah penyakit menular yang masih menjadi endemik di
banyak daerah di dunia. Brazil, India dan Indonesia menyumbang
sekitar 80% dari kasus-kasus baru yang tercatat di seluruh dunia.
Penyakit ini rupakan penyakit infeksi kronis yang disebabkan oleh
Mycobacierium leprae (M. leprag) dan (yang lebih jarang)
Mycobacierium lepromatosis, yang menyerang kulit dan saral tepi
individu yang terinfeksi. Keterlambatan diagnosis dan pengobatan
kusta dapat menyebabkan berbagai gejala klinis, yang sering
mengakibatkan kerusakan dan kecacatan permanen, yang pada
akhirnya dapat menimbulkan pengucilan (stigma) (Hambridge et al.,
2021).

Pada tahun 2023, 184 negara, wilayah dan kawasan berbagi
informasi tentang kusta, dengan jumlah kasus baru sebanyak 182.815
kasus, dimana 72.845 (39,8%) di antaranya adalah perempuan dan
10.322 (5,6%) amaranya adalah anak-anak. Secara global, 9.729
kasus baru dengan G2D terdeteksi dan 266 (2,7%) di antaranya
terjadi pada anak-anak. Sebagian besar negara dengan tingkat
deteksi kasus baru yang tinggi berada di Wilayah Afrika dan Asia

Tenggara di bawah naungan WHO (WHO, 2024).




Indonesia telah mencapai kemajuan dalam penanganan kusta.
Pada tahun 21. sebanyak 26 provinsi dengan 401 kabupaten/kota
telah berhasil mencapai status eliminasi kusta, yang berarli angka
prevalensi kurang dari 1 kasus per 10.000 penduduk. Meski demikian,
data Kemenkes tahun 2023 mencatat 14.376 kasus baru di 38
provinsi. Delapan provinsi masih tertinggal dalam upaya minasi
kusta, yailu Sulawesi Selatan, Sulawesi Utara, Sulawesi Barat,
Gorontalo, Maluku Utara, Maluku, Papua, dan Papua Barat, dengan
jumlah kasus baru mencapai 9.061 (Kemenkes R, 2023).

Makassar mencatat sekitar 194 kasus baru kusta pada tahun
2023. Beberapa kecamatan di kota ini, seperti Wajo, Sangkarrang,
Biringkanayya, Mariso, dan Tamalate, melaporkan adanya kasus
kusta. Kecamatan Tamalate memiliki wilayah yang disebut "kampung
kusta" karena secara konsisten mencatal sekitar 15 kasus baru setiap
tahunnya (Dinkes Kota Makassar, 2023).

Kusta merupakan penyakit menular yang dapat sembuh jika
diobati. Bakteri penyebabnya, M. /leprae, memiliki kekhususan
menginfeksi saraf tepi, yang berpotensi menyebabkan gangguan saraf
dengan tingkat keparahan yang berbeda-beda (Scollard & Gillis,
2016).

Pengobatan kusta difokuskan untuk memutus rantai penularan,

mencapai kesembuhan, dan mencegah atau meminimalkan

kecacatan. Faktor-faktor yang menentukan keberhasilan pengobatan




meliputi deteksi dan terapi awal, kondisi pribadi pasien, pengetahuan
pasien mengenai penyakil kusta, dan ketaatan pasien dalam
menjalani pengobatan MDT (Qeleu et al., 2021). Kasus kambuh dan
resistensi sih menjadi masalah kesehatan masyarakat global yang
terkait dengan ketidakpaluhan terhadap MDT atau resistensi
antimikroba (AMR) (Li et al., 2022).

MDT (Mufti Drug Therapy) menggunakan gabungan beberapa
obat untuk melawan kusta. Rifampisin, salah satu komponennya,
memiliki sifat bakterisidal kuat yang mampu membunuh bakteri kusta
secara efektif. Sementara itu, obat anti kusta lainnya bekerja dengan
cara menghambat pertumbuhan bakteri (Kemenkes RI, 2020).

Rifampisin berperan sebagai agen baklerisidal yang sangat kuat
dalam pengobatan kusta. Obat ini bekerja dengan menghambat RNA
polymerase yang bergantung pada DNA, mengikatnya dan
menghentikan proses sintesis RNA pada bakteri. Rifampisin efeklif
membunuh 99% bakteri kusta hanya dalam sekali pemberian
(Deviana, 2019). Dikarenakan rifampisin merupakan obat utama yang
digunakan pada MDT dan satu-satunya obat bakterisida, maka sangat
penting untuk memantau kemunculan varian resisten rifampisin pada
pasien kusta. Tentunya, analisis sekuens DNA berbasis PCR dari gen
rpoB dari M. leprae telah menunjukkan hasil yang konsisten dengan
pengujian sensitivitas terhadap rifampisin (Kshirsagar et al., 2020).

Deteksi mutasi pada gen rpoB M. leprae pada pasien sangat penting




untuk melihat adanya mutasi yang dapal menyebabkan resistensi
(Maladan et al., 2018). Informasi yang cepat mengenai sensitivitas
obat sangat penting dalam pengobatan, terutama pada penyakit yang
disebabkan oleh Mycobacterium dengan penggunaan rifampisin.

Penelitian yang telah dilakukan oleh Siskawati, mengenai
;‘adian resistensi rifampisin pada pasien kusta tipe multibasiler (MB)
terhadap 57 sampel. da 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
(Siskawati, 2013).

Kshirsagar iam 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 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 (Kshirsagar et al., 2020).

Fokus dari ke dua penelitian di atas ialah pada penderita kusta
tipe mb sedangkan kemungkinan terjadinya mutasi tidak hanya dapat
terjadi pada pasien dengan tipe mb saja, oleh karena itu peneliti

hendak melakukan penelitian terhadap ke dua tipe, yaitu tipe

paubasiler dan multibasiler. Dengan penggunaan sampel darah, yang
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juga menjadi pembeda dengan peneliti sebelumnya yang
menggunakan sampel siit skin. Penelitian tentang kejadian mutasi gen
rpoB sebagai penanda resistensi terhadap rifampisin pada penderita
kusta dinilai jarang dilakukan dibandingkan dengan pada pasien
tuberculosis (TB).

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
mendeleksi 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, 1 2).

Berdasarkan uraian diatas maka peneliti tertarik untuk
melakukan penelitian mengenai deteksi mutasi gen rpoB pada

penderita kusta terapi MDT metode MAS-PCR.

Rumusan Masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini yaitu apakah terdeteksi
mutasi gen rpo8 Pada Penderita Kusta Terapi MDT Metode MAS-

PCR ?




C. Tujuan Penelitian

Tujuan pada penelitian ini adalah untuk mendeteksi mutasi gen

rpoB pada pasien kusta terapi MDT metode MAS-PCR.

a
D. Manfaat Penelitian

1.

Peneliti

Penelitian ini dilakukan untuk memperdalam pengetahuan
penulis dalam mengaplikasikan ilmu yang telah dipelajari selama
menempuh pendidikan Alih Jenjang pada Program Studi
Teknologi Laboratorium Medis, terutama mata kuliah Biclogi
Molekuler dan juga Mikrobiologi. Lebih lanjut, nelitian ini
diharapkan dapat bermanfaat sebagai literatur bagi penelitian-
penelitian sejenis yang akan datang.
Institusi

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi
keilmuan bagi hasiswa Program Studi Sarjana Terapan
Jurusan Teknologi Laboratorium Medis di Poltekkes Kemenkes
Makassar.
Masyarakat/ Klinisi

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan wawasan ilmiah

baru, terutama bagi para klinisi, sehingga dapat membantu dalam

penanganan dan pengobatan pasien kusta yang lehih baik.
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TINJAUAN PUSTAKAN

A. Tinjauan Umum Penyakit Kusta

1.

Definisi

Kusta adalah penyakit infeksi menular yang disebabkan oleh
M. leprae (Prakoeswa, 2022). (Prakoeswa, 2022). Istilah "kusta"
rasal dari bahasa Latin lepros, yang berarti "bersisik" atau
"skuama". Penyakit ini diperkirakan berasal dari India sekitar 600
tahun sebelum Masehi (SM) dan menyebar ke berbagai wilayah.
Pada tahun 1866, kusta pertama kali ditemukan di Amerika,
kemungkinan %awa oleh imigran Eropa. Pada tahun 1873,
seorang ilmuwan Norwegia, Armauer G. Hansen, berhasil
mengidentifikasi bakteri penyebabnya, sehingga penyakit ini juga
dikenal sebagai Hansen's disease (Gunawan et al., 2018).

Infeksi ini terutama menyerang jaringan kulit mukosa dan
saraf tepi, yang bermanifestasi sebagai hilangnya sensasi pada
kulit dan perkembangan kelainan bentuk serta kecacatan selama
perkembangan penyakit (Prakoeswa et al., 2022). Seiring
perkembangannya, infeksi ini dapat melibatkan berbagai organ
dan jaringan, termasuk fﬂ, mukosa oral, saluran pernapasan
bagian alas, sistem retikuloendotelial, mata, otot, tulang, serta
testis, namun tidak pernah mempengaruhi sistem saraf pusat.

Penyakit ini memiliki distribusi global, dengan prevalensi yang




lebih linggi di wilayah tropis dan subtropis, serta dapat menyerang
individu dari berbagai kelompok usia, meskipun kejadian tertinggi
ditemukan pada rentang usia 20 hingga 30 tahun. Manifestasi
klinis kusta sangat bervariasi, bergantung pada respons imun

inang terhadap infeksi M. leprae (Idris & Mellaratna, 2023).

Gambar 2. 1 Kecacatan Akibat Kusta
(Idris & Mellaratna, 2023)

Secara umum, individu yang terinfeksi M. leprae memiliki
kemungkinan sembuh sendiri sebesar 95%, sedangkan 5%
lainnya memasuki fase indeferminate. Dari  kelompok
indeterminate tersebut, sekitar 30% berkembang menjadi kasus
determinate dengan manifestasi klinis, sementara 70% sembuh
sendiri, tidak berkembang menjadi penyakit (Yusuf et al., 2018).

Kusta dapat menyerang ividu dari berbagai rentang usia,
mulai dari bayi berusia sekitar 3 minggu hingga usia lanjut atas

70 tahun. Penyakit ini lebih sering terjadi pada kelompok usia

muda atau usia produktif. Secara epidemiologis, insidensi kusta




lebih tinggi pada laki-laki disbanding perempuan di sebagian besar

negara, kecuali di beberapa wilayah di Afrika yang menunjukkan
kecenderungan sebaliknya. Di Indonesia, distribusi kasus kusta
antara pria dan wanita relatif seimbang (Amaliah et al., 2022).
Epidemiologi

Pada bulan Mei 1891, Majelis Kesehatan Dunia (WHO) ke-
44, menetapkan sebuah peraturan yang mendesak Negara-
negara anggota untuk mempercepat upaya-upaya menuju
minasi kusta sebagai masalah kesehatan masyarakat pada
tahun 2000. Sebagian besar negara ah mencapai target ini
pada tahun 2010. The Global leprosy strategy 2021-2030, sebuah
konstituen dari Neglecled Tropical Diseases (NTD) 2021-2030,
menyerukan percepatan tindakan untuk mencapai tujuan nol kusta
(nol penyakit, nol kecacatan, dan nol stigma dan diskriminasi).
Tujuan ini membutuhkan paradigma baru bagi negara-negara
untuk bergerak melampaui target “eliminasi kusta sebagai
masalah kesehatan masyarakat” menjadi “eliminasi penyakit
kusta" (orld Health Organization, 2024).

Menurut laporan dari 127 negara di enam wilayah WHO,
terdapat 129.192 sus kusta yang tercatat hingga akhir tahun
2020, dengan 127.396 kasus baru. Penanganan tidak optimal
dapat menyebabkan perkembangan penyakit yang lebih parah,

berisiko menimbulkan kerusakan permanen pada kulit, saraf,
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tungkai, dan mata. Dampak tersebut lidak hanya membatasi
kemampuan pasien dalam beraktivitas, tetapi juga dapat
menyebabkan hambatan dalam kehidupan sosial mereka, juga
mencakup masalah sosial, oncmi, budaya, dan keamanan
nasional. Indonesia menempati posisi ketiga dalam jumlah
penderita kusta terbesar di dunia, setelah India dan Brasil, dengan

angka insiden kasus baru yang cenderung meningkat setiap

tahunnya (Prakoeswa, 2022).

Vier | Samgeaphial riesien f sava lepreny e, 123

Gambar 2. 2 Distribusi Geografis Kasus Baru
(World Health Organization, 2024)

Dalam setahun, 56 negara melaporkan 0 kasus baru, 47
negara melaporkan 1-10 kasus baru, 34 negara melaporkan 11-
100 kasus baru, 31 negara melaporkan 101-1000 kasus baru, dan

12 negara melaporkan 1001-10.000 kasus baru. Brasil, India dan




1

Indonesia masing-masing melaporkan lebih dari 10.000 kasus
baru, yang secara keseluruhan menyumbang 79,3% dari kasus
baru yang terdeteksi secara global. Egtiga negara ini juga
menunjukkan peningkatan deteksi kasus baru pada tahun 2023
dibandingkan dengan tahun sebelumnya: Brasil sebesar 16%,
Indonesia sebesar 15,6% dan India sebesar 3,9% (World Health

Organization, 2024).

[ e sl Prew = /10,000 ponudian)
Seatah Elrenasi (Prev < 1790 D00 porsdudiul)

Gambar 2. 3 Peta Kabupaten/Kota dengan Prevalensi Kusta
/10.000 Penduduk Tahun 2021 (Kemenkes, 2022)

Peta distribusi prevalensi kusta di Indonesia memperlihatkan
bahwa sejumlah wilayah, terutama di bagian timur Indonesia,
masih memiliki prevalensi kusta > 1 r 10.000 penduduk.
Meskipun secara nasional Indonesia telah mencapai target
eliminasi kusta dengan prevalensi < 1 per 10.000 penduduk, pada
tingkat provinsi dan kabupaten/kota masih terdapat daerah
dengan evalensi > 1 per 10.000 penduduk, yang menunjukkan

bahwa eliminasi kusta belum merata di seluruh wilayah

(Kemenkes, 2022).
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Etiologi

Patogen penyebab kusta adalah M. leprae, yang pertama
kali diidentifikasi oleh G. A. Hansen pada tahun 1873 di Norwegia.
Hingga saat ini, bakteri tersebut tidak dapat dikultur pada media
buatan (artificial media) secara in vitro. amun. pada tahun 1960,
Shepard berhasil menginokulasikan M. leprae pada jaringan kaki
mencit, di mana bakteri tersebut mampu tumbuh dan berkembang
di area tersebut (Kemenkes RI, 2020).

Klasifikasi M. leprae menurut (Mustopa et al., 2014) yaitu :

Phylum : Actinomycetota
Class : Actinomycetia
Ordo : Mycobacteriales
Family : Mycobacteriacea
Genus : Mycobacterium
Spesies  : M. leprae

Secara morfologi, Bakteri ini memiliki ukuran panjang sekitar

4]
1-8 um dan lebar 02-0,5 pm (Yusuf et al.,, 2018). Bakteri ini

cenderung berkelompok namun dapat ditemukan terpisah. M.
leprae hidup di dalam makrofag dan sel Schwann, terutama pada
jaringan bersuhu rendah seperti kulit, mukosa hidung, dan saraf
tepi. Waktu pembelahannya sangat lambat, sekitar 12-1 hari,
masa inkubasi rata-rata 2-5 tahun (Darmawan & Rusmawardiana,

9]
2020). Tumbuh optimal pada suhu rendah (27°C - 30°C),
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sehingga lebih sering menyerang jaringan dengan suhu lebih
dingin seperti kulit, saraf tepi, dan mukosa saluran napas. Faktor
virulensi bakteri ini dipengaruhi oleh dua komponen struktural
penting, yaitu kapsul dan dinding sel (Darmaputra & Ganeswari,
2018).
Di luar tubuh manusia, terutama di lingkungan tropis, bakteri
tersebut dapat bertahan hidup selama 9 hari. Merupakan bakteri
patogen intraseluler yang bersifat pleomorfik, tidak membentuk
spora, tidak bergerak, dan tahan asam. Pemeriksaan hapusan
kulit (skin smear) sangat membantu dalam mempercepat
diagnosis, terutama rena sekitar 7-10% pasien dengan lesi
kusta kering (PB: Pausi Basiler/kuman sedikit} sebenarnya
merupakan kasus kusta basah dini (MB: Multi Basiler/kuman
banyak) (Mustopa et al., 2014).
Pada pemeriksaan apusan kulit dengan mikroskop setelah
pewarnaan BTA, morfologi bakteri M. leprae dapal diklasifikasikan
sebagai berikut:
m

a. Bentuk utuh (solid): Memiliki dinding sel yang tidak terputus
dan menyerap zat warna secara merata.

b. Bentuk pecah-pecah (fragmented): Dinding sel terputus
sebagian atau seluruhnya, dengan penyerapan zat warna

yang tidak merata.

¢. Bentuk granuler (granulated): Tampak berupa titik-titik kecil.
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d. Bentuk globus: Terdiri dari kelompok bakteri solid, fragmented,
atau granulated. Kelompok kecil diri dari 40-80 bakteri,
sedangkan kelompok besar berisi 200-300 bakteri.

e. Bentuk clumps: Kumpulan bakteri granuler yang %mbentuk
pulau-pulau tersendiri dengan jumlah lebih dari 500 bakteri
(Mustopa et al., 2014).

M. leprae merupakan bakteri basil Gram positif yang bersifat
aerob dan hanya dapat hidup di dalam sel inang (obfigat
intraseluler) (Darmaputra & Ganeswari, 2018). Dalam pewarnaan
Gram, M. leprae termasuk bakteri Gram positif. Bakteri ini sulit
diwarnai menggunakan metode tradisional bol fuchsin pada
pewarnaan Ziehl-Neelsen. Karena M. leprae memiliki ketahanan
asam vyang lebih rendah dibandingkan Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis), etode pewarnaan Fite-Faraco
dengan konsentrasi asam lebih rendah lebih disarankan. Meski
demikian, dari segi ukuran dan bentuk, M. leprae sangat mirip

dengan MTB (Mustopa et al., 2014).

Gambar 2. 4 M. leprae pada pewarnaan Ziehl-Neelsen
(Darmawan & Rusmawardiana, 2020)
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akleri ini ditularkan pada manusia melalui kontak langsung
dengan penderita. Mekanisme penularan terjadi ketika individu
sehat memiliki lesi, baik berukuran mikroskopis maupun
makroskopis, yang bersentuhan dengan sumber infeksi dari
penderita. Risiko penularan meningkat pada ontak yang
berlangsung lama dan berulang. Transmisi juga dapat terjadi
melalui inhalasi droplet penderita yang mengandung bakteri.

Bakteri ini membutuhkan wakiu sekitar 3 minggu untuk
berkembang. Di luar tubuh manusia, bakteri dapal bertahan
hingga hari, sedangkan di dalam tubuh manusia, bakteri
membelah diri dalam waktu 14-21 hari. Masa inkubasi M. leprae
berlangsung rata-rata 2-5 tahun, namun pada beberapa kasus
dapat lebih dari 5 tahun. Setelah masa inkubasi, gejala awal mulai
muncul seperli bercak putih atau merah pada kulit, sensasi
kesemutan, hingga gangguan fungsi saraf yang menyebabkan
gota tubuh tidak berfungsi secara normal (Yusuf et al., 2018).

nyakit kusta dapat menular dari penderita kusta tipe
Muttibacillary (MB) ke orang lain melalui penularan langsung.
Meskipun mekanisme penularan yang pasti belum sepenuhnya
diketahui, sebagian besar ahli meyakini bahwa penularan terjadi

melalui saluran pernapasan dan kontak kulit secara langsung

(Yusuf et al., 2018).
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Terdapat 3 sumber penularan, yaitu :
Manusia

Sumber penularan penyakit kusta diduga berasal dari
penderita kusta tipe /epromatosa ke individu lain. Penelitian
menunjukkan bahwa individu yang tinggal serumah dengan
penderita kusta tipe lepromatosa yang belum menjalani
pengobatan memiliki risiko tertular gw kali lebih besar
dibandingkan populasi umum. Penularan juga dapat terjadi
dari penderita kusta tipe tuberkuloid, dengan perbandingan
risikko penularan pada kontak penderita tipe lepromatosa :
tuberkuloid : non-kontak sebesar 8 : 2 : 1.

Beberapa studi membuklikan bahwa individu dengan
infeksi subklinis juga berpotensi menjadi sumber penularan.
Paparan M. leprae dapal menyebabkan infeksi subklinis yang
bersifat asimtomatik, yang kemudian dapat sembuh secara
spontan atau berkembang menjadi penyakit kusta dengan
spektrum klinis yang bervariasi, tergantung pada respons
imun inang.

Hewan

4

Saat ini, kusta tidak lagi dianggap sebagai penyakit yang
terbatas pada manusia. Infeksi alamiah M. leprae telah

ditemukan pada beberapa hewan seperti armadillo, mencit,

dan kerbau, sehingga kusta dikategorikan sebagai zoonosis.
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Anggapan bahwa hanya manusia yang rentan terhadap infeksi
M. leprae mulai dipertanyakan, mengingat keberadaan hewan
sebagai pejamu sekaligus reservoir alami. Hal ini menjadi
tantangan dalam upaya eliminasi dan eradikasi penyakit
kusta, karena penularan dari hewan ke manusia dapat
memperpanjang rantai transmisi.
c. Lingkungan

Selain manusia dan hewan, lingkungan juga diduga
sebagai sumber penularan penyakit kusta. Dugaan ini
diperkuat oleh fenomena penurunan prevalensi kusta yang
tidak disertai penurunan insidens, serta banyaknya asus baru
tanpa riwayat kontak dengan penderita kusta. M. leprae
mampu bertahan di luar tubuh manusia, terutama melalui
sekret nasal yang lerdispersi saal batuk atau bersin.

Bakteri ini dapat bertahan di lingkungan dengan suhu ganas
maupun lembap selama lebih dari 46 hari, bergantung pada faktor
lingkungan seperti paparan sinar matahari, suhu (20,6°C-35,7°C),
dan kelembapan (43,7%-77.6%). Namun, peran Elgkungan
sebagai sumber penularan masih menjadi perdebatan, karena
jumiah basil yang dikeluarkan penderita akan berkurang seiring
waktu di luar tubuh. Selain itu, leprae merupakan bakteri

obligat intraseluler yang hanya dapat bertahan dan berkembang
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biak di dalam sel inang, sehingga daya infeksi di lingkungan luar
cenderung rendah (Darmawan & Rusmawardiana, 2020).
Mekanisme penularan M. leprae belum sepenuhnya
diketahui, meskipun peningkatan iko penularan dari manusia ke
manusia karena kontak dekat dengan pasien kusta yang tidak
diobati telah dilaporkan. Jalur penularan yang paling mungkin
adalah penyebaran melalui aerosol yang menular. Beberapa
laporan menyebutkan adanya deteksi M. leprae pada jaringan
plasenta, namun penularan kusta secara kongenital belum
ditemukan. Sebagian besar kasus kusta yang dilaporkan pada
bayi yang masih sangat muda dapat dijelaskan dengan penularan
eksogen melalui infeksi udara pada bayi yang baru lahir dari ibu
atau pasien kusta lain yang tidak diobati. Masa inkubasi diketahui
lama, begitu juga dengan wakiu timbulnya penyakit (Sugawara-
Mikami et al., 2022).
a. Inhalasi
47
M. leprae ditularkan melalui droplet saat penderita
berbicara, batuk, atau bersin, dengan jumiah bakteri yang
dilepaskan mencapai 110.000 sel per bersin. Penularan terjadi
melalui inhalasi droplet, kemudian bakteri masuk ke aliran
darah (transmisi hematogen), tanpa menyebabkan lesi paru

akibat toleransi bakteri terhadap suhu tinggi.
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b. Kontak kulit

akteri ini ditularkan pada manusia melalui kontak
langsung dengan penderita. Mekanisme penularan terjadi
ketika individu sehat memiliki lesi, baik berukuran mikroskopis
maupun makroskopis, yang bersentuhan dengan sumber
infeksi dari penderita. Risiko penularan meningkat pada
antak yang berlangsung lama dan berulang. Transmisi juga
dapat terjadi melalui inhalasi droplet penderita yang
mengandung bakteri. Meskipun transmisi melalui kulit utuh
tanpa luka memungkinkan, namun jarang terjadi. Trauma
pada kulil, seperti penggunaan jarum suntik, peralatan tato
yang terkontaminasi, atau fertusuk duri armadillo yang
terinfeksi, berpotensi menjadi jalur penularan. (Yusuf et al.,
2018).

c. Transplasenta

Meskipun masih menjadi perdebatan, bukii epidemiologi
menunjukkan bahwa kusta berpotensi ditularkan dari ibu ke
janin melalui plasenta. Laporan kasus penderita Kkusta
termuda berusia tiga pekan di India Barat elaporkan bayi
berusia 2-3 bulan menderita kusta tanpa riwayat kontak

keluarga. Laporan tersebut memperkuat kemungkinan bahwa

infeksi dapat terjadi secara intrauterine.
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d. ransfusi darah dan transplantasi organ
Darah penderita kusta mengandung sejumlah besar M.
leprae, sehingga transfusi darah dan transplantasi organ
diduga berpotensi menjadi jalur penularan. Penderita kusta
tipe lepromatosa dapat memiliki lebih dari 100.000 bakteri/ml
darah. Meskipunelum ada laporan transmisi melalui transfusi
darah, terdapat beberapa laporan kasus kusta pada resepien
transplantasi jantung, hati, dan ginjal, yang memperkuat

dugaan penularan melalui organ donor.

e. Iuran pencernaan
Air Susu |bu (ASI) diketahui sebagai salah satu sumber
pelepasan M. leprae. Bayi yang menyusu dari ibu penderita
kusta lepromatosa diperkirakan menelan sekitar 2 miliar
bakteri dalam sekali minum. Meskipun M. leprae terdeteksi
dalam ASI, risiko penularan melalui saluran cerna masih
belum dapat dipastikan (Darmawan & Rusmawardiana, 2020).
4. Patogenesis

M. leprae memiliki tingkat patogenisitas dan kemampuan
invasi yang rendah, sehingga jumlah bakteri yang tinggi dalam
tubuh penderita tidak selalu berbanding lurus dengan tingkat
keparahan gejala, bahkan dalam beberapa kasus gejala yang
muncul lebih ringan. Penularan bakteri ini terjadi melalui kontak

langsung dengan kulit atau mukosa hidung yang terpapar droplet
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dari penderita. Bakteri dalam droplet mampu bertahan hingga 2

hari di lingkungan kering, dan bertahan lebih lama, hingga 10 hari,
pada lingkungan lembab dengan suhu rendah (Kemenkes RlI,
2020).

M. leprae merupakan bakteri obligat intraseluler yang
terutama menginfeksi sel makrofag di sekitar pembuluh darah
superfisial pada dermis atau sel Schwann pada jaringan saraf
perifer (Yusuf et al., 2018). Keberlangsungan hidup bakteri di
dalam sel tergantung pada respons kekebalan individu yang
terinfeksi. Peningkatan jumlah bakteri dalam tubuh akan
merangsang sistemn imun untuk bereaksi melalui aktivasi ?mtosit
dan histiosit (makrofag) yang menyerang jaringan yang terinfeksi.
Pada tahap ini, gejala klinis berupa gangguan fungsi saraf dengan
penurunan sensasi mulai terlihat. Jika infeksi lidak dideteksi dan
diobati pada fase awal. perjalanan penyakit selanjutnya akan
sangat bergantung pada kekuatan respons imun penderita
(Darmaputra & Ganeswari, 2018).

eteiah infeksi terjadi, gejala klinis yang menyerang saraf
perifer atau kulit dapat muncul dalam waktu 3 bulan hingga 10
tahun. Manifestasi klinis yang timbul bervariasi tergantung pada
sistem imunitas selular (SIS) penderita. (Kemenkes RI, 2020). SIS

berperan penting dalam melindungi individu terhadap infeksi M.

leprae. Apabila SIS spesifik efektif dalam mengendalikan infeksi,
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lesi pada kulit dapat ranenghilang secara spontan atau berkembang
menjadi kusta tipe pausibasiler (PB). Sebaliknya, apabila SIS
rendah, bakteri akan menyebar secara tidak tferkendali dan
menyebabkan kusta tipe multibasiler (MB). Dalam perjalanan
penyakit yang kronis, peningkatan respons imun yang tiba-tiba
dapat terjadi akibat pengobatan atau perubahan status imunitas,
yang menghasilkan peradangan pada kulit, saraf, atau jaringan
lainnya. Kondisi ini dikenal sebagai reaksi kusta, yang terbagi
menjadi tipe 1 dan tipe 2 (Darmaputra & Ganeswari, 2018).

da kusta tipe lepromatosa (LL), terjadi gangguan pada
sistem imun seluler yang menyebabkan makrofag tidak mampu
menghancurkan bakteri. Akibatnya, M. /eprae dapat bermultiplikasi
secara bebas di dalam tubuh dan menyebabkan kerusakan
jaringan secara progresif.

Pada kusta tipe tuberkuloid (TT), sistem imun seluler
menunjukkan respons yang tinggi, sehingga makrofag mampu
memfagosit bakieri dengan efektif. Namun, setelah gositosis,
makrofag akan bertransformasi menjadi sel epiteloid yang kurang
aktif secara fagositik dan terkadang bersatu membentuk sel
Dantia Langhans. Jika infeksi tidak segera diatasi, reaksi imun
yang berlebihan ini dapat eﬂyebabkan kerusakan saraf dan

jaringan sekitarnya (Yusuf et al., 2018).
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5. Klasifikasi Penyakit Kusta

Pada tahun 1953, sebuah sistem klasifikasi diusulkan pada
Kongres Madrid, yang mengkategorikan kusta ke dalam empat
kategori penyakit utama: kusta lepromatosa, kusta tuberkuloid,
kusta tidak pasti, dan kusta batas atau kusta dimorfik. Sistem
klasifikasi ini sebenarnya diusulkan pada Kongres Kusta
Internasional tahun 1953 yang diadakan di Madrid, oleh karena itu
nama ini sudah jarang digunakan. Namun, pada tahun 1962 dan
1966, Ridley dan Jopling, memperkenalkan kategorisasi baru yang
tidak hanya mempertimbangkan karakteristik klinis tetapi juga
histologi, jumlah bakteri, dan tingkat spon imun yang
diperantarai oleh sel (cell-mediated immune, CMI) terhadap M.
leprae (Kimta et al., 2024).

Terdapat beberapa klasifikasi kusta. Ridley-Jopling
mengklasifikasikan kusta ke dalam 5 kategori: ubercufmd (TT),
Borderline Tuberculoid (BT), Mid-borderline (BB), Borderline-
Lepromatous (BL), dan Lepromatous (LL). (Prakoeswa et al.,
2022).

a. Tipe Tuberculoid (TT)
Kusta tuberkuloid (TT) ditandai dengan satu atau
beberapa lesi berukuran kecil dengan batas yang jelas dan
meninggi, muncul sebagai papula dan plak. Batas yang

meninggi ini dapat mengindikasikan perluasan lesi perifer atau
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penyembuhan sentral. Lesi TT yang normal biasanya
menunjukkan berkurangnya keringat, rambut tubuh yang
jarang. dan anestesi. Awalnya, pasien mengalami anestesi
termal, diikuti dengan rasa taktil dan hilangnya sensasi nyeri.
Pada beberapa kasus TT, pasien mungkin mengalami area
matli rasa tanpa perubahan warna kulit atau pembesaran saraf
tepi, yang dapat lerjadi dengan atau tanpa lesi kulit.
Khususnya, lesi pada wajah dapat mempertahankan
sensitivitas normal karena persarafan sensorik yang padat di
area ini, yang mengkompensasi saral yang rusak. Pada tahap
awal TT, pasien dapat melihat adanya makula. Pada individu
berkulit terang, makula ini dapat terlihat eritematosa atau
tembaga, meskipun dapat terlihat hipopigmentasi yang
seragam. Karena kurangnya keringat (anhidrosis), makula ini
memiliki permukaan yang kering dan tekstur yang kasar.
Seiring waktu, papula dapat berkembang di tepi makula, yang
diakibatkan oleh respons CMI yang kuat yang terkait dengan
Tl
Tipe Borderline Tuberculoid (BT)

Pada kusta tuberkuloid batas (BT), lesi kulit memiliki
beberapa kemiripan dengan lesi pada kusta tuberkuloid, tetapi
cenderung lebih banyak, berkisar antara 10 hingga 20 lesi.

Lesi ini biasanya lebih besar daripada lesi pada kusta TT. Ciri
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khas kusta BT adalah adanya lesi satelit, yang dapat
bervariasi dalam warna, mulai dari hipokromik hingga
kemerahan. Lesi yang lebih kecil ini sering muncul berdekatan
dengan lesi yang lebih besar atau meluas seperli proyeksi
seperti jari ke dalam kulit normal dari batas plak atau makula.
Pada pasien yang sama, lesi kusta BT dapat menunjukkan
variasi ukuran, bentuk, dan warna. Lesi kulit pada kusta BT
dapat membesar atau memborok, terutama karena reaksi tipe
1, yang umum terjadi pada bentuk penyakit ini. Saraf sangat
terlibat dalam reaksi kusta BT, sehingga pengobatan segera
sangal penting untuk mencegah deformitas dan kecacatan
permanen.

Tipe Mid-borderfine (BB)

Kusta BB ditandai dengan adanya plak yang menyebar
dalam berbagai ukuran. Plak ini memiliki penampilan yang
unik, dengan area tengah kulit yang tidak terkena, biasanya
hipokromik, tepi bagian dalam yang jelas, dan tepi luar yang
tidak terlalu jelas yang menyerang bagian kulit normal.
Kombinasi lesi ini menciptakan pola yang sering digambarkan
menyerupai  keju Swiss. Lesi yang khas ini biasanya
ditemukan bersamaan dengan Kelainan kulit lainnya seperti
makula, plak, papula, dan nodul. Kusta BB juga dikaitkan

dengan lesi tembaga kemerahan yang menyebar dan
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terdistribusi secara simetris pada tubuh. Kusta BB merupakan
bagian yang paling langka dan paling tidak stabil dari jenis
kusta. Kusta ini cenderung berkembang dengan cepat ke
arah bentuk kutub TT atau LL, dan pasien dengan kusta BE
dapat mengalami berbagai gangguan saraf.

Tipe Borderline-Lepromatous (BL)

Indikator awal kusta BL adalah lesi makula yang
mengalami hipopigmentasi. Lesi ini awalnya muncul secara
simetris pada individu yang terkena. Seiring waktu, makula ini
membesar, menjadi eritematosa (merah), dan menyusup lebih
dalam ke jaringan kulit. Batasnya menjadi tidak teratur dan
mengganggu kulit sehat di sekitarnya. Seiring dengan
perkembangan penyakit, lesi ini secara bertahap menembus
area kulit yang lebih luas. Beberapa pasien dengan kusta BL
dapat mengembangkan lesi yang menyerupai plak, papula,
dan nodul, yang dapat meniru presentasi klinis kusta
lepromatosa. Pada sebagian besar kasus BL, terdapal bukli
keterlibatan saraf tepi, meskipun sensitivitas saraf lebih jarang
terjadi dibandingkan dengan kusta BT. Namun, penting untuk
dicatat bahwa kerusakan saraf yang signifikan dapat terjadi

selama reaksi yang terkait dengan kusta BL.
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e. Tipe Lepromatous (LL)

Pasien yang lidak mampu melakukan respons CMI yang
efisien terhadap M. lgprae, yang menyebabkan penyebaran
bakteri secara hematogen, dapat muncul dengan banyak lesi
hipokromik yang lerdistribusi secara simetris. Tanpa
pengobatan, pasien-pasien ini akan berkembang menjadi
bentuk kusta yang tidak resisten, yang dikenal sebagai kusta
lepromatosa polar (LL). Perlu dicatat bahwa LL juga dapat
terjadi akibat kurangnya pengobatan BB dan BL. Kusta
lepromatosa diklasifikasikan menjadi dua subtipe klinis:
subpolar (LLs) dan polar (LLp). Pasien dengan LLs
menunjukkan tingkat alergi yang lebih rendah daripada pasien
dengan LLp, dan mereka cenderung mencapai tingkat negatif
bakieriologis lebin cepat setelah pengobatan. Beberapa
pasien yang awalnya menunjukkan ekspresi klinis LL mungkin
mengalami respons tipe 1. Pada LL, makula, nodul, dan plak
memiliki batas yang jelas. Sebaliknya, pasien yang sangat
alergi lebih mungkin mengembangkan LLp, ditandai dengan
infiltrasi kulit yang menyebar dengan batas yang kabur dan
tidak jelas.

Pada kasus tertentu, lesi hipokromik awalnya muncul
pada kulit, dan seiring waktu, lesi ini secara bertahap dapat

menyerang area tubuh secara luas. Tanpa pengobatan, area
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yang terkena dapat mengalami penyebaran eritema,
peningkatan penetrasi kulit, dan berkurangnya tampilan
kerutan. Rambut rontok adalah konsekuensi yang umum
terjadi pada area yang telah disusupi. Kerontokan alis
biasanya dimulai dari ujung luar, menghasilkan kondisi khas
yang dikenal sebagai madarosis. Beberapa pasien mungkin
juga mengalami kerontokan bulu mata. Ketika infiltrasi kulit
semakin dalam, lipatan kulit menjadi lebih menonjol, yang
mengarah ke ciri klinis khas facies leonina. Selain itu, tangan
dan kaki dapat menunjukkan tanda-tanda infiltrasi,
menyebabkan kulit tampak sensitif dan berkilau. Pada kulit
yang terinfilirasi, papula dan nodul dapat berkembang secara
bertahap, baik secara individu maupun berkelompok. Perlu
dicatat bahwa area tubuh tertentu, seperti kepala, ketiak, garis
tengah punggung, perineum, selangkangan, dan area kulit
yang lebih hangat lainnya, tidak terlalu terpengaruh
dibandingkan bagian tubuh lainnya. Seiring dengan
memburuknya kondisi, sarat perifer dapat meluas, yang
menyebabkan hilangnya sensasi di tangan, kaki, dan area lain
yang terkena. Perkembangan ini berpotensi mengakibatkan
kecacatan (Kimta et al., 2024).

Menurut Kementerian Kesehatan dalam (Yusuf et al., 2018)

klasifikasi penyakit kusta mengacu pada standar WHO, yang
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membaginya menjadi dua tipe, yaitu paucibacillary (PB) dan

muftibacillary (MB). (TT dan BT masuk dalam PB, sedangkan
BB, BL, dan LL termasuk dalam MB). PB didefinisikan sebagai
adanya 1-5 lesi kulit dan/atau satu saraf yang terganggu,
sedangkan MB didefinisikan sebagai adanya > 5 lesi kulit atau
saraf yang terganggu (Prakoeswa et al., 2022).

Tipe PB (Paucibacillary) atau Tipe Kering

1) Ditandai dengan bercak atau makula berwarna keputihan.

2) Ukuran bercak bervariasi, kecil hingga besar. dengan
batas tegas, dan dapat muncul di satu atau beberapa area
tubuh seperti pipi, punggung, dada, ketiak, lengan,
pinggang, pantal, paha, betis, atau punggung kaki.

3) Permukaan bercak tidak berkeringat. Tipe ini jarang
menular, namun jika tidak segera diobali dapat
menyebabkan kecacatan.

b. Tipe MB (Multibacillary) atau Tipe Basah

1) Bercak berwarma kemerahan.

2) Penyebaran bercak merata di seluruh tubuh, dengan kulit
tidak terlalu kasar dan batas makula tidak jelas.

3) Terjadi penebalan kulit berwarna kemerahan, yang
biasanya muncul pertama kali di cuping telinga dan wajah

(Yusuf et al., 2018).
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gmbar 2. 5 Anak laki-laki di sebelah kiri menderita kusta tipe PB;

Anak laki-laki di sebelah kanan memiliki kusta tipe MB

(Yusuf et al., 2018)

Deteksi dan Pemeriksaan Penunjang Penyakit Kusta

Penyakit kusta dapat didiagnosis apabila ditemukan
selidaknya satu dari tiga tanda kardinal. Tanda pertama adalah
adanya lainan kult khas kusta, yang dapat berupa
hipopigmentasi atau eritema dengan kehilangan sensasi
(anestesi). Tanda kedua adalah enebalan saraf perifer yang
disertai gangguan fungsi saraf akibat peradangan kronis (neuritis).
Gangguan ini dapat mencakup gangguan sensoris berupa
hilangnya rasa (anestesi), gangguan motoris yang menyebabkan
kelemahan {aresis} atau kelumpuhan (paralisis) ofot, serta
gangguan otonom seperti kulit kering (anhidrosis) dan munculnya
fisura. Tanda ketiga yang dapat digunakan untuk menegakkan
diagnosis adalah adanya basil tahan asam (BTA) yang terdeteksi

melalui pemeriksaan kerokan jaringan kulit (slit skin smear).

Dengan demikian, diagnosis kusta dapat ditegakkan melalui
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pemeriksaan klinis dan laboratorium berdasarkan tanda-tanda
tersebut.
Pemeriksaan penunjang yang dapat dilakukan yaitu :
a. Bakterioskopi
Pemeriksaan ini membantu diagnosis dan pemilihan
pengobatan dengan melakukan kerokan jaringan kulit, lalu
mewarnainya menggunakan metode seperti Ziehl-Neelsen
untuk mendeteksi basil tahan asam (BTA).
b. Histologi
Histiosit adalah makrofag kulit yang berperan dalam
fagositosis, dipengaruhi eh sistern imun seluler (SIS). Pada
SIS tinggi, histiosit membentuk tuberkel yang merusak
jaringan, khas tipe tuberkuloid. Sebaliknya, pada SIS rendah,
histiosit menjadi tempat berkembangnya M. leprae,
membentuk sel Virchow yang khas pada tipe lepromatosa
dengan zona bebas radang di bawah epidermis.
c. Serologi
Pemeriksaan serologi mendeteksi antibodi pada individu
yang terinfeksi M. leprae. Antibodi spesifik yang diperiksa
meliputi anti-PGL-1, antiprotein 16 kD, dan 53 kD, sementara
antibodi nonspesifik seperti anti-LAM juga dapat ditemukan.
Deteksi dilakukan melalui berbagai metode, seperti MLPA,

ELISA, ML dipstick, dan ML flow test.
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d. Pemeriksaan Lain

Diagnosisi usla saraf murni atau yang dikenal sebagai
pure neural leprosy (PNL) sulit dan sering terlambat.
Pemeriksaan tambahan seperti ektroﬁsiologi, biopsi saral,
dan fine needle aspiration cytology diperlukan. Elektrofisiclogi
menunjukkan neuropali sensorik atau motorik campuran,
sedangkan biopsi saral dapat mengonfirmasi BTA atau
nekrosis kaseosa, meski berisiko cedera. Fine needle
aspiration cytology menjadi altenatif yang lebih aman.
o!ymerase chain reaction (PCR) juga dapat dilakukan untuk
mendeteksi DNA M. leprae dari spesimen biopsi.

Kusta disebut the greatest imitaior karena menyerupai
berbagai penyakit kulit. Lesi eritem bersisik mirip psoriasis dan
dermatofitosis, sementara lesi hipopigmentasi menyerupai vitiligo
atau n‘h marks. Lesi dengan skuama halus dapat terlihat seperti
pitiriasis versikolor atau alba. Papul, plak, atau nodul pada kusta
juga dapat menyerupai neurofibromatosis, sarkoma Kaposi, dan
leukemia kutis (Kemenkes RI, 2020).

Mutasi Gen

Gold standard deteksi resistensi obat adalah dengan menilai

gejala klinis dan melakukan tes PCR untuk mengidentifikasi

mutasi pada drug resistance-determining region (DRDR).

Dihydropteroate synthase, RNA polymerase, dan DNA gyrase,
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yang dikodekan oleh gen Folp1, RpoB, dan GyrA, merupakan
target obat yang dikenal untuk dapsone, rifampisin, dan ofloksasin
(Li et al., 2024).

Antara tahun 1960 dan 1990, resistensi terdeteksi dengan
menggunakan uji footpad tikus yang tidak praktis, mahal, dan
memakan waktu. Namun, pemahaman tentang cara kerja obat
anti kusta dan mekanisme resistensi pada M. leprae telah
berkontribusi pada pengembangan tes kerentanan cbat berbasis
molekuler yang dapat dilakukan secara langsung pada spesimen
klinis. Adanya sarana ini telah memungkinkan pengembangan
jaringan surveilans WHO untuk mempelajari resistensi obat secara
global pada kusta (Cambau & Williams, 2023).

Pada tahun 1970, Rifampisin telah menjadi satu-satunya
komponen MDT yang menunjukkan aktivitas bakterisida terhadap
M. leprae. Rifampisin ara selektif menghambat RNA
polimerase yang bergantung pada DNA bakteri, sehingga
menghentikan produksi RNA. Khususnya, Rifampisin efektif
terhadap bakteri yang resisten terhadap Dapsone, sehingga
menjadikannya komponen penting dalam pengobatan Kkusta.
Untuk membunuh organisme intraseluler dengan baik, Rifampisin
juga berfungsi dengan menembus membran sel bakteri. Dalam
wakiu 4-6 minggu setelah memulai pengobatan, morphologic

index (MI) mencapai nol. Namun, dibutuhkan waktu lebih lama
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untuk menurunkan bakteriologic index (Bl). Perlu diketahui bahwa
mutasi pada gen RpoB baru-baru ini muncul, yang mengarah
pada pengembangan resistensi terhadap Rifampisin. Resistensi
ini telah menjadi perhatian yang signifikan, mengurangi kegunaan
dan efektivitas obat dalam beberapa kasus (Kimta et al., 2024).

Mutasi missense pada gen rpoB menyebabkan perubahan
pada asam amino yang melapisi kantong pengikat rifampisin dan
menghasilkan perubahan pada struktur enzim dan resistensi
rifampisin. Di dalam daerah penentu resistensi obat (DRDR),
mutasi pada gen rpoB terjadi di antara posisi kodon 410-480
(Sugawara-Mikami et al., 2022).

Sejak tahun 1993 dan setelahnya, sekuensing gen telah
dilakukan untuk strain M. leprae yang diketahui resisten pada
percobaan kaki tikus dan diisolasi dari kasus-kasus yang
mengalami  kegagalan pengobatan. Hal ini dengan jelas
menunjukkan bahwa beberapa mutasi missense (mutasi yang
menyebabkan perubahan asam amino) menyebabkan resistensi
terhadap dapsone (mutasi pada gen folP1), rifampisin (mutasi
pada gen rpoB) dan kuinolon (mutasi pada gen gyrA). Karena
mutasi-mutasi ini dikelompokkan dalam masing-masing gen,
daerah yang menentukan resistensi obat digambarkan sebagai
dapsone resistance-determining region (DRDR), rifampisin

resistance-determining region (RRDR) dan quinolone resistance-
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determining region (QRDR). Sekuensing pada genom M. leprae
telah menyebabkan modifikasi pada sistem penomoran yang

digunakan sebelumnya (WHO, 2017).

folFl DRDR
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Gambar 2. 6 Urutan nukleotida dan asam amino dari daerah
penentu resistensi obat. (Kodon yang diketahui paling sering
terlibat dalam resistensi disorot dalam persegi panjang)

(WHO, 2017)

Rifampisin bekerja dengan berikatan pada (-subunit enzim
RBNA polimerase, yang dikodekan oleh gen rpoB. Mutasi tertentu
pada gen rpoB berperan dalam terjadinya resistensi rifampisin
pada M. leprae dan M. tuberculosis. Mutasi missense yang
menyebabkan substitusi asam amino pada posisi 438, 441, 451,
456, dan 458, atau penyisipan nukleotida di antara posisi 439 dan
440, diketahui berkontribusi terhadap resisiensi rifampisin pada M.

leprae.
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Tabel 2. 1 Mutasi pada gen target obat kusta yang menyebabkan
resistensi terhadap M. leprae

Amino acid substitution due to gene Nucleotide change

mutation (5'—=> 3"

tpob Gln438Val cag 3 gig
Asp441Tyr gat =» tat

Asp441Asn gat = aat

His451Asp cac - gac

Hisd51Tyr i =3 tac

Serd56leu feg > tg

Serd56Met ICg —> alg

Serd56Phe teg = tte

Serd36Tmp tcg > igg

Leu458val clg = glg

Leud58Pre g =3 ocg

folP? Thrs3Ala ace - gec
Thr33Arg acc = age

The53lle acc = alc

Pro55Arg CLC =3 CRC

Pra55Leu cce - cle

Pro555er €Ce = e

By GlyBaCys BEC > tpc
Alag1val gra->gla

Note. Mutant amina acids i bold are high-frequency mutations ior M. lapcae associated with drug resistance. The nunbering
systent is that of the M. Jeprae gename IN strain {GenBank ALSE3923; (1))

Sumber : (WHO, 2017)

B. Tinjauan Umum Multi Drugs Therapy (MDT)
1. Obat-Obat Kusta
Pada tahun 1982, komite ahli WHO merekomendasikan
terapi kombinasi rifampisin, dapsone dan klofazimine untuk pasien
kusta untuk mencegah resistensi M. leprae akibat monoterapi.
Semua pasien menerima rifampisin dan dapsone, sementara

pasien dengan kusta multibasiler (MB) juga menerima klofazimine.
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Efektivitas dapsone terhadap M. leprae ditemukan pada
akhir tahun 1940-an, dan setelah itu dapsone digunakan secara
luas sebagai agen tunggal untuk pengobatan pasien kusta.
Penggunaan ini menyebabkan perkembangan resistensi dapsone.
Klofazimin kemudian ditemukan sebagai obat anti kusta yang
efektif. Selain itu, penelitian tentang rifampisin menunjukkan
bahwa rifampisin memiliki aktivitas antibakteri yang sangat baik
terhadap M. leprae. Dosis tunggal bulanan 1.200 mg rifampisin
ditemukan sama efektifnya dengan dosis harian dalam mengobati
pasien dengan beban bakteri awal yang tinggi. Penemuan ini
penting karena memfasilitasi pengembangan rejimen WHO
(Lockwood, 2019).

Rifampisin memiliki sifat bakterisidal kuat, sedangkan
dapson dan klofazimin bekerja sebagai bakteriostatik. Meskipun
efektif, regimen MDT memiliki sejumlah keterbatasan, seperti
menyebabkan  hiperpigmentasi  kulit, anemia  hemolitik,
methemoglobinemia, serta reaksi hipersensitivitas, yang
berkontribusi terhadap rendahnya kepatuhan pasien. Efek
samping berat seperti sindrom dapson juga pernah dilaporkan,
meskipun kasusnya jarang terjadi.

Sebagai alternatif, beberapa antibiotik seperti ofloksasin,
minosiklin, dan klaritromisin digunakan pada pasien dengan

kontraindikasi MDT, menolak terapi standar, atau mengalami
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7
relaps. Pada tahun 1997, WHQO menyetujui penggunaan regimen

rifampisin-ofloksasin-minosiklin  (ROM) dosis tunggal untuk
pengobatan lesi tunggal pada kusta tipe PB. Studi yang dilakukan
pada akhir tahun 1990-an menunjukkan potensi regimen ROM
dalam pengobatan kusta tipe MB. ROM dianggap menjanijikan
sebagai terapi alternatif karena memiliki profil efek samping yang
minimal, meningkatkan kenyamanan pasien, serta memperbaiki
tingkat kepatuhan terhadap pengobatan. Efek samping terkait
pengobatan kusta dengan MDT telah banyak dilaporkan.
Beberapa studi melaporkan adanya kasus resistensi MDT
(Deviana. 2019).
a. Rifampisin
Rifampisin merupakan obat dengan aktivitas bakterisidal
uat dalam pengobatan kusta. Mekanisme kerja rifampisin
adalah dengan menghambat aktivitas DNA-dependent RNA
polymerase melalui pembentukan ikatan dengan enzim
polimerase, sehingga proses sintesis ANA bakteri terhambat.
Rifampisin mampu membunuh hingga 99% M. leprae hanya
dalam satu kali pemberian, sehingga menjadi komponen
penting dalam terapi MDT.
NA sequencing method untuk mendeteksi resistensi

telah banyak membantu penemuan kasus resistensi obat

kusta. Saat ini, resistensi terkait dapson, rifampisin, dan
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golongan kuinolon dapat diidentifikasi dengan mencari mutasi
gen dengan metode biologi molekuler skala besar, tidak lagi
menggunakan kultur pada telapak kaki mencit. Resistensi
terhadap rifampisin dan dapson telah dilaporkan (Deviana,
2019).
Dapson

Dapsone adalah sulphone sintelis, mirip dengan obat
sulphonamide, yang menargetkan dihydropteroate synthase,
enzim tertentu dalam bakteri. Meskipun ada laporan awal
tentang resistensi yang terjadi setelah monoterapi, dapsone
telap sangat berguna dalam kombinasi dengan rifampisin
dalam rejimen MDT WHO untuk kusta. Dapson dapat
menyebabkan dapsone hypersensitivity syndrome ditandai
dengan dermalitis eksfoliatif, demam, dan hepatitis yang dapat
mengancam jiwa. Hipersensitivitas Dapsone biasanya
berkembang setelah 4-6 minggu pengobatan dan pasien
harus diberi tahu untuk menghentikan obat dan mencari
pertolongan medis segera jika timbul gejala (Walker et al.,
2014).
Klofazimin

Klofazimin adalah iminofenazin yang larut dalam lemak,
pewarna merah bata yang memiliki aktivitas in vitro terhadap

beberapa spesies mikobakteri dan terbukti sangat efektif




dalam pengobatan kusta (penyakit Hansen). Klofazimin
berikatan dengan DNA mikobakteri dan dikembangkan
sebagai terapi potensial untuk M. tuberculosis, tetapi
menunjukkan aktivitas yang minimal. Sebaliknya, obat ini
ditemukan sebagai obat yang sangat berguna untuk
mengobati kusta; uji klinis menunjukkan manfaatnya baik
sebagai monoterapi maupun bila dikombinasikan dengan
dapsone dan rifampisin. Terapi multidrug yang menggunakan
ketiga obat tersebut sekarang dianggap sebagai lini pertama
terapi untuk orang dewasa dengan kusta dan memberikan
tingkat kesembuhan yang tinggi setelah 1-3 tahun terapi.
Klofazimin etujui untuk digunakan di Amerika Serikat
pada tahun 1986, tetapi ditarik pada tahun 2016 dan sekarang
hanya tersedia di bawah naungan National Hansen's Disease
(Leprosy). Di negara lain, klofazimine tersedia dengan nama
komersial Lamprene. Klofazimin juga memiliki aktivitas
imunosupresif dan telah digunakan secara eksperimental
untuk mengobati lupus eritematosus diskoid dan psoriasis.
Efek samping utama dari Klofazimin termasuk
perubahan warna kulit dan gangguan pencernaan dengan
rasa sakit, mual dan diare. Perubahan warna kulit disebabkan
oleh warna oranye kemerahan dari Klofazimin dan

mengakibatkan perubahan warna coklat kemerahan pada kulit
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dan cairan tubuh pada sebagian besar pasien yang diobati
selama lebih dari satu bulan. Perubahan warna akan
memudar dengan penghentian obat, tetapi dapat bertahan
selama berbulan-bulan atau bertahun-tahun. Efek samping
gastrointestinal dari Klofazimin dapat menjadi parah dan
memerlukan modifikasi dosis atau penghentian. Gejala-gejala
tersebut disebabkan oleh kristalisasi molekul Klofazimin dalam
submukosa usus; kristal ini dapat ditemukan di hati, kelenjar
getah bening dan limpa (National Institute of Diabetes and
Digestive and Kidney Diseases, 2017).

Ofloksasin

Ofloksasin (4-fluoroquinolone) merupakan agen antibiotik
yang memiliki aktivitas antibakterisidal dengan potensi
moderat terhadap M. leprae. Mekanisme kerjanya melibatkan
pengikatan pada subunit A enzim DNA gyrase (gyrA), yang
berperan dalam proses superkoiling DNA, sehingga
menghambat replikasi DNA bakteri.

Penelitian yang dilakukan di India ditemukan tingkat
resistensi ofloksasin tertinggi pada pasien yang belum pernah
menerima pengobatan (16,4%) dan pasien kambuh (17,6%).
Meskipun fluoroquinolones bukan bagian dari terapi lini

pertama Kusta, resistensi terhadap obat ini terus dilaporkan
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dalam 5-7 tahun  terakhir, kemungkinan akibat
penggunaannya yang luas untuk infeksi non-mikobakteri.

Di Provinsi Shandong, Cina, tingkat resistensi ofloksasin
mencapai 2593%, dengan dugaan penyebab utama adalah
penyalahgunaan antibiotik, terutama di wilayah pedesaan.
Meningkatnya resistensi terhadap ofloksasin  menjadi
perhatian serius, mengingat obat ini merupakan terapi
cadangan bagi M. leprae yang resisten terhadap rifampisin.
Selain itu, hingga kini belum ada protokol yang ditetapkan
untuk mendeteksi resistensi terhadap minosikliin dan
klaritromisin, dua obat lini kedua lainnya (Chhabra et al.,
2023).

Minosklin

Minosiklin merupakan satu-satunya antibiotik golongan
tetrasiklin yang memiliki kemampuan membunuh M. leprae.
Aktivitas antibakterisidal minosiklin akan semakin optimal jika
dikombinasikan dengan obat antikusta lain. fek samping
yang paling sering dijumpai pada penggunaan jangka panjang
adalah perubahan warna gigi pada bayi dan anak-anak hingga
usia 8 tahun. Risiko ini muncul apabila inosiklin diberikan
dalam jangka panjang kepada wanita hamil atau anak-anak

selama fase perkembangan gigi.
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Kombinasi rifampisin dengan obat antikusta baru, seperti

minosiklin, klaritromisin, dan fluorokuinolon, menunjukkan
efektivitas yang lebih tinggi dibandingkan dengan kombinasi
dapson dan klofazimin. Selain itu, regimen ini juga cenderung
lebih diterima oleh pasien, sehingga berpotensi meningkatkan
kepatuhan terhadap pengobatan (Deviana, 2019).

Mekanisme kerja

Pada tahun 1995, WHO merekomendasikan pengobatan
kusta menggunakan MDT untuk tipe Paucibacillary (PB) dan
Muttibacitlary (MB). Pengobatan ini bertujuan mutus rantai
penularan, mencegah resistensi obat, memperpendek durasi
terapi serta meningkatkan kepatuhan pasien. MDT juga berperan
dalam mencegah timbulnya cacat baru atau memperlambat
progresivitas acat yang sudah ada sebelum pengobatan
(Kemenkes Rl, 2020).

MDT merupakan ombinasi dua atau lebih obat antikusta.
Rifampisin digunakan sebagai obat utama dengan sifat
bakterisidal kuat, sedangkan obat antikusta lainnya bekerja
sebagai bakteriostatik (Yusul et al., 2018). bat MDT tersedia
dalam bentuk blister yang diperuntukkan bagi pasien dewasa
serta anak-anak berusia 10-14 tahun.

Kelompok pasien yang membutuhkan MDT meliputi pasien

yang baru didiagnosis kusta dan belum pernah menerima
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pengobatan, Pasien ulangan juga memerlukan MDT, seperti

pasien yang mengalami relaps, melanjutkan pengobatan setelah

putus berobat, pindah tempat pengobatan, serta pasien dengan

2

perubahan klasifikasi lipe penyakit.

Rejimen pengobatan MDT di Indonesia diterapkan sesuai

dengan rekomendasi dari WHO, yaitu :

a.

Pasien pausibasiler (PB) dewasa
Pada hari pertama setiap bulan, pasien mengonsumsi dua
kapsul rifampisin (300 mg per kapsul, total 600 mg) dan satu
tablet dapsone (100 mg) di bawah pengawasan petugas
kesehatan. Selanjutnya, ri hari ke-2 hingga hari ke-28,
pasien melanjutkan pengobatan harian dengan satu tablet
dapsone (100 mg) per hari. Setiap bulan, pasien menerima
satu blister obat, dengan total kebutuhan enam ister yang
dikonsumsi selama 6-9 bulan.
Pasien multibasiler (MB) dewasa
Pada hari pertama setiap bulan, pasien mengonsumsi
dua kapsul rifampisin (300 mg per kapsul, total 600 mg), tiga
tablet lampren (100 mg per tablet, total 300 mg), dan satu
tablet dapsone/DDS (100 mg) di bawah pengawasan petugas
kesehatan. Selanjutnya, ri hari ke-2 hingga hari ke-28,

pasien melanjutkan pengobatan harian dengan satu tablet

lampren (50 mg) dan satu tablet dapsone/DDS (100 mg) per
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hari. Setiap bulan, pasien menerima satu blister obat, dengan
total kebutuhan 2 blister yang dikonsumsi selama 12-18
bulan.

c. Dosis MDT PB untuk anak (umur 10-14 tahun)

Pada hari pertama setiap bulan, pasien mengonsumsi
dua apsul rifampisin (150 mg dan 300 mg) serta satu tablet
dapsone/DDS (50 mg) di bawah pengawasan petugas
kesehatan. Selanjutnya, ri hari ke-2 hingga hari ke-28,
pasien melanjutkan pengobatan harian dengan satu tablet
dapsone/DDS (50 mg) per hari. Setiap bulan, pasien
menerima satu blister obat, dengan total enam Iister yang
dikonsumsi selama 6-9 bulan.

d. Dosis MDT MB untuk anak (umur 10-14 tahun)

Pada hari pertama setiap bulan, pasien mengonsumsi
obat di bawah pengawasan petugas kesehatan. Selanjutnya,
i hari ke-2 hingga hari ke-28, pasien melanjutkan
pengobatan harian dengan satu tablet lampren [0 mg) setiap
dua hari sekali dan satu tablet dapsone/DDS (50 mg) setiap
hari. Setiap bulan, pasien menerima satu blister obat, dengan
total 2 blister yang dikonsumsi selama 12- 18 bulan.

Pada pasien anak berusia di bawah 10 tahun, dosis obat

disesuaikan dengan berat badan untuk memastikan efektivitas




46

dan keamanan terapi. Yaitu, rifampisin sebesar 10-15 mg/kgBB,

dapsone sebesar 1-2 mg/kgBB, dan lampren sebesar 1 mg/kgBB.
2

Regimen pengobatan khusus diperlukan pada pasien

tertentu yang tidak dapat menerima rifampisin akibat reaksi alergi

atau adanya penyakit penyerta, seperti hepatitis kronis, maupun

pada kasus kusta yang resisten terhadap rifampisin (Kemenkes

RI, 2020).

Blister PB

Dewasa Anak-anak

Bhister MB

Dewasa Anak-anak

Gambar 2. 7 Kemasan Blister (Kemenkes Rl, 2020)
1

C. Tinjauan Umum Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah metode enzimatik
yang digunakan untuk melipatgandakan sekuens nukleotida secara
eksponensial cara in vitro. Teknik ini pertama kali dikembangkan
oleh Dr. Kary Mullis pada tahun 1980. PCR mampu mengamplifikasi
fragmen DNA dalam jumlah kecil menjadi salinan DNA dalam jumlah

besar. Proses amplifikasi DNA melalui PCR memiliki tingkat akurasi
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yang tinggi, sehingga metode ini banyak digunakan dalam berbagai

bidang seperti analisis genetik, diagnosis klinis, rekayasa genetika,
dan analisis forensik (Hidayat, 2020).

Prinsip PCR alah perbanyakan fragmen DNA secara in vitro
menggunakan enzim polimerase pada suhu tinggi dalam siklus
berulang. Proses ini diawali dengan pemisahan untai ganda DNA,
kemudian primer DNA berikatan dengan untai tunggal saat suhu turun,
memungkinkan sintesis DNA baru. Hasil amplifikasi dianalisis melalui
elektroforesis agarosa.

Metode PCR terus berkembang. dari metode konvensional
hingga teknik yang memungkinkan deteksi langsung mutasi pada
sampel. Perkembangan ini disesuaikan dengan aplikasi spesifik,
seperti identifikasi molekuler, sekuensing, atau rekayasa genetika.
Namun prinsip dasar PCR tetap sama, yaitu memerlukan primer,
nukleotida bebas (dNTP), enzim Taq polimerase, air bebas ion
(dH:Q), larutan penyangga (buffer PCR) dengan atau tanpa
magnesium klorida (MgCl.), serta DNA target sebagai cetakan.
Perbedaannya terletak pada suhu dan durasi tahapan penempelan
serta pemanjangan DNA, perancangan primer yang bervariasi antar
metode (misalnya, ARMS berbeda dari PCR konvensional), ada atau
tidaknya pemotongan DNA pada area tertentu, serta penggunaan
probe fluoresen untuk mendeteksi hasil amplifikasi (Puspitaningrum et

al., 2018).
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Proses PCR terdiri dari tiga tahapan siklus, yaitu denaturasi,

annealing, dan ekstensi/elongasi. Tahap pertama adalah denaturasi,
yaitu reaksi orde satu yang berlangsung cepat, biasanya pada suhu
94-95°C. Pada fahap ini, untai celakan DNA harus terpisah
sempurna. Waktu standar denaturasi berkisar antara 0 hingga 60 detik
(Mursyidin, 2024). Dimana sampel DNA berantai ganda dipisah
menjadi untai tunggal ngan pemanasan pada suhu 95°C selama 1-
2 menit. Suhu tinggi ini memutuskan ikatan hidrogen antar basa
nitrogen pada DNA, sehingga menghasilkan single stranded DNA
sebagai template untuk tahap berikutnya.

Tahap kedua adalah annealing, di mana primer oligonukleotida
berikatan secara spesifik pada sekuen komplementer pada DNA
template. Suhu annealing bervariasi tergantung pada melfing
temperature (Tm) primer, umumnya sekitar 5"0 di bawah suhu Tm.
Suhu annealing yang optimal sangat penting untuk memastikan
spesifisitas dan efisiensi amplifikasi. Suhu annealing ng terlalu
rendah dapat menyebabkan mispriming, sedangkan suhu yang terlalu
tinggi dapat menurunkan efisiensi reaksi.

Tahap ketiga adalah ekstensi atau elongasi, yang berlangsung
pada suhu 72°C. Pada tahap ini, DNA polimerase, seperti Tag
polymerase, mensintesis untai DNA baru dengan menambahkan
nukleotida komplementer pada ujung 3' primer berdasarkan urutan

DNA cetakan. Proses ini berlanjut hingga seluruh sekuen target
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terkopi. Siklus ini diulangi sebanyak 20-35 kali untuk menghasilkan
jutaan hingga miliaran salinan DNA target, menghasilkan produk
amplifikasi DNA dalam jumlah yang lebih banyak dibanding jumiah
template DNA awal (Hidayat, 2020). Suhu ekstensi 72°C merupakan
standar dalam protokol PCR, mendekali suhu optimal Tag polimerase
(75°C) namun tetap cukup rendah untuk mempertahankan hibridisasi
primer dengan cetakan DNA. (Mursyidin, 2024).
Beberapa jenis PCR yaitu (Hidayat, 2020) :
a. Quantitative PCR (QPCR)
gPCR digunakan untuk mengukur Eecara kuantitatif jumlah
awal DNA, cDNA, atau RNA dalam suatu sampel (biasanya dalam
real-time). Teknik ini memungkinkan deteksi dan kuantifikasi
urutan target serta menentukan jumlah salinan DNA dalam sampel

dengan presisi tinggi.
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Reverse Transcription PCR (RT-PCR)

RT-PCR adalah teknik dua langkah yang melibatkan sintesis
cDNA dari mRNA menggunakan reverse transcriptase, diikuti
amplifikasi cONA melalui ECH. Proses ini menghasilkan salinan
cDNA tanpa intron, memungkinkan analisis ekspresi gen,
identifikasi transkrip RNA, serta pemetaan ekson dan intron jika
urutan DNA genom diketahui. RT-PCR banyak digunakan dalam
studi ekspresi gen dan analisis transkripsi.

Nested PCR

Nested PCR meningkatkan sensitivitas dan spesifisitas
dengan dua putaran PCR menggunakan dua pasang primer. PCR
pertama mengamplifikasi DNA target beserta fragmen nonspecific,
lalu produk ini menjadi templat untuk PCR kedua dengan primer
yang lebih spesifik. Teknik ini meningkatkan sensitivitas melalui
siklus tambahan dan spesifisitas melalui primer selektif pada
siklus kedua.

Inverse PCR

Inverse PCR memungkinkan amplifikasi daerah DNA yang
tidak diketahui dengan memanfaatkan sebagian kecil urutan yang
dikenali. DNA target dibentuk menjadi lingkaran, memungkinkan
primer menempel di kedua sisi urutan target, sehingga dapat
memperluas analisis pada molekul DNA panjang seperti

kromosom.
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Hot start PCR

Hot-start PCR mencegah amplifikasi non-spesifik dengan
menghambat aktivitas polimerase pada suhu rendah. Teknik i
dapat dilakukan secara manual dengan memanaskan reaksi
sebelum menambahkan polimerase atau menggunakan enzim

khusus yang hanya aktif pada suhu tinggi melalui pengikatan

antibodi atau inhibitor kovalen.

a
Intersequence-specific PCR (ISSR)

PCR untuk DNA fingerprinting mengamplifikasi daerah di
antara sekuens DNA pendek berulang untuk menghasilkan pola
unik. Fragmen hasil amplifikasi ini digunakan untuk identifikasi

individu secara genetik.

g. ging!e Specific Primer-PCR (SSP-PCR)

Metode ini memungkinkan amplifikasi DNA untai ganda
meskipun hanya satu ujung sekuens yang diketahui. Teknik ini
digunakan untuk memperluas analisis genom dengan
memperbanyak DNA dari daerah yang diketahui ke wilayah

kromosom yang belum teridentifikasi (Hidayat, 2020).

a .
Multiplex-PCR

Terdiri dari beberapa set primer dalam satu campuran PCR.
Multiplex-PCR berfungsi untuk menghasilkan amplikon dengan

berbagai ukuran yang khusus untuk urutan DNA yang berbeda.
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Muitiplex allele-specific PCR (MAS-PCR) memungkinkan deteksi
simultan mutasi genetik terkait resistensi INH dan RIF yang paling
umum dengan biaya yang relatif lebin murah dan perlu keahlian
teknis. Jika dibandingkan dengan drug susceptibility testing (DST),
MAS-PCR memiliki sensitivitas 82,8% dan spesifisitas 100% untuk
mendeteksi mutasi resistensi INH yang umum, dan sensitivitas 98,4%
dan spesifisitas 100% untuk mendeteksi mutasi resistensi RIF yang

umum (Chia et al., 2012).
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Gambar 2. 9Tahapan Proses Multiplex-PCR (Tajbakhsh et al., 2018)

Reaksi MAS-PCR secara umum terbagi menjadi dua kategori,
yaitu, Reaksi PCR template tunggal yang menggunakan satu template
DNA genom dengan beberapa pasang primer forward dan reverse
untuk mengamplifikasi wilayah atau region tertentu pada template

tersebul. Dan reaksi PCR dengan beberapa template (multiple
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template) melibatkan lebih dari satu molekul template DNA dalam satu
tabung reaksi dengan beberapa set primer.

Metode MAS-PCR memiliki kelebihan meliputi kemampuan
mendeteksi beberapa targel DNA secara simultan dalam salu reaksi,
tingkal akurasi dan sensitivitas yang tinggi, serta proses yang relatif
mudah digunakan di laboratorium. Namun, metode ini memiliki biaya
lebih tinggi karena membutuhkan reagen dan peralatan khusus. Selain
itu, diperlukan pengetahuan teknis untuk menentukan kombinasi
primer yang tepat, seria ketergantungan pada kualitas peralatan yang

memerlukan perawatan rutin (Hadijah, 2012).

Gambar 2. 10 Hasil visualisasi elektroforesis
(Tajbakhsh et al., 2018).

D. Kerangka Konsep
Penyakit Kusta adalah infeksi kronis yang disebabkan oleh
bakteri M. leprae. Kusta dapat ditularkan melalui inhalasi, kontak

Kulit, transplasenta, transfusi darah dan transplantasi organ dengan
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sumber manusia, hewan dan lingkungan. M. leprae menyebar Ialui
droplet saat penderita berbicara, batuk, atau bersin, dengan jumlah
bakteri mencapai 110.000 sel setiap kali bersin. Penularan terjadi
melalui inhalasi, kemudian bakteri masuk ke aliran darah melalui
transmisi hematogen.

Setelah seseorang didiagnosis kusta, langkah berikutnya adalah
menentukan tipe kusta untuk menetapkan komplikasi, prognosis, dan
tindakan medis. WHO mengklasifikasikan kusta menjadi dua tipe
untuk kepentingan pengobatan, yaitu ausibasiler (PB) dengan sedikit
atau tanpa bakteri, dan Multibasiler (MB) dengan jumlah bakteri yang
banyak. Tipe PB mencakup tipe TT dan BT menurut Ridley dan
Jopling, sedangkan tipe MB mencakup tipe BB, BL, LL, atau tipe apa
pun dengan hasil BTA positif.

MDT adalah kombinasi dua atau lebih obat antikusta, dengan
rifampisin sebagai obat bakterisidal kual, sementara obat lainnya
bersifat bakteriostatik. Rifampisin bekerja dengan berikatan pada (-
subunit enzim RNA polimerase yang dikodekan oleh gen rpoB. Mutasi
pada gen rpoB berperan dalam resistensi M. leprae terhadap
rifampisin. Gold standard deteksi resistensi obat adalah evaluasi

gejala klinis dan tes PCR untuk mendeteksi mutasi DRDR.
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METODE PENELITIAN

A. Jenis Penelitian
Jenis penelitian ini adalah observasional dengan menggunakan
rancangan deskriptif yang bertujuan untuk mendeteksi mutasi gen

rpoB pada pasien kusta dengan terapi Muiti Drugs Therapy (MDT).

B. Lokasi dan Waktu Penelitian
1. Lokasi Penelitian
a. Lokasi Pengambilan Sampel
Pengambilan sampel dilakukan di 8 RT pada Wilayah
Kampung Kusta, JI. Dangko, Kecamatan Tamalate, Kelurahan
Parangtambung, Kota Makassar.
b. I(asi Penelitian Sampel
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Hasanuddin
University Medical-Research Center (HUM-RC) Makassar,
.

g. Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan April sampai dengan Mei 2025.

C. Populasi, Sampel, Besar Sampel dan Teknik Pengambilan Sampel
1. Populasi
Populasi dalam penelitian ini yaitu seluruh penderita kusta di

wilayah kampung kusta, Kecamatan Tamalate, Kota Makassar.
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2. Sampel
a :
Sampel yang digunakan adalah sampel darah penderita
kusta sedang menjalani terapi MDT ang memenuhi kriteria inklusi
dan ekslusi.
Adapun kriteria inklusi dan eksklusi dari penelitian ini yaitu :
a. Kriteria Inklusi
1) Penderita kusta yang bersedia, mampu memberikan
informasi yang diperlukan, dan telah ?enandatanganl
informed consent sebagai tanda persetujuan menjadi
subjek penelitian.
2) Penderita kusta yang sedang menjalani terapi MDT dengan
rejimen rifampisin.
b. Kriteria Eksklusi
1) Pasien yang memiliki riwayat penyakit lain yang dapat
mempengaruhi hasil penelitian.
3. Besaran Sampel
Jumlah sampel dalam penelitian ini berjumiah 7 sampel yang
ditentukan berdasarkan jumlah pasien aktif di lokasi penelitian dan
ketersediaan sampel di lapangan, dengan mempertimbangkan
keterbatasan peneliti terkait waktu dan biaya operasional.
4, knlk Pengambilan Sampel

Teknik pengambilan sampel pada penelitian ini yaitu

purposive sampling.
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. Variabel Penelitian

Variabel dalam penelian ini adalah mutasi gen rpoB pada sampel

pasien kusta.

. Definisi Operasional

1.

~@

Penderita kusta adalah individu yang terinfeksi M. leprae dan
didiagnosis menderita kusta tipe Pausibasiler atau Multibasiler
yang sedang menjalani terapi MDT pada wilayah kampung kusta,
Kecamatan Tamalate, Kota Makassar.

Multiplex Allele-Specific Polymerase Chain Reaction (MAS-PCR)
adalah teknik molekuler untuk mendeteksi dan membedakan
variasi genetik pada lokus genetik tertentu yang digunakan di
Laboratorium Hasanuddin University Medical-Research Center

(HUM-RC) Makassar.

Instrumen Penelitian

1.

Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi, Mesin
PCR (Biorad), Gel Doc, Mesin Elektroforesis, Sentrifuge,
Waterbath, Laminal Flow, BSC Tipe Il, Mikropipet (10004, 100 p,

81

201, 10 pl), Cetakan Agarosa, Tips (1000ul, 100pl1, 20ul, 10u),
Tabung Efendorf, Tabung PCR, Erlenmeyer dan Gelas Ukur.
Bahan

Bahan yang digunakan terdiri dari DNA yang dimurnikan dari

sampel penderita kusta dengan konsentrasi sebanyak 5,0ul.
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Digunakan primer dengan urutan spesifik untuk pra gen pada M.
leprae (forward: 5' CTCCACCTGGACCGGCGAT 3'; reverse:
5'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
RANAse Free water. Tahap visualisasi hasil amplifikasi dilakukan
dengan elektroforesis gel agarosa yang mengandung Ethidium
Bromida dan menggunakan buffer TBE 0,6. Sebagai standar

ukuran DNA, digunakan DNA ladder/marker 100,

G. Prosedur Penelitian

1.

Pra Analitik
Responden dianjurkan untuk duduk kemudian dilakukan
tindakan flebotomi dengan menggunakan metode close sistem.

Setelah dilakukan flebotomi, desinfeksi tabung setelah itu

dimasukkan ke dalam coolbox dan dibawa ke laboratorium.

Pengambilan darah vena (Metode Close System)

a. Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang digunakan yaitu, Venous collection
system (jarum dan holder), torniquet, kapas kering, kapas

alkohol, tabung ungu/ K3EDTA.
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b. Prosedur Kerja :

Disiapkan alat dan bahan kemudian menempelkan
identitas pada tabung pfain lalu gunakan handschoon dan
masker. Pasang tourniquet pada lengan pasien dan pastikan
vena yang akan dilakukan penusukan (mediana cubity).
Desinfeksi permukaan lokasi yang akan ditusuk menggunakan
kapas alkohol. Tusuk vena menggunakan jarum yang sudah
dipasang pada holder, setelah dirasa tepat, ambil tabung
EDTA lalu masukan kedalam holder untuk menampung darah.
Lepaskan forniquel sesaat setelah darah masuk kedalam
tabung dan tunggu hingga volume darah cukup kemudian
cabut jarum dan tutup luka tusukan dengan kapas kering lalu
diplester. Jarum yang sudah digunakan dibuang kedalam

wadah khusus yang sudah disediakan.

2. Analitik

a.

Ekstraksi DNA (gSYNC ™DNA Exfraction KIT)

1) Preparasi Sampel
Sampel darah dimasukkan sebanyak 200ul kedalam
tabung ependorf 1,5ml, tambahkan PBS hingga
volumenya 200 ul. Kemudian masukan O ul Proteinase K

lalu campurkan. Lakukan inkubasi pada suhu 60 °C

selama 5 menit.




2)

3)

4)

5)

6)

61

Cell Lysis

Tambahkan 200ul GSB Buffer, kemudian divortex,
inkubasi pada suhu 60 °C selama 20 menit dimana tiap 5
menit divortex.

DNA Binding

Tambahkan 200ul Ethanol vortex selama 10 detik.
masukkan kedalam GS Column dalam 2ml collection tube.
Sentrifuge 14.000-16.000 rpm selama 1 menit buang
cairan pada collection tube.

Wash

Tambahkan 400 ul W1 Buffer, sentrifuge 14.000-16.000
rpm selam 30 detik. Buang cairan pada colfection tube,
masukan 600 ul Wash Buffer Sentrifuge 14.000-16.000
rpm selam 30 detik.Ganti collection tube dengan yang
baru, sentrifuge dengan kecepatan 14.000-16.000 rpm
selama 3 menit.

Elution

Pindahkan GS Column ke tabung ependorf steril,
tambahkan 100 ul Elution Buffer yang sebelumnya telah
dipanaskan. sentrifuge dengan kecepatan 14.000-16.000
rpm selama 30 detik .

Buang GS Column. Cairan yang terdapat pada tabung

ependorf merupakan DNA produk yang siap untuk di PCR.




7) Mix PCR

a) Primer Pra-Gene M. leprae

Go Tag Master Mix
Forward 10 UM
Reverse 10 UM
Nuclesa Free Water
DNA Sampel

Total

b

-

Go Tag Master Mix
Forward 1 10 UM
Forward 2 10 UM
Forward 3 10 UM
Reverse 10 UM
Nuclesa Free Waler
DNA Sampel
Total

b. Amplifikasi DNA

1) Pra-Gene

s12siul
05
105 pl
6.5l
15,0l

125 ul

Primer MAS-PCR M. leprae

12,5 ul
105 pl
10,5 pl
10,5 pl
10,5 pl
135 ul
:5.0ul

125 ul

62

Amplifikasi pra-gene M. leprae melalui PCR dilakukan

dalam 32 siklus. Setiap siklus terdiri dari tiga tahap:

denaturasi pada suhu 84 °C selama 2 menit untuk

memisahkan untai DNA ganda; diikuti annealing pada 55




c.

2)

3
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°C selama 2 menit, di mana primer menempel pada
sekuens target; dan ekstensi (pemanjangan) pada 72 °C
selama 3 menit, yang memungkinkan DNA polimerase
mensintesis untai DNA baru.

MAS-PCR

Tahap kedua adalah proses amplifikasi dengan metode
MAS-PCR. MAS-PCR dilakukan untuk mendeteksi mutasi
pada gen rpoB dengan menggunakan primer spesifik
untuk tiga kodon target (516, 526, dan 531). PCR
dijalankan dengan kondisi termal: naturasi 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, serta

pemanjangan akhir pada 72°C selama 10 menit.

Elektroforesis

1)

Pembuatan Gel

Untuk membuat gel agarosa 2%, 2 gram agarosa
ditimbang dan dilarutkan dalam 100 ml TBE Buffer 0,5x.
Larutan agarosa dan buffer ini dipanaskan hingga
homogen. Setelah sedikit mendingin, 5 pl Ethidium
Bromida ditambahkan. Selanjutnya, larutan dituangkan ke

dalam cetakan dan dibiarkan mengeras.




2)

3)

4)
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Pembuatan DNA Marker

DNA ladder/marker disiapkan dengan mencampurkan 25
Ul DNA 100 bp ladder ke dalam 1 ml Blue Juice Loading
Dye hingga homogen. Setelah tercampur rata, label tube
yang lama diepas dan diganti dengan label baru
bertuliskan "marker" untuk identifikasi.

Persiapan Elektroforesis

Setelah pembekuan, gel agarosa diposisikan di dalam
chamber elekiroforesis dan diisi dengan TBE Buffer 0,5x
hingga gel terendam. Untuk visualisasi dan pemisahan, 8
pl produk amplifikasi PCR dari setiap sampel {mral
positif, kontral negatif, dan sampel uji) dihomogenkan
dengan 2 pl Blue Juice Loading Dye, kemudian 10 ul dari
setiap campuran dimuat ke dalam sumur-sumur gel.
Sebuah DNA ladder 100 bp sebanyak 10 pl juga
diaplikasikan pada salah satu sumur, biasanya sumur
pertama, untuk memfasilitasi penentuan ukuran fragmen
DNA.

Running Elekiroforesis

Selelah pemuatan sampel, aliran listrik diaplikasikan pada
alat elektroforesis. Proses ini dijalankan ri kutub negatif

{katoda) menuju kutub positif (anoda) dengan arus 100 A

selama 150 menit. Setelah durasi yang ditentukan, proses




5)
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elektroforesis dihentikan, dan pita-pita DNA yang
terbentuk pada gel diamati. Keberadaan pita yang sejajar
atau memiliki ukuran yang sama dengan pita pada sumur
kontrol positif mengindikasikan hasil yang positif untuk
sampel tersebut.

Gel Documentation

Pengoperasian sistem Gel Doc melibatkan empat tahapan
utama: penyalaan alat, pengaturan posisi gel, pengaturan
gambar, serta penyimpanan dan pencetakan. Sistem
diaktifkan dengan menekan tombol ON pada unit dan
membuka perangkat lunak Quantity One di komputer, lalu
memilih "Gel Doc XR". Gel kemudian diletakkan di tengah
setelah pintu alat dibuka (opsional menyalakan Epi White),
dan setelah pintu ditutup, iris, zoom, dan fokus diatur
melalui monitor. Untuk pengambilan gambar, tombol
Trans UV diaktifkan (dengan mpu UV mati otomatis jika
pintu terbuka kecuali tombol Hold ditekan), lalu dipilih Auto
Expose untuk otomatis atau Manual Expose untuk
pengaturan wakiu eksposur. Setelah gambar jelas,
"Freeze" diklik, dan "Annotate" dapat digunakan untuk
penulisan. Terakhir, gambar dapat disimpan dan dicetak.

Hasil PCR dianalisis berdasarkan keberadaan pita DNA,

di mana pita berukuran 218 bp, 185 bp, atau 170 bp
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menunjukkan bahwa gen rpoB berada dalam kondisi tipe liar
tanpa mutasi. Sebaliknya, tidak adanya pita pada ukuran
tersebut menunjukkan adanya mutasi pada kodon target, yang
mengindikasikan resistansi terhadap rifampisin. Untuk PCR
validasi, keberadaan pita DNA berukuran 531 bp menegaskan

bahwa DNA genom M. leprae terdeteksi dalam sampel.

3. Pasca Analitik

Interpretasi hasil yang diperoleh pada mutasi gen rpoB M.
leprae dianalisis. Data yang diperoleh kemudian dianalisis

berdasarkan persentase hasil yang positif terjadi mutasi.

. Pengumpulan Data
Data yang digunakan merupakan data primer yang diperoleh
langsung dari deteksi mutasi gen rpoB pada pasien kusta yang

menjalani terapi MDT.

[14]
Analisis Data
Data yang diperoleh pada penelitian ini dianalisis secara

deskliptif dan disajikan dalam bentuk tabel kemudian di narasikan.




J. Kerangka Operasional

Penderita Kusta dengan Terapi MDT

!

Pengisian Informed Consent

l

Pengambilan Sampel Darah

Ekstraksi DNA

v

MAS-PCR

l

Hasil

I

Analisa Data

Pembahasan

Kesimpulan

Gambar 3. 1 Kerangka Operasional
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil

Pengambilan sampel penelitian dilakukan pada Kampung Kusta,
Jl. Dangko, Kecamatan Tamalate, Kota Makassar. Pelaksanaan
penelitian dilakukan di Laboratorim Hasanuddin University Medical
Researh Center - HUMRC pada bulan April sampai dengan Mei 2025.
gmpel yang digunakan sebanyak 7 sampel darah penderita kusta
yang sedang menjalani terapi MDT. Hasil distribusi karakteristik subjek
penelitian dapat dilinat pada tabel 4.1,

Tabel 4. 1 Distribusi karakteristik subjek penelitian

Karakteristik Jumilah (n) Persentase (%)
Jenis Kelamin
Laki-Laki 4 57,1%
Perempuan 3 42,9%
Usia
Anak 10-14 Tahun 2 28,6%
Dewasa =14 Tahun 5 71,4%
Jenis Kusta
PB 5 71,4%
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).
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Berdasarkan tabel 4.1 dapat dilihat bahwa penderita dengan
is kelamin laki-laki sebanyak 4 orang (57,1%) dan perempuan
sebanyak 3 orang (42,9%). Berdasarkan usia terdapat 2 (28,6%) dari
7 sampel adalah anak berusia 10-14 tahun dan usia dewasa sebanyak
5 orang (71,4%). Adapun sampel didominasi tipe PB banyak 4
orang (57.1%) dan tipe MB sebanyak 3 orang (42,9%). Terdapat 5
orang (71,4%) dengan interval pengobatan 1-6 bulan dan 2 orang
(28,6%) dengan interval pengobatan 7-12 bulan. Keseluruhan sampel
merupakan penderita kusta baru yaitu 7 orang (100%).

Proses penelitian dimulai dari pengumpulan spesimen yang
diambil pada penderita kusta dengan terapi MDT. Terhadap sampel
dilakukan analisa secara biomolekuler menggunakan metode MAS-
PCR, pertama sampel diekstraksi untuk mendapatkan DNA murni,
kemudian dilakukan pencampuran enzim PCR setelah itu dimasukan
juga sampel yang telah diekstraksi, selanjutnya dilakukan amplifikasi
DNA melalui PCR dengan menggunakan primer spesifik untuk pra-
gene pada M. leprae dan gen rpoB untuk MAS-PCR dengan beberapa
forward primer pada beberapa target kodon, yaitu kodon 516, 526 dan
531. Setelah itu dilakukan elekiroforesis dan hasilnya dibaca
menggunakan ge! documentation. Pada 7 sampel ditemukan adanya
mutasi yang terjadi, terdiri dari 1 sampel menunjukan mutasi pada 3
daerah kodon target dan 6 sampel menunjukan terjadinya mutasi pada

2 daerah kodon target.
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Adapun hasil elektroforesis yang divisualisasikan dengan

Ge!Dchpat dilihat pada gambar 4.1.

Gambar 4. 1 Hasil visualisasi elektroforesis, amplifikasi pra-gene M.
leprae dan daerah gen rpoB.

Gambar 4.1 menampilkan hasil PCR pra-gene M. leprae pada 7
sampel yaitu negatif dengan tidak ditemukannya pita band pada 531
bp yang digunakan sebagai penanda positif M. leprae, sedangkan
pada MAS-FPCR ditemukan adanya gen rpoB pada ke 7 sampel, yang
ditandai dengan muculnya pita band pada 531 bp. Munculnya pita
band pada kodon target 526 (185 bp) menujukan tidak terjadinya
mutasi ada sampel 1,3,4,5,6 dan 7, sedangkan pada sampel 2
menunjukan terjadinya mutasi dengan tidak terdapatnya pita band
pada daerah kodon target. Kodon target 516 (170 bp) dan 531 (218
bp) menunjukan adanya mutasi dengan tidak ditemukannya pita band

pada daerah kodon target.
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Tabel 4. 2 Analisis mutasi gen rpeB dari hasil MAS-PCR

Hasil Penelitian Jumlah (n) PEI!(:;'I;BSE

Tidak Bermutasi 0 0%
Mutasi 7 100%
Total ] 100%

Sumber : (Data Primer, 2025)

Berdasarkan tabel 4.2 menunjukan bahwa semua sampel uiji
mengalami mutasi (100%, dengan 1 sampel mengalami mutasi pada 3
kodon target yaitu 516 (218 bp), 526 (185 bp) dan 531 (170 bp) dan 6
sampel mengalami mutasi pada 2 kodon target 516 (218 bp) dan 531

(170 bp).

. 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 BNA 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
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rpoB (kodon 507 hingga 533), yang dikenal sebagai Rifampicin
Resistance-Determining Region (RRDR). Mutasi D516V, H528Y,
H526D, dan S531L adalah yang paling sering terkait dengan resistensi
rifampin tingkat tinggi pada M. fuberculosis, meskipun peran beberapa
mutasi lain di wilayah RRDR asih 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
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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 bakieri, 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 simulian.
Keunggulan utama MAS-PCR dibandingkan PCR konvensional adalah
efisiensi biaya, persiapan, dan waktu analisis. MAS-PCR juga
mengatasi keterbatasan kultur mikrobioclogi, 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
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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) da 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 B dari enzim RNA
polymerase. Mutasi yang terjadi pada wilayah RRDR dapat mengubah

struktur protein yang menjadi target pengikatan rifampisin. Perubahan
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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 H5268Y (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
mer 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 akhimya akan
menggantikan strain wild-fype. Sementara itu, resistensi sekunder

diduga timbul akibat monoterapi dapson dan rifampisin yang tidak
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teratur, dosis yang tidak adekual, atau kesalahan dalam konsumsi
obat dan tipe resistensi ini berisiko menjadi resistensi primer di
kemudian hari (Oktarina & Marissa, 2023). Faktor-faklor 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 penyakil kusta membutuhkan

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

erdasarkan 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 %alah laki-laki dan 3 orang
(42,9%) adalah perempuan, yang sejalan dengan temuan Hambridge
et al. (2021) yang menunjukan deréta berjenis kelamin laki-laki
lebih tinggi dibanding perempuan, sesuai juga ?zngan 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. lgprae di
komunitas (Darmawan & Rusmawardiana, 2020). jalan 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
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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 alan 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 dapal 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).

%neliﬁam ini memiliki beberapa keterbatasan yailu, 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.




BAB V

PENUTUP

A. 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.

B. Saran
1. Saran kepada peneliti selanjuinya yaitu, penelitian lebih lanjut
diperlukan untuk mengkonfirmasi status resistensi ini melalui
metode lain seperti pengujian kerentanan obat in vitro (jika
memungkinkan) atau whole genome sequencing.
2. 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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Lampiran
Farthal Izin Penelitian

Yth. Lurah Balang Baru

Makassa:

ul DETERSI MUTASI G
MDT [MULTI PRL
SPECIFIC MOLYMERAS

1B PADA PENDERITA KUSTA TERAPE
METUDE MULTIPEN ALLELE-
{ALN REACTION (PCR)

Bermaksuc

‘]
sampal dengan

1 penelitian ¢ jal 26 Maret 2025




Lampiran 8. Surat Izin Penelitian PTSP

*
A
s

PEMERINTAH PROVINSI SULAWESI SELATAN
DINAS PENANAMAN MODAL DAN PELAYANAN TERPADU SATU PINTU

J.Bougervilla No.S Telp. (0411) 441077 Fax. (0411) 448938

Wabsits : hup/simap goJd Email : pisp iprov.go.id
Makagsar 90231
MNomor © GI5TIS.0NPTSP/2025 Kepada Yth.
Lampiran - 1. Walikota Makassar
; 2. Rektor Universitas Hasanuddin
Perihal ¢ lzin penelitian ettt '
di-
Tempat
Berdasarkan surat Ketua Jurusan F Kemenkes ar Nomor
PP.08.02/F.XIII.11.6/170/2025 tanggal 25 Maret 2025 perih ut diatas, mahasiswalpenslit
divawah ini:
Nama © JESSY JULIO TUHULER W/’
Nomaor Pokok SPOTLA203:232.
Program Studi . Barjana Terapan i is
Pekerjaan/Lembaga T Mahasiswa (D4)
Alamat : JI, Wijaya Kusuma Raya No. 46 Banta-Bantaeng, Makassar
PROVINSI SULAWESI SELATAN

Bermaksud untuk melakukan penelitian & daerahvkanior saudara dalam rangka menyusun KARYA
TULIS, dengan judul

" DETEKSI MUTASI GEN rpoB PADA PENDERITA KUSTA TERAP| MDT (MULTI DRUGS
THERAPY) METODE MULTIPLEX ALLELE-SPECIFIC POLYMERASE CHAIN REACTION (MAS-
PCR) "

Yang akan dilaksanakan dari : Tal. 26 Maret s/d 26 Juni 2025

Sehubungan dengan hal tersebut diatas, pada prinsipnya kami

yetujui kegiatan
dengan ketentuan yang tertera di belakang surat izin penalitian.

D ian Surat K gan inl diberikan agar dipergunakan sebagaimana mestinya,
Diterbitkan di Makassar
Pada Tanggal 26 Maret 2025

KEPALA DINAS PENANAMAN MODAL DAN PELAYANAN TERPADL
SATU PINTU PROVINSI SULAWESI SELATAN

ASRUL SANI, S, MSi.
Pangkat : PEMBINA TINGKAT |
Nip : 19750321 200312 1 008

Termbusan ik
1. Ketua Jurusan Poltekbes Kamenkas Makaasar & Makassar;
2 Pertinggsi




Lampiran 9. Surat Pengantar Penelitian HUM-RC

“HU C ADMINISTRASI FORMULIR 1
Bm:'.‘.'.:.::‘ﬂ':.‘ Nomor : 178/05/FR1/2025 Tanggal : 15 Mel 2025
SURAT

PENGANTAR PENELITIAN

Kepada Yih

Pembimbing/pendamping,

Bapak Syafri 8.,

Dengan inir gkan bahwa peneli i berikut ini:

Mama Jessy Julio Tuhuleruw

HNIM POT14203232016

Institusi : Sarjana Terapan Jurusan T L Madis, F

Kemenkes Makassar

Akan melskukan pengambidan data’ analsa bahan hayati :

Pada tanggal 15 Mei 2025 s/d Selesai
Jumilah subjek + 10 sampel Serum darah
Jenis data : Data Primer

Untuk penelitian dangan judul :
“Deteksi Mutasi Gen rpoB Pada Penderita Kusta Terapl MDT (Muli Drugs Therapy)
Metode Multiplex Allele-Spesific Polymerase Chain Reaction (MAS-PCR)"

Harap dilakukan pembimomgan dan pendampingan seperiunya. Terima Kasih.

Stat Administrasi,

———— e s beltar it 2

Catatan : Untuk Guide Services, Proses » il i leh peneliti, Pend
hanya mendampingi.

Fommdir surai pengantar penslitian Hal. 1 dari 1
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Hasi Blast Prmer rpoB.218 bp
Forward 1 codon 518 5- CAG CTG AGC CAATTC ATG GA-3'
Reverse 5-TTGACC CGC GCG TACAC-3

*  Imowing 218 opregion from Dase XITI232 1o 1273448
Mycobaciermm leprae Kyote-2 DNA, complete genome

GenSank: AFGIAJET 1

felelmang
2l
LOCUS  APOIA3ET 2185p ONA  fnear BCT 22-DEC-2017

DEFMITION Mysonscienum lepras fyots-2 DNA. compiete genome.
ACCESSION APQLA3ST REGION: 2774232 1773448
VERSION  APDI43672
DBUNK  BioProject: PRINASIE0Z
SioSampie: SAMDO0OL1855
Sequence Resd Archive: DEADIETIS
KEYWORDS
SOURCE  MycooRcterium ieprae Kyoto-2

v fan leooas aio-2

Sactern: Sacilisti; Actinomycetota: ACBnomycetes:

¥ Y ¥

REFEAZNCE &

AUTHORS KM, Sexingim T, Naknte, N, Mook M., Mating, b, sng
Kuroda.M.

TIME piete genome seg of My ium leprae Kyote-2

JOURNAL Unpublshes

REFERENCE I [oase: 1to 218)

AUTHORS KaiM . Sexitule T, Nekuts, N Matsuoks M., Mskino. M. snd
Euradm

TIME Direct Submizsion

JOURNAL Submitted |12-MAR-2014) CortactMasanan Ksi Nations! institute of
Infectious Oisesses, Leprosy Research Center: 4-1-1 Aooe-cha,

Higashmurayama, Tokyo LES-000L. japan




sacil Biast Primer Gen rpoll cocon 326 183 bp
¥2 |rpoll) codom 326 3'-CTS TCS G666 TTE ACC Ca-3

B [fpe8] 3TTG ACC CBC GCE TACACS'

- SM\%Q!IHWM base 20 to 204,
MycoDacterium leprae strain GTML-21 Rpo@ gene, partisl cos
GenBank: MN2L11681

EASTA Graphics
Soto
LOCUS  MINIi1168 1835p DNA Imesr BCT24-MAR-2020

DEFINITION Mycooacterium leprae srmin GTML-2L Koo@ gene. gerv! cos
ACCESDHON MNIL1LEZREGION: 20 204
VERSIDN MNZiiisEl
KEYWORDS
ZOURCE  Mdycobactarium leprae
ORGANISM MyZaoaciarium lagms
Bacterin; Bacilion; Actinarycetate; AcunomyTeies

Y =My Y
REFERENCE 1 (bases ito 1853)
AUTHORS MohentyPS_ Nsex® KumacD. snd S'I\El.ﬁ
TITLE  TrEmImizzen ©f 3rug resstant sitming of Mycosecteriym epres in s
reariy nan migreting leprazy encemic pesuiation
JOURNAL Ungubashec
REFERENCE 2 (bmses 1 to 153)
AUT=ORS MohsrtyPI. NsazF. CumsrD snd Si\m.F
TITLE  Direct Submission
JOURNAL Submitted {22-7UL-2019) E.lilv!iﬂﬂs‘r. Nations! JALMA IRstiTute for
Leprosy snd Other Mycobecterisl Diseases, M. Miyseii Merg, Teizan),
Agrs. umar Fradesh 282004, Ingis

COMMENT  s=azembsy-Data-STARTSE

Sequencing Teshnciogy = Sanger dideny sequencing




#asil Binst Frimer Gene rped 170 op
F3 {rpod) codom 331 3'-CAC AAG CSC CSACTG TC-3'
# [rpo8) 3'TTS ACC C6C §C6 TACAC-S

* Showing 170 bp resion from oase 276336 to 276303
Mycobacterum leprae straen TN compiete genome; segment 7/10
Sensank: ALMIS3.1

EAZTA Graghics
59 o
LOCUS  ALIS3NI3 1700p DNA  Snesr BCT O6-FEB-2013

DEFINITION Mycooecterium leprae strain TN compiete genome: segment 7/10
ACCESSION ALIEI%21 REGION: 2T6d36 276202
VERIION ALIE3R2E1
DBUNK  BioSampie: SAMERST0%821
KEYWORDS
ZOURCE  Mycooscterium lepras

ORGANISM \Gooalaium isims

Bacteris; Bacilisti: Actinomycetots; Acinomycetes;

e e |
BEFERENCE & (basests 170
AUTHORS Cole.ST. Eigimeieri, Parkhilll, lames i 0., Thomson NR.,
Whneeier.P . Honore N, Gamier T, Churcher.C., Herriz 0.
Munzsi X, Sasham,D., Brown,O, cniuinsnmn_!, Commor L,
Ouwies A M., Deviin k., DuthoyS. FettwellT. Fraserd.,
Hamiin .. HOWDYAS . Ry T, Jage K., LagoinC,
Maciesn ], Moule,S., Murphy L Ofver ., QusilM A,
Rejandresm,M.A.. Rutherfont M., Rultee S, Sesgerk_ Simon.S.
Simmonds M., Skeon ) Squares A Squeres.S., SteventX.,
Teylon.K., Whitenesc.5. Woogward. R ang ERTERE 6.
TIME  Massive p=ne decay in the leprosy saciius
JOURNAL MWature 403 (§823] 1007-4034 {2004)

FUBMED LLAIi0l




Lampiran 11. Surat Keterangan Selesai Peneltian

Siaris o n bevtar futars Nemeor : 249/06/FR2/2025 Tanggal : 12 Juni 2025
SURAT KETERANGAN
SELESAI PENGAMBILAN DATA/ ANALISA BAHAN HAYATI

ADMINISTRASI FORMULIR 2
GHUM-RC

Dengan hommat,

Dengan ini menerangkan bahwa penelitimahasiswa berkut ini :

Nama - Jessy Julio Tuhularuw
MM 1 PO714203232018
Institusi Sarnana Terapan Jurusan Teknologi Laboratorium Medis. Poltekkes

Kemenkes Makassar

Judul Penaiitian : Deteksi Mutasi Gen rpoB Pada Penderita Kusta Terapi MDT (Multi
Drugs Therapy) Metode Multiplex Allele-Spesific Polymerase Chain
Reaction (MAS-PCR).

Telah selesai melakukan pengambilan datal analisa bahan hayati

Pada tanggal 17 Mei 2025
Jumlah subjek = 10 sampel Semum darah
Jenis data * Data Primer

Dengan staf pendamping/pembimbing

MNama : Byafr 5., AMAK

Kensulian -

Surat k gan Ini juga pakan penj bahwa penelitiimahasiswa diatas tidak
punyai gl lagi pada unit/l fum kami.

Demikian surat ini dibuat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.

Mengetahui,
Pendamping/Pembimbing Kepala !.:agmratorlum.

/4

Syafri 8. AMAK Ph.D

MNIP NIF 198108302012122002

Formulir ¢ wgan Selesai Pengambilan Data/ Analisa Bahan Hayati Hal 1 dari 1




Lampiran 12. Surat Keterangan Bebas Laboratorium

Kementerian Kesehatan

3 & © talan Wigaya Kenems Baga Mo 46 Bants- Bantanng
. 4 . . Makanar, Sularni Selatin, 20222
7 B oo
@5 s portd polickues- mks s o)

SURAT KETERANGAN BEBAS LABORATORIUM

Yang bertanda tangan dibawah ini mencrangkan dengan sesungguhnya bahwa mahasiswa :

Nama + Tessy Julio Tubuleruw
NIM :PO.T1.4.203.23.2,018
Prodi : Sarjana Terapan
Alamat :+ Makassar

Benar Tigdek mempunyai pinjaman alat di Laboratorium Jurusan Teknologi Laboratorium Medis
Poltekkes Kemenkes Makassar. Demikian surat ini dibuat untuk dignnakan seperlunya.

Makassar, 13 Juni 2025

abortorium
Aboratorinm Medis
es Makassar

_ Eelipm
% fulfilae Al hisan S.ST, M. Kes
=L NIPII98EE 1142018011001




Lampiran 13. Dokumentasi Penelitian

Pengambilan Sampel




Proses Ekstraksi Sampel

Persiapan Alat dan
Bahan

Penambahan

Proteinase K

[

Sampel diinkubasi 60°
5 menit

Penambahan GSB
Buffer

Sampel diinkubasi 60°
20 menit

[ g ¥

Ja

menit

Penambahan Ethanol

Sampel dipindahkan |
ke GS Colurmn

ae? \ . N

Sampel disentrifus

Penambahan W1
Buffer

Sampel disentrifus




Penambahan Wash

Buffer

Ganti collection tube

baru

Pindahkan GS Column
ke ependorf steril

Penambahan Elution
Buffrer

GS Column dibuang,
sampel siap digunakan

Proses Mix PCR

Sampel siap
digunakan




Proses PCR

MAS-PCR Gen rpoB Pengaturan Suhu

Proses Elektroforesis dan Gel Documentation

Proses memasukan sampel
ke sumur gel

Persiapan alat dan bahan

Hasil pembacaan Ge/
Documentation

Proses Elektroforesis




Lampiran 14. Biodata Peneliti

Nama Lengkap

NIM

Tempat, Tanggal Lahir
Jenis Kelamin

Agama

No. Telp/Hp

Emall

Judul Skripsi (Indonesia)

Pembimbing Skripsi

Penguiji
Ayah

Ibu

: Jessy Julio Tuhuleruw

: PO.71.4.203.23.2.018

: Ambon, 17 Juni 1997

: Laki-Laki

¢ Kristen

: 081344837369

. jessyjulio.th@gmail.com

: Deteksi Mutasi Gen rpoB Pada Penderita

Kusta Terapi MDT (Multi Drugs Therapy)

Metode Multiplex Allele-Specific

Polymerase Chain Reaction (MAS-PCR)

: 1. Rafika, S.5i.,M.Kes

2. Hj. Syahida Djasang, SKM., M.MKes

: M. Askar, S.Kep., Ns., M Kes
: Mezaak A. Tuhuleruw

: Octofina Ririhena, A.Md.Keb
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