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Abstract  
Tuberculosis (TB) is a pulmonary disease caused by the bacterium Mycobacterium tuberculosis*, 

which is transmitted through the air when an infected individual coughs, sneezes, or 

expectorates. The treatment of TB requires Anti-Tuberculosis Drugs (ATDs) such as Isoniazid, 

Rifampicin, Pyrazinamide, and Ethambutol. Non-adherence to a regular ATD regimen may lead 

to mutations in Mycobacterium tuberculosis, resulting in resistance to one or more ATDs—

particularly rifampicin, which plays a crucial role due to its broad-spectrum bactericidal 

activity. This study aims to compare the detection results of rifampicin-resistant 

Mycobacterium tuberculosis* using the TCM method and PCR-Sequencing. A cross-sectional 

study design was used, involving 16 sputum samples. Based on the TCM method, all samples 

were detected as rifampicin-resistant, whereas the PCR-Sequencing method identified 

mutations in 5 samples, specifically C→G and C→T nucleotide substitutions. It can thus be 

concluded that the sensitivity of the TCM method was 100%, while the sensitivity of the PCR-

Sequencing method was 31.25%.  

Keywords : Tuberculosis, Resistance, rpoB gene, TCM, PCR-Sequencing  

  

Abstrak  
Tuberkulosis (TB) merupakan penyakit pada paru-paru yang disebabkan oleh bakteri 

Mycobacterium tuberculosis yang menyebar melalui udara ketika penderita TB batuk, bersin, 

atau membuang air liur. Pengobatan TB memerlukan Obat Anti Toberkulosis (OAT) seperti 

Isoniazid, Rifampisin, Piranizamid, dan ethambutol. Ketidakpatuhan pasien dalam meminum 

OAT secara teratur dapat memicu terjadinya mutasi pada bakteri Mycobacterium tuberculosis, 

sehingga menyebabkan resisten terhadap satu atau lebih OAT, terutama rifampisin yang sangat 

penting karena kemampuannya membunuh bakteri secara luas. Penelitian ini bertujuan untuk 

membandingkan hasil pemeriksaan Mycobacterium tuberculosis resisten rifampisin antara 

metode TCM dan PCR- Sekuensing. Penelitian ini menggunakan desain Cross-sectional study 

dengan menggunakan sampel sputum sebanyak 16. Berdasarkan hasil penelitian dengan 

menggunakan metode TCM terdapat semua sampel yang terdeteksi resistensi terhadap 

rifampisin, sedangkan pada metode PCR- Sekuensing  terdapat  5 sampel  yang termutasi pada 

sekuencing yaitu perubahan C→G dan C→T. Sehingga dapat disimpulkan bahwa nilai Sensitivitas 

hasil pemeriksaan pada metode TCM (100%) sedangkan pada metode PCR-Sekuensing (31,25%).  

Kata Kunci : Tuberkulosis, Resisten, gen rpoB, TCM,  PCR- Sekuensing.  
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  PENDAHULUAN  

Tuberkulosis (TB) merupakan suatu penyakit infeksi pada paru-paru yang 

disebabkan oleh bakteri Mycobacterium tuberculosis. Penyakit ini menyebar 

melalui udara ketika penderita TB batuk, bersin, atau meludah  

(Butar-butar & Sitepu, 2023). Berdasarkan data dari World Health Organization 

(WHO, 2024), pada tahun 2023, proposi tertinggi kasus tuberkulosis baru 

tercatat di kawasan Asia Tenggara WHO sebesar 45%, diikuti oleh wilayah Afrika 

dengan 24%, dan wilayah Pasifik Barat sebesar 17%. Delapan Negara yang 

memberikan kontribusi terbesar menyumbang dua pertiga dari seluruh kasus TB 

tersebut ada di Bangladesh, Tiongkok, Afrika Selatan, India, Indonesia, Nigeria, 

Pakistan, dan Filipina.  

Menurut laporan TB Global 2023, diperkirakan ada 10,8 juta kasus TB di 

dunia, Indonesia menempati urutan kedua setelah India dalam jumlah kasus 

tuberkulosis, dengan estimasi sekitar 1.060.000 kasus dan angka kematian 

mencapai 134.000 per tahun. Angka tersebut menunjukkan peningkatan 

dibandingkan dengan tahun-tahun sebelumnya (Kemenkes RI, 2024). Hingga Mei 

2024, tercatat 12.280 kasus TB ditemukan di Sulawesi Selatan, Pada tahun 2023 

triwulan III, kasus penderita TB di Kota Makassar sebanyak 5.019 orang dengan 

jumlah penduduk 1.463.809 jiwa sehingga diperoleh tingkat prevalensi 0,34% per 

100 kasus. Target prevalensi TB tahun 2023 adalah 0,2% dan realisasinya sampai 

triwulan III adalah 0,34% sehingga diperoleh capaian 75%  

(Dinkes Makassar, 2023). World Health Organitation (WHO) menetapkan Negara 

dengan beban tuberkulosis tinggi (high burden countries/HBC) berdasarkan tiga 

indikator utama, yaitu tuberkulosis, tuberkulosis/HIV, dan MDR-TB. Indonesia, 

bersama dengan 13 negara lainnya, termasuk dalam daftar HBC untuk ketiga 

indikator tersebut (Rismayanti dkk., 2023).  

Tingginya kasus tuberkulosis (TB) di Indonesia sebagian besar disebabkan oleh 

durasi pengobatan yang panjang (6-8 bulan), yang sering kali membuat pasien 

menghentikan terapi lebih awal setelah merasa membaik. Padahal, pengobatan 

TB memerlukan kombinasi Obat Anti Tuberkulosis (OAT) seperti isoniazid, 

rifampisin, piranizamid, dan entambutol. Ketidakpatuhan pasien dalam minum 
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OAT secara teratur atau penggunaan yang tidak adekuat dapat memicu mutasi 

pada bakteri Mycobacterium tuberculosis, menghasilkan strain yang resisten 

terhadap satu atau lebih OAT(Afrianti dkk., 2023;Warjiman et al., 2022). Kondisi 

resisten ini, khususnya terhadap isoniazid dan rifampisin, dikenal sebagai 

Tuberkulosis Resisten Multi-Obat (MDR-TB), yang menjadi fokus utama karena 

kedua obat tersebut adalah komponen inti dalam pengobatan TB (Imam dkk., 

2023; Sinuhaji dkk., 2021). Ketidakaturan dan ketidakpatuhan dalam minum 

obat, terutama rifampisin yang sangat penting karena kemampuannya membunuh 

bakteri secara luas, adalah faktor kunci penyebab munculnya MDR-TB (Rejito 

dkk., 2024).  

Tingginya angka prevalensi TB di Indonesia menuntut adanya 

pengembangan teknologi diagnostik yang lebih akurat. Sebelumnya, identifikasi 

kasus TB dilakukan melalui pemeriksaan mikroskopis terhadap bakteri 

Mycobacterium tuberculosis dalam sputum (dahak) pasien. Namun, metode ini 

memiliki sensitivitas yang rendah, tidak dapat mendeteksi resistensi terhadap 

obat, serta hasilnya bervariasi tergantung pada tingkat keterampilan petugas 

laboratorium (Rejito dkk., 2024).  

Deteksi kuman TB dengan teknik PCR mempunyai sensitivitas yang amat 

tinggi. Deteksi Mycobacterium tuberculosis menggunakan teknik PCR mampu 

meningkatkan  tingkat akurasi serta mempercepat waktu pemeriksaan (Tempoh 

dkk., 2022; Ramadhan dkk., 2017).  

Seperti pada penelitian (Permatasari dkk., 2021), menunjukkan bahwa 

penggunaan metode diagnosis melalui GeneXpert memiliki tingkat kepekaan dan 

ketepatan yang sangat baik dalam mendeteksi TB serta lebih andal dibandingkan 

dengan pemeriksaan mikroskopis. Hasil validitas GeneXpert untuk mendiagnosis 

suspek TB paru dengan BTA negatif yaitu nilai sensitivitas 81,8%, spesifitas 

96,5%, nilai prediksi positif 90%, nilai prediksi 93,3% dan akurasi 92,5%. 

Disimpulkan GeneXpert memeliki validitas yaitu sensitivitas, spesifisitas, nilai 

prediksi positif, nilai prediksi negatif dan akurasi yang tinggi sebagai alat 

diagnostik pada suspek TB paru BTA negatif.  
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Metode polymerase chain reaction (PCR) dan Tes cepat molekuler (TCM) 

merupakan metode molekuler yang banyak digunakan untuk mendeteksi 

keberadaan gen rpoB yang berperan dalam resistensi antibiotik, khususnya pada 

kasus tuberkulosis. Namun, PCR hanya mampu menunjukkan ada atau tidaknya 

gen target tanpa memberikan informasi detail mengenai jenis mutasi yang 

terjadi. Oleh karena itu, Sequencing dilakukan setelah PCR agar bisa melihat 

lebih jelas dan rinci mutasi yang mungkin terjadi pada gen rpoB.  

Perbandingan hasil pemeriksaan Tes Cepat Molekuler (TCM) dengan hasil 

pemeriksaan Polymerase chain reaction (PCR) dalam deteksi tuberkulosis (TB) 

memberikan sejumlah manfaat penting dalam peningkatan diagnosis penyakit. 

TCM menawarkan kecepatan dan kemudahan dalam mendeteksi keberadaan 

Mycobacterium tuberculosis, termasuk resistensi terhadap rifampisin, dengan 

hasil yang dapat diperoleh dalam waktu singkat. Sementara itu, PCR memiliki 

sensitivitas dan spesifisitas tinggi, sehingga mampu mendeteksi jumlah bakteri 

yang sangat kecil sekaligus memberikan hasil yang lebih rinci terkait genom 

patogen. Dengan membandingkan kedua metode ini, peneliti dapat 

mengidentifikasi kelebihan dan keterbatasan masing-masing metode, serta 

memastikan akurasi dan efisiensinya dalam proses diagnosis.  

Berdasarkan uraian di atas maka  penelitian ini dilakukan untuk melihat 

perbandingan hasil pemeriksaan Mycobacterium tuberculosis Resisten  

Rifampisin dengan menggunakan metode Tes Cepat  Molekuler (TCM) dan PCR – 

Sekuensing.  

  

  BAHAN DAN METODE  

Bahan yang digunakan pada pemeriksaan ini yaitu sampel sputum, Filter 

Tip (1000µl, 200µl, 20µl), Kit Ekstraksi (gSYNCTM DNA Extraction Kit), ethanol 

absolute, Phospat Buffer Salin (PBS), enzim kappa DNA polymerase, forward 

primer (5’ - GGGAGCGGATGACCACCCA - 3’), reverse primer 

(5’GCGGTACGGCGTTTCGATGAAC-3’(Muttaqin et al., 2023), nuclease free water 

(NFW), atau ddH2O, template DNA, bubuk gek agarose, Tris Barate EDTA (TBE) 
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0,5%, ethidium bromide (GelRed), marker 100 bp DNA ladder, ice pack gel. 

Populasi pada penelitian ini yaitu penderita Tuberkulosis paru resisten rifampisin 

di BBKPM. Sampel pada penelitian ini mei menggunakan sampel spnggunakan 

sampel sputum.  

  

Adapun tahapan penelitian ini diantaranya:  

a. Penanganan sampel  

Pengambilan sampel sputum dan pemeriksaan TCM dilakukan di Balai Besar 

Kesehatan Paru Masyarakat Makassar (BBKPM) sedangkan pemeriksaan metode 

PCR- Sekuensing dilakukan di Laboratorium Hasanuddin University Medical 

Research Center (HUM-RC). Pengambilan sampel sputum yang kemudian 

dimasukkan kedalam pot sampel steril dan dilakukan penanganan sampel yang 

dimulai dari pencatatan identitas pasien, pemberian kode dan di lanjutkan 

dengan proses dekontaminasi, setelah itu disimpan didalam freezer dengan suhu 

4oC.   

b. Pemeriksaan metode Tes Cepat molekuler (TCM)  

Beri label identitas pada catride. Identitas spesimen dapat ditempel atau 

ditulis pada bagian sisi catride. Jangan memberikan label pada bagian barkode. 

Bukalah penutup pot sputum, tambahkan sampel reagen yang sudah tersedia 

sebanyak 2 kali volume spesimen. Tutup kembali pot sputum, kemudian kocok 

dengan kuat sampai campuran sputum dan sample reagen menjadi homogen. 

Diamkan selama 10 menit pada suhu ruang. Kocok kembali campuran, lalu 

diamkan selama 5 menit. Bila masih ada gumpalan, kocok kembaliagar campuran 

sputum dan sampel reagen menjadi homogen sempurna dan biarkan selama 5 

menit pada suhu ruang. Buka penutup catride , kemudian buka tempat 

penampung specimen. Gunakan pipet yang disediakan untuk memindahkan 

specimen sputum yang telah diolah sebanyak 2 ml (sampai garis batas pada 

pipet) ke dalam catride secara perlahan-lahan untuk mencegah terjadinya 

gelembung yang bisa menyebabkan error. Tutup catride secara perlahan dan 

masukkan catride ke dalam alat TCM.  
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c. Pemeriksaan metode Polymerase Chain Reaction (PCR)  

1. Ekstraksi DNA dengan metode spin column  

Sebanyak 200 ul sputum dimasukkan ke dalam microtube, ditambahkan 

Proteinase K sebanyak  20 ul, kemudian divortex selama 5 menit. Diinkubasi 

pada suhu 60oC selama 5 menit, ditambahkan GSB buffer sebanyak  200 ul 

kemudian diinkubasi kembali dengan suhu 60oC selama 5 menit. Setelah itu 

ditambahkan  200 ul  etanol absolute (96%) kemudian di vortex selama 10 

detik, dipindahkan semua campuran ke dalam spin column, selanjutnya 

disentrifuge selama 1 menit pada kecepatan 14.000-16.000 rpm. Dibuang 

colletion tube dan diganti colletion tube baru. Kemudian ditambahkan 400 

ul wash buffer (W1) lalu disentrifuge selama 30 detik, 14.000-16.000 rpm 

lalu dibuang cairan yang ada pada colletion tube. Kemudian ditambahkan 

Wash buffer sebanyak 600 ul dan disentrifuge selama 30 detik 14.000-16.000 

rpm, kemudian dibuang cairan pada colletion tube dan disentrifuge kering 

selama 3 menit dengan kecepatan 14.000-16.000 rpm dan diganti colletion 

tube dengan microsentrifuge. Kemudian ditambahkan elution buffer 

sebanyak 100 ul dan didiamkan selama 3 menit dan di centrifuge selama 30 

detik, cairan yang mengandung DNA akan tertampung pada tabung DNA, 

kemudian DNA disimpan pada suhu -4oc untuk digunakan sebagai template 

PCR.  

2. Amplifikasi DNA dengan  PCR  

Disiapkan tabung ependorf untuk membuat Mix PCR, dipipet Nuclease 

Free Water (NFW) sebanyak 342 µl, kemudian ditambahkan Enzim  Taq 

sebanyak 475 µl, kemudian tambahkan Primer rpoB (Primer Forward 5’ -  

 GGGAGCGGATGACCACCCA  -  3’)  dan  (Primer  Reverse  5’- 

GCGGTACGGCGTTTCGATGAAC-3’) masing-masing sebanyak 19 µl, setelah 

itu di tambahkan template DNA hasil PCR sebanyak 5µl ke dalam 

masingmasing tabung PCR. Pada tahap amplifikasi gen rpoB dalam penelitian 

ini dilakukan dengan metode Polymerase chain reaction (PCR) selama 35 

siklus yang terdiri dari tahap denaturasi awal pada suhu 95oC selama 15 
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menit, denaturasi pada suhu 95oC selama 50 detik, Annealing pada suhu 68oC 

selama 40 detik, ekstensi pada suhu 72oC selama 7 menit (Muttaqin et al., 

2023).  

3. Elektroforesis  

Hasil PCR kemudian dilanjutkan dengan elektroforesis. Dibuat agarose 

sebanyak 2 gram dan dilarutkan ke dalam buffer tris borate (TBE) sebanyak 

100 ml kemudian dipanaskan dengan microwave selama 5 menit dengan suhu 

100oc setelah itu ditambahkan Etidium Bromide (EtBr) sebanyak 7 ul, lalu 

homogenkan, kemudian dituang kedalam cetakan gel dengan sisiran yang 

sudah dipasang pada cetakan. Ditunggu hingga gel mengeras. Setelah itu gel 

agarose yang telah mengeras dimasukkan kedalam chamber elektroforesis, 

kemudian dipipet marker/DNA ladder ke dalam well pertama sebanyak 10 

ul, lalu pipet sampel hasil PCR ke dalam masing-masing sumur setelah itu 

chamber di tutup sesuai dengan kutub positif dan negatif dengan pengaturan 

listrik 100 volt selama 50 menit lalu di running. Setelah itu gel agarose 

diambil dan dimasukkan kedalam alat UV Reader/Gel Documentation 

System untuk memeriksa pola pita yang terbentuk dengan target band 348 

bp.  

4. Sequencing  

Sebanyak 50 µl produk PCR yang telah terkonfirmasi keberadaan gen  ropB 

dari masing-masing sampel kemudian dikirim untuk dilakukan sequencing di 

Lab 1STbase Malaysia dengan menggunakan primer forward sequencing 

searah. Hasil sequencing diperoleh dalam bentuk file sequens/urutan DNA 

berformat AB1.  

5. Pembacaan Hasil Sequencing  

Pada software bioedit dibuka file sequens DNA patokan dalam format 

fasta yang telah didownload dari gen bank  NCBI (National Center for 

Biotechnology Information). Diimport  15 file hasil sequencing dalam format 

AB1 sehingga squens DNA dari 15 sampel ditampilkan tepat dibawah sequens 

DNA patokan. Dilakukan running program ClustalW pada menu Accessory 
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Aplication untuk menyelaraskan semua sequens hasil sequencing sampel dan 

sequens DNA patokan. Setelah diselaraskan, dicari perubahan/substitusi 

basa yang terjadi dengan menggunakan fitur View conservation by plotting 

identities to a standart as a dot. Fitur ini akan membuat sequens basa dari 

DNA patokan tetap ditampilkan keseluruhannya, sedangkan sequens basa 

dari ke-15 hasil sequencing ditampilkan sebagai beriikut; basa nukleotida 

yang tidak terjadi perubahan (berada pada keadaan standar) akan 

ditampilkan sebagai titik, untuk basa yang terdeteksi mengalami perubahan 

akan ditunjukan basa nukleotidanya sehingga dapat dibandingkan dengan 

basa nukleotida pada sequens DNA patokan dan diketahui perubahan basa 

yang terjadi.   

  HASIL  

1. Hasil  pemeriksaan menggunakan metode TCM dan PCR-Sequensing  

Tabel. 1 Hasil pemeriksaan metode TCM dan PCR-Sequensing 

 No.  Kode sampel  TCM  PCR-SEQUENCING  

1 S1  +  -  

2 S2  +  -  

3 S3  +  -  

4 S4  +  -  

5 S5  +  -  

6 S6  +  -  

7 S7  +  -  

8 S8  +  -  

9 S9  +  -  

10 S10  +  -  

11 S11  +  -  

12 S12  +  +  

13 S13  +  +  

14 S14  +  +  

15 S15  +  +  

16 S16  +  +  

 

Keterangan:  

S1-S16 : Kode sampel  
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+  : Terdeteksi Resisten Rifampisin pada metode TCM dan adanya 

mutasi pada metode PCR-Sekuensing  

      -  : Tidak terdetksi  

Berdasarkan tabel. 1 menunjukkan hasil penelitian dengan 

meggunakan metode TCM dengan jumlah 16 sampel didapatkan semua 

terdeteksi Resisten Rifampisin, sedangkan pada metode PCR- Sekuensing 

hanya 5 sampel yang terjadi mutasi pada kode sampel S12-S16. Metode PCR 

dari 16 sampel terdapat 15 sampel yang terdeteksi adanya gen rpoB 

sedangkan 1 yang tidak terdeteksi gen rpoB pada kode sampel S8  

2. Hasil Pemeriksaan Metode Sequencing Tabel. 2 

Hasil  Pemeriksaan PCR dan Sekuensing  

 

 Sekuensing  

   

Keterangan :  

 S1 – S16   : Kode sampel  

 +     : Terdeteksi adanya mutasi rifampisin  

 -    : Tidak terdeteksi mutasi rifampisin  

   Mutasi  Posisi  

1  S1  +  -  -  

2  S2  +  -  -  

3  S3  +  -  -  

4  S4  +  -  -  

5  S5  +  -  -  

6  S6  +  -  -  

7  S7  +  -  -  

8  S8  -  -  -  

 9  S9  +  -  -  

10  S10  +  -  -  

11  S11  +  -  -  

12  S12  +  1333  C→G  

13  S13  +  1349  C→T  

14  S14  +  1349  C→T  

15  S15  +  1349  C→T  

16  S16  +  1349  C→T  
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Posisi Mutasi : 1333 dan 1349  

 Nukleotida  : C = Sitosin, T = Timin, G = Guanin  

 

Berdasaerkan tabel. 2 menunjukkan hasil  pada metode PCR dari 16 

sampel terdapat 15 sampel yang terdeteksi adanya gen rpoB sedangkan 1 yang 

tidak terdeteksi gen rpoB pada kode sampel S8. Hasil yang terlihat setelah 

analisis menggunakan software bioedit menunjukkan pada kode sampel S12 

adanya substitusi/perubahan struktur basa nukleotida pada sequens DNA gen 

rpoB, dimana Citocin (C) tersubstitusi menjadi Guanin (G). Sedangkan pada 

kode sampel S13, S14, S15, dan S16 adanya perubahan struktur basa 

nukleotida pada sequens DNA gen rpoB, dimana Citocin (C) tersubstitusi 

menjadi Timin (T).  

  DISKUSI  

Pada penelitian ini menggunakan sampel sputum MDR-TB yang didapatkan 

di Balai Besar Paru Kesehatan Masyarakat Makassar yang merupakan tempat 

dilakukannya pemeriksaan dengan menggunakan metode TCM. Setelah dilakukan 

pengambilan sampel sputum sampel di simpan didalam freezer, Setelah itu 

setiap seminggu sekali dilakukan dekontaminasi pada sampel sputum yang 

terkumpul dan dibawa ke HUM-RC untuk di simpan di freezer suhu -20oC. Adapun 

tujuan dilakukannya dekontaminasi pada sampel sputum adalah untuk 

mengurangi atau menghilangkan mikroorganisme (bakteri, jamur, virus) yang 

tidak diinginkan dan kontaminan lain, sehingga mempermudah identifikasi dan 

isolasi mikroorganisme yang menjadi target pemeriksaan, seperti 

Mycobacterium tuberculosis pada metode PCR.  

Pada tabel 1. menunjukkan hasil penelitian dengan menggunakan metode 

TCM dengan jumlah 16 sampel didapatkan semua terdeteksi Resisten Rifampisin. 

Hal ini disebabkan oleh mutasi genetik pada gen rpoB, yang mengkode subunit 

beta RNA polymerase. Mutasi ini dapat menyebabkan perubahan pada target 

obat rifampisin, sehingga obat tidak dapat mengikat dan menghambat aktivitas 

bakteri. Adpaun faktor-faktor antara lain penggunaan obat yang tidak tepat, 

pengobatan yang tidak lengkap, dan kontak dengan pasien TB resisten.  
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Pada tabel 1. Memperlihatkan dari hasil pemeriksaan TCM dan PCR 

terdapat 1 (satu) hasil yang berbeda, terdapat pada sampel dengan kode S8 

dengan metode PCR tidak munculnya pita DNA target 348 bp. Dapat dilihat pada 

lampiran 9 bahwa sampel sputum dengan kode S8 hasil pemeriksaan TCM 

menunjukkan MTB Detected Very Low Rif Resistance Detected sedangkan pada 

hasil pemeriksaan PCR Konvesional menunjukkan tidak adanya terbentuk pita 

DNA pada hasil pembacaan GelDoc. Tidak terbentuknya pita DNA pada metode 

PCR disebabkan karena jumlah bakteri yang ada di dalam sampel mungkin sedikit 

yang ditandai pada hasil pemeriksaan metode TCM menunjukkan Very Low Rif 

Resitance Detected. Pada nilai Ct Very low menunjukkan dengan angka >28 hal 

ini menunjukkan semakin tinggi nilai ct yang didapatkan maka semakin rendah 

jumlah bakteri yang terdapat dalam sampel.  

Menurut penelitian yang dilakukan oleh (Sofiana dkk., 2022)  menyatakan 

bahwa terdapat beberapa faktor yang dapat menyebabkan terjadinya positif 

palsu atau negatif palsu pada pemeriksaan PCR, kesesuaian hasil ini bisa 

dipengaruhi oleh banyak faktor seperti pengambilan spesimen, penanganan dan 

pengiriman sampel sampai ke laboratorium yang tidak tepat, serta adanya 

kontaminasi sampel, sumber spesimen, waktu pengambilan sampel dan kualitas 

test kit. Sedangkan pada metode TCM memerlukan waktu pengerjaan yang lebih 

cepat dan memiliki sensitivitas yang lebih tinggi dibandingkan metode PCR. 

Seperti pada penelitian (Halwatiah & Silviani, 2024) yang mengatakan 

pemeriksaan TCM lebih praktis yang dimana memberikan hasil dalam waktu 

kurang lebih 2 jam, memliki sensitivitas yang tinggi, memiliki resiko kesalahan 

yang rendah dan dapat digunakan untuk menentukan resistensi terhadap 

rifampisin. Seperti pada penelitian yang dilakukan oleh Atasya (2021) yang 

menyatakan bahwa terjadi mutasi pada gen rpoB bagian di dalam  Rifampicin 

Resistance Determining Region (RRDR) maupun non-RRDR. Daerah yang paling 

sering mengalami mutasi dan menyebabkan resistensi terhadap rifampisin 

disebut sebagai RRDR.  

Dari amplifikasi DNA yang ditemukan, maka 15 sampel tersebut di kirim 

ke First Base Malaysia untuk disekuensing. Selanjutnya di analisis menggunakan 
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program Bioedit versi 7.2, dengan hasil analisis menunjukkan perubahan 

nukleutida sehingga menyebabkan terjadinya perubahan asam amino pada 

region gen rpoB.  

Berdasarkan hasil sequencing pada Tabel. 4 terdapat 5 sampel yang 

menunjukkan adanya mutasi pada susunan asam nukleotid. Hal ini menunjukkan 

bahwa terjadinya mutasi pada gen rpoB berhubungan dengan resistensi terhadap 

antibiotik rifampisin karena gen rpoB merupakan gen target dari antibiotik 

tersebut.  

Rifampisin  bersifat bakterisid luas terhadap fase pertumbuhan dari 

Mycobacterium tuberculosis baik yang terdapat didalam sel maupun diluar yang 

dapat menghambat sintesis protein bakteri pada proses transkripsi. Dari hasil 

pemeriksaan sequencing yang telah dianalisis, dapat dikategorikan bahwa 

mutasi yang terjadi pada sampel TB merupakan mutasi titik karena mutasi yang 

terjadi pada gen rpoB adalah perubahan kimiawi yang terjadi pada beberapa 

susunan basa nitrogen pada DNA Mycobacterium tuberculosis.  

Mutasi titik yang terjadi pada sampel TB resisten termasuk jenis mutasi 

missense atau mutasi salah arti.  Mutasi ini merupakan perubahan suatu kode 

genetik pada posisi satu atau dua kodon yang dapat menyebabkan asam amino 

yang terikat pada rantai polipeptida berubah. Proses transisi dan transversi yang 

menyebabkan terjadinya mutasi ini. Pada sampel dengan perubahan basa 

nukleotida C→T disebabkan oleh peristiwa transisi, sedangkan pada sampel 

dengan perubahan basa nukleotida C→G disebabkan oleh peristiwa transversi. 

Mutasi gen berdasarkan penyebabnya terabagi menjadi dua bagian yaitu 

penggantian basa nukleotida dan pergeseran kerangka nukleotida. Berdasarkan 

penggantian basa nukleotida, terbagi atas dua yaitu transisi dan tranversi. 

Peristiwa transisi adalah peristiwa penggantian purin→purin atau 

primidin→primidin  (C→T atau A→G), sedangkan peristiwa transversi adalah 

peristiwa penggantian purin→primidin atau primidin→purin 

(A→C,A→T/G→C,G→T atau C→A, C→G/T→A,T→G) (Warmadewi, 2017).  
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Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan oleh Rahman dkk., 

(2022). mengenai mutasi gen rpoB pada TB-RO menunjukkan hasil bahwa terjadi 

mutasi yaitu mutasi missense dan terjadi perubahan pada nukleotida (C→T) yang 

disebabkan oleh peristiwa transisi dan perubahan nukelotida A→T, C→A, C→G 

dan T→G disebabkan oleh peristiwa transversi.  

Adapun faktor tidak termutasinya gen rpoB pada metode sequencing  

yaitu hal ini bisa disebabkan oleh ketidakakuratan hasil TCM, yang mungkin 

mengindikasikan resisten tanpa adanya mutasi rpoB yang sebenarnya, atau 

adanya mutasi pada wilayah genetik lain selain rpoB yang tidak terdeteksi oleh 

metode sequencing standar untuk resisten rifampisin.  Metode sequencing  

standar untuk resistensi rifampisin sering kali berfokus pada gen rpoB. Jika 

mutasi penyebab resisten rifampisin terjadi diluar wilayah gen ini, maka 

sequencing tidak akan mendeteksinya, meskipun TCM menunjukkan hasil positif.  

Perbedaan antara TCM dan Sequencing mengindikasikan kemungkinan adanya 

deteksi mutasi non-fungsional atau adanya mutasi di luar daerah RRDR 

yangtidakdianalisi. 

 

  KESIMPULAN  

Adapun kesimpulan pada penelitian ini yaitu terdapat perbedaan hasil 

pemeriksaan pada metode TCM dan PCR. Pada metode TCM menunjukkan hasil 

16 sampel terdeteksi gen rpoB sebagai penanda resistensi rifampisin (100%) 

sedangkan pada metode PCR menunjukkan hasil hanya 15 sampel yang muncul 

pita DNA target 348 bp sebagai penanda adanya gen rpoB. Pada hasil sekuensing 

terdapat 5 sampel  yang termutasi (31,25%).  
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Melalui kesempatan ini, peneliti mengucapkan rasa hormat serta terima 

kasih yang setinggi-tingginya terkhusus kepada kedua orang tua peneliti yang tak 

hentinya memberikan do’a, semangat, dan dukungan kepada peneliti baik dari 

segi moril maupun materil.  

1. Zainul Muttaqin, selaku Pembimbing penelitian di HUM-RC.  
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2. Kepada dosen pembimbing yang telah memberikan dukungan saat 

penelitian.  

3. Pihak-pihak yang telah banyak membantu yang tidak bisa peneliti sebutkan 

satu per satu.  

 

  KONFLIK KEPENTINGAN  

Tidak ada konflik kepentingan baik dalam proses penelitian maupun 

penyusunan naskah ini. Penelitian ini belum pernah dipublikasikan di media 

manapun.  
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