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ABSTRAK: Tujuan penelitian ini adalah untuk melakukan deteksi mutasi daerah RRDR gen 

rpoB Mycobacterium tuberculosis khususnya pada kodon 510 dan 511 dari isolat klinis 

Multidrug Resistant Tuberculosis (MDR-TB) di Bali dengan metode Polymerase Chain Reaction 

– Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP). Isolat M. tuberculosis H37Rv 

digunakan sebagai kontrol bakteri yang tidak mengalami mutasi dan empat isolat klinis MDR-

TB digunakan sebagai sampel pada penelitian ini. Proses PCR-RFLP meliputi dua tahap, yaitu 

amplifikasi (PCR) dan digesti. Produk PCR hasil amplifikasi didigesti dengan enzim PvuII (New 

England Biolabs) melalui proses inkubasi pada suhu 37oC selama 3 jam diikuti dengan inaktivasi 

ice shock pada suhu -20oC selama 5 menit. Hasil penelitian ini menunjukan bahwa enzim 

restriksi PvuII dapat mendeteksi mutasi kodon 510 dan 511 daerah RRDR gen rpoB M. 

tuberculosis dengan teknik PCR-RFLP. Pada isolat 134 diketahui terdapat mutasi pada kodon 

510 dan/atau 511 sedangkan pada isolat P10, P11, dan P16 tidak ditemukan adanya mutasi pada 

kodon 510 dan 511. Berdasarkan hasil penelitian sebelumnya, diketahui pula bahwa mutasi yang 

terjadi pada isolat 134 adalah mutasi kodon 510 (CAG→CTG). 

Kata kunci: MDR-TB, rpoB, RRDR, kodon 510 dan 511, PCR-RFLP. 

ABSTRACT: The objective of this study is to detect mutation in the region of RRDR of rpoB 

gene Mycobacterium tuberculosis particularly at codon 510 and 511 from MDR-TB clinical 

isolates in Bali using Polymerase Chain Reaction – Restriction Fragment Length Polymorphism 

(PCR-RFLP) method. Isolate of M. tuberculosis H37Rv was used as control of non-mutated 

bacteria, and four MDR-TB clinical isolates were used for sample in this study. PCR-RFLP was 

conducted in two steps which were amplification (PCR) and digestion. PCR products were 

digested using PvuII restriction enzyme (New England Biolabs) through incubation at 37oC for 3 

hours followed by ice shock inactivation at -20oC for 5 minutes. The result of this study showed 

that PvuII restriction enzyme could detect mutation of codon 510 and 511 in the region of RRDR 

of rpoB gene M. tuberculosis using PCR-RFLP. In isolate 134, mutation at codon 510 and/or 511 

was found while there were no mutation of codon 510 and 511 detected in isolate P10, P11, and 

P16. Based on previous research, it was found that the mutation occurred in isolate 134 was at 

codon 510 (CAG→CTG). 

Keywords: MDR-TB, rpoB, RRDR, codon 510 dan 511, PCR-RFLP 
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1. PENDAHULUAN

Tuberkulosis (TB) merupakan salah satu 

penyakit infeksi yang menjadi penyebab 

kematian utama di dunia [1]. Pada tahun 

2012, WHO merancang program post-2015 

global TB strategy yang bertujuan 

mengeradikasi epidemi TB secara global 

pada tahun 2035 [2]. 

Peningkatan kasus resistensi obat 

antituberkulosis (OAT) merupakan ancaman 

utama terhadap keberhasilan program 

pengendalian TB. Salah satu fenomena 

global resistensi OAT adalah Multidrug 

Resistant Tuberculosis (MDR-TB), yaitu TB 

yang disebabkan oleh strain Mycobacterium 

tuberculosis yang resisten setidaknya 

terhadap rifampisin (RIF) dan isoniazid 

(INH) [2,3].  

Resistensi RIF disebabkan oleh adanya 

mutasi pada Rifampicin Resistant 

Determining Region (RRDR), yaitu daerah 

sepanjang 81 pasang basa yang meliputi 

kodon 507-533 dari gen rpoB M. 

tuberculosis [4,5]. Sebanyak 95-98% isolat 

klinis yang resisten RIF mengalami mutasi 

pada RRDR. Resistensi RIF dikatakan 

sebagai surrogate marker kejadian MDR-

TB karena 90% dari isolat klinis yang 

resisten RIF juga diketahui resisten INH 

[5,6]. Hal tersebut menandakan bahwa 

mutasi pada RRDR memiliki arti penting 

pada deteksi MDR-TB. 

Deteksi dini MDR-TB merupakan salah 

satu upaya yang dapat dilakukan untuk 

pengendalian epidemi TB. Deteksi dini 

MDR-TB akan membantu dalam penentuan 

regimen antibiotik yang tepat bagi pasien 

dan pencegahan penyebaran MDR-TB [7].  

Berbagai metode deteksi MDR-TB 

secara molekuler seperti teknik PCR telah 

dikembangkan sebagai alternatif metode 

konvensional dengan kultur karena 

kecepatannya dalam memperoleh hasil. 

Metode molekuler dikembangkan dengan 

pendekatan adanya mutasi pada DNA M. 

tuberculosis yang bertanggung jawab 

terhadap resistensi OAT [8]. 

PCR-RFLP merupakan salah satu varian 

teknik PCR yang dapat dimanfaatkan untuk 

deteksi mutasi gen pada kasus resistensi 

antibiotik. Dengan memanfaatkan 

mekanisme pemotongan spesifik oleh enzim 

restriksi yang sesuai, metode ini dapat 

digunakan untuk mengetahui adanya 

perubahan nukleotida pada suatu sekuen 

DNA [9]. PCR-RFLP memiliki beberapa 

keuntungan, yaitu relatif murah, robust, 

mudah dalam hal pengerjaan dan 

interpretasi, serta hanya memerlukan 

peralatan dasar PCR [10].  

Teknik PCR-RFLP memerlukan enzim 

restriksi yang sesuai untuk dapat mendeteksi 

perubahan nukleotida pada titik mutasi yang 

diharapkan dalam sekuen DNA. Pada 

penelitian ini, dilakukan deteksi mutasi pada 

RRDR gen rpoB M. tuberculosis dengan 

metode PCR-RFLP menggunakan enzim 

restriksi PvuII. Dengan situs restriksi 5’-

CAG↓CTG-3’, enzim PvuII diketahui dapat 

digunakan untuk deteksi mutasi kodon 510 

dan 511 daerah RRDR secara spesifik. 

 

2. PERCOBAAN 

2.1 Bahan dan Peralatan 

DNA kromosomal M. tuberculosis 

H37Rv hasil isolasi dan DNA kromosomal 

isolat klinik MDR-TB, sepasang primer 

(IDT) yaitu primer forward (FrTb) 5’-GTC 

GACGCTGACCGAAGAAGAC-3’ dan 

primer reverse (RrTb) 5’-GAGCCGATCAG 

ACCGATGTTGG-3’, dan GoTaq Green 

Master Mix (Promega) digunakan untuk 

amplfikasi fragmen 990-1496pb gen rpoB. 

Pada digesti produk PCR digunakan enzim 

restriksi PvuII (New England Biolabs) dan 

NE Buffer 3.1 (New England Biolabs). 

TopVision Agarose (Thermo Scientific), 

Buffer TBE 0,5X (Invitrogen), dan GelRed 
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(Biotium) digunakan untuk deteksi produk 

PCR dan fragmen restriksi produk PCR. 

Peralatan yang digunakan pada 

penelitian ini antara lain Veriti 

Thermalcycler (Applied Biosystem), alat 

elektroforesis (Mupid-exU Submarine 

Electrophoresis System), inkubator (Binder), 

dan GelDoc (Bio-Rad). 

  

2.2 Metode 

Sampel Isolat M. tuberculosis 

Isolat M. tuberculosis yang digunakan 

sebagai sampel pada penelitian adalah empat 

isolat klinis MDR-TB (P10, P11, P16, 134). 

Isolat kultur M. tuberculosis H37Rv 

digunakan sebagai kontrol bakteri yang 

tidak mengalami mutasi pada daerah RRDR. 

Isolat sampel dan kontrol tersebut diperoleh 

dari Bagian Mikrobiologi Klinik Rumah 

Sakit Umum Pusat (RSUP) Sanglah 

Denpasar, Bali. 

Isolasi DNA Isolat M. tuberculosis H37Rv 

Isolasi DNA Isolat M. tuberculosis 

H37Rv dilakukan dengan menggunakan 

High Pure PCR Tenplate Preparation Kit 

(Roche, Germany) sesuai protokol standar 

untuk isolasi DNA bakteri. 

Amplifikasi fragmen 990-1496pb Gen 

rpoB M. tuberculosis 

Reaksi dilakukan pada tabung mikro 

dengan total volume reaksi 30 μL. Proses 

amplifikasi fragmen 990-1496 pb Kondisi 

PCR yang digunakan mengacu pada hasil 

optimasi yang telah dilakukan pada 

penelitian sebelumnya [11], yaitu denaturasi 

awal pada suhu 95ºC selama 15 menit dan 

dilanjutkan dengan 45 siklus amplifikasi 

(denaturasi pada suhu 94oC selama 1 menit, 

annealing pada suhu 58°C selama 1 menit, 

dan ekstensi pada suhu 72oC selama 1 

menit). Proses amplifikasi diakhiri dengan 

ekstensi akhir pada suhu 72ºC selama 10 

menit. Selanjutnya produk PCR dideteksi 

dengan elektroforesis gel agarosa 1,5%. 

Digesti Produk PCR dengan Enzim PvuII 

Digesti dilakukan pada volume reaksi 25 

μL yang terdiri dari 17 μL H2O; 5 μL 

produk PCR; 2,5 μL NE Buffer 3.1; dan 0,5 

μL enzim PvuII (New England Biolabs). 

Campuran digesti diinkubasi pada suhu 

37oC selama 3 jam dalam inkubator. Proses 

inaktivasi dilakukan dengan ice shock pada 

suhu -20oC selama 5 menit. Fragmen 

restriksi kemudian dianalisis dengan 

elektroforesis gel agarosa 1,6%. 

       

3. HASIL dan PEMBAHASAN 

3.1 Amplifikasi fragmen 990-1496pb Gen 

rpoB M. tuberculosis 

Hasil amplifikasi fragmen 990-1496 pb 

gen rpoB dari sampel isolat M. tuberculosis 

dapat dilihat pada Gambar 1 dan Gambar 2. 

Pada elektroforegram hasil amplifikasi 

tersebut dapat dilihat bahwa proses 

amplifikasi fragmen target dengan ukuran 

amplikon yang diharapkan sebesar ±507 pb 

telah berhasil diperoleh pada seluruh isolat. 

Hasil amplifikasi tersebut juga 

mengonfirmasi bahwa primer dan kondisi 

PCR hasil optimasi pada penelitian 

sebelumnya dengan DNA template isolat 86 

telah sesuai untuk proses amplifikasi 

fragmen 990-1496 pb gen rpoB dari isolat 

kultur MDR-TB [11]. Produk PCR yang 

diperoleh dari tahap amplifikasi digunakan 

sebagai substrat DNA untuk proses digesti 

dengan enzim restriksi PvuII. 

3.2 Digesti Produk PCR dengan Enzim 

PvuII 

Enzim restriksi PvuII digunakan pada 

penelitian ini untuk deteksi mutasi di daerah 

RRDR gen rpoB M. tuberculosis khususnya 

mutasi kodon 510 dan 511 dengan metode 

PCR-RFLP. PvuII merupakan enzim 

restriksi tipe II yang diisolasi dari bakteri 

Proteus vulgaris. Enzim ini memotong pada 

sekuen DNA palindrom 5’-CAG↓CTG-3’ 
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menghasilkan fragmen blunt end [12,13].  

 

 
Gambar 1. Elektroforegram hasil 

amplifikasi isolat H37Rv dan 134; M : 

marker DNA 100 pb; 1-3 : isolat H37Rv;   

4-5: isolat 134. 

 
Gambar 2. Elektroforegram hasil 

amplifikasi isolat P10, P11, dan P16; M : 

marker DNA 50pb; 6-7 : isolat P10; 8-9 : 

isolat P11; 10-11 : isolat P16. 

 

 

Pada sekuen fragmen rpoB yang 

diamplifikasi dalam penelitian ini, enzim 

PvuII memotong hanya pada satu titik yaitu 

diantara kodon 510 (CAG) dan 511 (CTG) 

dari RRDR. Fragmen restriksi yang yang 

dihasilkan memiliki ukuran 191 pb dan 306 

pb. Perubahan nukleotida pada kodon 510 

dan 511 akan mengubah situs restriksi enzim 

PvuII, sehingga tidak dapat memotong 

fragmen gen rpoB yang mengalami mutasi 

pada kedua kodon tersebut.  

Digesti produk PCR dengan enzim PvuII 

dilakukan melalui inkubasi pada suhu 

optimum enzim PvuII selama 3 jam. Pada 

proses inkubasi, enzim PvuII akan bekerja 

memotong substrat DNA dalam kondisi 

optimum. Setelah proses inkubasi, dilakukan 

inaktivasi pada kondisi ekstrim untuk 

menghentikan reaksi enzim restriksi. 

Inaktivasi enzim restriksi dapat dilakukan 

dengan pemanasan pada suhu tinggi (heat 

inactivation), penambahan stop solution 

yang mengandung EDTA, dan ekstraksi 

dengan fenol [14]. Inaktivasi dengan panas 

yang umum digunakan pada inaktivasi 

enzim restriksi tidak dapat dilakukan untuk 

enzim PvuII karena suhu inaktivasinya 95oC 

[15], sehingga akan menyebabkan 

denaturasi fragmen restriksi.  

Inaktivasi digesti pada penelitian ini 

dilakukan dengan ice shock, yaitu dengan 

mengkondisikan produk digesti pada es 

dengan suhu -20oC selama 5 menit segera 

setelah proses inkubasi selesai. Hal tersebut 

didasarkan pada sifat buffer Tris-HCl yang 

digunakan untuk reaksi digesti dengan 

enzim PvuII. pH buffer Tris-HCl bersifat 

sensitif terhadap suhu, yaitu pada penurunan 

suhu tiap 1oC akan menurunkan pH buffer 

Tris sebesar 0,028 unit [16]. Dengan adanya 

perubahan suhu yang ekstrim dari suhu 

inkubasi, maka aktivitas enzim PvuII akan 

menurun karena berada pada kondisi non-

optimal untuk reaksi restriksi. 

Hasil digesti produk PCR dengan enzim 

PvuII ditunjukan pada Gambar 3. Hasil 

digesti tersebut menunjukan bahwa pada 

isolat H37Rv yang merupakan kontrol 

fragmen rpoB yang tidak mengalami mutasi 

terjadi pemotongan oleh enzim restriksi 

yang berarti bahwa enzim PvuII dapat 

bekerja memotong substrat DNA sampel 

berupa produk PCR pada kondisi reaksi 

digesti yang digunakan. 

Pada Gambar 3, hasil digesti produk 

PCR isolat P10, P11, dan P16 menunjukan 

adanya pemotongan oleh enzim PvuII 

dengan tampaknya pita fragmen restriksi 

1000 pb 

100 pb 

500 pb 

  50 pb 

150 pb 

300 pb 

±507 

pb 

M 6 7 8 9 10 11 

1000 pb 
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dengan ukuran ±316 pb dan ±191 pb. 

 

 

 

Gambar 3. Elektroforegram hasil digesti 

produk PCR; M : marker DNA 50pb; 

H37Rv : isolat H37Rv; P10 : isolat P10; P11 

: isolat P11; P16 : isolat P16; 134 : isolat 

134.  

 

 

Hal tersebut menandakan tidak ada mutasi 

kodon 510 dan 511 pada ketiga isolat klinis 

tersebut. Pada elektroforegram hasil digesti 

produk PCR isolat P11, diketahui pula 

bahwa complete digestion belum tercapai 

karena masih tampak adanya pita produk 

PCR pada elektroforegram dengan ukuran 

±507 pb. Hal tersebut mungkin disebabkan 

karena belum tercapainya keseimbangan 

jumlah enzim PvuII dengan substrat DNA 

serta waktu digesti yang kurang lama. Pada 

digesti produk PCR secara langsung tanpa 

proses pemurnian terlebih dahulu, aktivitas 

enzim restriksi juga mungkin dapat 

terhambat oleh adanya primer dan MgCl2 

yang berlebih pada produk PCR [25]. 

Sementara itu, elektroforegram hasil 

digesti isolat 134 pada Gambar 3 

menunjukan tidak adanya pemotongan oleh 

enzim restriksi karena hanya tampak satu 

pita dengan ukuran ±507 pb yang 

merupakan pita produk PCR. Sehingga, 

dapat diketahui bahwa pada isolat 134 

terjadi mutasi pada kodon 510 dan/atau 511. 

Hasil PCR RFLP isolat MDR-TB pada 

penelitian ini telah sesuai dengan hasil 

sekuensing produk PCR isolat tersebut yang 

dilakukan pada penelitian sebelumnya, yang 

mana ditemukan adanya mutasi isolat 134 

berupa perubahan nukleotida pada kodon 

510 (CAG→CGG) dan pada sekuen produk 

PCR isolat P10, P11, serta P16 tidak 

ditemukan adanya mutasi pada kodon 510 

dan 511 [18, 19]. 

Mutasi pada kodon 511 daerah RRDR 

telah dilaporkan terjadi pada isolat di 8 

negara [20]. Sedangkan mutasi pada kodon 

510 memiliki frekuensi yang cukup tinggi 

pada beberapa daerah seperti di Belarusia 

sebesar 47,7% [21]; Iran sebesar 27% [22]; 

dan Filipina sebesar 15% [23]. Selain itu, 

mutasi pada kodon 510 dan 511 dapat 

dikaitkan dengan kejadian resistensi tingkat 

tinggi (high level resistance) rifampisin. Hal 

tersebut dikarenakan pada beberapa 

penelitian, nilai minimum inhibitory 

concentration (MIC) rifampisin dari isolat 

yang mengalami mutasi pada kodon tersebut 

setara dengan MIC rifampisin isolat yang 

mengalami mutasi pada kodon 513, 526, dan 

531. Mutasi pada kodon 513, 526, dan 531 

sering dikaitkan dengan kejadian high level 

resistance [4]. Isolat yang mengalami mutasi 

pada kodon 511 diketahui memiliki nilai 

MIC rifampisin yang sama dengan isolat 

yang mengalami mutasi pada kodon 513, 

526, dan 531 [24]. Sementara itu, isolat yang 

mengalami mutasi pada kodon 510 diketahui 

memiliki MIC rifampisin yang setara 

dengan isolat yang mengalami mutasi pada 

kodon 531 [25].  

 

4. KESIMPULAN 

Hasil PCR-RFLP dengan enzim PvuII 

menunjukan adanya mutasi kodon 510 atau 

511 pada isolat 134. Berdasarkan hasil 

penelitian sebelumnya, diketahui bahwa 

mutasi yang terjadi pada isolat tersebut 

adalah mutasi kodon 510 (CAG→CGG). 
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±507 pb 
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250 pb 
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Sementara itu, pada isolat P10, P11, dan P16 

tidak ditemukan adanya mutasi pada kodon 

510 atau 511. 
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