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ABSTRAK

Pendlitian ini bertujuan untuk menganalisis beberapa pasangan primer dalam mengamplifikasi daerah
promoter inhA secarain silico dan in vitro. Analisis primer secarain silico dilakukan menggunakan program Clone
Manger Suite 6. Sekuen DNA templat yang digunakan dalam analisis primer diunduh dari situs
www.nchi.nlm.nih.gov dengan kode genbank : U66801.1 yang merupakan sekuens DNA gen fabG M. tuberculosis
H37Rv. Deteksi primer secarain vitro dilakukan dengan teknik PCR menggunakan isolat P16 dan 86 M. tuberculosis
MDR sebagai templat. Proses amplifikasi dilakukan dengan kondisi sebagai berikut: denaturasi awal pada suhu 95°C
selama 15 menit , amplifikasi sebanyak 45 siklus (denaturasi pada suhu 94°C selama 1 menit, annealing pada suhu
55°C selama 1 menit 20 detik dan ekstensi pada suhu 72°C selama 1 menit 10 detik) serta ekstensi akhir pada suhu
72°C selama 10 menit. Selanjutnya, deteksi produk PCR dilakukan dengan gel elektroforesis 1,5%. Kesimpulan yang
diperoleh dari penelitian ini adalah, diperoleh pasangan primer forward (mabA-inhA-promoter-FS) dengan urutan
sekuen 5’-ACATACCTGCTGCGCAAT-3’ (18 nukleotida) dan primer reverse (mabA-inhA-promoter-R) dengan
urutan sekuens 5’-CTCCGGTAACCAGGACTGAA-3’ (20 nukleotida) (Chen et al., 2011) yang memenuhi Kriteria
pasangan primer yang baik dilihat dari panjang primer, nilai Tm, %GC, stabilitas, jumlah hairpins, dimers dan runs.
Dari deteksi secara in vitro sepasang primer tersebut juga telah mampu mengamplifikasi daerah promoter inhA
sebesar 284 pb.

Katakunci : Analisis primer, PCR, promoter inhA, M. tuberculosis, in silico, in vitro, Clone Manager Suite 6

ABSTRACT

The aim of this study was to analyze severa primary combinations for amplifying inhA promoter region by
in silico and in vitro ways. Primary in silico’s analysis was done by Clone Manager Suite 6 program. fabG gene
sequence of M. tuberculosis was downloaded from www.nchi.nim.nih.gov (genbank: U66801.1) and used as DNA
template. In vitro detection was done by PCR technique using P16 and 86 M. tuberculosis MDR isolates as DNA
template. Amplification was done in described conditions: predenaturation at 95°C for 15 minutes, 45 cycle of
amplication (denaturation on 94°C for 1 minute, annealing on 54°C for 1 minute 20 seconds dan extension on 72°C
for 1 minute 10 seconds) and also post extension on 72°C for 10 minutes. PCR product was detected by agarose gel
elektroforesis (1,5%). In conclusion, combination of primary forward (mabA-inhA-promoter-FS) 5°-
ACATACCTGCTGCGCAAT-3" (18 nuclectide) and primary reverse (mabA-inhA-promoter-R) 5°-
CTCCGGTAACCAGGACTGAA-3’ (20 nucleotide) (Chen et al., 2011) have met the good criteria of primary
combination which was seen from severa aspects such as: primary length, Tm value, %GC, stability, number of
hairpins, dimers and runs. In vitro detection showed that the primary combination also amplified inhA promoter
region with the length of 284 pb.

Keywords: Primer analysis, PCR, inhA promoter region, M. tuberculosis, in silico, in vitro, Clone Manager Suite 6

117



JURNAL KIMIA 9 (1), JANUARI 2015: 117-123

PENDAHULUAN

Salah satu masalah kesehatan utama yang
masih dihadapi dunia adalah penyakit tuberkulosis
(TB). TB merupakan penyakit infeksi dengan
tingkat mortalitas yang tinggi. Berdasarkan laporan
World Health Organization (WHO), pada tahun
2011 terjadi 1,4 juta kematian karena TB di
seluruh dunia (WHO, 2012).

Usaha dalam menurunkan angka kejadian
TB menghadapi tantangan baru dengan munculnya
fenomena Multi Drug Resistance-Tuberculosis
(MDR-TB). MDR-TB merupakan TB yang
disebabkan oleh bakteri yang resisten terhadap
setidaknya isoniazid (INH) dan rifampisin (RIF)
(WHO, 2012). Isoniazid (INH) merupakan OAT
lini pertama yang termasuk dalam regimen standar
pengobatan TB (Dipiro et al., 2008). Terdapat
beberapa penelitian sebelumnya yang telah
mendeteksi adanya mutasi pada daerah promoter
inhA penyebab resistensi terhadap INH dengan
teknik PCR.

Salah satu komponen yang berperan
penting dalam proses PCR adalah primer (Innis
dan Gefand, 1990). Primer akan membatas
fragmen DNA target yang akan diamplifikasi
(Handoyo dan Ari, 2001). Sebelum digunakan
dalam proses amplifikasi, perlu diperhatikan
beberapa hal sehingga suatu primer dapat
menempel secara efisen dan spesifik pada
fragmen DNA target yang nantinya akan
berpengaruh terhadap keberhasilan proses PCR.
Pertimbangan tersebut meliputi, panjang primer,
%GC, Tm, dimer pada ujung 3’, stabilitas, jumlah
runs, repeats, hairpins dan false priming (Bartlett
dan Stirling, 2003; Borah, 2011). Perkembangan
ilmu bioinformatika memungkinkan dilakukannya
desain dan analisis primer. Penggunaan software
merupakan salah satu hal yang identik dengan
bioinformatika. Penggunaan software hanya
merupakan suatu proses analisis secara in silico
yang perlu diikuti dengan deteksi secara in vitro
untuk mengukuhkan kemampuan suatu primer
dalam menghasilkan produk melalui proses PCR
dan visuadlisas dengan gel elekiroforesis.
Penelitian ini menjadi bagian dari proses untuk
mendeteks adanya mutasi pada daerah promoter
inhA. Tujuan khusus dari penelitian ini adalah
untuk menganalisis kombinasi pasangan primer
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yang digunakan dalam proses PCR untuk
mengamplifikasi daerah promoter inhA.

MATERI DAN METODE

Gen fabG (mabA) M. tuberculosis H37Rv

Gen mabA (fabG) M. tuberculosis H37Rv
digunakan sebagai templat untuk menganalisa
pasangan primer (kode genbank U66801.1) yang
dapat diunduh pada situs www.nchi.nlm.nih.gov.

Primer

Terdapat beberapa pasangan primer yang
diperolen dari penelitian-penelitian sebelumnya
yang selanjutnya akan dianalisis secara in silico
menggunakan program Clone Manager Suite 6
(University of Groningen).

Software dalam Analisis Primer

Pada pendlitian ini dilakukan analisis
primer secara in silico dengan menggunakan
software Clone Manager Suite 6 (University of
Groningen).

CaraKerja
Prosedur Kerja Software Clone Manager Suite 6
(University of Groningen)

Untuk melakukan analisis pasangan
primer, langkah-langkah yang dilakukan adalah
mengunduh sekuens gen mabA (fabG) pada situs
www.nchi.nIm.nih.gov kemudian sekuens tersebut
di-copy. Langkah selanjutnya adalah memasukkan
sekuens gen mabA (fabG) dengan cara membuka
program Clone Manager Suite 6. Pada menu bar,
dipilih menu File klik New kemudian akan muncul
kotak Create New Molecule Wizard, ditandai
bagian Paste Sequence. Kemudian pada menu bar
dipilih menu Primer, diklik submenu Direct Entry
masukkan urutan nukleotida primer forward dan
primer reverse. Setelah memasukkan urutan
sekuens masing-masing primer selanjutnya diklik
toolbar Link to Molecule untuk mengetahui daerah
penempelan primer pada sekuens gen mabA
(fabG). Untuk memperoleh hasil analisis pasangan
primer tersebut, pilih kembali menu Primer, diklik
submenu Analyze dan Analyze Mix Wizard.




Amplifikas Daerah Promoter inhA dengan
Teknik PCR
DNA templat yang digunakan untuk

amplifikasi berasal dari DNA kromosomal yang
diisolasi dari isolat P16 dan 86 M. tuberculosis
Multi Drug Resistance. Kondis PCR yang
digplikasikan adalah, denaturasi awal pada suhu
95°C selama 15 menit , amplifikasi sebanyak 45
siklus (denaturasi pada suhu 94°C selama 1 menit,
annealing pada suhu 55°C selama 1 menit 20 detik
dan ekstensi pada suhu 72°C sdama 1 menit 10
detik) serta ekstensi akhir pada suhu 72°C sdlama
10 menit.
Deteks Produk PCR

Produk PCR dideteksi dengan teknik
elektroforesis gel agarosa 1,5% b/v.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Data sekuens gen mabA (fabG) M.
tuberculosis H37Rv yang diperoleh dari database
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NCBI pada URL http://www.nchi.nlm.nih.gov
dengan kode genbank : U66801.1 dimasukkan ke
dalam program Clone Manager Suite 6. Setelah itu
dimasukkan beberapa sekuens primer yang akan
dibandingkan dari hasil pendlusuran pustaka
(Morlock et al., 2003; Leung et al.,2006; Chen et
al., 2011). Kemudian dilakukan andlisis terhadap
beberapa pasangan primer tersebut. Analisis hasil
perbandingan dari beberapa primer dapat dilihat
pada Tabel 1. Primer yang relatif paling memenuhi
kriteria dilihat dari panjang primer, nilai T,
%GC, stahilitas, jumlah hairpins, dimers dan runs
adalah primer forward (mabA-inhA-promoter-FS)
dengan urutan sekuen 5’-ACATACCTGCTGCGC
AAT-3" (18 nukleotida) dan primer reverse
(mabA-inhA-promoter-R) dengan urutan sekuens
5’-CTCCGGTAACCAGGACTGAA-3" (20 nuk-
leotida) (Chen et al., 2011).

Tabel 1. Anadlisis Perbandingan Primer dengan Program Clone Manager Suite 6 (University of Groningen)

Primer 1* Primer 2* Primer 3* Acuan
o Clone
Kriteria Manager
Forward Reverse Forward Reverse Forward Reverse Suiteg 5
Panjang Primer (pb) 18 20 20 20 21 21 Tidak ada
Persen GC (%GC) 50 55 65 65 52 52 50-60
Tm(°C) 61 62 68 69 65 63 55-80
Dimer pada ujung 3’ 2 1 2 0 1 2 <3
Stabilitas (kcals) 15 2,2 1 0,4 2 2,7 >1,2
Runs 2 2 3 5 3 2 <3
Repeats 2 Tidak ada Tidak ada 2 Tidak ada 2 <3
Hairpins Tidak ada Tidak ada Tidak ada Tidak ada Tidak ada Tidak ada Tidak ada
False Priming (°C) Tidak ada Tidak ada Tidak ada 17 Tidak ada Tidak ada Tidak ada
Pustaka (Chenetal., 2011) (Morlock et al., 2003) (Leung et al., 2006)
Keterangan:

Primer 1*: Forward (mabA-inhA-promoter-FS): 5’-ACATACCTGCTGCGCAAT-3’
Reverse (mabA-inhA-promoter-R): 5’-CTCCGGTAACCAGGACTGAA-3’
Primer 2*: Forward (inhA-1): 5’-CCTCGCTGCCCAGAAAGGGA-3’
Reverse (inhA-2): 5’-ATCCCCCGGTTTCCTCCGGT-3’
Primer 3*: Forward (MabA-115F): 5’-ACAAACGTCACGAGCGTAACC-3’
Reverse (MabA+336R): 5’-GTTGGCGTTGATGACCTTCTC -3’

119



JURNAL KIMIA 9 (1), JANUARI 2015: 117-123

Hal ini
Gambar 2.

terlihat pada Gambar 1 dan

E| Copy mabA-inhA-promoter F5 = Copy mabA-inh.. | = || & “EI

2 =| 2
Selected Pair:
Copy mabA-inhA-promoter FS = Copy mab&-inhA-promoter-R
Primer A:  Wolecule: fabG (mabA) Pos: 7
Primer B:  Molecule: fabG (mabA) Pos: 290 Compl

ACATRCCTGCTGCGCRART
CICCGGTAACCAGGACTGRA

L ¥ Length: 18
B ! Length: 20

Mmplified product:

Size: 284 bps Product GC &60%
Calc temperatures: 2

Melting T 82°C, Annealing T 55°C
Maolecule: fab& (mabh) Pos: 7, 290 C

—_

Info Analyze,

Gambar 1. Hasil Anadisis Sekuens Pasangan
Primer pada Program Clone Manager
ite 6

E| Copy mabA-inhA-promoter FS = Copy ma... |E_ _El

= =|&|=]|= S %

Copy mabi-inhA-premoter FS = Copy mabA-inhA-promoter-R

Primer Pair Report
Primer Summary: A -B- Comment
Length 18 20 2 base difference
% GC S0 55 5 % difference
Tm*C 51 52 1 C* difference
3" Dimers 2 il AB 1
Dimers - Any [ 4 AB 4
Stabilty (kcals) 1.5 22
Runs of bases 2 2
Repeats (dinuc) 2 none
Hairpinz none none
False Priming *C - -
Info /M Analyze/

Gambar 2. Hasil Analisis Kriteria Pasangan

Primer pada Program Clone Manager
ite 6

Dari hasil analisis yang telah dilakukan
terlihat bahwa kedua primer telah memenuhi
kriteria primer yang baik dilihat dari panjang
primer seperti hasil yang ditunjukkan pada Gambar
1. Dimana secara berturut-turut primer forward
(mabA-inhA-promoter-FS) dan primer reverse
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(mabA-inhA-promoter-R) memiliki
dan 20 nukleotida.

Menurut Innis dan Gelfand (1990), primer
yang baik tersusun atas 18-28 nukleotida. Panjang
minimal suatu primer adalah 18 nuklectida, jika
lebih pendek akan mengakibatkan berkurangnya
spesifisitas primer. Pada primer dengan ukuran
yang pendek akan memungkinkan terjadinya
mispriming (penempelan primer pada tempat lain
yang tidak diinginkan) yang tinggi. Hal ini akan
mempengaruhi  efektifitas dan efisensi proses
PCR. Sedangkan, primer dengan panjang lebih dari
30 nuklectida tidak akan meningkatkan spesifisitas
primer secara bermakna (Handoyo dan Ari, 2000).

Gambar 2 menunjukkan bahwa primer
mabA-inhA-promoter-FS (forward) dan mabA-
inhA-promoter-R (reverse) masing-masing
memiliki nila %GC 50% dan 55% dengan nilai
melting temperature (T,,) masing-masing 61°C dan
62°C. Besarnya %GC suatu primer akan
mempengaruhi nilai T,, dan T, primer tersebut.
Primer dengan panjang 18-28 nukleotida
seharusnya memiliki %GC antara 50-60 % (Innis
dan Gelfand, 1990).

Primer dengan nilai %GC yang tinggi akan
memiliki nilai T, yang tinggi pula karena terdapat
lebih banyak ikatan hidrogen di dalamnya (3
ikatan hidrogen). Terdapat hubungan yang linear
antara nilai %GC dengan nilai T, dan T, primer
(Chen dan Janes, 2002). Pada kedua primer
tersebut terdapat perbedaan nilai T, sebesar 1°C,
nilai ini masih dapat diterima didasarkan pada
penelitian Barlett dan Stirling (2003) yang
menyatakan nilai perbedaan T, di antara dua
primer yang diperbolehkan adalah 2-5 °C. Hal ini
akan menjamin diperolehnya nilai T, yang tepat
untuk kedua primer (Bartlett dan Stirling, 2003).

Nilaa T, yang terlau tinggi akan
mengakibatkan terjadinya hibridisasi yang tidak
adekuat antara primer dan templat dimana akan
terbentuk ikatan yang terlalu kuat antara primer
dengan DNA target sehingga produk PCR yang
dihasilkan rendah namun lebih spesifik. Sedangkan
nila T, yang terlalu rendah akan menyebabkan
terbentuknya produk yang tidak spesifik karena
tingginya penempelan primer pada daerah yang
tidak tepat (mismatches) (Lee et al., 1997; Borah,
2011). Menurut Burden dan Whitney (1995) untuk
primer dengan panjang 18-22 nuklectida dan %GC
45-55°C umumnya memiliki rentang nilai T, 55-

panjang 18



80 °C. Sehingga dapat disimpulkan bahwa primer
yang akan digunakan telah memenuhi kriteria
%GC dan T, yang baik.

Dimers yang terjadi pada ujung 3’ harus
dihindari karena akan menyebabkan terjadinya
pemanjangan primer PCR dengan menggunakan
primer kedua sebagai templat yang nantinya
membentuk struktur sekunder yang disebut dengan
primer-dimers. Hal ini akan mengakibatkan primer
kehilangan fungsinya sehingga amplikon yang
dihasilkan akan berkurang jumlahnya (Clone
Manager Suite 6). Dari hasil andlisisin silico nilai
dimers masing-masing primer telah memenunhi
kriteria primer yang baik.

Kriteria lain yang harus dipenuhi oleh
primer adalah dadam ha stabilitas. Parameter ini
berkaitan dengan perbedaan nilai stabilitas antara
ujung 5’ dan 3’ primer. Afinitas maksimal primer
terhadap templatnya terdapat pada ujung 5’ primer.
Karenanya, ujung 3’ primer hanya perlu berikatan
secukupnya sehingga DNA polimerase dapat
memulai replikasi.

Namun, jika ujung 3’ primer mempunyai
stabilitas termal yang tinggi, ha tersebut akan
mengakibatkan terjadinya penempelan ujung 3’
primer pada templat dan selanjutnya memulai
replikasi, walaupun ujung 5’ tidak cocok. Hal ini
akan  menyebabkan penurunan  spesifisitas
hibridisasi. Sehingga nilai stabilitas ujung 5” harus
lebih besar dibandingkan ujung 3’ (Clone Manager
Quite 6). Dari hasil andlisis in silico terhadap
primer mabA-inhA-promoter-FS dan mabA-inhA-
promoter-R dengan nilai stabilitas masing-masing
sebesar 1,5 kcals dan 2,2 kcas. Sehingga dapat
disimpulkan bahwa kedua primer tersebut telah
memenuhi kriteria stabilitas yang ditetapkan.

Has| analisis terhadap kualitas masing-
masing primer secara terpisah ditunjukkan pada
Gambar 3 dan 4.

Gambar 3 dan 4 secara terpisah
menunjukkan bahwa primer forward dan reverse
tersebut telah memenuhi kriteria runs, repeats dan
hairpins sesuai yang dipersyaratkan program
Clone Manager Suite 6 (University of Groningen)
Runs, repeats dan hairpins merupakan struktur
sekunder yang terbentuk akibat adanya interaksi
intramolekular dan intermolekular.  Struktur
sekunder yang terbentuk ini akan mengurangi
ketersediaan primer untuk berinteraksi dengan
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templat target. Jumlah maksimal runs dan repeats
yang diperbolehkan adalah 4 pb (Borah, 2011).

E=5 iR )

E| Copy mabA-inhA-promoter FS

PCR Primer. Copy mab4-inhA-promoter FS Pos: 7 fabG (mabA)
One Primer Report

Criteria Used: PCR Primer Thig Wests

Primer Criteria
% GC Range 50-50 S0 Yes
Tm*C Range 55-20 61 es
3" Dimers = 3 matches 3'end 2 Yes
Dimers-Any = 7 adj homol bases [ Yes
Stability »= 1.2 kcals 5'vs3' 15 Yes
Runs < 3 base runs 2 es
Repeats < 3 dinuc repeats 2 Yes
Hairping Annealing 55°C none Yes

‘Worst-case Falzse Priming °C -

Info Edit Anslyze,

Gambar 3. Hasil Andisis Kuditas Primer
Forward pada Program Clone Manager
ite 6

[E== EoR

El Copy mabA-inhA-promoter-R

PCR Primer: Copy mabA-inhA-promoter-R Pos: 200 C  fabG (mabA)
One Primer Report

Criteria Used: PCR Primer This Meets

Primer Criteria
% GC Range 50-50 55 Yes
Tm"C Range 55-80 52 Yes
3 Dimers < 3 matches Fend g Yes
Dimers-Any = 7 adj homol bases 4 Yes
Stability == 1.2 kcals S'wed' 22 Yes
Runs < 3 base runs 2 Yes
Repeats = 3 dinuc repeats none Yes
Hairpins Annealing 55°C none Yes

Worst-case False Priming *C —

Info Edit Ansalyze,

Gambar 4. Hasil Analisis Kualitas Primer Reverse
pada Program Clone Manager Suite 6

Kemudian dilakukan simulasi pada
sepasang primer tersebut secara in silico dengan
menggunakan analyze mix wizard dengan
menggunakan gen fabG (mabA) M. tuberculosis

sebagai DNA templat. Hasil andisis yang
diperoleh terdapat pada Gambar 5.
Hasil andisis tersebut menunjukkan

bahwa produk PCR (amplikon) yang akan
dihasilkan memiliki ukuran 284 pb yang terletak
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pada posis nukleotida 7 sampai dengan 290.
Berdasarkan studi pustaka dan acuan kriteria dari
Clone Manager Suite 6, diperoleh kesimpulan
bahwa secara keseluruhan primer yang akan
digunakan telah memenuhi kriteria primer yang
baik dan daerah target yang diharapkan.

{EE| Mix 6 Results

Prod  Sourcz Frimer
Len  Mclecule Fositons Frimers

=g |

284 fsbG imabd) e 2oEE Copy mabR-in, Copy mabR-in

Analysis Castons

3 end Prmer Dimers
Fone above cutoff walue

Any Prmer Cimers
lone abave cutoff value

Mokcules that da 1t sroduce & product
Fone

Primers t1zt 4o ro: bind to any melecule
Fone

Gambar 5. Hasil Analisis Sepasang Primer dengan
gen fabG (mabA) sebagai DNA templat

2072 pb
1500 pb
600 pb
500 pb
400 pb
200 pb

284 pb

100 pb

Keterangan :
Marker DNA ladder 100 pb (M);
isolat P16 (P16); isolat 86 (86).

Gambar 6. Elektroforegram amplifikasi fragmen

promoter inhA isolat P16 dan 86 pada
suhu annealing 54°C
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Selain analisis in slico, dilakukan juga
deteksi secara in vitro terhadap pasangan primer
tersebut melalui proses PCR dan deteksi produk
PCR dengan teknik elektroforesis gel agarosa
1,5%. Kondiss PCR yang diaplikasikan adalah,
denaturasi awal pada suhu 95°C selama 15 menit
amplifikasi sebanyak 45 siklus (denaturasi pada
suhu 94°C selama 1 menit, annealing pada suhu
55°C selama 1 menit 20 detik dan ekstensi pada
suhu 72°C selama 1 menit 10 detik) serta ekstens
akhir pada suhu 72°C sdama 10 menit. DNA
templat yang digunakan berasal dari DNA
kromosomal yang diisolas dari isolat P16 dan 86
M. tuberculosis Multi Drug Resistance. Hasil yang
diperoleh berupa  eektroforegram yang
diperlihatkan pada Gambar 6.

Hasil elektroforegram pada Gambar 6
menunjukkan  bahwa  primer  mabA-inhA-
promoter-FS (forward) dan mabA-inhA-promoter-
R (reverse) telah berhasil mengamplifikasi daerah
promoter inhA dengan ukuran produk 284 pb
sesual dengan hasil analisis secarain silico.

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

1. Primer mabA-inhA-promoter-FS (forward)
dengan urutan nukleotida 5’-ACATACC
TGCTGCGCAAT-3’ dan primer mabA-inhA-
promoter-R  (reverse) 5’- CTCCGGT
AACCAGGACTGAA-3" (Chen et al., 2011)
memenuhi kriteria primer yang baik dilihat
dari panjang primer, %GC, Tm, dimer pada
ujung 3’, stabilitas, jumlah runs, repeats,
hairpins dan false priming.

2. Pasangan primer berhasil mengamplifikas
daerah promoter inhA dan menghasilkan
produk PCR (amplikon) dengan ukuran 284 pb
sesuai dengan hasil analisis secara in silico
pada program Clone Manager Suite 6.

Saran

Perlu dilakukan analisis lebih lanjut
terhadap produk PCR (amplikon) dengan teknik
sekuensing untuk mengetahui urutan nukleotida
amplikon.
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