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ABSTRAK: Terapi lini pertama Tuberkulosis (TB) selalu menggunakan terapi kombinasi
yaitu rifampisin, isoniazid, etambutol, dan pirazinamid. Penggunaan etambutol dalam terapi
kombinasi TB digunakan untuk mencegah terjadinya resistensi terhadap obat lain namun
tingkat resistensi etambutol secara bertahap meningkat. Mutasi pada operon embCAB
bertanggung jawab pada resistensi etambutol dengan prevalensi tertinggi terjadi pada kodon
306 gen embB. Mutasi pada gen embB kodon 306 juga dikaitkan dengan adanya
kecenderungan resistensi akibat peningkatan konsumsi obat sehingga dijadikan sebagai
kandidat potential marker untuk board drug resistance, khususnya untuk MDR-TB.
Penelitian ini akan mendesain urutan nukleotida TagMan probe untuk mendeteksi mutasi
M3061 menggunakan program Clone Manager Suite 9.2. Hasil rancangan probe DNA
kemudian dianalisis berdasarkan kriteria probe secara umum dan berdasarkan kriteria
pelabelan TagMan probe. Rancangan probe DNA mutan menggunakan program
menghasilkan 10 probe yang memenuhi kriteria probe secara umum untuk mutasi M306l
pada gen embB. Berdasarkan analisa pelabelan TagMan probe, diperoleh 7 probe (E306M 4,
E306MI5, E306MI16, E306MI7, E306M19, E306M110, dan E306M113) untuk deteksi mutasi
M3061 pada gen embB. Hasil rancangan probe mutan yang telah memenuhi kriteria pelabelan
TagMan probe dapat digunakan untuk mendeteksi adanya mutasi kodon 306 gen embB
Mycobacterium tuberculosis. Hasil perancangan TagMan probe perlu diuji secara
eksperimental untuk membuktikan efisiensi kerja dari probe tersebut agar dapat digunakan
pada metode Real-Time PCR.

Kata kunci: Tuberkulosis, gen embB, in silico, TagMan probe, Real-Time PCR.

ABSTRACT: First-line Tuberculosis (TB) therapy always uses combination therapy, such as
rifampicin, isoniazid, ethambutol, and pyrazinamide. Ethambutol was effective for preventing
treatment failures caused by Mycobacterium tuberculosis isolates resistant to other anti-TB
drugs however, the resistance rate of ethambutol has gradually increased. Mutations in the
embCAB operon have been identified to confer resistance to ethambutol, with embB codon
306 being the most frequently affected. embB306 mutations are associated a tendency for
resistance due to increasing numbers of antibiotics consumption so it may be a potential
marker for broad drug resistance, especially for MDR-TB. This research design the TagMan
probe nucleotide sequence for the M3061 spesific mutation using the Clone Manager Suite
9.2 program. The results of the DNA probe design were then analyzed based on probe criteria
in general and based on the TagMan probe labeling criteria. The mutant DNA probes design
using the program produced 10 probes thats have met the general probe criteria for the M3061
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mutation in the embB gene. Based on the TagMan probe labeling analysis, theres 7 probes
(E306M14, E306MI5, E306MI6, E306MI7, E306MI19, E306MI10 and E306MI13) for the
detection of M3061 mutations in the embB gene. The results of the mutant probe design that
has met the TagMan labeling criteria can be used to detect mutations in M. tuberculosis embB
gene codon 306. The results of the TagMan probe need to be tested experimentally to prove
the working efficiency of the probe so that it can be used in the Real-Time PCR method.

Keywords: Tuberculosis, embB gene, in silico, TagMan probe, Real-Time PCR

1. PENDAHULUAN

Drug-resistant Tuberclosis (TB),
khususnya resistensi obat anti tuberkulosis
(OAT) lini pertama merupakan salah satu
hambatan utama dalam pengendalian TB.
Data World Health Organization (WHO)
menunjukkan bahwa pada 19% kasus baru
TB dan 43% kasus yang sudah ditangani,
mengalami resistensi terhadap OAT lini
pertama [1]. Pengobatan TB selalu
menggunakan  kombinasi obat untuk
efektivitas terapi. Obat-obat lini pertama
yang  digunakan  adalah  isoniazid,
rifampisin, etambutol, dan pirazinamid.
Etambutol merupakan obat pilihan yang
digunakan untuk mencegah terjadinya
resistensi terhadap obat lain dalam terapi
kombinasi. Awalnya, penggunaan
etambutol  efektif untuk  mencegah
kegagalan pengobatan yang disebabkan
isolat M. tuberculosis yang resisten
terhadap OAT lainnya. Sejalan dengan
kondisi  tersebut, tingkat  resistensi
etambutol secara bertahap meningkat dan
hampir 50% pada pasien TB retreated [2].
Laporan terakhir WHO tentang resistensi
OAT pada tahun 2008 menyatakan bahwa
resistensi  global terhadap etambutol
mencapai 2,5% di antara kasus TB baru dan
10,3% diantara kasus yang telah diobati
sebelumnya [3].

Etambutol bekerja melalui
penghambatan arabinosil transferase yang
dikode oleh operon embCAB serta
penghambatan sintesis arabinogalactan dan
lipoarabinomannan pada dinding sel M.
tuberculosis. Operon tersebut terdiri dari
tiga gen yang berdekatan yang terdiri dari
embC, embA, dan embB [4]. Mutasi pada
gen embB, terutama pada daerah

Ethambutol Resistance Determining Region
(ERDR), bertanggung jawab pada resistensi
etambutol [5]. Prevalensi tertinggi mutasi
gen embB terjadi pada kodon 306 sebesar
30-69%, sehingga identifikasi mutasi
khususnya pada gen embB kodon 306,
dianggap mewakili metode skrining cepat
untuk deteksi resistensi etambutol pada
isolat klinis [6]. Mutasi pada kodon 306
menyebabkan perubahan asam amino
seperti perubahan metionin menjadi valin
(M306V), metionin  menjadi  leusin
(M306L), dan metionin menjadi isoleusin
(M3061). Perubahan asam amino yang
paling sering terjadi adalah metionin
menjadi valin [7, 8]

Beberapa penelitian menyatakan bahwa
mutasi pada embB306 tidak selalu
berhubungan dengan resistensi etambutol
tetapi dikaitkan dengan adanya
kecenderungan resistensi akibat
peningkatan konsumsi obat-obatan. Pada
penelitian Cordoba et al. [8] dinyatakan
bahwa isolat yang membawa mutasi pada
embB306 juga memiliki resistensi terhadap
isoniazid  (95%), etambutol (91%),
rifampisin (86%), MDR-TB (86%), dan
etambutol + isoniazid + rifampisin (82%).
Hasil penelitian Li et al. [4] juga
menyatakan bahwa mutasi embB306 dapat
ditemukan pada 30,4% isolat resisten
isoniazid, 37,0% isolat resisten rifampisin,
56,5% isolat resisten etambutol, dan 44,0%
isolat MDR-TB. Hubungan yang signifikan
antara mutasi embB306 dan resistensi
terhadap etambutol, isoniazid, rifampisin,
dan MDR-TB, menunjukkan bahwa mutasi
di embB306 dapat dijadikan sebagai
kandidat potential marker untuk board
drug resistance, khususnya untuk MDR-TB
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[4,8,9]. Dengan adanya fenomena tersebut,
maka deteksi adanya mutasi pada gen
embB pada kodon 306 dijadikan fokus
dalam penelitian ini.

Deteksi M. tuberculosis yang mengalami
mutasi dapat dilakukan dengan metode
Real-Time Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR) menggunakan probe atau
pelacak. Probe merupakan molekul asam
nukleat berupa DNA beruntai tunggal
dengan afinitas yang kuat dengan target
spesifik. Urutan probe DNA harus spesifik
terhadap urutan DNA target sehingga
perancangan probe DNA diperlukan untuk
menghindari hibridisasi silang pada urutan
yang memiliki banyak persamaan [10].
Sistem deteksi probe DNA yang digunakan
untuk RT-PCR terdapat beberapa macam,
salah satunya adalah TagMan probe.
TagMan probe merupakan jenis probe
hidrolisis yang bekerja dengan melibatkan
aktivitas eksonuklease dari Tag DNA
polimerase [11]. TagMan probe mudah
didesain dan disintesis, tetapi jika tidak
dirancang dengan baik maka dapat
terbentuk struktur sekunder seperti dimer,
hairpins, runs, dan repeat selama proses
RT-PCR [12].

Penelitian ini akan berfokus pada
perancangan DNA pelacak yang digunakan
untuk mendeteksi mutasi dengan prevalensi
tertinggi gen embB kodon 306 M.
tuberculosis dengan metode RT-PCR. Gen
tersebut dipilih untuk mendeteksi adanya
board drug resistance lebih awal,
khususnya untuk MDR-TB.

2. PERCOBAAN
2.1 Bahan dan Peralatan
Bahan

Bahan yang digunakan  dalam
penelitian ini yaitu urutan nukleotida gen
embB (accession number: NC_000962) M.
tuberculosis H37Rv  dari  database
URL.://www.ncbi.nlm.nih.gov. Satu pasang
primer dengan urutan primer forward 5’
ACCTTCGCCAACTTCGTC 3 dan
primer reverse dengan urutan 5’
CGCCAGCAGGTTGTAATACCAG 3.
Primer tersebut merupakan primer terbaik
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yang di desain secara in silico yang
memiliki suhu annealing 58°C. Penelitian
ini akan menggunakan panjang dan Tp
primer sebagai acuan dalam mendesain
probe DNA.

Peralatan

Peralatan yang digunakan diantaranya
komputer dengan spesifikasi Windows 10,
jaringan internet, dan program Clone
Manager Suite 9.2 untuk mendesain serta
menganalisis hasil rancangan probe DNA.

2.2 METODE
Pemilihan Sekuens Target Rancangan
Probe DNA

Perancangan probe DNA
menggunakan keseluruhan urutan
nukleotida gen embB yang terdiri dari 3297
pb. Pemilihan kodon 306 gen embB sebagai
target perancangan probe DNA didasarkan
pada frekuensi mutasi yang paling sering
terjadi dan berkaitan dengan adanya board
drug resistance khususnya untuk MDR-TB.
Perancangan probe DNA akan mengacu
pada perubahan asam amino pada kodon
306 gen embB yaitu metionin menjadi
isoleusin  (M3061) dengan perubahan
nukleotida ATG menjadi ATA. Gambar 1.
menunjukkan posisi kodon 306 gen embB
ditandai dengan warna kuning.

—1 = Daerah amplifikasi
= Kodon 306 yang menjadi target perancangan probe DNA
= Primer forward dan reverse

Gambar 1. Posisi kodon 306 gen embB
sebagai kodon target perancangan probe
DNA

Perancangan Probe DNA

Perancangan probe DNA dilakukan
secara in silico dengan mengunduh urutan
nukleotida gen embB (accession number:
NC_000962) M. tuberculosis H37Rv dalam
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format data FASTA dan disimpan dalam
notepad sebagai template. Perancangan
probe mutan dengan program Clone
Manager Suite 9.2 dimulai dengan
perancangan  probe  wild-type, yang
dilakukan dengan diklik ‘Primer’ pada
program lalu pilih  ‘Design’ kemudian
dimasukkan data template gen embB dan
klik ‘OK’. Kemudian pada ‘Primer Type’
pilih ‘Probe’ dan pada kolom ‘Design
Detail’ dimasukkan panjang probe DNA
yang divariasikan dari 18-30 basa pada
bagian ‘length’ dan diatur daerah target
yang diinginkan, lalu klik ‘OK".
Selanjutnya program akan memberikan
beberapa data sekuens probe DNA dan
diklik ‘Primer report’ untuk menampilkan
urutan nukleotida, panjang, komposisi dan
kriteria dari probe. Urutan nukleotida yang
mencakup posisi mutasi diskrining. Desain
probe wild-type selanjutnya diubah menjadi
desain probe mutan melalui penggantian
basa nukleotida pada menu direct entry.
Penggantian dilakukan agar diperoleh
desain probe mutan yang spesifik terhadap
perubahan nukleotida pada kodon kodon
306 gen embB.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
Pemilihan Sekuens Target Rancangan
Probe DNA

Perancangan probe DNA untuk gen
embB dilakukan pada daerah ERDR gen
embB M. tuberculosis. Mutasi pada gen
embB yang paling umum terdeteksi terjadi
pada kodon 306, 406, dan 497 [13, 14, 15].
Prevalensi tertinggi mutasi gen embB
terjadi pada kodon 306 sebesar 30-69% [6].
Mutasi pada kodon 306 menyebabkan
perubahan asam amino seperti perubahan
metionin menjadi valin (M306V), metionin
menjadi leusin (M306L), dan metionin
menjadi isoleusin  (M3061). Perubahan
asam amino yang paling sering terjadi
adalah metionin menjadi valin. Penelitian
ini akan merancang probe DNA mutan
untuk  mendeteksi  mutasi  M306l.
Perancangan probe DNA mutan dilakukan
menggunakan urutan nukleotida wild-type
dari gen embB (accession number:
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NC_000962) M. tuberculosis H37Rv yang
diperoleh dari database National Center for
Biotechnology Information (NCBI).

Hasil Perancangan Probe DNA

Penelitian  ini  menggunakan data
panjang dan T, dari primer yang dijadikan
sebagai acuan untuk menentukan Kkriteria
dari probe mutan yang akan dirancang.
Perancangan probe secara in silico
merupakan suatu teknik perancangan
urutan nukleotida probe yang cepat dan
sederhana. Suatu probe dapat dibuat
dengan memasukkan urutan nukleotida
lengkap.  Program  secara  otomatis
memberikan informasi mengenai
kompatibilitas probe untuk target yang
diinginkan, serta disajikan dalam bentuk
daftar probe terpilih. Kriteria dari masing-
masing rancangan probe juga dapat
diperoleh lebih cepat Kkarena secara
langsung ditampilkan oleh program sesuai
urutan nukleotidanya.

Probe mutan yang dirancang merupakan
TagMan probe. Jenis probe ini memiliki
desain yang sederhana dan fluoresensinya
dapat ditentukan pada akhir fase ekstensi
[12]. Desain TagMan probe berupa susunan
oligonukleotida linear yang dilabel reporter
pada ujung 5’ dan quencher pada ujung 3’
[16]. TagMan probe bersifat spesifik
sehingga  dapat  digunakan untuk
mendeteksi satu perubahan basa pada
urutan nukleotida target [17]. Perancangan
probe mutan dengan program Clone
Manager Suite 9.2 dimulai dengan
perancangan probe wild-type. Hasil desain
probe wild-type yang diperoleh tidak
khusus mencakup daerah target mutasi
yang diinginkan. Oleh karena itu, seleksi
berdasarkan  cakupan  daerah  target
dilakukan untuk memperoleh desain probe
wild-type yang mencakup rentang daerah
mutasi pada posisi 918 bp dari kodon start.
Desain probe wild-type yang telah terpilih
selanjutnya diubah menjadi desain probe
mutan melalui penggantian basa nukleotida
pada menu direct entry. Penggantian
dilakukan agar diperoleh desain probe
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mutan yang spesifik terhadap perubahan
nukleotida pada kodon 306 gen embB.

Hasil Analisis Rancangan DNA Probe

Analisis perancangan probe DNA
dilakukan melalui 2 tahap yaitu analisis
tahap awal sesuai dengan kriteria probe
secara umum dan analisis tahap akhir
sesuai dengan kriteria pelabelan TagMan
probe. Analisis tahap awal dilakukan
berdasarkan kriteria probe secara umum
yang  meliputi  panjang  nukleotida,
kandungan %GC, T, runs, repeats, dimer,
dan hairpin. Desain yang memenuhi semua
kriteria umum probe akan ditampilkan
dengan tanda centang (V) pada program,
sedangkan probe yang tidak memenuhi
kriteria akan ditampilkan dengan tanda
peringatan (!).

y= %GC  Tm°C__ Dimers Stabiity GCdamp Runs  Hairpin  Hom
56 2. Ok ) nfa K255 e s -

Sequence: ACGGCTACATCCTGGGCATAGCC
Length: 23

Composition: A: 5 iC: 8 G:/6 T4
Molar absorbance: 32.4 ug/ml = 1 OD2&0

Analysis criteria: Probe

- %GC  Tm°C  Dimers Stabiity GCdamp Runs  Harpin  Hom
2 ) 72 nia /2 ok ok -

Gambar 2. Contoh tampilan hasil analisis
probe pada program Clone Manager Suite
9.2

Beberapa kriteria analisis tahap awal
probe didasarkan pada kriteria primer yang
digunakan [18]. Kriteria primer yang
dijadikan acuan pada penelitian ini adalah
panjang dan nilai Tp, primer untuk
menentukan panjang dan nilai T, probe.
Hal ini perlu dilakukan untuk mencegah
penempelan tidak spesifik dari primer atau
probe karena berada dalam satu reaksi yang
sama selama PCR [19]. Kriteria analisis
tahap awal meliputi, panjang probe 18-30
basa, kandungan GC 35-65%, T, probe 5-
10°C lebih tinggi dari T, primer, dimer
kurang dari 5 basa, tidak terbentuk hairpin,
serta jumlah runs dan repeats < 4.
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Tabel 1. Hasil Perancangan Probe DNA
Mutan untuk Deteksi Mutasi M3061 Gen
embB

Kriteri Desain DNA Probe Secara In Silico

Nama e ootteri Jesain TAA Trobe Jecara 'n Srieo
P Urutan Nukleotida Probe Fig T. 0% Dim Rws Repear Hupin
Prabe e .

Desain probe spesifik mutazi M3061
E306MIT  GCTACATCCTGGGCATAG
CCCGA

E306MI4  TACATCCTGGGCATAGCC

CGAGT

E306MIS ~ ACATCCTGGGCATAGCCC
GAGTC

E306MI6  CTACATCCTGGGCATAGC
CCGAGT

E306MI7  TACATCCTGGGCATAGCC
CGAGTC

1

0
7160

1

1

E306MIE  GCTACATCCTGGGCATAG
CCCGAGT
E306MI9  CTACATCCTGGGCATAGC

25 72 60

CCGAGTC

E306MII0  TACATCCTGGGCATAGCC
CGAGTCG

E306MITZ  GCTACATCCTGGGCATAG
CCCGAGTC

E306MIT3  CTACATCCTGGGCATAGC
CCGAGTCG

74 61

Ly
=4
ele|le|lele|le|lealse]s

26

74 61

Keterangan: Nama probe misalnya E306MI1: E =
menunjukkan gen embB M. tuberculosis; 306 =
menunjukkan kodon target; M = menunjukkan jenis
rancangan probe mutan; I = menunjukkan asam amino
yang terbentuk akibat mutasi; 1 = nomor desain probe.

Probe mutan hasil desain memiliki
variasi panjang 23-26 basa. Probe
dirancang melebihi panjang primer yang
digunakan. Hal ini dimaksudkan untuk
memperoleh T, probe yang lebih tinggi
dibandingkan T, primer untuk mencegah
degradasi probe yang tidak efisien. Panjang
probe yang diperoleh sudah sesuai dengan
Kriteria panjang probe yang baik vyaitu
berkisar 18-30 basa. Probe DNA yang
terlalu panjang dapat menghasilkan waktu
hibridisasi yang lebih lama dan kurang
spesifik untuk membedakan mismatch. Hal
ini dapat menyebabkan hasil positif palsu,
khususnya ketika perbedaan di antara 2
atau lebih probe yang digunakan hanya
terletak pada nukleotida tunggal [17].
Sedangkan probe yang terlalu pendek akan
memiliki waktu annealing yang singkat,
tetapi dapat menghasilkan spesifisitas yang
rendah [20].

Kriteria kedua yaitu %GC sebesar 35-
65%. Probe mutan hasil desain memiki
kandungan %GC dengan 56-65% sehingga
masih memenuhi kriteria probe yang baik.
Nilai %GC berhubungan dengan T
dimana semakin tinggi GC maka nilai Ty,
juga semakin tinggi. Hal tersebut
disebabkan oleh pasangan basa G-C
dihubungkan oleh ikatan hidrogen rangkap
3 dan pasangan basa A-T vyang
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dihubungkan oleh ikatan hidrogen rangkap
2 [18].

Semua desain probe mutan kemudian
diseleksi berdasarkan nilai Tn,. Kriteria dari
probe yang baik yaitu memiliki T, 5-10°C
lebih tinggi dari Ty, primer [19].T,, probe
mutan untuk kodon 306 gen embB
memiliki rentang T,, 72-74°C dengan Tn
primer yang digunakan yaitu 62°C dan
65°C. T, probe yang lebih tinggi akan
menyebabkan probe tetap terhibridisasi
dengan DNA target sebelum proses
pemanjangan primer. Kompleks hibridisasi
yang stabil akan menghasilkan aktivitas
eksonuklease maksimum selama proses
PCR. Apabila tidak terjadi proses degradasi
probe yang efisiensi, maka amplifikasi
dalam PCR dapat berlangsung, tetapi
amplikon tidak akan terdeteksi [21].

Probe mutan selanjutnya dianalisis
berdasarkan jumlah runs, repeats, dan
hairpins. Jumlah runs dari seluruh desain
probe DNA mutan yang diperoleh yaitu
tidak lebih dari 4 basa dan tidak memiliki
repeats dan hairpins. Jumlah runs dan
repeats yang dapat diterima sebagai probe
yang baik yaitu tidak lebih dari 4. Probe
DNA sebaiknya harus menghindari runs
nukleotida yang sama, khususnya runs basa
G sebanyak 4 atau lebih untuk mencegah
terbentuknya struktur sekunder [11]. Probe
DNA juga tidak boleh memiliki hairpins
karena  dapat menghambat  proses
hibridisasi probe pada DNA target [16].

Details | Anal

Gambgr 3. Tampilan hasil analisis runs,
repeats, dan hairpins pada program Clone
Manager Suite 9.2.

Analisis  struktur sekunder selain
hairpins adalah dimer. Adanya dimer pada
probe  dapat mengurangi  efisiensi
hibridisasi sehingga menimbulkan
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penurunan sensitivitas deteksi [18]. Dimer
ditemukan sebanyak 4 basa pada seluruh
sekuens probe. Dimer yang terbentuk
merupakan dimers any yaitu dimer yang
terbentuk pada daerah selain 3’. Pada
program Clone Manager Suite 9.2 kriteria
dimers any yang diperbolehkan yaitu tidak
melebihi 5 basa homolog, sehingga hasil
perancangan probe dengan 4 dimers any
masih memenuhi kriteria probe yang baik.
Dimer dibentuk oleh interaksi
intermolekuler antara dua probe [22].
Contoh tampilan dimer dapat dilihat pada
Gambar 4.

Gambar 4. Tampilan hasil analisis dimer
pada program Clone Manager Suite 9.2.

Desain-desain probe mutan terpilih
pada analisis tahap awal kemudian
dianalisis berdasarkan kriteria pelabelan
TagMan probe. TagMan probe merupakan
salah satu jenis probe hidrolisis yang
bekerja melibatkan aktivitas eksonuklease
5’—3’ Taq DNA polymerase. Aktivitas 5’
eksonuklease dari enzim polimerase akan
memecah probe sehingga FRET tidak
terjadi  lagi dan dihasilkan  sinyal
fluoresensi. Fluoresensi akan semakin
meningkat sebanding dengan peningkatan
pemecahan probe [11]. TagMan probe
diberi label dengan dua pewarna fluoresens
yang  memancarkan  pada  panjang
gelombang yang berbeda. Label TagMan
probe terdiri dari reporter yang melekat
pada ujung 5’ dan quencher pada ujung 3’
[23]. Kiriteria pertama dari pelabelan
TagMan probe vyaitu tidak terdapat basa
Guanin (G) pada posisi pertama dan kedua
dari ujung 5’ [11]. Basa G tidak dianjurkan
berada pada ujung 5° karena basa G
merupakan qguencher  yang dapat
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memadamkan fluoresens dari reporter [24].
Kemampuan basa G  mengabsorbsi
fluoresensi terjadi melalui tranfer elektron
yang diinduksi cahaya [25]. Berdasarkan
kriteria tersebut, diperoleh 7 probe yaitu
probe E306MI4, E306MI5, E306MI6,
E306MI7, E306MI9, E306MI10, dan
E306MI13 untuk mutasi M3061 gen embB.
Kriteria kedua yaitu probe mengandung
jumlah basa sitosin (C) lebih banyak atau
sama dengan basa G [11]. Jumlah dan
posisi basa G sangat perlu dipertimbangkan
agar diperoleh efisiensi sinyal deteksi yang
optimal. Basa G dapat mengganggu FRET
dengan kemampuan donor elektron yang
kuat. Struktur basa G mengandung paling
banyak atom dengan sifat elektronegatif
yang dapat menyumbangkan pasangan
elektron bebas. Hal ini menyebabkan
kemampuan donor elektron basa G paling
besar dibandingkan basa nukleotida lain
[26]. Setelah diseleksi kembali, probe yang
memenuhi  kriteria pelabelan TagMan
probe yaitu probe E306MI4, E306MI5,
E306MI16, E306MI17, E306MI19, E306MI10,
dan E306MI13 untuk gen embB. Untuk
mendeteksi mutasi M3061
direkomendasikan menggunakan probe
E306MI4 karena memiliki panjang, %GC,
dan T, yang lebih rendah serta tidak
mengandung repeats, sehingga probe
mutan dapat terhibridisasi dengan lebih
baik.

Probe yang telah memenuhi kriteria
pelabelan TagMan probe dapat
ditempelkan label yang terdiri dari reporter
dan quencher. Label yang biasanya
digunakan untuk TagMan probe adalah
FAM sebagai reporter dan TAMRA
sebagai quencher [18, 19]. Reporter FAM
merupakan label pewarna donor dengan
signal flouresen kuat yang memonitoring
hasil amplifikasi di setiap siklus PCR
dengan berikatan spesifik dengan probe
DNA [18]. Sedangkan, TAMRA dipilih
sebagai quencher karena label ini
kompatibel dengan FAM dan memiliki
panjang gelombang absorbsi pada 558 nm
yang tumpang tindih dengan panjang
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gelombang emisi FAM pada 517 nm
sehingga FRET tidak lagi terjadi [19, 27].

E306MI1 — 5" {GCTACATCCTGGGCATAGCCCGA — 3°
E306MI4 — 5" — TACATCCTGGGCATAGCCCGAGT —3'

Keterangan:

O : posisi basa G (Guanin)
Gambar 5. Posisi basa G pada probe
E306MI1 tidak memenuhi kriteria dan
E306MI14 memenuhi kriteria pelabelan

TagMan probe

Label  reporter dan  quencher
ditempelkan pada ujung berlawanan pada
nukleotida  probe  mutan.  Reporter
direkomendasikan agar dilekatkan pada
basa C atau T. Sedangkan quencher
ditempelkan pada ujung 3’ atau di posisi
sentral dari oligonukleotida dan dapat
ditempel pada semua nukleotida [21, 28].
Pada pemasangan label, jarak optimal
antara dua label perlu dipertimbangkan
untuk memperoleh efisiensi pemadaman
label reporter yang baik. Quencher
sebaiknya memiliki jarak 3-30 nukleotida
dari reporter. Quencher pada jarak 2 basa
dari reporter akan mengakibatkan enzim
Taq polymerase tidak mampu melakukan
aktivitas eksonuklease yang berperan dalam
degradasi probe untuk menghasilkan sinyal
fluoresensi. Apabila jarak antara repoter
dengan quencher terlalu jauh maka
quencher tidak dapat dengan cukup
menerima tranfer energi dari reporter
sebelum reporter terlepas dari sekuens,
sehingga proses deteksi tidak dapat
berlangsung dengan baik [28, 29].

Gambar 6. Pelabelan desain probe mutan
E306MI4 yang spesifik terhadap perubahan
A — G pada kodon 306 pada gen embB.
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Pemasangan label pada desain probe
mutan E306MI4, label reporter FAM
ditempelkan pada basa C di ujung 5°,
sedangkan label quencher TAMRA
ditempelkan pada basa T di ujung 3’.

Desain TagMan probe yang dihasilkan
dapat digunakan secara spesifik untuk
mendeteksi mutasi M3061 pada gen embB.
Hasil perancangan TagMan probe secara in
silico perlu dilakukan pengujian lebih
lanjut secara eksperimental di laboratorium
untuk membuktikan bahwa hasil rancangan
TagMan probe mampu mendeteksi adanya
mutasi pada kodon 306 gen embB M.
tuberculosis dengan metode RT-PCR.

4. KESIMPULAN

Terdapat 7  probe (E306MI4,
E306MI5, E306MI16, E306MI7, E306MI19,
E306MI10, dan E306MI13) untuk deteksi
spesifik mutasi M3061 pada gen embB.
Probe E306MI4 dengan urutan 5’-FAM-
TAC ATC CTG GGC ATA_GCC CGA
GT-TAMRA-3’ direkomendasikan untuk
digunakan dalam deteksi mutasi M306l
pada gen embB untuk memperoleh
hibridisasi probe yang lebih baik.
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