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INTISARI

Penelitian ini bertujuan untuk mendesain TagMan probe secara in silico. Desain TagMan probe
dilakukan dengan menggunakan software Clone Manager Suite 6. Sekuens DNA yang digunakan
sebagai template yaitu gen rpoB M. tuberculosis H37Rv (accession number U12205.1). Pada studi ini,
diperoleh desain TagMan probe sebanyak 8 sekuens, yaitu R516MV-2, R516MV-3, R516MV-4,
R516MV-5, R516MV-7, R516MV-8, R516MV-11, R516MV-13. Desain yang diperoleh telah
memenuhi Kkriteria TagMan probe, meliputi panjang probe (23-28 nukleotida), nilai Tm (72°C), %GC
(50-58%), runs dan repeats (<4 basa), struktur dimer yang sesuai dengan persyaratan dan tidak
terbentuk struktur hairpin. Selain itu, sekuens tersebut juga telah memenuhi kriteria pelabelan yang
meliputi letak basa G berada di urutan ketiga dari ujung 5’dan jumlah basa C lebih banyak daripada
basa G. Sehingga sekuens tersebut dapat dilabel menggunakan label FAM (reporter) pada ujung 5’ dan
label TAMRA (quencher) pada ujung 3°. Probe yang didesain telah sesuai dengan kriteria TagMan
probe. Sehingga probe tersebut dapat ditargetkan untuk mendeteksi mutasi pada kodon 516 dengan
perubahan asam aspartat menjadi valin (GAC—GTC) menggunakan metode real-time PCR.

Kata Kunci: Gen rpoB, In Silico, TagMan Probe, Real-time PCR.

ABSTRACT

The aim of this research was to in silico design of TagMan probe. Design of TagMan probe
were conducted using software Clone Manager Suite 6. As a template, the rpoB gene of M. tuberculosis
H37Rv (accession number U12205.1) was used. The results of this research were 8 sequences such as,
R516MV-2, R516MV-3, R516MV-4, R516MV-5, R516MV-7, R516MV-8, R516MV-11, R516MV-13.
These sequences were met the criteria of TagMan probe, such as length of nucleotide (23-28
nucleotide), Tm value (72°C), %GC (50-58%), runs and repeats (<4 bases), dimer structure in
accordance to the requirements and does not form hairpin structures. In addition, these sequences were
met labeling criteria of TagMan probe which are including the location of G bases and the number of
G-C bases in sequences. Therefore, these sequences could be labeled by FAM (reporter) at 5' end and
TAMRA (quencher) at 3' end. The conclusion of this research, the sequences were met the criteria of
TagMan probe. Therefore, it could be targeted to detect mutations at codon 516 with a change of
aspartic acid into valine (GAC — GTC) by using real-time PCR method.

Keywords: rpoB gen, In Silico, TagMan Probe, Real-time PCR.
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PENDAHULUAN

Tubekulosis (TB) merupakan penyakit
infeksi yang disebabkan oleh Mycobacterium
tuberculosis. Penyakit ini masih menjadi suatu
ancaman bagi penduduk Indonesia karena dapat
menyebabkan kematian. Pada tahun 2014
diperkirakan Indonesia mengalami sejumlah
peningkatan kasus TB dibandingkan perkiraan
sebelumnya, vyaitu sejumlah 1 juta kasus
pertahunnya. Indonesia merupakan salah satu dari
3 negara yang menyumbang sejumlah 43% kasus
global pada tahun 2014 (WHO, 2015).

Terapi tuberkulosis dilakukan dengan
pemberian obat antituberkulosis (OAT) yang
tepat. Namun belakangan ini dtemukan adanya
galur dari Mycobacterium tuberculosis yang
mengalami resisten terhadap beberapa jenis OAT.
Galur ini disebut galur Multi Drug Resistant TB
(MDR-TB). MDR-TB merupakan resistensi
terhadap setidaknya 2 jenis OAT lini pertama
yang efektif yaitu isoniazid dan rifampisin
(WHO, 2015). Di Indonesia, kasus MDR-TB
terjadi sebanyak 6800 kasus baru pertahunnya
(Kementrian Kesehatan RI, 2015).

Rifampisin bekerja dengan cara
menghambat sintesis RNA dari M. tuberculosis,
yaitu dengan mengikat sub unit B RNA
polimerase. Resistensi rifampisin terjadi karena
adanya mutasi pada sub unit p RNA polimerase
yang mengkode gen rpoB. Hal ini akan
mengakibatkan kerja rifampisin tidak optimal,
sehingga M. tuberculosis menjadi resisten
(Katzung, 2006; Sun et al., 2009; Silva dan
Palomina, 2011).

Strain M. tuberculosis yang resisten
terhadap rifampisin mengalami mutasi sebanyak
96,1% pada daerah 81lpb, yang juga dikenal
dengan daerah Rifampicin Resistant Determining
Region (RRDR). Wilayah RRDR mencakup
kodon 507-533. Dari penelitian yang telah
dilakukan, mutasi yang terjadi pada daerah
tersebut menunjukkan level resistensi tertinggi
(Ramaswamy dan Musser, 1998; Comas et al.,
2012). Salah satu titik mutasi mayor yang
berkolerasi dengan resistensi rifampisin adalah
kodon D516V (Sun et al., 2009). Studi yang
dilakukan untuk identifikasi isolat di beberapa
negara Asia menyatakan bahwa frekuensi mutasi

ISSN: 2302-5697

tertinggi untuk kodon 516 di Asia sebanyak
14,4%. Pada penelitian terbaru yang dilakukan di
Bali juga ditemukan adanya mutasi pada kodon
516 (Pradnyaniti, 2013).

Untuk mengatasi resistensi pada kasus
MDR-TB, maka diperlukan suatu metode deteksi
molekular yang cepat dan dapat mendeteksi
mutasi secara spesifik, sehingga pasien akan
memperoleh terapi yang tepat. Metode deteksi
molekular yang digunakan yaitu real-time PCR,
dengan keunggulannya dapat mendeteksi patogen
secara kualitatif maupun kuantitatif (Ramirez et
al., 2010; Siregar et al., 2012). Pada metode real-
time PCR dibutuhkan DNA probe yang dapat
mendeteksi mutasi secara spesifik dengan adanya
label fluoresen, yaitu pada ujung 5’ dan ujung 3°.
Label pada ujung 3’ disebut reporter dan label
pada ujung 5’ disebut quencher. Pemilihan DNA
probe pada metode real-time PCR merupakan
langkah awal untuk memperoleh probe terbaik
agar dapat mendeteksi mutasi secara spesifik.
DNA probe yang digunakan yaitu jenis TagMan
dan akan dirancang secara in silico dengan
bantuan software Clone Manager Suite 6 (Ram
et al., 2008). Oleh karena itu, pada penelitian ini
bertujuan untuk mendesain TagMan probe yang
akan digunakan pada metode real-time PCR.
Probe tersebut diharapkan dapat mendeteksi
mutasi dengan perubahan asam aspartat menjadi
valin (GAC—GTC) secara spesifik pada kodon
516 gen rpoB Mycobacterium tuberculosis untuk
metode real-time PCR.

BAHAN DAN METODE

Gen rpoB M. tuberculosis H37Rv

Gen rpoB M. tuberculosis H37Rv
(accession number U12205.1) yang diunduh dari
situs URL:// www.ncbi.nlm.nih.gov, digunakan
sebagai template untuk mendesain TagMan
probe. Selain itu, rincian data dari sepasang
primer yang akan digunakan juga diperlukan
dalam perancangan probe. Rincian data sepasang
primer yang digunakan sebagai dasar penyusunan
TagMan probe, meliputi panjang nukleotida
primer 22 nukleotida dan nilai Tm primer 67°C.
Primer yang digunakan memiliki urutan primer
forward 5-GTC GAC GCT GAC CGA AGA
AGA C-3' dan primer reverse 5-GAG CCG ATC
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AGA CCG ATG TTG G-3'. Sepasang primer
tersebut dirancang secara in silico dan telah
dioptimasi pada penelitian yang dilakukan oleh
Pradnyaniti (2013).

Software Dalam Desain TagMan probe

Pada penelitian ini, perancangan TagMan
probe dilakukan secara in silico menggunakan
software Clone Manager Suite 6. Daerah target
perancangan TagMan probe pada daerah RRDR
gen rpoB M. tuberculosis spesifik kodon 516.

Prosedur Kerja Software Clone Manager
Suite 6
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software Clone Manager Suite 6, pada ikon File
klik O Jalu masukkan sekuens DNA M.
tuberculosis gen rpoB M. tuberculosis. Setelah
sekuens dimasukkan, pada ikon dipilih

Design..  maka akan muncul Design Primers pada
menu bar. Pada Design Primer, ganti ‘primer
type’ dengan ‘probe‘ yang ditunjukkan pada
lingkaran merah (Gambar 1), lalu dimasukkan
panjang DNA probe (23-30 nukleotida) yang
sesuai dengan kriteria probe TagMan dan daerah
target yang diinginkan. Pada kolom ‘criteria’,
dilakukan penyetingan ulang berdasarkan kriteria
TagMan probe yaitu nilai Tm 72°C, %GC 40-
60%, jumlah runs dan repeats <4 basa, setelah itu

Primer

Langkah-langkah dalam mendesain  klik ‘OK’.
TagMan probe diawali dengan membuka
Design Primers ? X
Primer Details
Prirner Type: |F'r0be
Ore Primer: Length: [in bases]  Exclude bazes at ends: ’3_
Design Detailz
Molecule: MTUT2205 3853 bps il
© el SEE [~ Complerment strand
" Create from molecule [display in sequence)
Target region [or position]: Ta 3
* Include target base position. ’ﬁ ’ﬁ
i Anpwhers inregion specified. W ’ﬁ
Criteria | FReset | Ok, | Cancel | Help |
Gambar 1. Menu Input Design Probe
Software akan memberikan beberapa  probe dan ganti ‘primer type’ dengan ‘probe’,
pilihan sekuens TagMan probe, serta hasil  selanjutnya masukkan sekuens mutan TagMan

analisis untuk membantu dalam menentukan
desain TagMan probe sesuai kriteria. Setelah
memperoleh beberapa pilihan sekuens wildtype,
maka dilakukan perancangan probe mutan untuk
mendeteksi mutasi pada kodon 516 dengan
mengubah mutasi yang sesuai pada kodon
tersebut. Setelah mendapatkan sekuens mutan,
maka dilakukan analisis pada masing-masing
sekuens.  Hasil analisis dilihat dengan
menggunakan ‘primer report’ dengan cara klik

Primer  pjljh " DirestEntye |aly tulis nama TagMan

probe.

HASIL

Dalam perancangan probe, membutuhkan
data kriteria primer yang telah dirancang
menggunakan software Clone Manager Suite 6
dan telah dioptimasi sebelumnya pada penelitian
yang dilakukan Pradnyaniti (2013). Hasil
rancangan probe yang diperoleh menggunakan
template gen rpoB M. tuberculosis wildtype dapat
dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Sekuens Wildtype yang Dihasilkan Pada Software Clone Manager Suite 6

Nama Probe

Urutan Nukleotida Probe 5°—3”

Kriteria Desain DNA Probe Secara In Silico

Pig Tm  %GC Dimer Hairpin Runs Repeats

R516WT-1
R516WT-2
R516WT-3
R516WT-4
R516WT-5
R516WT-6
R516WT-7
R516WT-8
R516WT-9
R516WT-10
R516WT-11
R516WT-12
R516WT-13
R516WT-14

TGGACCAGAACAACCCGCTGTCG
TCATGGACCAGAACAACCCGCTGT
ATGGACCAGAACAACCCGCTGTCG
TTCATGGACCAGAACAACCCGCTGT
TCATGGACCAGAACAACCCGCTGTC
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCG
CCAATTCATGGACCAGAACAACCCGC
ATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGT
GAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCC
CAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTG
AGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACA
GCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAA
CTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACC
GCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAAC

23 72 60 3 3
24 72 54 4 3
24 72 58 3 3
25 72 52 4 3
25 72 56 4 3
26 72 53 4 3
26 72 53 4 3
26 72 50 4 3
27 72 51 4 3
27 72 51 4 3
27 72 48 4 2
27 72 48 4 2
28 72 50 4 2
28 72 50 4 2

Keterangan: R Menunjukkan gen rpoB M. tuberculosis, T Menunjukkan sekuens wildtype, 14 Menunjukkan Jumlah sekuens

Tabel 1, menunjukkan bahwa terdapat 14
sekuens wildtype yang dihasilkan oleh software
Clone Manager Suite 6. Sekuens wildtype
tersebut akan didesain kembali dengan cara
mengubah nukleotida probe wildtype sesuai

dengan mutasi yang terjadi pada kodon 516
(GAC—GTC), yaitu asam aspartat (D) menjadi
valin (V). Sekuens mutan yang telah dirancang
berdasarkan mutasi pada kodon 516 dapat dilihat
pada Tabel 2.

Tabel 2. Sekuens Mutan yang Dirancang untuk Kodon 516

Nama Probe

Urutan Nukleotida Probe 5°—3”

Kriteria Desain DNA Probe Secara In Silico

Pig Tm %GC Dimer  Hairpin Runs Repeats

Desain probe Mutan untuk Mutasi D516V (GAC—GTC)

R516MV-1
R516MV-2
R516MV-3
R516MV-4
R516MV-5
R516MV-6
R516MV-7
R516MV-8
R516MV-9
R516MV-10
R516MV-11
R516MV-12
R516MV-13
R516MV-14

TGGTCCAGAACAACCCGCTGTCG
TCATGGTCCAGAACAACCCGCTGT
ATGGTCCAGAACAACCCGCTGTCG
TTCATGGTCCAGAACAACCCGCTGT
TCATGGTCCAGAACAACCCGCTGTC
GCCAATTCATGGTCCAGAACAACCCG
CCAATTCATGGTCCAGAACAACCCGC
ATTCATGGTCCAGAACAACCCGCTGT
GAGCCAATTCATGGTCCAGAACAACCC
CAATTCATGGTCCAGAACAACCCGCTG
AGCTGAGCCAATTCATGGTCCAGAACA
GCTGAGCCAATTCATGGTCCAGAACAA
CTGAGCCAATTCATGGTCCAGAACAACC
GCTGAGCCAATTCATGGTCCAGAACAAC

N
o
~
NS
5
S
N O O N N N NI N N N N A N
DR RN WWWWWWWWwWww

28 72 50

Keterangan: R Menunjukkan gen rpoB M. tuberculosis, M™ Menunjukkan sekuens Mutan, 1-14) Menunjukkan jumlah sekuens V)Asam
amino valin yang terbentuk akibat terjadinya mutasi pada kodon 516.

Tabel 2, menunjukkan hasil rancangan
desain probe mutan yang selanjutnya akan
dianalisis berdasarkan kriteria TagMan probe.
Sekuens probe yang memenuhi kriteria TagMan

probe untuk dapat mendeteksi perubahan asam
aspartat menjadi valin pada kodon 516 diperoleh
sebanyak 8 sekuens (Tabel 3).

Tabel 3. Sekuens TagMan probe Terpilih Untuk Mendeteksi Mutasi Pada Kodon 516

Nama Probe

Urutan Nukleotida Probe 5°—3’

Kriteria Desain DNA Probe Secara In Silico

Pigg Tm  %GC Dimer Hairpin Runs Repeats

Desain probe Mutan untuk Mutasi D516V (GAC—GTC)

R516MV-2
R516MV-3
R516MV-4
R516MV-5
R516MV-7
R516MV-8
R516MV-11
R516MV-13

TCATGGTCCAGAACAACCCGCTGT
ATGGTCCAGAACAACCCGCTGTCG
TTCATGGTCCAGAACAACCCGCTGT
TCATGGTCCAGAACAACCCGCTGTC
CCAATTCATGGTCCAGAACAACCCGC
ATTCATGGTCCAGAACAACCCGCTGT
CAATTCATGGTCCAGAACAACCCGCTG
CTGAGCCAATTCATGGTCCAGAACAACC

N
o
~
N
13
@
NI NI NN NENF AN
W W W wWwWww

28 72 50 2

Keterangan: R Menunjukkan gen rpoB M. tuberculosis, MT) Menunjukkan sekuens mutan, V)Asam amino valin yang terbentuk akibat
terjadinya mutasi pada kodon 516.
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PEMBAHASAN

Beberapa kriteria yang dipersyaratkan oleh
TagMan probe meliputi, panjang probe, nilai Tm,
kandungan %GC, jumlah runs dan repeats, serta
tidak adanya struktur hairpin dan dimer. Analisis
akan dilanjutkan untuk kriteria pelabelan
berdasarkan  persyaratan = TagMan  probe.
Pelabelan yang baik ditentukan oleh kriteria letak
basa G di ujung 5’ dan jumlah basa G-C pada
sekuens mutan. Hasil analisis probe terpilih yang
telah memenuhi kriteria untuk TagMan probe
dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3, menunjukkan hasil desain TagMan
probe terpilih untuk mendeteksi mutasi pada
kodon 516. Masing-masing probe telah
memenuhi Kriteria panjang yang dipersyaratkan,
yaitu lebih panjang daripada primer (22
nukleotida) yang akan digunakan, yaitu 23-28
nukleotida. Untuk kriteria nilai Tm masing-
masing sekuens juga telah sesuai dengan nilai Tm
yang dipersyaratkan TagMan probe (5-10°C),
yaitu 72°C. Nilai Tm tersebut lebih tinggi 5°C
dibandingkan nilai Tm primer yang digunakan
yaitu 67°C. Nilai Tm probe yang lebih tinggi
tersebut jika dibandingkan nilai Tm primer akan
membantu probe terhibridisasi sempurna pada
target DNA selama proses ekstensi berlangsung
(Bio-Rad Laboratories, 2006; Mcpherson dan
moller, 2006). Selain itu, nilai Tm juga akan
dipengaruhi  oleh  kandungan %GC, jika
kandungan %GC tinggi akan menyebabkan nilai
Tm menjadi lebih tinggi dari yang ditentukan
secara experimental. Bila kandungan %GC
tinggi, maka akan terjadi peningkatan hirbridisasi
non-spesifik pada sekuens, yang menghasilkan
sinyal non-spesifik, sehingga dapat mem-
pengaruhi proses PCR. Untuk seluruh sekuens
yang diperoleh, telah memenuhi kandungan %GC
sesuai persyaratan TagMan probe, yaitu masih
dalam rentang 40-60% (Applied Biosystems,
2005; Walker dan Rapley, 2005). Pada seluruh
sekuens terpilih, untuk kriteria runs, repeats dan
hairpin telah sesuai dengan persyaratan TagMan
probe. Runs tidak melebihi 4 basa serta tidak
ditemukannya repeats dan struktur hairpin pada
sekuens (Borah, 2011). Runs adalah pengulangan
basa yang terjadi secara berturut-turut dalam
untai DNA, sedang repeats adalah pengulangan
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yang terjadi di nukleotida yang sama secara
berturut-turut dalam untai DNA (Borah, 2011).
Runs yang melebihi 4 basa khususnya basa G-C
akan menyebabkan misspriming. Selain itu akan
terbentuk struktur sekunder yang disebabkan
karena terlipatnya oligonukleotida satu sama lain,
sehingga menghasilkan puncak ganda pada
proses deteksi (Applied Biosystems, 2005;
McPherson dan Moller, 2005). Contoh analisis
runs, repeats dan hairpin pada salah satu sekuens
dapat dilihat pada Gambar 3.

[=] Rs16MY-2

&l =fa =[x 5] 2]
Probe: RS16MV-2
Primer Cautions.

=) 5]

Runs: S' tcatggtccagaacaaCCCgctgt 3°
Repeats: Nene found.

Hairpins: None found.

Info Edit Analyze,

Gambar 3. Contoh Analisis Runs, Repeats dan
Hairpin Pada Salah Satu Sekuens

Hairpin merupakan struktur sekunder
yang terbentuk karena interaksi intramolekular
pada sekuens, yang dapat menghalangi probe
terhibridisasi pada target DNA (Borah, 2011).
Sebaiknya struktur hairpin harus dihindari,
karena  dapat mempengaruhi  spesifisitas
rancangan TagMan probe. Struktur hairpin yang
terjadi pada sekuens akan membentuk seperti
lengkungan. Lengkungan yang terbentuk akan
menghambat  probe  terhibridisasi  secara
sempurna pada target DNA (Walker dan Rapley,
2005). Hairpin pada sekuens terbentuk akibat
pengaruh suhu yang digunakan saat proses PCR
berlangsung. Suhu yang semakin meningkat akan
membuat stuktur hairpin yang pada awalnya
telah terbentuk menjadi terbuka, sehingga
sekuens dapat terhibridisasi pada target DNA.
Seluruh desain probe mutan yang dirancang telah
memenuhi persyaratan hairpin. Selain hairpin,
struktur sekunder yang harus diperhatikan dalam
perancangan probe yaitu dimer. Pada analisis
kriteria dimer, untuk masing-masing sekuens
ditemukan terbentuknya struktur dimer sebanyak
3-4 basa homolog. Contoh analisis dimer pada
salah satu sekuens dapat dilihat pada Gambar 4.
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=] Rs16MY-2

Il al=l=] £1 2

Probe: R516MV-2
Primer Dimers

[B=8 =R

Largest region of homology (any):
5'-TCATGGTCCAGAACARCCCGCTGT-3"

3'-IGICECCCRACAAGACCIGGTACT-5"

Info. Edit /" Analyze,

Gambar 4. Contoh Analisis Dimer Pada Salah
Satu Sekuens

Dimer yang dihasilkan pada seluruh
sekuens terpilih telah sesuai dengan jumlah dimer
yang dipersyaratkan oleh Clone Manager Suite 6,
yaitu tidak melebihi 5 basa homolog (Clone
Manager, 2015). Analisis selanjutnya yang
dilakukan yaitu analisis letak basa G di ujung 5’
dan jumlah basa G-C pada sekuens. Letak basa G
sebaiknya harus dijauhkan pada ujung 5°, karena
basa G dapat menyebabkan fluoresen yang
dihasilkan reporter akan terhambat. Reporter
adalah molekul donor yang dapat menghasilkan
sinyal fluoresen untuk memonitoring sejumlah
amplikon yang dihasilkan pada proses
amplifikasi di setiap siklus PCR. Basa G
diperbolehkan berada pada urutan ke-3 dari ujung
5’ (Rychlik, 2010).

Untuk kriteria jumlah basa G-C, seluruh
sekuens telah memenuhi persyaratan bahwa
jumlah basa C lebih banyak daripada basa G.
Jumlah kandungan basa C yang lebih banyak
akan menyebabkan peningkatan sinyal fluoresen
(Applied Biosystems. 2005). Sedangkan jika basa
G lebih banyak, maka akan menyebabkan
penurunan sinyal fluoresen. Hal ini berkaitan
dengan sifat basa G dapat menyebabkan
pemadaman sinyal fluoresen yang terbentuk
(Rodriguez-Léazaro dan Hernandez, 2013). Selain
itu untuk mencegah pembentukan struktur
sekunder pada sekuens yang diakibatkan oleh
basa G (Mackay, 2007).

Dari ke-8 sekuens TagMan probe mutan
terpilih yang dapat digunakan untuk mendeteksi
mutasi pada kodon 516, maka dilakukan
pelabelan  pada  masing-masing  sekuens.
Pelabelan dilakukan menggunakan dua label
fluoresen yang berperan sebagai reporter yaitu
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FAM (6-Carboxyfluorescein) dan TAMRA (6-
Carboxytetramethylrhodamine) sebagai label
quencher.  Quencher  merupakan  molekul
acceptor yang berperan untuk mengabsorbsi
sinyal fluoresen dari FAM sebelum aktivitas
eksonuklease terjadi. Aktivitas eksonuklease dari
DNA polimerase TagMan probe merupakan
aktivitas yang terjadi saat fase eksponensial, yaitu

aktivitas yang memisahkan reporter dan
quencher melalui proses hidrolisis probe,
sehingga sinyal fluoresen dapat terbentuk

(O’Connell, 2002; Applied Biosystems, 2004).

Pemasangan kedua label diletakkan pada
basa pertama dan basa paling akhir pada masing-
masing sekuens. Jarak maksimum antara kedua
label yaitu 30 nukleotida (100A) untuk
menghasilan proses deteksi mutasi yang optimal
(Mackay, 2007). Jarak antara kedua label ini akan
menimbulkan suatu fenomenan yang disebut
dengan FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer). FRET adalah fenomena saat reporter
dan quencher berada pada jarak yang dekat.
Sehingga quencher akan mudah mengabsorbsi
emisi yang dihasilkan oleh reporter, hal ini akan
menyebabkan sinyal tidak terbentuk sebelum
probe terhibridisasi sempurna pada DNA target.

Dari hasil analisis secara in silico, diperoleh
8 sekuens probe mutan untuk mendeteksi
perubahan asam aspartat menjadi valin pada
kodon 516 yang telah memenuhi persyaratan
TagMan probe. Keberhasilan penempelan probe
pada daerah target ditentukan oleh primer yang
digunakan. Dalam hal ini primer yang digunakan
telah diuji kespesifikannya secara experimental.
Sehingga, penggunaan TagMan probe pada
metode real-time PCR ini dapat membantu proses
deteksi mutasi lebih spesifik.

KESIMPULAN

Urutan TagMan probe yang berhasil
didesain secara in silico diperoleh sebanyak 8
sekuens, vyaitu R516MV-2, R516MV-3,
R516MV-4, R516MV-5, R516MV-7, R516MV-
8, R516MV-11, R516MV-13. Probe tersebut
telah memenuhi kriteria TagMan probe yang
ditargetkan untuk mendeteksi mutasi dengan
perubahan asam asparat menjadi  valin
(GAC—GTC) pada kodon 516.
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