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ABSTRAK

Perubahan asam amino di area pengikatan fluorokuinolon pada gen gyrA Mycobacterium tuberculosis menyebabkan penanganan dan
pengendalian penyakit tuberkulosis menjadi semakin sulit. Teknik PCR dapat dipergunakan untuk mendeteksi adanya resistensi terhadap obat
fluorokuinolon dan keberhasilan cara ini tergantung pada primer yang digunakan. Penelitian ini bertujuan untuk mendesain kandidat primer gen
gyrA XDR-TB secara in silico. Data yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh melalui pencarian dalam situs GeneBank NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Desain primer ini dilakukan dengan menggunakan beberapa software dan situs bioinformatika, seperti software
BioEdit versi 7.2.6, FastPCR 6.6 dan OligoAnalyzer (https://sg.idtdna.com/calc/analyzer). Studi ini berhasil mendesain sepasang kandidat
primer dengan suhu Tm 57,8°C dan telah memenuhi karakter primer yang baik yaitu primer-forward (5’-AACATTGAGGACCAGTCTAGCGA-
3”) memiliki panjang 23 bp dan GC content 47,8%, sedangkan primer-reverse (5’-CCAGCAGATAGGTGCCTTCAC-3’) dengan panjang 21 bp
dan GC content 57,1% serta terdapat peluang terbentuknya self-dimer sebanyak 1 bentuk.
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Design of In Polymerase Chain Reaction (PCR) Primer
Silico for Extensively gyrA Gene Amplification
Drug Resistant Tuberculosis (XDR-TB)

ABSTRACT

Changes in amino acids in the fluoroquinolone binding site in the Mycobacterium tuberculosis gyrA gene make the treatment and
control of tuberculosis more difficult. PCR technique can be used to detect the presence of resistance to fluoroguinolone drugs and
the success of this method depends on the primer used. The aim of this study was to design a primary candidate for the XDR-TB
gyrA gene in silico. The data used in this study were obtained through a search on the NCBI GeneBank website
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). This primer design was carried out using several bioinformatics software and websites, such as
BioEdit software version 7.2.6, FastPCR 6.6 and OligoAnalyzer (https://sg.idtdna.com/calc/analyzer). This study succeeded in
designing a pair of primer candidates with a Tm temperature of 57.8°C and has met good primary characters, namely primer-
forward (5'-AACATTGAGGACCAGTCTAGCGA-3") has a length of 23 bp and a GC content of 47.8%, while the primer-reverse
( 5-CCAGCAGATAGGTGCCTTCAC-3) with a length of 21 bp and a GC content of 57.1% and there is a chance for the
formation of a self-dimer of 1 form.
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PENDAHULUAN

Tuberkulosis (TB) termasuk dalam 10 besar
penyakit yang menyebabkan kematian di dunia.
Data WHO menunjukkan bahwa pada tahun 2015,
Indonesia termasuk dalam 6 besar negara dengan
kasus baru TB terbanyak (World Health
Organitation, 2017). World Health Organitation
(2018), melaporkan bahwa pada tahun 2016,
sekitar 6,3 juta kasus TB baru dilaporkan, hasil ini
naik dari 6,1 juta pada tahun 2015 dan tercatat
bahwa terdapat lima negara dengan jumlah kasus
TB terbanyak di dunia yaitu India, Indonesia,
Cina, Filipina dan Pakistan, yang bersama-sama
menyumbang 56% dari total global. Dari jumlah
tersebut, India, Indonesia dan Cina menyumbang
45% dari kasus global pada tahun 2016.

Pengobatan  tuberkulosis  menggunakan
kombinasi beberapa obat antibiotik, yang lebih
lanjut dikenal dengan sebutan OAT (Obat Anti
Tuberkulosis). Penanganan dan pengendalian
penyakit ini menjadi semakin sulit dengan
meningkatnya kasus resistensi TB terhadap OAT.
Resistensi OAT ini disebabkan oleh mutasi
kromosomal terhadap masing-masing OAT
(Aditama et al, 1995).

XDR-TB atau Extensively Drug Resistant
Tuberculosis adalah bentuk kasus TB yang
resistan terhadap setidaknya empat obat anti
tuberkulosis inti. XDR-TB melibatkan resistensi
terhadap OAT vyang paling kuat, isoniazid dan
rifampisin, atau biasa dikenal dengan MDR-TB,
disertai resistensi terhadap salah satu obat lini
kedua, golongan  fluorokuinolon  (seperti
levofloxacin, siprofloxacin atau moxifloxacin) dan
setidaknya resisten terhadap salah satu dari tiga
obat lini kedua suntik (amikacin, capreomycin
atau kanamycin) (Soepandi, 2010). Gen gyrA
(DNA gyrase subunit A) merupakan salah satu
gen pada Mycobacterium tuberculosis yang
berperan dalam sebagian besar resistensi terhadap
fluorokuinolon (Rinanda, 2015).

Mutasi pada fragmen gen  dapat
diidentifikasi dengan menggunakan teknik PCR
(Polymerase Chain Reaction). Keber-hasilan
amplifikasi DNA pada metode PCR sangat
tergantung pada ketepatan primer yang digunakan.
Primer adalah nukleotida pendek berukuran 18-30
basa yang diperlukan sebagai titik pelekatan
enzim DNA polimerase pada proses pembentukan
atau pemanjangan DNA suatu gen spesifik secara

in vitro melalui teknik reaksi rantai polimerisasi
(PCR) (Handoyo & Rudiretna, 2001).

Sepasang primer harus memiliki karakter
yang baik agar dapat menempel pada gen target
(Handoyo & Rudiretna, 2001). Pemenuhan syarat
katakter primer yang baik tersebut memerlukan
kalkulasi matematis yang secara bersamaan dapat
dilakukan dengan menggunakan program maupun
software bioinformatika pada proses desain
primer. Melihat keterbatasan data mengenai
desain primer gen gyrA XDR-TB, maka metode
in silico PCR dapat membantu menggali informasi
mengenai identifikasi mutasi gen gyrA pada kasus
XDR-TB.

Penelitian tentang desain primer secara in
silico gen penyebab MDR-TB sudah pernah
dilakukan yakni untuk resistensi terhadap
rifampisin pada gen rpoB diteliti oleh Pradnyaniti
(2013), resitensi terhadap isoniazid pada gen katG
diteliti oleh Suryadi (2014) dan gen inhA diteliti
oleh Maitriani (2015). Namun, pada kasus XDR-
TB belum pernah dibuatkan desain primer gen
penyebab resistensi terdahap fluorokuinolon atau
pada gen gyrA.

Berdasarkan latar belakang yang telah
dijelaskan di atas, maka peneliti tertarik untuk
melakukan penelitian desain primer PCR secara in
silico untuk amplifikasi gen gyrA (DNA gyrase
subunit A) XDR-TB.

METODE

Data sekuens gen gyrA yang digunakan
dalam penelitian ini terdiri dari 15 strain bakteri
Mycobacterium tuberculosis yang diunduh dari
genebank NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov)
dengan kode genebank CP025596.1, CP020381.2,
JLK601000001.1, CP016794.1, CP009101.1,
AP017901.1, AP018036.1, JX303253.1, CPO1
0873.1, CP009187.1, CP018778.1, CP010968.1,
LHCKO01000004.1, LWDQO01000001.1, MG99
5185.1. File sekuens yang dipilih berupa full
coding sequences (full cds) karena berisi
nukleotida-nukleotida hasil gabungan dari bagian
ekson atau wilayah sebenarnya dari DNA yang
diterjemahkan untuk membentuk protein (Furuno
et al, 2003). Selanjutnya informasi sekuens gen
diunduh dalam format FASTA dengan membuka
masing-masing kode akses setiap sekuen pada
situs NCBI.
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Multiple  Sequence Alignment (MSA)
dilakukan untuk menganalisis data sekuens gen
gyrA yang telah diunduh, sehingga dengan cara
ini dapat diketahui posisi basepair (bp) yang
memiliki persamaan dan perbedaan urutan
nukleotida pada sekuen gen gyrA. Informasi
tersebut akan menunjukan tingkat konservatif
basepair pada gen yang nantinya dijadikan
sebagai patokan pertimbangan dalam menentukan
posisi penempelan primer (Kalendar et al, 2014).
Proses alignment ini  dilakukan  dengan
menggunakan software BioEdit versi 7.2.6
khususnya dengan algoritma ClustalW.

Desain kandidat primer dilakukan dengan
menggunakan software FastPCR 6.6 dan memilih
fitur ‘PCR Primer Design’. Kelebihan dari
software ini yakni memiliki fitur multiplex PCR
yang dapat memudahkan kita untuk menemukan
kandidat primer dengan satu reaksi meskipun
melakukan amplifikasi pada beberapa DNA target
(Kalendar et al, 2011; Wu et al, 2007). Pada tahap
ini diperoleh beberapa pasang kandidat primer
yakni primer-forward dan primer-reverse.

Kandidat primer yang diperoleh selanjutnya
diseleksi  berdasarkan  karakternya  untuk
memperoleh sepasang primer final (forward dan
reverse) yang memiliki karakter primer yang baik.
Adapun Kkarakter tersebut yaitu panjang primer,
GC content, Tm, Hairpin, Cross-Dimer dan Self-
Dimer (Sasmito et al, 2014). Pengecekan karakter
primer ini dilakukan dengan menggunakan situs
online yaitu OligoAnalyzer
(sg.idtdna.com/calc/analyzer).

Setelah didapatkan primer yang diinginkan,
kemudian dilakukan uji in silico PCR untuk
mendapatkan gambaran proses amplifikasi yang
terjadi, seperti dapat diketahui titik penempelan
primer yang diprediksi dapat memunculkan
daerah yang dapat diamplifikasi dan akan
memunculkan besar amplikon yang terbentuk.
Analisis ini dilakukan dengan menggunakan

Tabel 1. Kandidat primer (forward dan reverse)

software FastPCR 6.6 dengan memilih fitur ‘in
silico PCR’.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil analisis multiple sequence alignment
dengan algoritma ClustalW menunjukkan pada
sekuen gen gyrA dari 15 strain bakteri
Mycobacterium tuberculosis terdapat variasi
susunan basa pada nukleotida dan terjadi
perbedaan pada posisi basa nomor 258 bp, 269 bp,
280 bp, 281 bp, 591 bp dan 1646 bp. Pada basa
nomor 258 bp terjadi perubahan basa (G—A), 269
bp (C—T), 280 bp (G—A), 281 bp, (A—>G), 591
bp (G—A), dan 1646 bp (T—Y). Keenam variasi
susunan basa nukleotida ini termasuk kedalam
tipe transversi, yaitu substitusi basa purin dengan
pirimidin atau sebaliknya (Aisyah et al, 2015).
Hasil ini mengindikasikan bahwa posisi basa ini
rentan mengalami mutasi, maka dari itu dalam
penentuan posisi primer sebaiknya tidak mengenai
posisi basa tersebut.

Desain primer ini menghasilkan 5 macam
pasang kandidat primer (forward dan reverse)
yang tercantum dalam Tabel 1. Setiap hasil desain
primer yang dikeluarkan oleh software FastPCR
6.6 selalu terdapat kandidat pasangan primer
forward dan reverse yang direkomendasikan.
Primer forward merupakan primer dengan arah
sintesis maju (5°—3’) sedangkan reverse
merupakan primer dengan arah sintesis terbalik
(3°—>5’). Primer ini nanti akan berfungsi sebagai
pembatas fragmen DNA target yang ingin
diamplifikasi (Handoyo & Rudiretna, 2001).
Kandidat primer ini diberi penamaan khusus agar
memudahkan dalam mengenali setiap primer.
Primer forward diberi simbol huruf “F”,
sedangkan primer reverse disimbolkan dengan
huruf “R” dan kemudian dilanjutkan dengan
nomor angka sesuai urutan kandidat primer.

. . Panjang Tm Uji uii Uil
Kandiadat Primer Primer (bp) °C) GC% Hairpin Self- Cross-
Dimer Dimer
1. F1: (5’-CAAGACCGATCTGTATCGCAGC-3) 22 578 545 - 1 2
R1: (5’-CCAGCAGATAGGTGCCTTCAC-3") 21 578 57,1 - 1
2. F2: (5°-AACATTGAGGACCAGTCTAGCGA-3’) 23 578 478 - -
R2: (5>-CCAGCAGATAGGTGCCTTCAC-3") 21 578 57,1 - 1
3. F3: (5°-AACATTGAGGACCAGTCTAGCGA-3") 23 578 478 - - 1
R3: (5>-ACTGCATGTCCAGGATTGCCT-3) 21 59,2 524 - 3
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4. F4: (5>-CAAGACCGATCTGTATCGCAGC-3") 22 578 545 1 2
R4: (5’-CGAAGTCGGTCAGCTTGGACT-3") 21 592 517 2

5. F5: (5’-GGGTGCTCTATGCAATGTTCGA-3’) 22 57,5 50 3 3
RS: (5’-CCAGCAGATAGGTGCCTTCAC-3) 21 578 571 1

Kandidat pasangan primer forward dan
reverse yang terbaik adalah primer yang
memenuhi Kkriteria-kriteria dari desain primer.
Pada kandidat pasangan primer kedua, primer
forward F2: 5’-AACATTGAGGACCAGTCTA
GCGA-3> dengan primer reverse R2: 5’-
CCAGCAGATAGGTGCCTTCAC-3’ memenuhi
kriteria panjang primer, suhu Tm yang sama, GC

content serta memiliki total uji hairpin, total uji
self-dimer dan total uji cross-dimer yang lebih
rendah dari kandidat primer yang lainnya,
tercantum dalam Tabel 2. Total uji struktur
sekunder dari pasangan primer diperoleh bahwa
primer reverse (R2) terdapat peluang self-dimer
sebanyak 1 bentuk yang tampak pada Gambar 1.

Tabel 2. Pasangan primer gen gyra hasil kombinasi yang memenuhi kriteria desain primer

Karakter Primer F2* R2* Acuan Karakter Primer
Panjang Primer (bp) 23 21 18-30

Tm (°C) 57,8 57,8 52-58

GC % 47,8 57,1 45-60

Total Uji Hairpin - - -

Total Uji Self-Dimer - 1 -

Total Uji Cross-Dimer

Catatan : F2: (5’-AACATTGAGGACCAGTCTAGCGA-3’)

R2: (5-CCAGCAGATAGGTGCCTTCAC-3’)

Delta G: -5.09 kcal/mole Base Pairs: 3
5! CCAGCAGATAGGTGCCTTCAC

[11
3' CACTTCCGTGGATAGACGACC

Gambar 1. Posisi self-dimer dari primer-reverse (R2).

FCR

Gambar 2. Hasil Analisis PCR In Silico Menggunakan FastPCR.

Setelah didapatkan primer yang diinginkan,
kemudian dilakukan uji in silico PCR dengan
menggunakan software FastPCR 6.6 untuk
mendapatkan gambaran amplifikasi yang terjadi
dengan menggunakan primer tersebut atau untuk
mengetahui penempelan primer pada gen target.
Hasil penelitian menunjukan bahwa primer

forward dan reverse (F2 dan R2) dapat menempel
di  seluruh sekuen strain bakteri. Secara
keseluruhan, primer-forward  menempel pada
posisi 901-923 bp, sedangkan primer reverse
menempel pada posisi 2153-2173 bp. Dengan
demikian maka dapat diketahui bahwa panjang
produk PCR (amplikon) yang terbentuk yakni
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sebesar 1273 bp, seperti yang tampak pada
Gambar 2.

Selain itu dengan metode in silico PCR ini
juga dapat diketahui daerah yang diprediksi

keseluruhan, primer forward menempel pada
posisi 901-923 bp (sekuen warna biru), sedangkan
primer reverse menempel pada posisi 2153-2173
bp (sekuen warna merah). Posisi penempelan

teramplifikasi dan panjang produk PCR
(amplikon) sebesar 1273 bp atau tampak pada
bagian yang Dberwarna  kuning.  Secara

pasangan primer ini dapat dilihat pada Gambar 3.

ap017901.1 "strain: ncomddek2"
ktgacagacacgacgttgocgectyacgactegotegaccggatogaaccygttgacatocageaggagatycagegcagetacategactatgegatgagegtgategteggecgcgegetgocggaggtycgegacgggcteaag
bccgtgeategecgggtgototatgcaatgttegattocggettocgoccggaccgcagecacyccaagtoggoceygtegyttyccgagaccatgggcaactaccaceegcacggegacgtgtegatetacgacaccetggtgege
rtggcccagocctggtogotgogotaccogotggtagacggccagggoaactteggctegocaggcaatgaccoaccggoggcgatyagytacaccgaageccggotgacocogttygcgatggagatyctyagygaaatcgacyag
hagacagtcgatttcatcoctaactacgacggocgggtgcaagagecgacggtgctacccagecggttococaacctgotggocaacggytoaggeggcategeggteggoatggcaaccaatatoocgocgcacaacctyogtyag
Ftggccgacgoggtgttctgggcyctygagaatoacyacgccgacgaagaggagaccotggccgoggtoatggggcgggttaaaggoceygacttccogaccycoggactyategtcggatocoagggoaccgctgatgoctacaaa
rctggeccgeggctocattogaatygcgcggagttgttyagytagaagaggattcecgeggtogtacctegetygtyateaccyagttgccytateaggtcaaccacgacaactteatcacttogategoogaacaggtccyagacygac
agctggocggeatttocARCATTEAGGACCAGTCTAGCGAtcgggteggtttacgcategteatcgagatcaagogegatycggtygccaagytygtgateaataacctttacaageacacccagetycagaccagetttggegee
acatgctagogatogtcgacgaggtgccgcgcacgotgcggotagaccagetgatecgotattacgttgaccaccaactegacygtoattgtgogacgcaccacctaccggctgcgcaaggoaaacgagegagcccacatictgcac
hgcctggttazagegctegacgcgctggacgaggtcattgoactgatocgggcgtoggagaccgtcgatategoccgggocggactgatogagotactcgacatogacgagatocaggcccaggcaatoctygacatgcagttacag
lbgcctggocgoactggaacgocagegcatoatcgacgacctggccaaaatcgaggocgagatogocgatctggaagacateotggcaaaaccegageggcagogtyggatogtgcgcgacgaactogccgaaatogiggacaggcac
lhgcgacgaccggogtaccoggatoategeggocgacggagacgtoagogacgaggatitgatogoccgogaggacgtogttgtcactatcaccgaaacgggatacgccaagegcaccaagaccgatotgtatogoagocagaaacac
ligcggcaagggcgtgcagygtycyygyttgaageaggacyacategtogogcacttettegtgtgotecacceacgatttgatoctgttottoaccaccoaggyacgggtttategggccaaggectacgacttgcocgaggectee
Fggacggcgcgcgggcageacgtygccaacctgttagecttocageccgaggaacygcategeccaggtoatecagattogeggotacaccgacgoccegtacctgytgotygocactogcaacgggotyytyaaaaagtocaagety
ccgacttogactocaategotegygeggaategtagegytcaacctycgcgacaacgacyagetygteggtgeggtgetgtgttegyocgacgacgacetgetgotygtoteggocaacgggoagtecateaggttetoggegace
hacgaggogotgoggccaatygytegtyccaccteggytytyoagygoatyeggticaatatogacgaccggotygotytegetgaacgtegtyecIGRAGGCACCTATCTGITGtggcgacytoagygggctatgcyaaacytace
lcgatcgaggaataccoggtacagggccgoggcgytaaaggtgtyctyacggtoatgtacyaccgccggcgcggcaggttggttggggcytigattgtcgacyacyacagogagetytatgocgteacttecggoggtagcgtgatc
Fgcaccgocggoacgocaggttcgaaggcgggacygcagaccaaggatatteggttgatgaatctyggegagagcgacacactgttggccategogcgcaacycogaagaaagtagcgacyataatyccgtygacgocaacggogca
lhaccagacgggcaattaa

Gambar 3. Posisi Penempelan Primer Forward dan Reverse.

PEMBAHASAN

Karakter yang menjadi perhatian penting
dalam desain primer yaitu panjang primer, GC
content, Tm, Hairpin, Cross-Dimer dan Self-
Dimer. Informasi karakter primer inilah yang
digunakan untuk mengeliminasi kandidat primer
yang tidak memenuhi syarat. Setelah dianalisis
ditemukan bahwa pasangan primer forward dan
reverse yang memenuhi Kriteria primer yang baik
adalah pasangan primer kedua, yakni primer
forward F2: 5’-AACATTGAGGACCAGTCTA
GCGA-3* dengan primer reverse R2: 5’-
CCAGCAGATAGGTGCCTTCAC-3’ dengan
pertimbangan berikut ini.

Pasangan primer tersebut memiliki panjang
berkisar antara 18-30 yakni primer forward 23 bp
dan primer reverse 21 bp, dimana menurut Wu et
al. (2007) panjang primer ini dapat dikategorikan
kedalam primer yang spesifik dan baik karena
memiliki panjang antara 18-30 basa. Panjang
primer ini akan mempengaruhi spesifitas, melting
temperature, dan waktu annealing sewaktu
melaksanakan proses PCR.

Melting Temperature (Tm) antara primer
forward dan reverse adalah sama yaitu sebesar
57,8°C. Menurut Elsalam (2003), hasil amplifikasi
terbaik biasanya diperoleh jika primer memiliki

Tm sebesar 52-58°C. Suhu leleh atau Melting
Temperature (Tm) adalah temperatur dimana
setengah dari duplex DNA akan terpisah menjadi
utas tunggal.

GC content pasangan primer yang diperoleh
berkisar antara 45-60% yakni untuk primer
forward 47,8% dan reverse 57,1%. Hasil ini telah
memenuhi syarat karakter primer yang baik, yakni
GC content primer harus berkisar antara 45-60%.
GC content merupakan persentase banyaknya
jumlah basa nitrogen G dan C pada suatu primer.
Komponen basa nitrogen pada primer ini akan
mempengaruhi melting temperature dan tendensi
reanneal yang lebih cepat (Elsalam, 2003).

Struktur sekunder primer dapat mem
pengaruhi kualitas dan kuantitas produk PCR,
karena akan mengurangi kemampuan primer
menempel pada cetakan.  Menurut Judelson
(2011), dalam mendesain primer penting untuk
meminimalkan adanya primer dimmer dan primer
hairpin. Total uji struktur sekunder dari pasangan
primer diperoleh bahwa primer yang dihasilkan
pada penelitian ini (F2 dan R2) memiliki jumlah
struktur sekunder yang lebih sedikit dari pada
kandidat primer yang lain, yakni total uji cross-
dimer primer sama dengan nol. selain dari itu,
pada primer forward (F2) uji hairpin dan uji self-

620



dimer nya nol, sedangkan untuk primer reverse uji
hairpin-nya nol dan terdapat peluang self-dimer
sebanyak 1 bentuk tampak pada Gambar 1. Self
dimer terbentuk oleh interaksi intermolekuler
antara dua molekul primer yang sama, dimana
primer homolog terhadap dirinya sendiri (Sasmito
et al, 2014).

Primer forward dan reverse yang telah
dihasilkan selanjutnya diuji spesifitas primer pada
template menggunakan BLAST-NCBI. Hasil
BLAST menunjukan bahwa sepasang primer yang
dihasilkan benar-benar unik atau spesifik pada
bakteri Mycobacterium tuberculosis. Menurut
Madden (2013), Penelusuran BLAST (BLAST
search) pada basis data sekuens memungkinkan
ilmuwan untuk mencari sekuens asam nukleat
yang mirip dengan sekuens tertentu yang
dimilikinya. Hal ini berguna misalnya untuk
menemukan urutan nukleotida sejenis pada
beberapa organisme atau untuk memeriksa
keabsahan hasil desain primer maupun untuk
memeriksa fungsi urutan nukleotida hasil
sekuensing. Algoritma yang mendasari kerja
BLAST adalah penyejajaran sekuens.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dilakukan, maka dapat diambil kesimpulan bahwa
studi ini berhasil mendesain sepasang kandidat
primer dengan suhu Tm 57,8C dan telah
memenuhi karakter primer yang baik yaitu
primer-forward (5’-AACATTGAGGACCAGTC
TAGCGA-3’) memiliki panjang 23 bp dan GC
content 47,8%, sedangkan primer-reverse (5’-
CCAGCAGATAGGTGCCTTCAC-3’)  dengan
panjang 21 bp dan GC content 57,1% serta
terdapat  peluang  terbentuknya  self-dimer
sebanyak 1 bentuk.
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