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ABSTRAK

Obat Anti Tuberkulosis (OAT) lini pertama terdiri dari kombinasi Isoniazid, Rifampisin, Pirazinamid, dan
Ethambutol. Meskipun terapi ini efektif, resistensi terhadap obat, termasuk Ethambutol, menjadi tantangan serius dalam
pengendalian TB. Oleh karena itu, dibutuhkan deteksi cepat terhadap resistensi Ethambutol untuk regimen pengobatan
yang tepat dan mencegah penyebaran tuberkulosis yang resisten dengan cara yang efisien. Resistensi terhadap
Ethambutol dengan frekuensi resistensi tinggi, umumnya disebabkan oleh mutasi gen embB. Mutasi yang dianalisis
mencakup M306V (perubahan kodon ATG menjadi GTG) dan Q497R (perubahan kodon CAG menjadi CGG), yang
telah dilaporkan sebaghbtspotmutasi pada gen embB M. tuberculosis resisten ethambutol. Penelitian ini bertujuan
untuk memperoleh sepasang primer terbaik hasil desain seailiao menggunakan prograf@lone Manager suité2
untuk metodeRealTime PCR Primer dirancang secaia silico dengan menggunakan progr&ione Manager Suite
12. Primer terpilih, dilakukan uji spesifisitas dan tingkat kesamaan sekuendgtadaseNCBI menggunakan Primer
BLAST. Sekuen DNA yang digunakan dalam analisis primer diunduh dari s#as.ncbi.nlm.nih.govdengan
accession numbeMK579314.1 yang merupakan sekuens DNA gen efabBuberculosisH37Rv. Kesimpulan yang
diperoleh dari penelitian ini adalah pasangan prinferward g e n embB dengan -urutan
ATTGCCCAGCTCCTCCTCAG3 6 (20 nukl eot i ceeejse deéamanpr iumet an s ek
CGCCGCAACATGATGAACAG3 6 (20 nukl eotida). Primer yang dihasilKk
yang baik dilihat dari panjang primer, nilai Tm, %GC, stabilitas, jurhkilpins repeatsdimers danruns. Serta, hasil
uji spesifitas yang menunjukan pasangan primer spesifik mengenali hanya Maktdrérculosis

Kata kunci: Desain primer, gen emb@By silico, M. tuberculosisResistensi Ethambutol

ABSTRACT

Firstline antituberculosis drugs (OTD) consist of a combination of Isoniazid, Rifampicin, Pyrazinamide, and
Ethambutol. Although this regimen is effective, drug resistance, including resistance to Ethambutol, poses a significant
challenge in tuberculosis control. Rapid detection of Ethambutol resistance is crucial for determining appropriate
treatment regimens and preventing the spread of resistant TB strainsfrédjghncy resistance to Ethambutol is
generally caused by mutations in #imbBgene, particularly at mutation hotspots M306V (ATG to GTG) and Q497R
(CAG to CGG) found in EthambuteoésistantMycobacterium tuberculosig his study aimed to obtain the best primer
pair designed in silico using the Clone Manager Suite 12 program for use in thEilRed?CR method. Primer design
and analysis were conducted in silico, with specificity and sequence similarity assessed usin@EABTeagainst
the NCBI database. The DNA template used for primer analysis was obtained from the NCBI database (accession
number: MK579314.1), representing teenbBgene sequence dfl. tuberculosisH37Rv. The results identified an
optimal primer pair: forward primer -BRTTGCCCAGCTCCTCCTCAG3' and reverse primer -5'
CGCCGCAACATGATGAACAG3'. These primers met the criteria for ideal primer design in terms of length, melting
temperature (Tm), GC content, stability, and minimal formation of hairpins, repeats, dimers, and runs. Specificity
testing confirmed that the primers exclusively recogihizeuberculosisindicating their strong potential for rapid and
specific detection of Ethambutol resistance in clinical samples

Keywords: Primer design, embB gene, in silico, M. tuberculosis, Ethambutol Resistance

PENDAHULUAN Pirazinamid (PZA), dan Ethambutol (EMB)\{arte
et al, 2025). Meski terapi kombinasi OAT lini
Obat anti tuberkulosis (OAT) lini pertama pertama sangat efektif, resistensi terhadap-obat
terdiri dari Isoniazid (INH), Rifampisin (RIF), ini menjadi masalah serius dalam pengendalian TB
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global.Jika tidak diatasi, resistensi ini dapanukleotida secara semi kuantitaif. Seperti halnya
berkembang menjadi MDRB (Multi-Drug  PCR lainnya, RIPCR juga membutuhkan sepasang
Resistent Tuberculogis yang kebal terhadap primer untuk membatasi daerah sekuens. Primer
setidaknya isoniazid dan rifampicin. Lalu berlanjuimerupakan sekuen nukleotida pendek yang berperan
menjadi preXDR TB yang juga resisten terhadap penting dalam proses PCR. Kriteria primer meliputi
fluorokuinolon atau salah satu dari tiga obat sunti panjang primer, %GC, Tmnielting temperatuie

lini kedua (Zurcheret al, 2021). Kondisi ini dimer, hairpin, run, repeat stabilitas, danfalse
menyebabkan pengobatan lebih lama, biaypriming. Desain primer dilakukan  untuk
meningkat, risiko toksisitas lebih tinggi, penulararmemperoleh primer yang dapat digunakan untuk
meluas, serta kemungkinan kegagalan terapie{Li amplifikasi DNA dengan teknik PCR (Yowani dkk.,

al., 2020). 2015).

Ethambutol (EMB) merupakan salah satu dar Kemajuan bioinformatika  memungkinkan
empat obat lini pertama yang digunakan dalardesain primer secaran silico menggunakan
terapi standar tuberkulosis, umumnyaperangkat lunak khusus. Penelitian ini menjadi

dikombinasikan dengan isoniazid, rifampicin, dartahapan dalam deteksi adanya mutasi gen embB
pirazinamid. Selain itu, EMB juga dapat tuberculosis Tujuan khusus dari penelitian adalah
dimasukkan ke dalam regimen terapi MDB pada merancang sepasang primer yang dapat digunakan
pasien yang menjalani pengobatan jangka panjaidalam proses amplifikasi fragmen gen embB yang
(WHO, 2019). EMB bekerja dengan menghambemencakup kodon 306 dan 497

enzim arbinosyltransferase(EmbA, EmbB, dan

EmbC) yang berperan dalam biosintesis dinding sel MATERI DAN METODE

Mycobacterium tuberculosi@Rattan, 1998; Safit

al.,, 2013). EmbA dan EmbB diperlukan dalamBahan

sintesis arabinogalaktan sementara itu Emb Perancangan probe menggunakan urutan
berperan dalam pembentukan lipoarabinomannenukleotida bakteri gen embBMycobacterium
(LAM) (Gaudeet al, 2009). Enzirrenzim tersebut tuberculosis H37Rv (ild type (kode Genbank
dikode oleh operon embCAB yang mengandung geMK579314.1) yang dapat diunduh pada situs
embC, embA, dan embB (Senal, 2017). www.ncbi.nlm.nih.gov.

Resistensi terhadap EMB sering dikaitkar
dengan perubahan/mutasi yang terjadi pada g¢Peralatan
e mb B, yang di kenalEMBA ¢ Peralatan yang digunakan untuk menyelesaikan
resistance determining region ( ERDR) et ( penelitian ini adalah seperangkat laptop dengan
al., 2013). Frekuensi mutasi di daerah ERDR (padspesifikasiWindows 11 (bisa disesuaikan dengan
isolat TB dan spesies mikobakteri lainnya yan(Windowslainnya) 64 bit,software Clone Manager
resisten terhadap ethambutol) adalah sebesai 50¢Suite12 yang digunakan untuk perancangan primer
70% (Zhanget al, 2020). Beberapa penelitian dan serta analisis spesifisitas menggunakan Primer
sebelumnya telah menunjukkan bahwa mutasi paBLAST pada situs NCBI.
kodon 306 gen embB (memiliki prevalensi
bervariasi dari 30% hingga 87,5%) pada isdat Cara Kerja
tuberculosis yang resisten terhadap ethambutoPemilihan Urutan Nukleotida Target
(Hafeezet al, 2021; Kharet al, 2021). Perancangan

Mutasi embB mayor lainnya terdapat pade Perancangan primer menggunakan keseluruhan
kodon 406 dan kodon 497, namun beberapa lapor.urutan nukleotida gen embB dengan kode Genbank
mengungkapkan bahwa di antara isolat yanMK579314.1, yang terdiri dari 3297 nukleotida.
resisten terhadap EMB, persentase mutan embB4 Titik-titik mutasi yang dipilih pada penelitian ini
sebesar 10% secara signifikan lebih rendah dua kiadalah kodon 306 dan 497 embB. Kodon tersebut
lipat dibandingkan embB497 (Bakuét al, 2013; dipilih dalam penelitian ini dikarenakan, daerah
Zhaoet al, 2015). Stark®t al. (2009) menemukan tersebut memiliki frekuensi mutasi yang tinggi
bahwa mutasi embB497 dapat terjadi bersamaikhususnya pada resistensi obat Ethambutol. Sekuens
dengan mutasi embB lainnya (misalnya, pada kodcgen embB M. tuberculosis yang diperoleh
306) dan dapat bertindak secara sinergis untiselanjutnya diubah menjadi format FASTA.
meningkatkan tingkat resistensi.

Identifikasi mutasi dapat dilakukan denganPerancangan dan Analisis Primer secata Silico
metodepolymerase chain reactiocsecareReal Time Perancangan  primer dilakukan  dengan
(RT-PCR). Reallime PCR merupakan salah satumengunggah urutan nukleotida gen embs.
metode PCR yang dapat digunakan untuk telactuberculosis yang telah diunduh dalam format
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FASTA ke dalam prograr@lone Manager Suit&2. Sementara itu, mutasi Q497R terjadi akibat
Set el ah lintaumokkgulpi Id @uto s@n perubahan kodon CAG (yang mengkode glutamin)
molecul® kemudi anokddi Skl iakmen@adinOG& (yang mengkode arginin). Mutasi
dilakukan ke tahap untuk mencari primer, langkatkedua kodon tersebut menyebabkan perubahan
awalnya adalah klik ikon primer, kemudian dipilih struktural pada enzinarabinosyltransferaseyang
fidesigr . Dal am tahap pemi Imengakibatkgnr pemareiman ikatain malekal t pada
panjang dari primer Af¢rward) dan primer B ethambutol terhadap enzim tersebut (Bbkatal,
(revers@ sepanjang 128 basa, dan kemudian 2018)

dit ekexth. AHal selanjutnya yang di l akukan

adalah menentukan panjang daerah yang digunak&grancangan dan Analisis Primer secaraln
untuk mencari primer, dalam penelitian ini Silico

digunakan daerah yang bisa melewati kodon target Proses perancangan primer ini diarahkan untuk
yakni kodon 306 dan 497 gen embB. Setelah itinendeteksi keberadaan mutasi pada gen embB,
di t ekan finishimb o Ima kKia a k a dengam sarget urégio yang dipilih berada pada
beberapa pilihan primer yang akan dipilih sesuaientang 800 sampai 1600 bps, dan dilakuketend

dengan kriteria search sejauh 75 basa ke kiri dan 85 basa ke kanan
untuk memastikan cakupan yang optimal. Panjang
Analisis Spesifisitas Primer secafla Silico primer yang digunakan disesuaikan dengan panjang

Uji spesifisitas primer dilakukan dengan optimal, yaitu 20 bps. Kriteria desain primer diatur
melakukan BLAST melaludatabaseNCBI. Pada berdasarkan sejumlah parameter penting yang
hal aman ABLASTO, -®IiLAISIT onhencakapn GO Sebasanied®%, Tm berkisar
Kemudian dimasukan urutan nukleotida primerantara 5065°C. Selain itu, stabilitas primer

forward dan reverseyang digunakan pada bagiandi t ent ukan dengan nil ai o
fiprimer parameters . P a databdsalitbalm 3 0 di mer harus < 3. Par a
me nj amo dia n brgahismmdiketik  diperhdikan dalam desain primer melipu#ny
fiMycobacterium tuberculosidHH37R\W0 kdeti khomdlog bases 7, Runs< 4, Repeats< 3, GC
primer® untuk memuncul kan CGamp® 1 1, dengan perbedaan
perbedaan Tm = 3°C untuk memastikan primer yang
HASIL DAN PEMBAHASAN dihasilkan memiliki kualitas dan kinerja optimal
dalam reaksRealTime PCRBatulara, 2024).
Pemilihan Urutan Nukleotida Target Hasil rancangan primer pada clone manager
Perancangan mendapatkan panjang sekuens dari urutan 742

Pemilihan wurutan nukleotida target dalamhingga 1679 dengan ukuran produk PCR 938 bp.
penelitian ini dilakukan dengan merujuk pada hasiSepasang primer tersebut meliputi prinfierward

studi terdahulu untuk mengidentifikasi daerahd e n g a n urut an sekue
genetik yang memiliki frekuensi mutasi tertinggiATTGCCCAGCTCCTCCTCAG 306 d
dan berkaitan dengan resistensi terhadampverse dengan urut an s ekl
ethambutol. Kodon 306 dan 497 pada gen embB GCCGCAACATGATGAACAC 30
M.tuberculosismerupakan target pada perancangamukleotida) (Chemt al, 2011)

DNA probe mutan dalam penelitian ini karena Primer yang baik memiliki kriteria tersusun

mutasinya telah diketahui berhubungan kuat dengaatas 1830 nukleotida, dengan panjang optimal 20
resistensi terhadap ethambutol. Mutasi yangwukleotida. Jika lebih pendek dari 18 nukleotida
dianalisis mencakup M306V (perubahan kodomaka akan mengakibatkan berkurangnya spesifisitas
ATG menjadi GTG) dan Q497R (perubahan kodorprimer dan meningkatkan kemungkinan terjadinya
CAG menjadi CGG), yang telah dilaporkan sebagamispriming Primer dengan panjang lebih dari 30
hotspot mutasi pada gen embB. tuberculosis nukleotida tidak meningkatkan spesifisitas secara
resisten ethambutol (Vet al, 2024). signifikan, justru dapat meningkatkan biaya sintesis
Mutasi M306V (Metionin Y Val i n)olig amembentuk struktur sekunder yang
Q497R (Gl ut amin Y A r g menurumkanmefisiensd #€Ry rsertad memingkatkan
perubahan variasi asam amino yang memilikrisiko terbentuknya dimer primer karena primer
prevalensi paling tinggi dibandingkan kodon lainmerupakan komponen dengan konsentrasi tertinggi
pada gen embBM.tuberculosis Mutasi M306V  dalam reaksi PCR (Dorak, 2006; Handoyo dan Ari,
terjadi akibat substitusi kodon ATG (yang 2000).
mengkode metionin) menjag@TG (yang mengkode
valin).
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Gambar 2Hasil Analisis Kriteria Pasangan Prim
pada Prograr€lone Manager Suit&2

Nilai %GC yang dimiliki oleh primeforward
dan primerreverse berturutturut, yaitu 60% dan

55% yang telah memenuhi kriteria %GC yang baik|

primer reverse Basa G atau C yang terdapat pada
ujung 306 primer ini akan
antara primer dan template DNA yang diperlukan
untuk polimerase dan juga membantu mendorong
pengi kat an s pe garifbask G ggaaid a
C. Jumlah lebih dari 3 basa G atau C pada 5 basa

terakhir ujung 3Nj hanyals
bisa melipat membentuk struktur dimer yang
mengaki batkan ujung 3N;j

template. Nilai ini telah sesuai dengan kriteria yakni
O 1 dan dan O 5 (Dorak,
Dimers dari pasangan primer tersebut telah
memenuhi kriteria yaitu berjumlah 2 pada primer
forward dan 1 pada primereverse dengan batas
dimerspada 306 adal ahanydBnerp b .
pada primerforward dan primer reverse masing
masing sebanyak 4 dengan baay dimersadalah
<7 pb. Dimers menunjukkan adanya hibridisasi
antar basa primer yang dapat menyebabkan
kesulitan penempelan primer dengan template yang
diinginkan. Apabila terdapatiimers pada primer
maka DNA polymerase dapat mengikat bagian yang
identik dan memperpanjang kedua arah. Hal ini
akan mengakibatkan penurunan efisiensi amplifikasi
dan spesifitasnya (Bartlett and Stirling, 2003).

— =
=3 | &)

| PR primen: PE 42 Poic Ta2  NC_DO0SEE
Priengs Dimars

5]

1 -

Largest region of homalagy (3° ead intation
5 -ATTECCCAGCTOCTCCTCAG-3"
3 E—'-E-':IEIE(TC(:-'-(E(G'I-! 5"
Largest region of homadagy (any
5 -ATTGOCCAGCTCLTOCTCAG-3"

3 -GACTCCTCOTCRACCCGTTA-5"

Besarnya %GC suatu primer akan mempengarul
nilai Tm dan Ta primer tersebut. Primer dengar}! = e

panjang 18 30 nukleotida seharusnya memiliki Gambar 3 Analisis DimersPrimerForward
%GC antara 50 60%. Primer yang memiliki %GC

yang tinggi akan memiliki nilai Tm yang tinggi pula
karena terdapat lebih banyak ikatan hidrogen
didalamnya (3 ikatan hidrogen) (Innis dan Gelfand,
1990).

Tm primer hasil rancangan yaitu 65 dan 64°C.
Tm (melting temperatuje merupakan temperatur
saat setengah untai DNA ganda terpisah. Pada
kedua primer tersebut terdapat perbedaan nilai Tm
sebesar 1°C, nilai ini masih dapat diterima
didasarkan pada penelitian Barlett dan Stirling
(2003) yang menyatakan nilai perbedaan Tm di
antara dua primer yang diperbolehkan adalah tidak
boleh lebih dari 5°C (Bartlett dan Stirling, 2003).

Hasil desain primer juga menunjukkan nilai
GC C|ampsebesar 1 pada primﬁ)‘rward dan pada Gambar 4 AnalisisDimersPrimerReverse
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