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ABSTRAK

Clostridium botulinum, bakteri penghasil neurotoksin yang dapat
menyebabkan kondisi lumpuh yang berpotensi fatal pada manusia. Clostridium
botulinum memiliki kerentanan resistensi menengah terhadap kloramfenikol.
Penyebab resistensi terhadap kloramfenikol diperantarai oleh plasmid yang
mengandung gen Chloramphenicol Acetyltransferase (CAT). Tujuan penelitian
ini yaitu mengoptimasi suhu untuk mendapatkan primer dengan kriteria yang
terbaik dari gen CAT bakteri Clostridium botulinum serta mengetahui susunan
nukleotida dari hasil perancangan primer sekuen nukleotida gen CAT bakteri
Clostridium botulinum. Optimasi suhu dilakukan dengan pengaturan suhu yang
dilakukan pada rentang 52°C, 55°C, 58°C, 57°C, 60°C, dan 63°C melalui program
Primer3Plus. Hasil optimasi suhu terbaik yang didapat adalah pada suhu 60°C
yang memperlihatkan 1 kandidat primer dengan kriteria primer terbaik. Ukuran
panjang basa yang dimiliki 22 dengan urutan primer forward
GCATGACTCTCTACAGCCATCA dan primer reverse
TTGATCCTCAGCTATTGTAGGG dengan ukuran 22 panjang basa. Primer yang
didapat menunjukkan bahwa kandidat primer yang didapat bisa digunakan sebagai
primer untuk mendeteksi resistensi antibiotik kloramfenikol dengan menggunakan
PCR.
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PENDAHULUAN

Antibiotik adalah zat kimia yang dihasilkan oleh mikroorganisme yang
mempunyai kemampuan untuk menghambat pertumbuhan dan membunuh
mikroorganisme. Antibiotik digunakan dalam pengobatan penyakit infeksi pada
manusia.) Salah satu antibiotik yang sering digunakan adalah kloramfenikol.
Kloramfenikol digunakan sebagai antibiotik yang bersifat bakteriostatik dan
mempunyai spektrum luas. Kloramfenikol efektif untuk pengobatan infeksi berat
yang disebabkan oleh bakteri Gram positif dan Gram negatif.?) Penyebab
resistensi terhadap kloramfenikol diperantarai oleh plasmid yang mengandung gen
Chloramphenicol Acetyltransferase (CAT). Gen CAT adalah gen yang mengkode
sintesis enzim Acetyltransferase yang dapat mengubah kloramfenikol dengan
mengkatalisis pembentukan 3-asetil kloramfenikol sehingga kloramfenikol
menjadi inaktif-®

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Mazuet 2016, Salah satu
bakteri yang memiliki kerentanan resistensi menengah terhadap kloramfenikol
adalah Clostridium botulinum.®? (8) Pada manusia, jenis botulisme yang
disebabkan oleh Clostridium botulinum yang paling sering dilaporkan adalah
wound botulisme, infant botulisme dan foodborne botulism. ¢>8) Terdapat 112
kasus botulisme yang di laporkan di Inggris dalam rentang tahun 2000 sampai
tahun 2005.789) Kloramfenikol merupakan antibiotik yang dapat digunakan untuk
pengobatan botulisme.? Clostridium botulinum mengandung gen CAT sehingga
memiliki kecenderungan untuk resistensi terhadap kloramfenikol.?

Penelitian bioinformatika (insiliko) berbasis web digunakan untuk analisis
sekuen yang dijalankan secara online melalui program yang tersedia secara gratis
di web. Salah satu analisis secara insiliko yang dapat dilakukan adalah mencari
primer dari gen resistensi suatu antibiotik. Desain primer secara insiliko akan
memudahkan dalam memperoleh primer terbaik untuk proses amplifikasi fragmen
gen. ® Perancangan suatu primer dapat dilakukan dengan menggunakan salah
satu metode yaitu program Primer3Plus. Primer3Plus ini dapat memberikan
kandidat-kandidat dari urutan nukleotida suatu gen sehingga diperoleh suatu
primer yang dapat digunakan untuk PCR.M% Program primer3plus juga dapat
diguakan untuk mengoptimasi suhu agar didapatkan primer terbaik.

METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu Laptap ACER, situs
NCBI (http://www.ncbi.nlm.-nih.gov) untuk mencari data sekuens nukleotida gen
sampel, program Primer3plus pada situs (http://www.primer3plus.com) sebagai
program perancangan kandidat primer.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu data berbasis sekuens
nukleotida dari sampel gen cat Clostridium botulinum yang didapat dari NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Jalannya Penelitian



Penelitian ini diawali dengan pencarian data sekuens nukleotida gen CAT
dari bakteri Clostridium botulinum menggunakan penelusuran pada menu khusus
di NCBI yakni (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/rsg) dengan kata kunci yaitu
“Clostridium botulinum, CAT”. Data sekuens nukleotida yang telah didapatkan,
kemudian dilakukan optimasi suhu dengan mengganti suhu di setiap pick primer
yang di lakukan menggunakan program Primer3Plus. Hasil optimasi suhu berupa
kandidat primer. Kandidat primer yang didapat di lanjutkan analisis secara
deskriptif untuk menentukan satu primer terbaik dari hasil optimasi suhu.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pencarian Sekuen Nukleotida Gen CAT Clostridium botulinum menggunakan
situs NCBI

Sekuen nukleotida gen CAT dapat diperolen dengan menggunakan
software bioinformatik berupa NCBI. Pencarian sekuen nukleotida gen CAT
dimulai dengan membuka website NCBI “https://www.ncbi.nlm.nih.gov” dan
mengganti “all database” dengan pilihan “gene”. Keyword yang dimasukkan
pada kolom search adalah “Clostridium botulinum, CAT”. Keyword yang
digunakan bertujuan agar mendapatkan sekuen nukleotida yang spesifik dan
saling berkaitan antara bakteri Clostridium botulinum dengan gen CAT. Hasil
pencarian melalui NCBI diidentifikasi terlebih dahulu pada bagian summary.
Rincian informasi singkat atau summary dari hasil pencarian NCBI dapat dilihat
pada Gambar 1.

cat chloramphenicol acetyltransferase [ Clostridium botulinum A str. ATCC 3502 ]
Gene ID: 5187860, updated on 25-Mar-2016

~ Summary

Gene symbol cat
Gene description chloramphenicol acetyltransferase
Locus tag CBO0619
Gene type protein coding
RefSeq status PROVISIONAL
Organi Clostridium botulinum A str. ATCC 3502 (strain: ATCC 3502)
Lineage Bacteria; Firmicutes: Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae; Clostridium

Gambar 1. Rincian Informasi Singkat dari Gen CAT Clostridium botulinum
Sekuen nukleotida dari gen CAT Clostridium botulinum dapat diakses
pada bagian “Genomic regions, transcripts, and products” berupa menu GenBank
ataupun menu FASTA. Hasil pencarian sekuen nukleotida melalui data GenBank
NCBI didapatkan gen CAT Clostridium botulinum memiliki 627 panjang basa
nukleotida dengan urutan basa yang tertera pada Gambar 2. Data origin yang
didapatkan dari menu FASTA akan digunakan untuk mencari primer dari gen
CAT Clostridium botulinum.
ATGAAGTATATTGATTTTAATGATT TTGAAAGAAAAGAACATTATAAGT TTTTTGAAAGTGTCGATAATC
CACAATTTAATATATGTATGAATATTGATGTAACAAATTTTTTGAGATTTGTAAAAAGCAATAAGATATC
ATTTTACTATAGTATGATCTATGCTTCTACACATGTAATGAATGAAATAAAAGATTTTCGTTATAAAATT
AGAGATGGAAAAATTATTCTGCATGACTCTCTACAGCCATCATTTACAGATATGGAATCTAATAAAAATT
TATTTAAAATTGTTACCTTACCTCTTAAAAAGGATATTATAGAAT TTTCAAATTCTGCAAAAGAGGTTTC
AAAAAATCAAAAAGAGTATTTCCCTACAATAGCTGAGGATCAAGATAAATTAATATACTTTTCCTGTATA
CCCTGGATATCCTTTACTAGTATTTCGAATGAAAT TGTAATGAATAAAGAAGATTCTATACCTAGAATCT
CCTTTGGCAAATATTTTAAACAAGATAATAAAGTTTTGCTACCATATTCTGTACAAGTAAACCACATGCT
ATTAGATGGTATTCATGTTGGTAAGTATATTGAAAAATTACAAAACTTTATTGATAAATTTCAATAA

Gambar 2 Basa Nukleotida Gen CAT Clostridium botulinum
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Perancangan Kandidat Primer dengan menggunakan Primer3Plus

Perancangan kandidat primer dilakukan melalui website Primer3Plus
https://primer3plus.com/cqgi-bin/dev/primer3plus.cgi dengan memasukkan urutan
sekuen nukleotida pada bagian “main”. Proses penempelan primer ditentukan
oleh nilai melting temperature yang tepat, sehingga dapat menempel pada sampel
DNA yang akan diamplifikasi pada proses annealing.!? Oleh karena itu,
Dilakukan optimasi suhu untuk mendapatkan primer dengan Tm yang optimum
pada bagian “General Setting, Primer Tm”. Suhu pertama yang digunakan adalah
suhu minimum 52°C, suhu optimum 55C° dan suhu maksimum 58°C. Untuk suhu
kedua, digunakan suhu minimum 57°C, suhu optimum 60°C dan suhu maksimum
63°C.

Tabel 1. Hasil Pencarian Kandidat Primer dengan Primer3Plus pada suhu
minimum 52°C, suhu optimum 55C° dan suhu maksimum 58°C.

Kandi Primer Forward Primer Reverse Panjang
dat Produk
Primer TCTGCATGACTCTCTAC CCTCAGCTATTGTAGGGA 161bp
1 AGC AA
Primer TGACTCTCTACAGCCAT CCTCAGCTATTGTAGGGA 155bp
2 CATT AA
Primer TCTGCATGACTCTCTAC TCCAGGGTATACAGGAA 200 bp
3 AGC AAG

Tabel 2. Hasil Pencarian Kandidat Primer dengan Primer3Plus pada suhu
minimum 57°C, suhu optimum 60°C dan suhu maksimum 63°C.

Kandi Primer Forward Primer Reverse Panjang
dat Produk

Primer GCATGACTCTCTACAGC TTGATCCTCAGCTATTGT 163 bp
1 CATCA AGGG

Primer GCATGACTCTCTACAGC AAGGATATCCAGGGTAT 204 bp
2 CATCA ACAGGAA

Primer GCATGACTCTCTACAGC GATCCTCAGCTATTGTAG 161bp
3 CATCA GGAAA

Hasil perancangan primer menggunakan situs Primer3Plus mendapatkan 6
pasang primer dengan dua kali pick primer karena dua jenis penggunaan suhu
yang berbeda. Primer yang didapat, terdiri dari primer forward dan primer
reverse. Primer forward merupakan primer yang berada di ujung depan DNA
target dengan fungsi untuk menandai ujung depan untai DNA yang akan
digandakan, sedangkan primer reverse merupakan primer yang berada di ujung
belakang DNA target dengan fungsi menandai ujung belakang untai DNA yang
akan digandakan.*® Kandidat primer dapat dilihat pada tabel 1 dan tabel 2.

Panjang Basa

Berdasarkan analisis kriteria primer gen CAT Clostridium botulinum pada
suhu minimum 52°C, suhu optimum 55C° dan suhu maksimum 58°C, kandidat
primer 1 sampai dengan kandidat primer 3 baik forward maupun reverse, telah
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memenuhi Kkriteria panjang basa yang baik karena masuk ke dalam rentang
panjang basa 18-30 nukleotida yang merupakan syarat dari Kriteria primer.
Sedangkan primer gen CAT Clostridium botulinum pada suhu minimum 57°C,
suhu optimum 60°C dan suhu maksimum 63°C, dari kandidat primer 1 sampai
dengan kandidat primer 3 baik forward maupun reverse, juga memenuhi Kriteria
primer karena masuk ke dalam rentang panjang basa 18-30 nukleotida sehingga
semua kandidat primer ini dapat digunakan sebagai primer untuk dilakukan proses
PCR. Hasil analisis kriteria primer dapat dilihat pada tabel 3 dan tabel 4.

Tabel 3. Hasil Analisis Kriteria Primer Gen CAT Clostridium botulinum pada
suhu minimum 52°C, suhu optimum 55C° dan suhu maksimum 58°C.

No Primer Panjang Basa
1 Forward 20
Reverse 20
5 Forward 21
Reverse 20
3 Forward 20
Reverse 20

Tabel 4. Hasil Analisis Kriteria Primer Gen CAT Clostridium botulinum pada
suhu minimum 57°C, suhu optimum 60°C dan suhu maksimum 63°C.

No Primer Panjang Basa
1 Forward 22
Reverse 22
5 Forward 22
Reverse 23
3 Forward 22
Reverse 24

Ujung Primer

Primer yang baik, adalah primer yang memiliki ujung G atau ujung C.
ujung G dan C dimaksudkan agar hasil polimerisasi yang didapat spesifik. Sekuen
nukleotida G dan C memiliki ikatan hydrogen yang lebih besar dibandingkan
dengan ujung T dan ujung A. ikatan hydrogen yang dimiliki sekuen nukleotida G
dan C sebesar 3 ikatan hydrogen. Kandidat primer dari suhu optimum 55°C,
kandidat pertama memiliki ujung forward T dan C serta ujung reverse C dan A.
kandidat kedua ujung forwardnya T dan T serta ujung reverse nya C dan A.
Kandidat kedua ujung forwardnya T dan C serta ujung reversenya T dan G.
Kandidat primer dari suhu optimum 60°C, kandidat pertama memiliki ujung
forward G dan A serta ujung reversenya T dan G. Kandidat kedua ujung
forwardnha G dan A serta ujung reversenya A dan A. Kandidat ketiga ujung
forwardnya G dan A serta ujung reverse nya G dan A. Sehingga kandidat primer
yang masih tergolong baik adalah kandidat primer ke 1 dan 3 pada suhu optimum
55°C dan kandidat primer ke 1 dan 3 pada suhu optimum 60°C.



Persentase G dan C (% GC)

Tabel 5. Hasil Analisis Kriteria Primer Gen CAT Clostridium botulinum pada
suhu minimum 52°C, suhu optimum 55C° dan suhu maksimum 58°C.

No Primer % GC (%)
1 Forward 50
Reverse 45
5 Forward 429
Reverse 45
3 Forward 50
Reverse 45

Tabel 6. Hasil Analisis Kriteria Primer Gen CAT Clostridium botulinum pada
suhu minimum 57°C, suhu optimum 60°C dan suhu maksimum 63°C.

No Primer % GC (%)
1 Forward 50
Reverse 45,5
5 Forward 50
Reverse 47,8
3 Forward 50
Reverse 41,7

Kriteria primer yang diikuti oleh sebagian besar program desain primer
adalah menggunakan persen basa G (guanin) dan C (sitosin) dengan rentang
antara 40% hingga 60%.* Jika suatu primer memiliki nilai % GC dibawah 40%,
maka dapat menurunkan efisiensi pada proses PCR karena primer tidak mampu
berkompetisi untuk menempel secara efektif pada template. Hasil analisis persen
GC dapat dilihat pada tabel 5 dan 6.Hasil analisis %GC berdasarkan tabel 5,
menunj ukkan dari kandidat primer 1 sampai 1 semuanya memasuki rentang
kriteria %GC. Untuk data pada tabel 6, hasil analisis yang diperoleh dari kandidat
primer 1 sampai dengan kandidat primer 3 semuanya memenuhi kriteria %GC
yang baik, sehingga semua kandidat primer ini dapat berikatan secara spesifik
dalam proses PCR.

Repeats dan Run

Repeats merupakan pengulangan sekuen nukleotida yang cukup panjang
dengan urutan basa sama (lebih dari tiga basa berurutan sama, misal basa
AGCGGGGGATG memiliki 5 basa berurutan G) harus dihindari karena dapat
menyebabkan terjadinya breathing pada primer dan mispirming, sehingga proses
penempelan primer menjadi sulit. Primer sebaiknya juga tidak memiliki run yang
merupakan urutan pengulangan dari 2 basa dan maksimum pengulangan 2 basa
sebanyak 4 kali masih dapat di toleransi, misalnya ATATATAT. Hal ini juga
menyebabkan terbentuknya struktur hairpin. Suhu optimum 55°C menunjukkan
kandidat primer ke 3 terdapat urutan basan yang berulang sebanyak 4 kali pada
bagian reverse nya. Hal ini menunjukkan bahwa kandidat primer ke 3 tidak dapat
digunakan sebagai primer dalam proses PCR. Suhu optimum 60°C menunjukkan



dari kandidat primer ke 1 hingga kandidat primer ke 3, kriteria repeat dan run nya
masih dapat ditoleransi atau masih memenuhi kriteria primer yang baik.

Kriteria Primer Terbaik dari Gen CAT Clostridium botulinum

Hasil analisis yang hampir memenuhi semua syarat kriteria primer terbaik
terletak pada kandidat primer ke 1 dan 3 pada suhu 50°C, 53°C, dan 58°C serta
kandidat primer ke 1 dan 3 pada suhu optimasi 57°C, 60°C dan 63°C. Namun jika
di analisis berdasarkan kriteria melting temperature (Tm), hanya beberapa
kandidat primer yang memasuki rentang melting temperature. Melting
Temperature yang optimal untuk primer adalah 52°-58°C dimana hasil yang
didapatkan akan lebih baik dibandingkan dengan primer yang memiliki nilai
melting temperature lebih rendah-®® Nilai Tm sangat berhubungan dengan
optimasi suhu. Suhu yang didapatkan akan digunakan pada proses annealing dan
rumus yang dapat digunakan untuk penentuan suhu annealing adalah Tm — 5.
Hasil analisis kriteria primer dapat dilihat pada tabel 7 dan 8.

Tabel 7. Hasil Analisis Kriteria Primer Gen CAT Clostridium botulinum pada
suhu minimum 52°C, suhu optimum 55C° dan suhu maksimum 58°C.

No Primer Tm (°C)
1 Forward 53,9
Reverse 51,4
5 Forward 53,1
Reverse 51,4
3 Forward 53,9
Reverse 51,1

Tabel 8. Hasil Analisis Kriteria Primer Gen CAT Clostridium botulinum pada
suhu minimum 57°C, suhu optimum 60°C dan suhu maksimum 63°C.

No Primer Tm (°C)
1 Forward 56,5
Reverse 53,8
5 Forward 56,5
Reverse 54,6
3 Forward 56,5
Reverse 54,6

Kandidat primer yang memasuki kriteria melting temperature adalah
kandidat primer ke 1, 2, dan 3 pada bagian forward (tabel 7) dan kandidat primer
ke 1, 2, 3 pada bagian forward dan reverse (tabel 8). Oleh karena itu, primer yang
dapat dipilih sebagai primer dengan kriteria terbaik adalah kandidat primer ke 1
dan 3 pada suhu optimsi optimum 60°C. Kandidat primer yang dipilih sebagai
primer terbaik adalah kandidat primer ke 1 pada suhu optimasi optimum 60°C
karena berdasarkan hasil analisis, kandidat primer ke satu memasuki semua
kriteria primer terbaik yaitu panjang basa 22 pada primer forward dan 22 pada
primer reverse. Kriteria kedua adalah ujung primer yang dua dua ujung nya tidak
mengandung ujung A atau T melaikan hanya salah satu ujung. Kriteria ketiga
adalah %GC, dimana nilai yang didapat memasuki rentang % GC yang baik yaitu



50% pada primer forward dan 45,5% pada primer reverse. Kriteria keempat
adalah repeats dan runs, dengan nilai reapeats 3 buah dan runs 3 buah yang artinya
masih memasuki batas tolransi. Kriteria terakhir adalah melting temperature yang
merupakan kreteria terpenting yang akan mempengaruhi proses annealing dalam
PCR. Nilai yang dimiliki oleh kandidat primer pertama adalah 56,5 pada bagian
forward dan 53,8 pada primer reverse.

Tabel 9. Primer dengan Kriteria Primer yang Terbaik dari Gen CAT

. Panjang Tm % GC .
Primer Basa °C) (%) Sekuen nukleotida
Forward 22 56,5 50 GCATGACTCTCTACAGCCATCA
Reverse 22 53,8 45,5 TTGATCCTCAGCTATTGTAGGG
KESIMPULAN
1. Hasil perancangan primer forward dan reverse sekuen nukleotida gen CAT

bakteri Clostridium botulinum terdapat satu prime terbaik, yaitu kandidat
primer ke 1 pada suhu optimasi 57, 60, dan 63°C

Susunan nukleotida yang dimiliki oleh primer kandidat primer ke 1 sebagai
kandidat primer terbaik adalah GCATGACTCTCTACAGCCATCA pada
bagian primer forward dan TTGATCCTCAGCTATTGTAGGG pada bagian
primer reverse. Dengan panjang produk yang akan dihasilkan sebanyak 163
bp.
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