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ABSTRAK 

 Fluorokuinolon (FQ) merupakan obat utama yang digunakan pada terapi MDR-TB 

sehingga resistensi terhadap FQ dapat menyebabkan kematian dan resiko kegagalan terapi pada 

pasien MDR-TB. Mutasi pada gen gyrA dan gen gyrB dari Mycobacterium tuberculosis 

bertanggung jawab terhadap terjadinya resistensi FQ. Mutasi region QRDR pada gen gyrA 

paling tinggi ditemukan pada kodon 94, sedangkan region QRDR pada gen gyrB ditemukan 

pada kodon 500. Penyakit M. tuberculosis yang resisten terhadap FQ dapat dideteksi 

menggunakan metode Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) dengan DNA probe. 

Penelitian ini akan mendesain urutan nukleotida probe berjenis TaqMan menggunakan 

program Clone Manager Suite 9.2. Hasil rancangan DNA probe kemudian dianalisis 2 tahap 

yaitu berdasarkan kriteria probe secara umum dan berdasarkan kriteria pelabelan TaqMan 

probe. Rancangan DNA probe mutan menggunakan program menghasilkan 1 probe untuk 

mutasi spesifik Asp94Ala pada gen gyrA dan 33 probe untuk mutasi spesifik Asp500Ala pada 

gen gyrB. Setelah dianalisis dengan kedua kriteria, didapat probe A94MA1 dengan urutan 5’-

TCGATCTACGCCAGCCTGGT-3’ dan probe B500MA12 dengan urutan 5’-

TACCACAAGCTCGTGCTGATGGC-3’. Hasil probe tersebut memenuhi kedua kriteria dan 

dapat digunakan untuk mendeteksi mutasi pada kodon 94 gen gyrA dan kodon 500 gen gyrB 

Mycobacterium tuberculosis. 

Kata kunci: MDR-TB, gen gyrA, gen gyrB, TaqMan probe, Real-Time PCR 

 

ABSTRACT 

Fluoroquinolone (FQ) is the main drug used in MDR-TB therapy resistance to FQ can 

cause death and increase the risk of treatment failure in MDR-TB patients. Mutations in gyrA 

gene and gyrB gene from Mycobacterium tuberculosis are responsible for the occurrence of 

FQ resistance. The highest mutation of gyrA gene in QRDR was found in codon 94, while 

mutations in gyrB gene was found in codon 500. M. Tuberculosis which resistant to FQ can be 

detected using the Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) method with DNA probe.                                                                                                                                                                                                                             

This study will design the nucleotide sequence of the TaqMan type probe using the Clone 

Manager Suite 9.2 program. The results of the DNA probe design were then analyzed in two 

stages, which is based on the probe criteria in general and based on the TaqMan probe labeling 

criteria. The design of the mutant probe DNA using the program produced 1 probe for 

Asp94Ala specific mutations in the gyrA gene and 33 probes for Asp500Ala specific mutations 

in the gyrB gene. After being analyzed by the two criteria, it was obtained the A94MA1 probe 

with the 5 '-TCGATCTACGCCAGCCTGGT-3' sequence and B500MA12 probe with the 

order of 5 '-TACCACAAGCTCGTGCTGATGGC-3'. The results of these probes meet both 

criteria and can be used to detect mutations in codon 94 gyrA genes and codons 500 gyrB genes 

of  Mycobacterium tuberculosis. 

Keywords: MDR-TB, gyrA gene, in silico, TaqMan probe, Real-Time PCR 
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PENDAHULUAN 

     XDR-TB (Extensively  Drug-Resistant  

Tuberculosis) didefinisikan  sebagai TB 

resisten Isoniazid (INH) dan Rifampisin 

(RIF) (MDR-TB) serta setidaknya resisten 

terhadap salah satu dari dua golongan obat 

antituberkulosis (OAT) lini kedua yang 

penting dalam pengobatan MDR-TB yaitu 

fluorokuinolon (FQ) dan OAT lini kedua 

dalam bentuk injeksi yaitu kapreomisin, 

kanamisin, atau amikasin. Pada 2017, 

terdapat 558.000 kasus MDR-TB ditingkat 

global dengan prevalensi terbanyak pada 

negara China, India dan Russia. Dari 127 

negara anggota WHO, 113 negara 

menyatakan terjadi peningkatan penderita 

MDR-TB menjadi XDR-TB sebanyak 

8,5% (WHO, 2018). 

     Pasien MDR-TB memerlukan waktu 

terapi sekitar 18-24 bulan (Nugrahaeni dan 

Malik, 2015). FQ adalah obat lini kedua 

utama dari pengobatan MDR-TBsehingga 

adanya resistensi terhadap FQ merupakan 

salah satu penanda dari kondisi XDR-TB 

yang  dapat menyebabkan kematian dan 

meningkatkan risiko kegagalan pada pasien 

MDR-TB (Kaswa et al., 2014). FQ bekerja 

dengan menghambat DNA gyrase bakteri 

M. tuberculosis (Rinanda, 2015). 

     DNA gyrase dikode oleh dua subunit 

yaitu gen gyrA dan gen gyrB. Mutasi pada 

kedua gen dapat menyebabkan terjadinya 

resistensi FQ. Quinolone Resistance 

Determining Region (QRDR) adalah 

daerah penentu terjadinya resistensi FQ 

pada gen gyr (Zhang et al., 2014). QRDR 

gen gyrA berada pada daerah kodon 67 

hingga 106 (Matrat et al., 2008) sedangkan 

gen gyrB memiliki QRDR yang terletak 

pada daerah kodon 500 hingga 540 

(Disratthakit et al., 2016). 

     Mutasi paling tinggi ditemukan pada 

QRDR gen gyrA M. tuberculosis kodon 94 

sebanyak 32,6%. Mutasi pada kodon 94 

dapat menyebabkan perubahan asam amino 

yang bervariasi yaitu Asp94His, Asp94Tyr, 

A94Asn, Asp94Ala, Asp94Gly, dan 

Asp94Cys (Zhang etal., 2014). Mutasi pada 

QRDR gen gyrB M. tuberculosis paling 

sering terjadi pada kodon 500 dan 538 

(Disratthakit et al., 2016). Mutasi gen gyrB 

pada kodon 500 dapat menyebabkan 

perubahan asam amino yang bervariasi 

yaitu Asp500Asn dan Asp500Ala. Salah 

satu cara mengetahui resistensi pada MDR-

TB dapat dilakukan dengan pendeteksian 

cepat agar dapat memberikan terapi yang 

tepat. Deteksi M. tuberculosis yang resisten 

terhadap FQ dapat dilakukan menggunakan 

metode real-time polymerase chain 

reaction (RT-PCR) dengan DNA probe 

mutan. Salah satu sistem deteksi DNA 

probe mutan yang dapat digunakan untuk 

RT-PCR adalah TaqMan probe (Navarro et 

al., 2015). Deteksi mutasi dan skiring 

subtipe spesifik dari mikroba patogen dapat 

juga menggunakan TaqMan probe. 

TaqMan probe merupakan oligonukleotida 

yang memiliki pewarna reporter fluoresen 

pada ujung 5’ dan pewarna quencher pada 

ujung 3’. 

     Desain DNA probe mutan dibuat 

menggunakan software Clone Manager 

Suite 9.2. Perancangan dengan software 

dapat mengoptimalkan hasil desain 

dibandingkan perancangan manual, 

memaksimalkan probabilitas keberhasilan 

hibridisasi DNA probe dengan urutan DNA 

target serta mampu meminimalkan waktu 

yang diperlukan (Yilmaz et al., 2011).        

     Desain DNA probe mutan yang 

dihasilkan digunakan untuk mendeteksi 

mutasi pada kodon 94 gen gyrAdan kodon 
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500 gen gyrBM. Tuberculosis sehingga 

dapat menentukan rejimen obat yang 

sesuai. Mutasi pada kedua gen ini 

menunjukkan adanya resistensi terhadap 

FQ, yang merupakan salah satu obat dalam 

rejimen lini kedua OAT bagi penderita 

MDR-TB. DNA probe mutan dapat 

mendeteksi adanya mutasi lebih awal 

sehingga penggunaan FQ pada pasien dapat 

dihentikan dan digantikan dengan obat lini 

ketiga. 

 

MATERI DAN METODE 

     Alat yang diperlukan seperti laptop 

(Windows 10 32 bit), modem dan program 

Clone Manager Suite 9.2 untuk 

perancangan serta analisis DNA probe. 

Bahan yang digunakan yaitu urutan 

nukleotida gen gyrA dan gyrB M. 

tuberculosis H37Rv (wild-type) (Accession 

No. NC_000962) yang diperoleh dari 

database www.ncbi.nlm.nih.gov dan 

sepasang primer. Primer digunakan untuk 

menganalisis hasil rancangan probe yang 

mana terdiri dari primer forward serta 

reverse. 

     Primer gen gyrA terdiri dari primer 

forward (gen-gyrA-F) dengan urutan 5’-

GCAGCTACATCGACTATGC-3’ dan 

primer reverse (gen-gyrA-R) dengan urutan 

5’-GGCTTCGGTGTACCTCATC-3’ 

sedangkan primer gen gyrB terdiri dari 

primer forward (gen-gyrB-F) dengan 

urutan 5' GAGAGTTGGTGCGGCGTAA 

3' dan primer reverse (gen-gyrB-R) dengan 

urutan 5' GCGGTCGGAGTATGCGAAT-

3'.  

 

Penentuan urutan nukleotida target 

     Urutan DNA probe mutan terpilih yaitu 

kodon 94 gyrA dan 500 gyrB gen M. 

tuberculosis. Hal ini didasarkan pada 

prevalensi mutasi tertinggi yang terjadi 

pada gen gyrA dan gen gyrB. DNA probe 

mutan dirancang di dalam daerah 

amplifikasi pada posisi nukleotida no 77-

396 untuk gen gyrA dan posisi nukleotida 

no. 1271-1755 untuk gen gyrB. Daerah 

amplifikasi dibatasi oleh sepasang primer 

untuk masing-masing gen. 

 

Analisis primer 

     Primer yang digunakan diperoleh dari 

studi pustaka pada penelitian Sasmitha 

(2017) dan Dewi (2018). Primer gen gyrA 

terdiri dari primer forward (gen-gyrA-F) 

dengan urutan 5’-

GCAGCTACATCGACTATGC-3’ dan 

primer reverse (gen-gyrA-R) dengan urutan 

5’-GGCTTCGGTGTACCTCATC-3’ 

sedangkan primer gen gyrB terdiri dari 

primer forward (gen-gyrB-F) dengan 

urutan 5' GAGAGTTGGTGCGGCGTAA 

3' dan primer reverse (gen-gyrB-R) dengan 

urutan 5' GCGGTCGGAGTATGCGAAT 

3'. 

 

Perancangan DNA probe 

     Perancangan DNA probe mutan 

dilakukan secara in silico menggunakan 

software Clone Manager Suite 9.2. Urutan 

nukleotida gen gyrA dan gyrB diinput ke 

dalam software untuk diolah sehingga 

didapatkan hasil berupa urutan nukleotida 

probe mutan. Pada tahap ini dihasilkan 

beberapa rancangan urutan nukleotida 

DNA probe mutan.  

Analisis hasil perancangan DNA probe 

     Hasil rancangan DNA probe yang 

diperoleh kemudian dianalisis 

menggunakan software Clone Manager 

Suite 9.2 sesuai dengan kriteria DNA probe 

mutan secara umum dan kriteria pelabelan 

TaqMan probe. Kriteria pelabelan TaqMan 

probe meliputi tidak terdapat basa G pada 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ujung 5’, dan mengandung basa C lebih 

banyak daripada basa G (McPherson and 

Moller, 2006). 

HASIL 

         Hasil DNA probe mutan dianalisis 

sesuai dengan kriteria probe secara umum 

dan kriteria pelabelan TaqMan probe. Hasil 

analisis probe berdasarkan kriteria secara 

umum menghasilkan 1 buah DNA probe 

mutan gyrA sedangkan terdapat 33 buah 

DNA probe mutan gyrB. Hasil dapat dilihat 

pada Tabel 1. Setelah itu dilakukan analisis 

kembali sesuai kriteria pelabelan TaqMan 

probe dan didapat DNA probe yang sesuai 

kriteria yaitu probe A94AM1 dengan 

urutan 5’-CGATCTACGCCAGCCTGGT-

3’ untuk mendeteksi mutasi pada kodon 94 

gen gyrA dan probe B500MA12 dengan 

urutan5’TACCACAAGCTCGTGCTGAT

GGC-3’ untuk mendeteksi mutasi pada 

kodon 500 gen gyrB. 

 

PEMBAHASAN 

         DNA probe mutan dirancang pada 

kodon 94 gyrA dan kodon 500 gyrB M. 

tuberculosis. Primer yang digunakan 

diperoleh dari studi pustaka. Perancangan 

DNA probe mutan dilakukan dengan 

menggunakan urutan nukleotida wild-type 

dari gen gyrA dan gyrB M. tuberculosis 

H37Rv Accession No. NC_000962 dari 

database www.ncbi.nlm.nih.gov.  

     Probe adalah urutan nukleotida yang 

memiliki afinitas kuat dengan target 

spesifik sehingga dapat digunakan untuk 

mendeteksi adanya mutasi. Desain probe 

berjenis TaqMan memiliki spesifisitas yang 

tinggi, kemampuan untuk reaksi multiple 

tetapi memerlukan biaya yang tinggi 

(Anonim, 2006). Perancangan DNA probe 

mutan menggunakan software Clone 

Manager Suite 9.2. 

          Analisa DNA probe mutan dilakukan 

melalui dua tahap yaitu analisis sesuai 

dengan kriteria probe secara umum dan 

pelabelan TaqMan Probe. Analisa tahap 

awal dilakukan berdasarkan kriteria DNA 

probe secara umum. Kriteria umum dapat 

dilihat pada Tabel 1.  

 

Tabel 1. Kriteria Probe Umum 

Kriteria Keterangan 

Panjang 18-30 basa 

%GC 40-60% 

Tm 5-10°C ≥ Tm primer 

(optimal 70°C) 

Dimer Tidak ada 

Runs ≤ 4 

Repeats ≤ 4 

Hairpin Tidak ada 

 

Tabel 1. memperlihatkan hasil analisis 

kriteria probe secara umum yang mana  

semua memenuhi kriteria DNA probe 

secara umum. Setelah itu dilakukan analisis 

sesuai kriteria TaqMan probe. TaqMan 

probe merupakan probe yang memiliki 

pewarna reporter fluoresen yang melekat 

pada ujung 5’ dan pewarna quencher pada 

ujung 3’. 

        Kriteria pertama dari pelabelan 

TaqMan probe yaitu tidak boleh ada basa G 

pada posisi nukleotida pertama dan kedua 

dari ujung 5’ (Rychlik, 2010). Kriteria 

kedua yaitu DNA probe mengandung 

jumlah basa C lebih banyak atau sama 

dengan basa G (McPherson and Moller, 

2006). DNA probe mutanyang memenuhi 

kedua kriteria yaitu probe A94MA1, 

B500MA4, 

B500MA7,B500MA12,B500MA13, 

B500MA14,B500MA15,B500MA16,B500

MA18,B500MA24,B500MA25,B500MA2

6,B500MA27,B500M32 dan probe 

B500MA33. Probe dapat ditempelkan label 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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yang terdiri dari reporter dan quencher. 

Label yang biasanya digunakan untuk 

TaqMan probe adalah FAM sebagai 

reporter dan TAMRA sebagai quencher 

(Behlke et al., 2005; Didenko, 2006). 

Kedua label reporter dan quencher 

ditempelkan pada ujung berlawanan pada 

urutan nukleotida probe mutan (Livak et 

al., 1995). Pelabelan pewarna 

direkomendasikan agar dilekatkan pada 

basa C atau T, tetapi umumnya dilekatkan 

pada basa T (Bishop et al., 2015). Dari ke-

14 DNA probe pada gen gyrB yang 

memenuhi kriteria pelabelan TaqMan, 

dipilih salah satu DNA probe mutan yaitu 

B500MA12 karena memiliki posisi mutasi 

ada ditengah urutan probe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Pelabelan desain DNA probe (A) DNA 

Probe A94MA1 dan (B) DNA Probe 

B500MA12 spesifik terhadap 

perubahan A → C pada kodon 94 dan 

500. 

 

Berdasarkan desain yang telah dilakukan, 

dihasilkan DNA probe mutan pada gyrA 

yaitu 5’-TCGATCTACGCCAGCCTGGT-

3’ yang dapat mendeteksi mutasi pada 

kodon ke-94 dengan perubahan nukleotida 

GAC menjadi GCT sedangkan desain yang 

dilakukan pada gen gyrB menghasilkan 

urutan5’TACCACAAGCTCGTGCTGAT

GGC-3’ dapat mendeteksi adanya mutasi 

nukleotida ke-500 dengan perubahan 

nuleotida GAT menjadi GCT. 

 

KESIMPULAN 

Rancangan DNA probe mutan 

menggunakan software menghasilkan 1 

probe untuk mutasi spesifik Asp94Ala pada 

gen gyrA dan 33 probe untuk mutasi 

spesifik Asp500Ala pada gen gyrB. Setelah 

dianalisis dengan kedua kriteria, didapat 

probe A94MA1 dengan urutan 5’-

TCGATCTACGCCAGCCTGGT-3’ dan 

probe B500MA12 dengan urutan 5’-

TACCACAAGCTCGTGCTGATGGC-3’. 

Hasil probe tersebut memenuhi kedua 

kriteria dan dapat digunakan untuk 

mendeteksi mutasi pada kodon 94 gen gyrA 

dan kodon 500 gen gyrB Mycobacterium 

tuberculosis. 
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