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tests based on specific M. leprae antigens do not detect all clinical cases
because most patients at the stage of paucibacillary (PB) infection do not
Keyword: provide significant antibody response rates. The development of a method for
. detection of gPCR-based M. leprae targeting the RLEP gene sequence is
M_ycobacterlum leprae important so that it can be used as a better alternative detection method. In
Primer and Probe this study, primers pair sequence and probes design used bioinformatics
Gene sequence RLEP. technology. The purpose of this study was to design a sequence of primers pair
and probe for M. leprae based quantitative Polymerase Chain Reaction
examination using the RLEP gene sequence. The study design was descriptive
with a cross sectional study type. The data obtained were analyzed
descriptively. The results were obtained: forward primer : 5'-
GTGCGGCCACATTGACCA-3; reverse primer : 3'-
GGCTGTGCTGAAGGCGATATC-5" with 126 pairs of amplicons, and probe
sequences : 5'-CGCCGACACCTCAAGGCCA-3'. The primers pair and probe
sequences are eligible for q-PCR. Based on the results of the study it can be
concluded that the sequence of primers and probes obtained can be used as a
method of detecting M. Leprae using Quantitative Polymerase Chain
Reaction.

Copyright © Jurnal Analis Medika Bio Sains
All rights reserved.

ABSTRAK

Kusta merupakan salah satu penyakit menular yang disebabkan oleh My cobacterium leprae. Diagnosis infeksi penting
untuk tujuan studi epidemiologis, penegakan diagnosa serta pemberian terapi pengobatan yang tepat pada pasien
terinfeksi. Kusta tahap awal sulit didiagnosis hanya melalui kriteria klinis karena sensitivitas pewarnaan yang cukup
rendah. Selain itu, tes serologis berdasarkan antigen M. leprae spesifik tidak mendeteksi semua kasus klinis karena
sebagian besar pasien pada tahap infeksi paucibacillary (PB) tidak memberikan tingkat respons antibodi yang signifikan.
Pengembangan metode deteksi M. leprae berbasis gPCR dengan target sekuen gen RLEP penting dilakukan sehingga
dapat dijadikan alternatif metode deteksi yang lebih baik Dalam penelitian ini, desain sekuen pasangan primer dan probe
menggunakan teknologi bioinformatika. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk melakukan desain sekuen pasangan
primer dan probe untuk pemeriksaan M. leprae berbasis kuantitatif Polymerase Chain Reaction menggunakan sekuen
gen RLEP. Desain penelitian adalah deskriptif dengan jenis studi cross sectional. Sampel yang digunakan dalam penelitian
sebanyak 6 sekuen gen RLEP M. Leprae. Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif. Hasil penelitian diperoleh :
primer forward : 5’-GTGCGGCCACATTGACCA-3’ ’; primer reverse : 3’-GGCTGTGCTGAAGGCGATATC-5’
*'dengan panjang amplikon 126 pasang basa, dan sekuen probe: 5’-CGCCGACACCTCAAGGCCA-3’. Sekuen pasangan
primer dan probe memenuhi syarat untuk g-PCR. Berdasarkan hasil penelitian dapat dibuat simpulan bahwa sekuen
pasangan primer dan probe yang diperoleh dapat digunakan sebagai metode deteksi M. Leprae menggunakan Quantitative
Polymerase Chain Reaction.

Kata Kunci : Mycobacterium leprae, Primer dan Probe, Sekuen Gen RLEP.
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Pendahuluan

Penyakit kusta masih merupakan masalah kesehatan masyarakat di Indonesia, menurut data WHO
(World Health Organization). Penyakit kusta merupakan salah satu penyakit tropis yang sering diabaikan,
biasanya ditemukan 1:10.000 orang di sebagian besar populasi, dan sering dikaitkan dengan kemiskinan dan
ketidakcukupan gizi serta higiene dan sanitasi yang buruk. Pada tahun 2015, jumlah kasus baru kusta di dunia
sebesar 210.758 kasus dengan jumlah kasus tertinggi terjadi di Asia Tenggara yaitu sebanyak 156.118 kasus.
Jumlah terbesar kasus baru kusta berasal dari Asia Tenggara, Amerika dan Afrika, Indonesia mendudukiposisi
nomor 3 dengan 16.825 kasus dengan angka kecacatan 6,82 orang per satu juta penduduk (Infodatin, 2018).
Penanggulangan penyakit kusta secara efektif dan penegakan diagnosis sedini mungkin merupakan kunci
utama untuk memberikan pengobatan secepatnya sehingga dapat memutus rantai penularan serta mencegah
terjadinya kecacatan (Bakker et al., 2002).

Kusta merupakan salah satu penyakit menular yang disebabkan oleh Mycobacterium leprae, yaitu bakteri
berbentuk basil tahan asam dan tidak dapat dikultur secara in vitro. Kusta tahap awal sulit didiagnosis hanya
melalui kriteria klinis karena sensitivitas pewarnaan yang cukup rendah. Selain itu, tes serologis berdasarkan
antigen M. leprae spesifiktidak mendeteksisemua kasus klinis karena sebagian besar pasien pada tahap infeksi
paucibacillary (PB) tidak memberikan tingkat respon antibodi yang signifikan. Kelompok ini berpotensi terdiri
dari pasien dengan beragam fitur klinis, bakteriologis, dan histopatologis. Seringkali, M. leprae tidak dapat
dideteksi pada jaringan lesi awal, histopatologi bisa tidak spesifik, temuan klinis tidak meyakinkan, dan riwayat
pasien bisa tidak dapat diandalkan sehingga membuat diagnosis kusta stadium dini sangat sulit (Yan, 2014).

Diagnosis infeksi penting untuk tujuan studi epidemiologis, penegakan diagnosa serta pemberian terapi
pengobatan yang tepat pada pasien terinfeksi. Diagnosis kusta sampai saat ini masih menggunakan cara
konvensional yang sudah dipergunakan sejak lama, yang didasarkan atas gambaran Kklinis, penemuan
bakteriologis dan gambaran histopatologis. Meskipun untuk beberapa kasus kusta, diagnosisnya mudah tetapi
untuk sebagian besar kasus kusta diagnosisnya masih sulit dan tidak memuaskan serta memerlukan waktu,
pengalaman dan keahlian (Wardhana dkk., 2016). Pada saat ini telah dikembangkan teknik biologi molekuler
yaitu Polymerase Chain Reaction (PCR) untuk mendeteksi DNA basil M. leprae yang memberikan hasilyang
memuaskan (Arliny, 2003). Sebagian besar metode deteksi menargetkan sekuen non-coding repeating element
(NCR) RLEP yang khas dalam whole genome M. leprae (Obraztsova, et al., 2018; Sandri, et al., 2018).

Quantitiative PCR (qPCR) merupakan variasi teknik PCR konvensional yang umumnya digunakan
untuk melakukan kuantifikasi DNA atau RNA dengan primer dan probe yang akan menentukan keberhasilan
deteksi spesifik fragmen PCR (Viljoen, et al., 2005). Pengembangan metode deteksi M. leprae berbasis qPCR
dengan target sekuen gen RLEP penting dilakukan sehingga dapat dijadikan alternatif metode deteksi yang
lebih baik. Pada penelitian dilakukan desain sekuen pasangan primer dan probe menggunakan teknologi
bioinformatika (Baxevanis and Ouelette, 2000).

Metode Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah penelitian deskriptif berbentuk studi potong lintang
(cross sectional). Populasi adalah sekuen gen RLEP M. Leprae dengan jumlah sampel sebanyak 6 sekuen gen
RLEP yang diunduh dari NCBI gene database. Teknik sampling yang digunakan berupa non random
purpossive sampling. Penelitian dilakukan di UPT. Labkesda dan Pemeliharaaan Alkes Kota Bima pada bulan
Desember tahun 2019. Analisa data hasil penelitian dilakukan secara deskriptif.

Hasil Penelitian dan Pembahasan

Urutan gen RLEP M. leprae yang diunduh dari NCBI nucleotide database GenPeptd diambil sebanyak
6 sekuen. RLEP dipilih karena merupakan gen dengan conserved region padaspesies M. leprae dan digunakan
pada beberapa penelitian dengan PCR (Donoghue, 2001) serta merupakan sekuen non-coding repeating
element (NCR) yang khas dalam whole genome M. leprae (Obraztsova, et al., 2018; Sandri, et al., 2018).
Sekuen pasangan primer dan probe dapat dilihat pada gambar 1.
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Gambar 1 MSA sekuen RLEP M. leprae dengan lokasi sekuen pasangan primer dan probe
Sekuen pasangan primer berada di posisi basa 132-149 (Forward) dan di basa 238-258 (Reverse) sedangkan
probe berada di basa 150-168 (Refference sequence accesion number MF975707.1) dengan panjang amplikon
126 pasang basa dan dapat dilihat pada tabel 1.
Tabel 1. Sekuen dan Hasil Uji Kualitas Pasangan Primer

Pasangan Primer Pparri]:]i grg fragmen Kand ™m Repeat Struktur
(bp) G C (%) (°C) & runs sekunder
(basa)
Forward
5’GTGCGGCCACATTGACCA3’ 18 126 61 63 i i
Reverse 21 57 63 )
3’GGCTGTGCTGAAGGCGATATCS’

Sekuen primer memiliki panjang 18 basa (forward) dan 21 basa (reverse). Panjang primer memenuhi
persyaratan yaitu antara 18-28 basa (Viljoen, et al., 2005) karena jumlah basa pada sekuen primer menentukan
efisiensi proses PCR (Hung and Zhiping, 2016). Pasangan primer memiliki komponen basa G dan C (GC
content) 61% (forward) dan 57% (reverse), dimana jumlah ini memenuhi persyaratan komponen basa yaitu
lebih dari 50%. Komponen basa G dan C yang tinggi menentukan kestabilan primer karena memiliki 3 ikatan
hidrogen (Viljoen, et al., 2005). Suhu leleh (Tm) primer sebesar 63,8°C (forward) dan 63,9°C (reverse) dengan
perbedaan suhu 0,1°C., Tm primer dan perbedaaan Tm pasangan primer memenuhi persyaratan yaitu suhu
antara 52-60°C dengan perbedaan Tmtidak lebih dari 5°C. Tmsendiri merupakan suhu yang digunakan sebagai
acuan untuk menentukan suhu annealing (Ta) (Eling, et al., 2014)., apabila Tm lebih dari 65°C akan
mengurangi efektifitas annealing sehingga amplifikasi DNA berjalan kurang baik. Selain itu, perbedaan Tm
lebih dari 5°C menyebabkan proses amplifikasi kurang maksimal (Eling, et al., 2014).
GC clamp pada sekuen primer yang memenuhi persyaratan yaitu GC clamp terdapat pada ujung 3’ sekuen
primer reverse. GC clamp sebanyak 3 basa C sangat membantu terjadinya stabilitas ikatan antara primer dengan
DNA template yang diperlukan untuk inisiasi polimerisasi DNA serta memperkuat proses annealing
(Thermofisher, 2016). Selain itu, pasangan primer menghasilkan ukuran amplikon sepanjang 126 pasang basa,
ukuran tersebut sudah sesuaidan dapat digunakan pada amplifikasi q-PCR karena panjang produk PCR ideal
berkisar antara 50-150 pasang basa (Thermofisher, 2016). Sekuen pasangan primer juga memenuhi persyaratan
komposisi basa karenatidak terjadirepeat dan runs komponen basa. Pengulangan lebih dari 2basa pada sekuen
primer dapat menyebabkan terbentuknya struktur hairpin (Lorenz, 2012).
Struktur sekunder yaitu hairpin loop dan dimer (self, cross, heterodimer) tidak terbentuk pada sekuen pasangan
primer ditandai dengan energi yang diperlukan untuk memecah struktur hairpin (AG) pada ujung 3’ kurang
dari -3 kcal/mol. Struktur sekunder perlu dihindari karena dapat menghambat proses penempelan primer yang
menyebabkan berkurangnya efikasi PCR (Thermofisher, 2016). Sedangkan hasil uji kualtas sekuen probe dapat
dilihat pada tabel 2.

Tabel 2. Sekuen dan Hasil Uji Kualitas Probe sekuen RLEP M. Leprae

Panjang
Sekuen Probe Primer GKgnC(i)/ Tm(c) | Rereat & Stliuk:jur
(basa) (%) runs sekunder
5" CGCCGACACCTCAAGGCCA ’3 19 68 68 - N

Kualitas probe sekuen RLEP M. leprae memenuhi persyaratan untuk q-PCR (Gambar 4.2). Hal ini terlihat dari
panjang sekuen probe (19 basa), komponen basa Gdan C (68%) yang lebih tinggi dari komponen basa G dan
C pasangan primer serta Tm (67,8°C) yang juga lebih tinggi dari Tmpasangan primer. Pada Sekuen probe juga
tidak terjadi pengulangan 2 basa lebih dari 4 kali dan tidak terjadi pengulangan 1 basa lebih dari 4 kali serta
tidak terbentuk struktur sekunder yang dapat mempengaruhi hasil amplifikasi q-PCR.
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Berdasarkan pengujian kemungkinan terjadinya reaksi silang (avoid cross homology) menggunakan primer
BLAST NCBI, sekuen pasangan primer maupun probe menunjukkan homologi 100% dengan M. leprae yang
dapat dilihat pada gambar 2 sampai dengan gambar.4.

Max | Total |Query | E

‘ Section score [score | cover | value dect et
@ Mycobacterium leprae clone $473 Rlep repeat region 362 362 100% 5.1 100.00% MF818035.1
@ Mycobacterium leprae strain MRHRU-235-G chromesome, complete genome 362 724 100% 51 10000% CP0295431
@ Mycobacterium leprae Kyolo-2 DNA, complete genome 362 1333 100% 5.1 100.00% AP014567.1
@ Mycobacterium leprae Br4923, complete genome sequence 362 1338 100% 51 10000% FM2111921
@ Mycobacterium leprae cosmid B1170 362 362 100% 51 10000% U00010.1
@ Mycobacierium leprae cosmid L247 362 724 100% 5.1 100.00% U00021.1
@ Mycobacterium leprae strain TN complete genome; segment 110 362 180 100% 51 10000% AL5839171
@ Mycobacterium leprae cosmid B38 DNA sequence 362 362 100% 51 100.00% L78829.1
@ Mycobacterium leprae cosmid B27 DNA sequence 362 724 100% 51 100.00% L78e17.1
@ Mycobacterium leprae cosmid B1229 DNA sequence 362 362 100% 51 10000% L788121

Gambar 2 Hasil Pensejajaran Sekuen Forward Primer dengan BLAST NCBI.
Description ::::e ;;::l S;J:g val\zue Ident Accession
[0 Mycobacterium leprae clone m305-17 RLEP repeat region 421 421 100% 0.083 100.00% MF975707.1
[0 Mycobacterium leprae clone m787-17 RLEP repeat region 421 421 100% 0.083 100.00% MF975706.1
[0 Mycobacterium leprae clone m&09-17 RLEP repea region 421 421 100% 0.083 100.00% MF975705.1
[ Mycobacterium leprae Kyoto-2 DNA, complete genome 421 1568 100% 0.083 100.00% APO014567.1
[ Mycobacterium leprae Br4923,_complete genome sequence 421 1558 100% 0083 10000% FM2111921
[0 Mycobacterium leprae cosmid L247 421 842 100% 0083 100.00% U00021.1
[0 Mycobacterium leprae strain TN complete genome; segment 1/10 421 210 100% 0.083 100.00% AL583917.1
[0 Mycobacterium leprae cosmid B32 DNA sequence 421 421 100% 0.083 10000% L78818.1
[0 Mycobacterium leprae cosmid B27 DNA sequence 421 842 100% 0.083 10000% L78817.1
[ Mycobacterium leprae cosmid B1723 DNA sequence 421 421 100% 0.083 100.00% L78825.1
Gambar 3 Hasil Pensejajaran Sekuen Reverse Primer dengan BLAST NCBI
Description 5“:::9 J:;:l E::g val\:_ue Ident Accession

(] ium leprae clone m305-17 RLEP repeal regjon 382 382 100% 13 100.00% MF975707.1
[] Mycobacterium leprae clone m787-17 RLEP repeal regjon 382 382 100% 13 100.00% MF975706.1
[J Mycobacterium leprae clone m309-17 RLEP repeai regjon 382 382 100% 13 100.00% MF975705.1
[J Mycobacterium leprae clone m1787-17 RLEP repest region 382 382 100% 13 100.00% MF975704.1
[J Mycobacterium leprae clone S473 Rlep repeat region 382 382 100% 13 100.00% MF818035.1
o ium leprae sirain MBHRU-235-G complete genome 382 382 100% 1.3 100.00% CP029543.1
[ Mycobacterium leprae Kyoto-2 DNA, complete genome 382 1411 100% 13 100.00% APD14567.1
[ Mycobacterium leprae Br4923, complele genome sequence 382 1411 100% 13 100.00% EM2111921
[J Mycobacterium leprae cosmid B1170 382 382 100% 13 100.00% U00010.1
[ Mycobacterium leprae cosmid L247 382 763 100% 13 100.00% U00021.1

Gambar 4 Hasil Pensejajaran Sekuen Reverse Primer dengan BLAST NCBI
Hasil uji silang menggunakan BLAST NCBI menunjukkan bahwa sekuen pasangan primer maupun probe
memiliki kemiripan 100% dengan M. leprae yang ditunjukkan dengan hasil query cover dan identifikasi
100%. Pengujian adanya reaksisilang digunakan untuk memastikan bahwa sekuen pasangan primer serta probe
memiliki kemungkinan kecil untuk berkomplementer dengan yang bukan sekuen gen target (Hung and
Zhiping, 2016).

Kesimpulan

Diperoleh sekuen pasangan primerdan probe sekuen gen RLEP M. leprae yang memenuhi persyaratan sebagai
primer dan probe dalam deteksi M. leprae berbasis g-PCR yaitu :forward primer : 5’-
GTGCGGCCACATTGACCA-3’; reverse primer : 3’-GGCTGTGCTGAAGGCGATATC-5" serta sekuen
probe : 5’-CGCCGACACCTCAAGGCCA-3’. Sekuen pasangan primer dan probe ini dapat digunakan untuk
kuantifikasi M. leprae menggunakan g-PCR setelah dioptimasi diujikan dengan menggunakan sampel klinis.
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