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Daging tikus got (Rattus norvegicus) merupakan salah satu bahan yang kadang-
kadang digunakan untuk campuran bakso sapi dan pangan olahan lain untuk
menekan harga produksi. Hal ini sangat merugikan konsumen, baik dari segi
kesehatan maupun kehalalan produk pangan. Untuk mencegah terjadinya hal
tersebut, pengembangan metode uji untuk mendeteksi daging tikus got dalam
pangan olahan sangat diperlukan. Salah satu metode yang mudah dan cepat
dalam mengidentifikasi daging tikus got dalam pangan olahan adalah metode
Polymerase Chain Reaction (PCR). Pengembangan metode endpoint PCR telah
dilakukan, namun metode tersebut masih memiliki beberapa kekurangan dari
segi spesifisitas dan kecepatan dalam perolehan hasil. pengembangan metode
deteksi daging tikus got dengan metode real-time PCR perlu dikombinasikan
dengan TagMan probe yang lebih sensitif dan spesifik, sehingga dapat menjadi
alternatif untuk pendeteksian daging tikus got dalam pangan olahan. Desain
primer dan probe merupakan langkah awal dalam pengembangan metode deteksi
dengan real-time PCR. Penelitian ini bertujuan mendesain primer dan probe untuk
deteksi gen mt-Col pada tikus got lalu dianalisis in silico. Sekuens gen mt-Col
Rattus norvegicus (NC_001665.2) diperoleh dari pangkalan data National Center
of Biotechnology Information (NCBI). Primer didesain menggunakan perangkat
lunak Primer3Plus. Selanjutnya, beberapa kandidat primer dan probe dianalisis
spesifisitasnya terhadap gen mt-Col secara in silico menggunakan beberapa
perangkat lunak, antara lain Primer-BLAST dan Nucleotide-BLAST. Primer dan
probe yang spesifik terhadap gen mt-Col pada tikus got (Rattus norvegicus)
berhasil didesain dengan sekuens primer forward 5’-ATGAGCAAAAGCCCACTTTG-
3’; sekuen primer reverse 5'-CGGCCGTAAGTGAGATGAAT-3’; dan probe 5’-
GCAGGGATACCTCGTCGTTA-3’. Primer dan probe ini dapat dimanfaatkan untuk
pengembangan metode deteksi daging tikus pada bakso atau pangan olahan lain
menggunakan real-time PCR dan TagMan probe.

Brown rat or commonly called sewer rat (Rattus norvegicus) meat is one of
ingredients that is usually used to counterfeit beef meatballs to reduce the
production prices. These issues can be very detrimental to consumers, in terms of
health and halal reasons. Thus, this condition has prompted the development of
test methods to detect sewer rat meat in processed foods. Several method
developments in detecting the content of sewer rat meat in processed food have
been carried out. One of the simplest and fastest methods to identify sewer rat
meat is Polymerase Chain Reaction (PCR). Most method developments for
detecting sewer rat meat have used endpoint PCR, but this method still has several
shortcomings in terms of specificity and promptness in obtaining results.
Therefore, developing a sewer rat meat detection method using real-time PCR and
combined with a more sensitive and specific TagMan probe can be an alternative
for detecting sewer rat meat in processed foods. Primer and probe design is the
first and crucial step in the development of detection methods with real-time PCR.
This study aims to design primers and probes for the detection of the mt-Col gene
in sewer rats. The mt-Col gene sequence of Rattus norvegicus (NC_001665.2) was
obtained from the National Center of Biotechnology Information (NCBI) database.
Primer was designed using Primer3Plus software. Then, several candidates of
primers and probes were analyzed in silico for specificity of the mt-Col gene using
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software, including Primer-BLAST and Nucleotide-BLAST. The result of this study is
primers and probes which are specific to the mt-Col gene in sewer rats (Rattus
norvegicus), with the sequence of forward primer (5’-ATGAGCAAAAGCCCACTTTG-
3’), reverse primer (5-CGGCCGTAAGTGAGATGAAT-3’), and probe (5
GCAGGGATACCTCGTCGTTA-3’). The result can be used to develop methods for
detecting sewer rat meat in meatballs or other processed foods using real-time
PCR and TagMan probes.

Keywords: real-time PCR, in silico, primer, Rattus norvegicus, mt-Co1l
Kata Kunci: real-time PCR, in silico, primer, Rattus norvegicus, mt-Col

1.Pendahuluan

Pemalsuan daging pada pangan olahan menggunakan beberapa hewan, seperti daging tikus, babi,
anjing, kucing, atau monyet menimbulkan kerugian dan keresahan bagi masyarakat ditinjau dari sisi
kesehatan (Ali et al., 2015). Tikus dapat menyebabkan penyakit bagi manusia, seperti leptosperosis,
salmonellosis, demam lassa dan lymphocytic chorio-meningitis (Centers for Disease Control and
Prevention, 2017). Banyak virus dapat ditemukan tidak hanya di saliva, badan, dan darah, tapi juga
terdapat pada rambut dan feses (Akimkin et al., 2016). Salah satu patogen yang disebarkan oleh tikus
dan dapat menyebabkan penyakit serius pada manusia adalah plague, yang disebabkan oleh bakteri
Yersinia pestis (Bobrov et al., 2015). Dikarenakan daging tikus memiliki protein tinggi dan harganya
yang cenderung murah, maka daging tikus biasanya dijadikan sebagai campuran pangan olahan
(Chen et al, 2020). Daging tikus got (Rattus norvegicus) merupakan salah satu bahan yang kadang-
kadang digunakan untuk campuran makanan. Kondisi tersebut mendorong pengembangan metode
uji untuk deteksi daging tikus got di dalam pangan olahan untuk melindungi produsen dan konsumen.

Beberapa metode untuk mendeteksi tikus dalam pangan olahan telah dikembangkan. Sodium
Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) adalah salah satu metode yang
pernah dikembangkan untuk mendeteksi daging tikus dalam pangan olahan. Prinsip pengujian ini
adalah dengan pemisahan peptide dalam pangan olahan lalu dibandingkan dengan profil peptida pada
daging tikus, daging babi, dan daging sapi (Roswiem & Septiani, 2018). Namun demikian, metode
tersebut sepertinya kurang sensitif karena profil pemisahan peptida antara daging sapi, daging babi,
dan daging tikus tidak terlalu berbeda. Selain itu metode ini dipengaruhi oleh formulasi stacking gel
dan running gel yang digunakan pada SDS-PAGE, tetapi belum ada standar formulasinya. Metode
alternatif lain yang paling sering digunakan dalam deteksi tikus adalah pengujian berbasis DNA yang
menggunakan Polymerase Chain Reaction (PCR). PCR merupakan metode yang dapat digunakan
dalam pengujian rutin untuk mengidentifikasi jenis spesifik, karena mudah, cepat dan
memungkinkan untuk mendeteksi beberapa jenis pada saat yang sama (Rodrigues et al., 2017).
Beberapa penelitian telah dilakukan untuk mendeteksi tikus menggunakan metode PCR. Namun,
penelitian-penelitian tersebut masih menggunakan metode endpoint PCR (Nuraini et al., 2012;
Ahamad et al., 2017; Cahyadi et al., 2020). Metode tersebut membutuhkan tahapan tambahan berupa
visualisasi hasil amplifikasi setelah proses PCR selesai, sehingga waktu yang dibutuhkan untuk
deteksi relatif lebih lama. Selain itu, hasil amplifikasi DNA menggunakan endpoint PCR cenderung
kurang sensitif untuk mendeteksi DNA target dengan konsentrasi rendah (VanGuilder et al., 2008;
Purcell et al., 2016). Oleh karena itu, metode yang dapat mendeteksi tikus got dalam pangan olahan
dengan lebih spesifik dan cepat sangat dibutuhkan.

Identifikasi jenis menggunakan TagMan probe spesifik dengan metode real-time PCR dapat
meningkatkan spesifisitas dan kecepatan pengujian. Penggunaan metode ini memungkinkan
pengamatan hasil pengujian dilakukan pada saat proses perbanyakan DNA sedang berlangsung
(VanGuilder et al., 2008). Metode ini didasarkan pada hibridisasi spesifik dari probe yang dirancang
untuk jenis tertentu dengan DNA dalam sampel yang akan dianalisis. Hibridisasi hanya akan terjadi
pada DNA yang merupakan komplemen dari probe spesifik (Herrero et al., 2010). Penggunaan
Tagman probe pada real-time PCR dapat meningkatkan spesifisitas dan sensitivitas deteksi (Su et
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al., 2013). Dengan pertimbangan tersebut, dibutuhkan pengembangan metode deteksi daging tikus
got dalam pangan olahan menggunakan real-time PCR dan TagMan probe.

Salah satu gen yang dapat digunakan untuk mendeteksi tikus adalah gen Cytochrome C Oxidase
Subunit I (mt-Col) (Tobe et al., 2009). Gen mt-Col terdapat di mitokondria dan telah digunakan
secara luas untuk studi genetika populasi, filogeni, spesiasi dan sistematika (Geller et al., 2013).
Desain primer yang spesifik sangat menentukan keberhasilan metode PCR (Suparman, 2016). Oleh
karena itu dalam penelitian ini akan dilakukan desain primer dan probe untuk mendeteksi gen mi-
Col pada tikus (Rattus norvegicus). Selanjutnya primer dan probe tersebut akan dianalisis secara in
silico untuk mendapatkan primer yang spesifik.

2. Metodologi

2.1 Gen mt-Col Rattus norvegicus

Sekuens gen m#-Col Rattus norvegicus (NC 001665.2) diperoleh dari National Center of
Biotechnology Information (NCBI) pada situs https://www.ncbi.nlm.nih.gov. Pada kotak menu yang
tersedia, dipilih kategori gene. Selanjutnya pada kotak teks diketik Col Rattus norvegicus untuk
memulai pencarian. Sekuens gen mt-Col Rattus norvegicus yang diperoleh selanjutnya diubah
menjadi format FASTA.

2.2 Desain Primer

Format FASTA gen mt-Col Rattus norvegicus yang diperoleh diolah dengan perangkat lunak
Primer3Plus pada situs https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi untuk
mendapatkan kandidat primer dan probe. Setelah kandidat primer dan probe diperoleh, dilakukan
pemilihan primer yang sesuai dengan ketentuan primer yang baik (Shen et al., 2010; Hung & Weng,
2016).

2.3 Analisis Spesifisitas Primer Secara in Silico

Primer dan probe yang terpilih dianalisis secara in silico untuk menguji spesifisitas primer dan
tingkat kesamaan sekuens produk PCR dengan database nukleotida yang terdapat di GenBank NCBI
(Rodriguez et al., 2015). Spesifisitas primer dianalisis secara in silico dengan melakukan
penyejajaran sekuens primer menggunakan Primer-BLAST dan similaritas nukleotida dianalisis
dengan melakukan penyejajaran sekuens nukleotida produk PCR menggunakan Nucleotide-BLAST
yang terdapat pada situs https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (Bustin & Huggett, 2017).

3. Hasil dan Pembahasan

3.1 Gen mt-Col Rattus norvegicus
Berdasarkan hasil penelusuran pangkalan data NCBI, hanya diperoleh satu sekuens gen m#-Col
Rattus norvegicus. Format FASTA gen mt-Col Rattus norvegicus ditunjukkan pada Gambar 1.
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Rattus norvegicus strain BN/SsNHsdMCW mitochondrion, complete genome

NCBI Reference Sequence: NC_001665.2
GenBank  Graphics

»NC_@@1665.2:5323-6867 Rattus norvegicus strain BN/SsMHsdMCW mitochondrion, complete
genome
ATGCTCATAAACCATTEACTCTTTTCAACTAACCACAAAGATATCGEAACCCTCTACCTATTATTTGGAG
CCTGAGCAGGAATAGTAGGGEACAGCTTTAAGTATTCTAATTCGAGCTGAACTAGGACAGCCAGGLGTALT
CCTAGGAGATGACCAAAT CTATAATGTCATCGTCACAGCCCATGCATTCGTAATAATTTTCTTTATAGTA
ATACCTATAATAATTGEAGGCTTCEGEAACTGACT TATACCACTAATAATTGGAGCCCCTAATATAGCAT
TOCCACGAATAAATAACATAAGCTTTTGACTGCTTCCTCCATCATTTCTACTCCTTTTAGCATCCTCCAT
AGTAGAAGCTGGAGCTGGAACAGEATGAACAGTATATCCCCCCTTAGCCGGAAACCTAGCCCATGCTGGEA
GCATCCATAGAT TTAACTATTTTTTCCCTCCACCTAGCCGGEGTOTCTTCTATCTTAGGAGC TATCAALT
TTATCACCACTATCATTAATATAARACCCCCTGCTATAACCCAATATCAGACACCTCTCTTTGTATGATC
CATACTAATTACAGCCGTCCTACTACTTCTCTCACTGCCAGTATTAGCAGCAGETATCACTATACTCCTT
ACAGACCOARAT CTAAATACTACTTTCTTCGACCCCGCTGGAGOTGEAGACCCAATCCTTTATCAACALCC
TATTCTGATTCT TCGGCCACCCAGAAGTETACATCTTAATTCTTCCAGEGT TTGGAATTATTTCACATGET
AGTTACCTATTACTCTGGAAAAARAGAACCCTTCGGATATATAGGTATGGTATGAGCCATAATATCTATT
GOCTTCCTAGGATTTATTGTATGAGCACATCACATATTCACAGTAGECCTAGATGTAGACACCCGAGCCT
ACTTTACATCTGCCACTATAATTATCGCAATTCCTACAGGLGTAAAAGTATTCAGCTEACTCGCTACALT
ACATGGEAGGAAATATCAAATGATCCCCCGCCATATTATGAGCCTTAGGGTTTATCTTCTTATTCACAGTA
GOGEGCCTAACAGGEAT COTACTATCTAACTCATCCCTTGACATTGTACTTCATGATACATACTATGTAG
TAGCTCACTTCCACTATGTCTTATCTATAGGAGCAGTATTCGCCATCATAGCTGGCTTCATCCACTGATT
CCCACTATTCTCAGGCTATACCCTAAATGACACATGAGCAAAAGCCCACTTTGCCATTATATTTGTAGGT
GTAAACATAACATTCTTTCCTCAACACTTCCTAGGAT TAGCAGOGATACCTCGTCGTTACTCTGATTATC
CAGATGCTTACACCACATGAAATACAGTCTCCTCTATAGGCTCATTCATCTCACTTACGGCCGTCCTTAT
AATGATCTTCATGAT TTGAGAAGCCTTCGCATCAAAACGAGAAGTACTCTCAATTTCCTACTCCTCAACT
AACCTAGAATCACTGECATGGEATGCCCCCCACCCTACCACACATTCGAAGAACCTTCCTATATARAAGTTA
AATAA

Gambar 1. Format FASTA gen mt-Col Rattus norvegicus.

Gen mt-Col pada Rattus norvegicus memiliki panjang sekuens 1545 bp (base pair atau pasangan
basa) dan gen ini merupakan bagian dari DNA mitokondria. Gen mt-Col mengkode enzim
Cytochrome C Oxidase Subunit I yang berperan dalam transport elektron yang menjalankan
fosforilasi oksidatif di mitokondria (Timén-Gomez et al., 2018). Sekuens gen m#-Col diperoleh dari
pangkalan data NCBI harus diubah ke format FASTA agar dapat digunakan sebagai template dalam
desain primer menggunakan perangkat lunak Primer3Plus. Format FASTA adalah format text-based
untuk menunjukkan sekuens nukleotida tanpa penomoran.

3.2 Desain Primer Menggunakan Primer3Plus

Desain primer yang dilakukan terhadap sekuens gen mt-Col Rattus norvegicus (NC_001665.2)
menghasilkan lima kandidat pasangan primer dan probe (Tabel 1). Berdasarkan seleksi terhadap lima
kandidat pasangan primer probe, kandidat primer probe 4 dipilih karena sesuai memenuhi kriteria
primer yang baik.

Tabel 1. Kandidat primer dan probe gen mt-Col Rattus norvegicus.

Karakteristik

Sekuens (5' --> 3") Panjang Tm GC Self3' Produk

Basa (nt) (°C) (%) complementarity PCR (bp)

Kandidat Primer Probe 1

Forward GGAGCAGTATTCGCCATCAT 20 60.1 50 3.0 244
Reverse CGGCCGTAAGTGAGATGAAT 20 60.1 50 2.0
Probe GCAGGGATACCTCGTCGTTA 20 60.1 55 2.0
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Karakteristik

LI, Al
Sekuens (5' -->3") Panjang Tm GC Self 3' Produk

Basa (nt) (°C) (%) complementarity PCR (bp)

Kandidat Primer Probe 2

Forward GGAGCAGTATTCGCCATCAT 20 60.1 50 3.0 167
Reverse CGACGAGGTATCCCTGCTAA 20 60.2 55 1.0

Probe ATGAGCAAAAGCCCACTTTG 20 60.2 45 2.0

Kandidat Primer Probe 3

Forward AGCCGGGGTGTCTTCTATCT 20 60.1 55 0.0 236
Reverse AAAGGATTGGGTCTCCACCT 20 59.8 50 2.0

Probe ACCCCCTGCTATAACCCAAT 20 59.6 50 3.0

Kandidat Primer Probe 4

Forward ATGAGCAAAAGCCCACTTTG 20 60.2 45 2.0 170
Reverse CGGCCGTAAGTGAGATGAAT 20 60.1 50 2.0

Probe GCAGGGATACCTCGTCGTTA 20 60.1 55 2.0

Kandidat Primer Probe 5

Forward GGAGCAGTATTCGCCATCAT 20 60.1 50 3.0 224
Reverse ACGACGAGGTATCCCTGCTA 20 59.7 55 2.0

Probe ATGAGCAAAAGCCCACTTTG 20 60.2 45 2.0

Desain primer harus memperhatikan beberapa ketentuan seperti panjang primer, melting
temperature (TM), persentase basa GC, dan Self 3' complementarity. Panjang primer yang baik
adalah 18-24 nukleotida, karena primer yang terlalu pendek akan kurang spesifik (Hung & Weng,
2016). Melting temperature (Tm) yang baik berada pada rentang suhu 57-63°C dan persentase basa
GC masing-masing sekuens sebesar 45-55% (Shen et al,, 2010). Semakin kecil self 3'
complementarity akan semakin baik. Self’3' complementarity maksimum adalah 3 (Shen et al., 2010)
dan maksimum pengulangan satu basa yang sama secara berurutan adalah 4 basa (Lorenz, 2012).
Hal lain yang perlu diperhatikan dalam mendesain primer adalah struktur dimer pada primer, jumlah
serta posisi basa G dan C pada sekuens primer yang dipilih (Saraswati et al., 2019). Keberadaan basa
G atau C akan membantu untuk pengikatan yang spesifik karena ikatan antara basa G dan C yang
lebih kuat dibandingkan dengan ikatan antara basa A dan T (Borah, 2011). Namun, jumlah basa G
dan C yang lebih dari tiga pada lima basa terakhir di ujung 3’ primer harus dihindari (Borah, 2011).
Jumlah ikatan antara basa G dan C yang banyak akan mendorong primer untuk membentuk dimer
sehingga akan mempengaruhi konsentrasi DNA hasil amplifikasi (Saraswati et al., 2019).
Berdasarkan ketentuan tersebut maka dipilih satu pasang primer dan probe yaitu kandidat primer
probe 4. Kandidat primer dan probe 4 memiliki panjang basa 20 nukleotida pada masing-masing
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sekuens yang terdiri dari 45%-55% basa G dan C dan memiliki Tm ~60°C serta self 3'
complementarity sebanyak 2.

Posisi probe berada di antara primer forward dan primer reverse yang ditunjukkan pada Gambar
2. Probe merupakan oligonukleotida berlabel ganda dengan reporter fluoresen pada ujung 5’ dan
quencher pada ujung 3’ (Rodriguez-Lazaro et al., 2013). Dalam proses amplifikasi DNA
menggunakan real-time PCR, probe hanya akan menempel pada sekuens yang merupakan
komplemennya. Probe yang menempel pada sekuens target komplemennya akan terdegradasi oleh
aktivitas 5’—3’ exonuclease dari taq polymerase. Probe tidak akan terdegradasi apabila tidak ada
sekuens target yang merupakan komplemen dari probe spesifik sehingga reporter yang menempel
pada probe akan padam (Estalilla et al., 2000; VanGuilder et al., 2008). Oleh karena itu, deteksi
Rattus norvegicus menggunakan primer dan probe ini diharapkan lebih spesifik dibandingkan deteksi
menggunakan endpoint PCR.

1545 hp .

& "
¥

gen mi-Cal Rattus norvegicus |

Ibp 1224 ba 1300bp  1393bp  1545bp
N 4=

[ ProdukPCRIT0Bp |

Gambar 2. Skema posisi relatif primer probe terhadap gen mt-Col. Panah berwarna kuning
menunjukkan posisi primer forward; kotak merah menunjukkan posisi probe; panah
berwarna hijau menunjukkan posisi primer reverse.

3.3 Analisis Spesifisitas Primer Secara in Silico

Hasil penyejajaran sekuens pasangan primer menggunakan Primer-BLAST dapat dilihat pada
Tabel 2. Primer-BLAST merupakan alat yang digunakan untuk mendesain primer yang spesifik.
Namun, Primer-BLAST dapat digunakan juga untuk menganalisis spesifisitas primer dibandingkan
terhadap sekuen yang ada di dalam database NCBI (Ye et al., 2012).

Tabel 2. Hasil penyejajaran sekuens pasangan primer gen m#-Col Rattus norvegicus.

Jumlah Target Jenis yang Dikenali

Sekuens primer
(5'>3’) Rattus Rattus Bacillus

norvegicus nitidus Rattus sp megaterium Total
Forward: 312 1 1 1
ATGAGCAAAAGCCCACTTTG
Reverse: 315
CGGCCGTAAGTGAGATGAAT Produk Produk Produk Produk

PCR=170bp PCR=170bp PCR=170bp  PCR=42bp

Oleh karena itu, kriteria paling penting yang harus dimiliki oleh primer adalah spesifik terhadap
target (Ye et al., 2012). Idealnya primer hanya akan menempel pada target yang diinginkan. Hasil
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pengujian tidak dapat mengidentifikasi spesies secara spesifik apabila primer dapat menempel pada
target yang tidak diinginkan saat amplifikasi DNA (Ye et al., 2012). Dari hasil Primer-BLAST
terhadap pasangan primer yang terpilih, didapatkan bahwa primer dapat mengenali sebagian besar
gen Rattus norvegicus yang terdapat di dalam pangkalan data NCBI. Selain itu, primer tersebut juga
mengenali gen pada tikus himalaya (Rattus nitidus) dan Rattus sp. yang menunjukkan bahwa primer
masih dapat menempel pada gen mt-Col tikus jenis lain. Hal yang menarik adalah terdapat
kemungkinan bahwa primer tersebut dapat menempel pada genom Bacillus megaterium. Namun,
hasil tersebut dapat diabaikan karena produk PCR yang dihasilkan berukuran 42 bp dan hanya primer
forward yang dapat menempel pada genom Bacillus megaterium menyebabkan elongasi tidak terjadi,
sehingga tidak terdeteksi pada real-time PCR.

Selain analisis spesifisitas primer, sekuens produk PCR dianalisis tingkat kesamaannya dengan
pangkalan data nukleotida yang terdapat di GenBank NCBI. Hasil penyejajaran menunjukkan bahwa
sekuens nukleotida produk PCR hanya memiliki kesamaan dengan Rattus norvegicus (Tabel 3).
Produk PCR hasil amplifikasi oleh pasangan primer probe yang dipilih memiliki ukuran 170 bp.
Ukuran optimum untuk produk PCR 50-150 bp (Debode et al., 2017). Akan tetapi, produk PCR
berukuran hingga 400 bp juga dapat diamplifikasi dengan baik (Holm et al., 2021), sehingga produk
PCR sepanjang 170 bp yang dihasilkan oleh pasangan primer probe yang dipilih masih teramplifikasi
dengan baik.

Tabel 3. Hasil penyejajaran sekuens nukleotida produk PCR.

Jumlah Target Jenis yang Dikenali
Sekuens nukleotida

(5>3) . Jenis selain Rattus
Rattus norvegicus . Total
norvegicus
ATGAGCAAAAGCCCACTTTGCCATT
ATATTTGTAGGTGTAAACATAACAT 100
TCTTTCCTCAACACTTCCTAGGATT
Query Cover=100%
AGCAGGGATACCTCGTCGTTACTCT B 0 100
% Ident. = 100%
GATTATCCAGATGCTTACACCACAT 81
E-Value=10

GAAATACAGTCTCCTCTATAGGCTC
ATTCATCTCACTTACGG CCG

Penyejajaran menggunakan Nucleotide-BLAST memungkinkan melakukan pencarian kesamaan
urutan terhadap beberapa pangkalan data yang terdapat di GenBank NCBI. Dari hasil penyejajaran
sekuens produk PCR diperoleh Query Cover dan percent identity sebesar 100% serta Expectation
Value (E-value) sebesar 10™®'. Query Cover adalah persentase dari panjang sekuens yang sama
dengan pangkalan data pada NCBI. Percent identity adalah persentase tertinggi dari kesesuaian
antara sekuens yang dicari dengan sekuens yang ada di NCBI (Newell et al., 2013). E-value
merupakan merupakan indikator probabilitas untuk menemukan kecocokan secara kebetulan,
semakin kecil nilainya menunjukkan tingkat homologi sekuens yang semakin tinggi (Kerfeld &
Scott, 2011). Tingkat kesamaan sekuens nukleotida yang baik apabila Query Cover 100%, percent
identity memberikan hasil 100%, dan E-value harus bernilai <0.01 (Rodriguez et al., 2015).

4. Kesimpulan

Primer forward dengan sekuens 5’-ATGAGCAAAAGCCCACTTTG-3’, primer reverse dengan
sekuens  5’-CGGCCGTAAGTGAGATGAAT-3’, dan probe dengan  sekuens 5’-
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GCAGGGATACCTCGTCGTTA-3" berhasil didesain untuk mengamplifikasi gen m#-Col pada
tikus got (Rattus norvegicus) dengan produk PCR berukuran 170 bp. Hasil uji kinerja secara in silico
menunjukkan primer dan probe yang didesain tersebut dapat digunakan untuk mendeteksi tikus got
secara spesifik.

Untuk pembuktian bahwa pasangan primer dan probe tersebut dapat digunakan dalam deteksi
daging tikus got dalam pangan olahan perlu dilakukan validasi secara empiris dengan eksperimen di
laboratorium. Namun demikian, pasangan primer dan probe yang didesain dan dianalisis
komprehensif secara in silico dapat meningkatkan keberhasilan dalam pengembangan metode uji
deteksi cemaran daging tikus got menggunakan real-time PCR dan probe.
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