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Abstrak

Esherichia coli merupakan bakteri patogen nosokomial paling umum diakui penyebab tertinggi
penghasil ESBL Turunan dari CTX-M khususnya tipe CTX-M-15 (blaCTX-M- 15) sebagai gen penyandi
ESBL yang dominan ditemukan diantara isolat E. coli. Komponen terpenting dalam PCR adalah primer.
Desain primerdapat dilakukan dengan analisis bioinformatika in sillico. Penelitian ini dilakukan untuk
menghasilkan sekuen primer gen E. coli CTX-M-15 sebagai kandidat biomarker deteksi E. coli ESBL.
Metode yang digunakan adalah in sillico observasional menggunakan aplikasi Primer3Plus dan PCR in
silico pada kandidat primer gen CTX-M-15 E. coli. Primer dipilih berdasarkan kriteria meliputi %GC,
panjang primer, Tm (melting temperature), stabilitas, dan interaksi primer (keberadaan dimers dan
hairpins). Sampel yang digunakan berupa sekuens nukleotida E. coli gen CTX-M-15 strain K-20 plasmid
Genbank: GQ330540.1. Hasil penelitian menunjukkan 2 pairs pasangan primerforward dan reverse (pairs
1 dan pairs 5) mampu mengamplifikasi sekuen gen blaCTX-M-15 berukuran 525bp dan 519bp. Analisis
in sillico PCR menghasilkan 2 pairs pasangan primer baru berhasil dirancang berpotensi digunakan
sebagai biomarker DNA dari Escherichia coli dalam deteksi dini dan cepat infeksi ESBL.

Kata Kunci: In Sillico PCR; Primer; Blactx-M-15; Esherichia Coli

Abstract

Escherichia coli is most common nosocomial pathogenic bacteria recognized as the highest cause of ESBL
production. Derivatives of CTX-M, especially type CTX-M-15 (blaCTX-M-15) as the dominant ESBL-encoding
gene found among E. coli isolates. The most important component in PCR is primer. Primer design can be
done by in silico bioinformatics analysis. This study was conducted to produce a primer sequence of E. coli
CTX-M-15 gene as a candidate biomarker for E. coli ESBL detection. The method used was in sillico
observational using the Primer3Plus application and in silico PCR on candidate primers for the E. coli CTX-
M-15 gene. Primers were selected based on criteria including%GC, primer length, Tm (melting
temperature), stability, and primer interactions (the presence of dimers and hairpins). The sample used was
the nucleotide sequence of the E. coli CTX-M-15 gene strain K-20 plasmid Genbank: GQ330540.1. The results
showed that 2 pairs of forward and reverse primer pairs (pairs 1 and pairs 5) were able to amplify the
blaCTX-M-15 gene sequence measuring 525bp and 519bp. In silico PCR analysis resulted in 2 pairs of new
primer pairs being successfully designed and potentially used as DNA biomarkers from Escherichia coli in
early and rapid detection of ESBL infection.
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PENDAHULUAN

Esherichia coli merupakan bakteri patogen nosokomial paling umum dalam
menyebabkan infeksi salurah kemih (ISK) dan diakui secara global menduduki
penyebab tertinggi penghasil Extended Spectrum Beta Lactamases (ESBL) (Abayneh et
al, 2018; Qureshi & Doi, 2014). ESBL merupakan enzim yang diproduksi di dalam
plasmid bakteri Gram negatif dari kelompok Enterobacteriaceae yang secara global
diklasifikasikan menjadi beberapa tipe yaitu CTX-M, SHV, BEL, PER, TEM, OXA dan
lainnya. Enzim CTX-M B-laktamase paling banyak diperoleh dari isolat bakteri pada
manusia dan dilaporkan sebagai penular infeksi pada masyarkat (Doietal,2017;]Jena
etal, 2017).

Dalam perkembangannya, penyebaran ESBL didunia semakin meningkat dan
menjadi permasalahan serius di rumah sakit. Akibat dari penggunaan antibiotik yang
tidak rasional, adanya kolonisasi bakteri, lamanya perawatan di rumah sakit,
kateterisasi yang sebelumnya tidak terkontrol, peningkatan keparahan penyakit serta
adanya faktor komorbiditas penyakit sebelumnya (Abayneh et al., 2018; Qureshi &
Doi, 2014). ESBL tipe CTX-M dapat memberikan resistensi terhadap sebagian besar
antibiotikbeta-laktam termasuk cefotaxime, cefriakson, cefquinome dan sefalosporin
spektum luas. CTX-M diketahui sangat aktif dalam menghidrolisis sefotaksim dan
seftazidim. Turunan dari CTX-M khususnya tipe CTX-M-15 (blaCTX-M-15) sebagai gen
penyandi ESBL dominan ditemukan diantara isolat E.coli (Khorvash et al., 2014; Kim
etal,2017; Widodo etal., 2020). Berbagai laporan sebelumnya menyebutkan, blaCTX-
M-15 sebagai endemi global di berbagai negara dan menjadi penyebab wabah infeksi
nosokomial dan mortalitas (Doi et al., 2017).

Upaya pengendalian dan pencegahan penyebaran infeksi serta epidemi bakteri
penghasil ESBL dengan metode pengujian yang cepat, tepat dan akurat sangat penting
dilakukan. Uji resistensi bakteri secara konvensional terbatas pada uji kerentanan
antimikroba, uji skrining dan konfirmasi ESBL memerlukan waktu yang cukup lama.
Seiring berkembangnya teknologi, tes diagnostik berbasis PCR lebih cepat dan tepat
dalam menilai penyebaran suatu penyakit. Namun, keberhasilan dalam pengujian
menggunakan PCR untuk mendeteksi suatu gen bakteri ataupun virus, salah satunya
didukung dengan penggunaan primer yang tepat (Van Weezep et al., 2019). Desain
primer dapat dilakukan dengan analisis bioinformatika in sillico. Desain primer in
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silico memberikan kemudahan dalam memperoleh primer yang baik untuk proses
amplifikasi fragmen gen. Analisis bioinformatika in silico melibatkan penggunaan alat
komputasi dan database untuk memeriksa kualitas primer yang dirancang, serta
dapat mendeteksi potensi permasalahan seperti pembentukan primer-dimer, hairpin,
dan hasil negatif palsu atau positif palsu dapat dihindari (Bogomazova et al., 2023).
Dalam kasus ini, potensi dari primer sebagai penanda DNA dari CTX-M-15 yang
dirancang akan diuji. Biomarker ini diharapkan dapat bermanfaat untuk memfasilitasi
secara cepat dan akurat diagnosis berbasis molekuler dalam menegakkan keberadaan

E. coli ESBL menggunakan PCR in vitro.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan pada bulan Februari hingga April 2023 di Laboratorium
Universitas Borneo Lestari. Penelitian ini menggunakan metode in silico observasional
dengan aplikasi Primer3Plus dan alat PCR in silico untuk memprediksi potensi primer
sebagai penanda DNA dari gen CTX-M-15 pada E. coli. Pengujian dilakukan antara
Februari hingga April 2023 di Laboratorium Universitas Borneo Lestari. Bahan
penelitian mencakup sekuens nukleotida gen CTX-M-15 E. coli strain K-20 plasmid
yang diperoleh dari database NCBI dengan kode akses Genbank: GQ330540.1 dalam
format FASTA. Sekuens kemudian dianalisis dan dirancang primernya menggunakan
aplikasi Primer3Plus (Yuliani & Jannah, 2018).

Primer yang dihasilkan terdiri dari primer forward dan reverse, dengan sifat-sifat
seperti suhu leleh (Tm), self-annealing, kandungan GC, GC clamp, potensi dimer, dan
hairpin dihitung menggunakan oligocalculator (Trianom et al., 2018). Primer tersebut
kemudian diuji secara in sillico menggunakan perangkat lunak PCR online di
http://insilico.ehu.es/PCR/ (Ethica et al., 2019).

Pada proses in silico, primer dimasukkan ke dalam kolom Primer 1 dan Primer
2 untuk dianalisis. DNA genom bakteri ditetapkan dengan panjang pita maksimum
3.000 nukleotida. Analisis akhir dilakukan untuk mengonfirmasi apakah produk PCR
in silico (amplikon) sesuai dengan spesies E. coli dan dapat digunakan sebagai
penanda DNA. Hasil amplifikasi in silico dikonfirmasi melalui elektroforesis gel untuk

memastikan kesesuaian posisi primer.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Urutan FASTA CTX-M-15 diambil dari urutan genom E. coli strain K-20 plasmid(Referenci
NCBI dengan nomor aksesi GenBank: GQ330540.1) yang terlihat pada Gambar 1.

>GQ33054@8.1 Escherichia coli strain K-20 plasmid IncF::A/C insertion sequence IS26
trancposaze tnpATS26 (tnpAT526) gene, complete cda; insertion sequence ISEepl, complete
seguence; and beta-lactamase CTX-M-15 (blaCTX-M-15} and hypothetical proteln genes,
complete cds

AGGECTTACATTTCARARACTCTGCTTACCAGGLGCATT TCOLCCAGGEEATCACCATAATAARATGETG
AGGCCTOGOCCTTTGOGTAGTGCACGCATCACC TCAATACCTTTGATGOTOGCGTAAGCCGTCTTCATEGA
TTTAAATCCCAGEGTGECGTTGATTATCCGTTTCAGT TTGCCATGATCGCATTCAATCACGTTGTTCCGE
TACTTAATCTGTCGGTGT TCAACGT CAGACGEGCACCGACCTTCACAT TTGAGCAGAGCAAGCGCECEAC
CATAGGCGEGCGCTTTATCCGTGTTGATGAATCATGGGATCTGCCACTTCTTCACGTTGT TGAGGATTTT
ACCCAGAAACCGGTATGCAGCTTTGCTGT TACGACGEEAGEAGAGATAAAAATCGACAGTGCEGCCCOGE
CTGTCGACGGLCCGETACAGATACGLCCAGLGGCCAT TGACCTTCACGTAGGTTTCATCCATGTGLCACG
GOCAAAGATCOGAAGGGT TACGCCAGTACCAGCGCAGCCETTTTTCCATTTCAGGCGCATAACGE TGAAD
CCAGCGGTAAATCGTGEAGTGATCGACATTCACTCCGCGT TCAGCCAGCATCTCCTGCAGC TCACGGTAA
CTGATGCCGTATTTGCAGTACCAGCGTACGGCCCACAGAATGATGTCACGCTCGAAMATGCCGGCCTTTGA
ATGEETTCATETECAGCTCCATCAGCAAAAGEEEATGATAAGTTTATCACCACCGACTATTTECAACAGT
GCCACAAATACTACCTTGCTTTCTGARAAAGTAGT TATATACTATGAAAAGCGTGGTAATGCTGAAAACT
ATATCAAAGAAGCCAAATACGACATGECGGTGGET CATCTCTTGCTARAGTCATT TTGEGCGAATGAAGT
COTATTTCAAATGATGATGCT TTCATATAACCTATTTTTGTTGT TCAAGT TTGAT TCCTTGGACTCTTCA
GAATACAGACAGCAAATAAAGACCTTTCGTTTGAAGTATGTATTTCTTGCAGCAAAAATAATCAAAACCG
CAAGATATGTAATCATGAAGT TGTCEGAAAAC TATCOOTACAAGGEAGTETATGAALAATGTCTGETATA
ATAAGAATATCATCAATAAAATTGAGTGTTGCTCTGTGGATAACTTGCAGAGT TTATTAAGTATCATTGL
AGCAAAGATGAAAT CAATGAT TTATCAAAAATGAT TEGAAAGETGET TETAAATAATGT TACAATGTGTGA
GAAGCAGTCTAAAT TCTTCGTGAAATAGTGAT TTT TGAAGC TAATAARAAACACACGTGGAAT TTAGEGEA
CTATTCATGTTGTTGTTATTTCGTATCT TCCAGAATAAGGAATCCCATGAT TAAAARATCACTGEGCCAG
TTCACGE TGATGGCGACGECAACCGTCACGETGTTGT TAGGAAGTGTGECGCTETATGCGLAAACGGCGE
ACGTACAGCARAAACTTGLCGAATTAGAGCGOCAGTCOGGAGGCAGACTGGGTGTGGCATTGATTAACAL
AGCAGATAATTCGCAAATACTTTATCGTGCTEATGAGCGLTTTGCGATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATG
GCCACGEECCECEATACTAAAGAAAAGTGAANGCAAACCAAATCTAT TAAATCAGCGAGT TEAGAT CAAAL
AATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGAT TGCOGAAAAGCACGTCAATEEEACGATGTCAC TGECTGAGCT
TAGCGLGECCGLGETACAGTACAGCGATAACGTGGLGATGAATAAGC TGAT TGLTCACGT TGECGECCCE
GCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGE TGEGAGACGAMACGTTCCOTCTCGACCGTACCGAGCCGACGT
TAAACACCGECATTCOGGGCGATCCECGTGATACCACTTCACCTCGEGEAATGECGCAAACTETGCGEAA
TCTEACGCTGAGT AAAGCAT TAGECEACAGCCAACGEECGECAGE TAGTGACATGEATGAAAGECAATACT
ACCGETECAGCGAGCATTCAGGL TGEAL TGCCTACTTCCTEEGT TATEGEGEATAAACCGECAGCGETS
GCTATGECACCACCAACGATATCGCEETGATC TEGCCAAAAGAT CGTGOGCCGETGATTCTGETCACTTA
CTTCACCCAGCLCTCAACCTAAGGLAGAAAGCCGTCGLGATGTAT TAGLGTCGGLGGCTAAAATCGTCACT
GACGETTTGTAATAGCGGAAACGEAATGEGGAAACTCATTCOGTTTTTGTTTATCGCCTTAGACGGECAAA
AGTGCTGTCECCCACCTGOGCTTECECATACCAGECCATAAGCTCCETGATTCCTGETTCTCCTTCCGCT
GOAGCCCAGTEOGCATAGTCATCGGCAGCCACGGETTOATAGCCACCOTETTTTACTTCAARAATTATGE
CACCEETATCCAGCGACAGCACGECATECCAGETTCCTGCGECCATCTCCAGCACCGTACAGETTTCCCE
CAATATCGCCCGATGEGTGACGGTACCCCGATCGT CAAAAT TCAGCACCACGAAACGACCCCTTAATGGC
AACAGTAGCTCGAAGETGTGAGGETETCEGTGLEGECECACETAGETCCCAGETCATATTCCTTCCGECE
TCCGGECATTTTACCGOCAGACAGL TCOGGATTCGTGATATCACCGTTCTTGLAGAATACGGTCA

Gambar 1. Urutan FASTA fragmen DNA CTX-M-15 fragmen gen dari E. coli strain K-20 plasmid
(GenBank: GQ330540.1)

Penggunaan primer3Plus dalam memperoleh pasangan primer menggunakan
urutan FASTA DNA CTX-M-15 sebagai input (Gambar 1). Hasil FASTA fragmen DNA CTX-
M-15 dari E. coli strain K-20 plasmid menghasilkan 5 pasang primer baru untuk dapat
dirancang menggunakan alat bantu website Primer3 Plus. Salah satu hasil analisis dari

alat bantu website Primer3 Plus dapat terlihat pada Gambar 2.

@  primer3plus.com/cgi-t @

CAGCTCGGGA TTCGTGATAT

Gambar 2. Hasil primer desain baru menggunakan alat bantu desain primer Primer3Plus
berdasarkan urutan fragmen gen CTX-M-15 dari E. coli strain K-20 plasmid (warna biru dan
kuning)
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Desain primer urutan DNA CTX-M 15 menggunakan tools Primer3Plus menghasilkan 5

pasangan primer baru disajikan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Desain primer urutan DNA CTXM-15 menggunakan Primer3Plus

Pairs Forward Primer Reverse Primer UKuran DNA E.coli
amplikon strain amplified
(bp) (code number)
1 CACCCAGCCTCAACCTAAGG ATCACGAATCCCGAGCTGTC 525 25,35
TGCGGAAAAGCACGTCAATG ATACATCGCGACGGCTTTCT 506 25,35
3 CTGCTTACCAGGCGCATTTC ACTCCACGATTTACCGCTGG 559 7,23,25,33-36,
44-46 dan 49-55
4 ACCCAGAAACCGGTATGCAG CGGCTTCATTCGCCCAAAAT 562 34,36,45 dan 51
5 TCCTGGGTTGTGGGGGATAA TAAGGGGTCGTTTCGTGGTG 519 25,35

Berdasarkan Tabel 1, hasil primer desain baru yang diperoleh dari analisis

menggunakan website Primer3Plus menghasilkan 5 pairs pasangan primer baru DNA

CTXM-15 yang dapat digunakan sebagai pilihan primer berukuran 506 hingga 562bp.

Pasangan primer baru pada Tabel 1 yang telah dirancang selanjutnya diuji in silico PCR

yang dijalankan pada web http://insilico.ehu.es/PCR/. Urutan genom 65 anggota

strain Escherichia spp. yang tersedia pada database in sillico PCR disajikan pada Tabel

2.

- Escherichia blattae DSM 4481

- Escherichia coli 0127:H6 E2348/69
- Escherichia coli 042

- Escherichia coli 536

- Escherichia coli 55989

- Escherichia coli ABU 83972

- Escherichia coli APEC 01

- Escherichia coli APEC 078

9 - Escherichia coli ATCC 8739

10 - Escherichia coli B str. REL606
11 - Escherichia coli BL21(DE3)
12 - Escherichia coli BL21(DE3)
13 - Escherichia coli BL21-Gold(DE3)pLysS AG
14 - Escherichia coli BW2952

15 - Escherichia coli CFT073

16 - Escherichia coli DH1

17 - Escherichia coli DH1

18 - Escherichia coli E24377A

19 - Escherichia coli ED1a

20 - Escherichia coli ETEC H10407
21 - Escherichia coli HS

22 - Escherichia coli IAI1

23 - Escherichia coli 1A139

24 - Escherichia coli IHE3034

25 - Escherichia coli ]]1886

CO~I O U W W RO =

26 -
27 -
28 -
- Escherichia coli LF82
30 -
31-
32 -
33 -
34 -
35-
36 -
37 -
38 -
39-
40 -
41 -
42 -
43 -
44 -
45 -
46 -
47 -
- Escherichia coli S88
49 .-
50 -
51-
52-
53 -
54 -
55 -
56 -
57 -
58 -
59 -
60 -
61 -
62 -
63 -
64 -
65 -

29

48

Escherichia coli K-12 substr. W3110
Escherichia coli KO11FL
Escherichia cali KO11FL

Escherichia coli LY180

Escherichia coli NA114

Escherichia coli 0103:H2 str. 12009
Escherichia coli 0104:H4 str. 2009EL-2050
Escherichia coli 0104:H4 str. 2009EL-2071
Escherichia coli 0104:H4 str. 2011C-3493
Escherichia coli 0111:H- str. 11128
Escherichia coli 0157:H7 EDL933
Escherichia coli 0157:H7 str. EC4115
Escherichia coli 0157:H7 str. Sakai
Escherichia coli 0157:H7 str. TW14359
Escherichia coli 026:H11 str. 11368
Escherichia coli 055:H7 str. CB9615
Escherichia coli 055:H7 str. RM12579
Escherichia coli 07:K1 str. CE10
Escherichia coli 083:H1 str. NRG 857C
Escherichia coli P12b

Escherichia coli PMV-1

Escherichia coli SE11

Escherichia coli SE15

Escherichia coli SMS-3-5

Escherichia coliUM146

Escherichia coliUMNO26

Escherichia coli UMNKE8

Escherichia coli UTIB9

Escherichia coli W

Escherichia coli W

Escherichia coli Xuzhou21

Escherichia coli str. K-12 substr. DH10B
Escherichia coli str. K-12 substr. MDS42 DNA
Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655
Escherichia coli str. K-12 substr. W3110
Escherichia coli str. clone D114
Escherichia coli str. clone D i2
Escherichia fergusonii ATCC 35469

*Keterangan: Baris yang disorot adalah urutan genomik strain Escherichia coli diantara strain lain (65 strain) dari database in

sillico PCR

Gambar 3. Urutan genom 65 anggota strain Escherichia spp. yang tersedia pada in
sillico PCR
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Berdasarkan Gambar 3, analisis in sillico PCR yang dilakukan menggunakan
pasanganprimer baru dan DNA genom Escherichia spp. sebanyak 65 strain sebagai
template DNA. Hasil analisis dari alat bantu website primer3Plus dapat terlihat pada
Gambar 2 dan hasil analisis pada website Primer3Plus menampilkan 2 pasang pairs
sebagai pilihan primer yang terbaik dari5 pasang pairs desain primer baru yang

terbentuk untuk deteksi ESBL E. coli disajikan pada Gambar 4.

&  primer3plus.com @ d
1 More... Source Code

Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence Help About

<Back

Pair 1:[GQ330540.1 Escherichia col strain K-20 plasmid In¢

Left Primer 1 CCCAGCCTCAACCTAAGG

Stat: 2174 Lepgth:20bp Tm:60.0C GC:60.0% Apy:00 End:0.0 TB:60 HP:37.0 3'Stab:27 Pepalty: 0.035

Right Primer 1 ATCACGAATCCCGAGCTGTC

Start: 2698 Lepeth: 20bp Tm:399C GC:.550% Apy:00 End:00 IB:90 HP:418 3 Stab 35 Penalty:0.103

Pair: ProductSize: 525 bp Apy: 00 End:00 IB:150 Penalty: 0.138
Pair 5:|GQ330540 K-20 plasm: 3

Left Primer 5 G

Stagt: 2067 . 20bp  Im GC:55.0% Apy:00 End:00 IB:70 HP:00 3Swmb:18 Pegalny:0.179

Right Primer 5 TAAGGGGTCGTTTCGTGGTG

Stat: 2585 Lepsth:20bp Tm:60.0C GC:55.0% Apy:00 End:0.0 TB:8$0 HP.00 3'Stab:42 Penalny: 0.034

Pair: Product Size: 519 bp Apy:00 End:00 IB:150 Penalsy: 0213

Send 10 Primer3Manager || Reset Form

Gambar 4. Output Primer3Plus menunjukkan parameter lengkap dari Pair 2 Primer

Pengujian terhadap 2 pasang pairs primer ini dilanjutkan pada tahap uji in sillico
PCRmemeriksa produk amplikon (pita DNA) terlihat atau tidak pada elektroforesis gel
virtual berdasarkan urutan pairs primer yang telah diuji kualitasnya pada Gambar 5
serta memprediksi kualitas kandidat primer Pairs 1 dan Pairs 5 dalam mendeteksi
ESBL E. coli ditunjukkan pada Gambar 6 dan 7. Analisis selanjutnya juga dilakukan
terhadap ukuran amplikon untuk memastikan amplikon adalah bagian asli dari CTX-
M15 ESBL E. coli. Hasil amplikon in sillico PCR menggunakan urutan genom Escherichia

sebagai template ditampilkan pada Gambar 8.

In silico PCR amplification

loput primsn o fasta format
#-| CACCCAGCCTCAACCTAAGG ¥
. | ATCACGAATCCCGAGCTGTC g

Primer 1*
Primer 2"

Migroorganism
APPLY TO ALL Eschenchia v
Include plasmids (if available)
Allow |0 v |mismatches, but in |1 _v |nucleondes in 3" end

Maximum length of bands
3000 nucleotides

! Degenerated nucleotides are allowed; A=T=G=C must be 10 or more.

Info

Amghfy | Reset

{a}

In silico PCR amplification

Input primers in fas
5 | TCCTGGGTTGTGGGGGATAA
2. | TAAGGGGTCGTTTCGTGGTG

Primer 1'
Primer 2}

Migroorganism
APPLY TO ALL Eschanchia ~
Include plasmids (if available)

Allow |0 v butin|1 v des in 3’ end

Maximum length of bands
3000 nucleotides
! Degenerated nucleotides are allowed; A=T=G=C must be 10 or more.

Info

Amplfy || Reset
(b}

Gambar 5. In silico PCR dengan primer desain baru Pairs primer No.1; (b) Pairs Primer No.5
Gambar 5. Analisis in silico PCR primer pairs 1 menghasilkan 2 single pita dengan
ukuran525bp milik strain E. coli ]]1886
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1 2 3 4 5 L] 7 £ 9 0 1 12 13 14 15 16 17 1% 9 2w 21 n n ¥4 ¥ ¥ N B N N 3l 32 3 M 35 36 37 ®
No No Ke No Ne No No No  No e Ne MNe Ne No No Mo Ne No No No Ne Ne No No Ne No  No No No No Mo Ne Ne No  Ne Ne
T bands bands hands bands hands bands bunds bands bands hands bands bands bands bands hands bands hands bands hands hands bands hands bands bands hands bands hands bands bands hands bands bands bands bands hands bands
Co
= pr—
- - J— J—
- =
N
No. Bands fa 4!
Gambar 6. Analisis in silico PCR primer pairs 1 menghasilkan 2 single pita dengan
ukuran525bp milik strain E. coli ]]1886
1 2 3 4 5 6 7 & 9 0 i 12 3 14 15 16 17 18 w0 kil 2 13 M4 ¥ 28 7 ® 2 3 2 on 435 36 i1 8
No No No No No No No o No No No o No No No  No No No No o o o No No No No No No o
1008 hands bands bands bands bands bands bands bands bands bands bands bands hands bands bands hands bands bands bands bands bands bands bhands bands nds bands bands bands bands bands bands bands bhands
£ —_—
- =
o=
- =
. =
S
Neu Bands. ay @)

Gambar 7. Analisis in silico PCR primer pairs 5 menghasilk;n 2 single pita 519bp s;rain
E. coli 0104:H4 str. 2011C-3493

Genome: Escherichia coli JJ1886
Start position: 1474638

End position: 1475162

Length: 525

DNA sequence

CAGCCTCAACCTAAGGCAG
TGTAATAGCGGAAACGG:
}CCCACCTGCGCTTGCGT
GCGCATAGTCATCGGCAGCCALGH
CAGCGACAGCACGGCATGCCAGGT
CGATGGGTGACGETACCCCGATCGTCARAATTCAGCACCACGAAACGACCCCTTAATGGCAAC
AGTAGCTCGAAGGTGTGAGGGTGTCGETGCGEGECGCACGTAGGTCCCAGGTCATATTCCTTCLGGCGTCC
GGCATTTTACCGCCAGACAGCTCGGGATTCGTGAT

Gene(s) or part of gene(s) amplified:
ORF.. 1473842-1474717 Sequence P423_ 07345 - beta-lactamase

Gambar 8. Hasil amplikon in silico PCR dengan urutan genom Escherichia sebagai template
menggunakan 2 primer pairs baru

Kualitas (spesifisitas) masing-masing produk primer baru harus dianalisis secara
otomatis meliputi suhu leleh (Temperature melting/TM), panjang dan sifat primer yang
dirancang, keberadaan selft-anealing, %GC, ada tidaknya terbentuk GC Clamp, potensi
terbentuknya dimmer serta hairpin yang dapat dihitung menggunakan oligocalculator
(Bogomazova et al., 2023; Ethica et al., 2019; Van Weezep et al., 2019). Primer yang baik
terdiri dari 18-30 pasang basa. Beberapa hal yang harus diperhatikan dalam
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perancangan primer untuk mengoptimalkan hasil amplifikasi, yaitu terbebas dari
pembentukan struktur sekunder (hairpin dan dimmer), besarnya amplikon, panjang
primer dan temperature melting (Tm). Nilai dari kandungan GC yang disarankan yaitu 50-
60%. Hasil desain primer dalam penelitrian ini memiliki %GC yang telah memenuhi
syarat. Kandungan atau %GC akan berpengaruh pada ikatan antar untai DNA. %GC yang
tinggi akan mengakibatkan terbentuknya ikatan antar untai DNA menjadi kuat akibat
GC mengandung lebih banyak ikatan antar nukleotida daripada A(Adenin) T(Timin)
sehingga akan berpengaruh pada nilai Tm, dan sebaliknya apabila primer memiliki %GC
yang rendah, maka dapat menurunkan efisiensi proses PCR karena primer tidak mampu
bersaing secara efektif untuk menempel pada template (Masnaini et al., 2023).

Primer yang memiliki suhu leleh (Tm) yang terlalu tinggi (melebihi 70°C) akan
mudah mengalami mispriming (penempelan primer pada tempat yang tidak diinginkan)
pada temperatur rendah sedangkan apabila primer memiliki Tm rendah tidak akan dapat
bekerja pada temperatur tinggi. Suhu leleh pada masing-masing primer hasil desain telah
memenuhi syarat acuan. Perbedaan suhu Tm antar dua primer yang diperbolehkan adalah
tidak lebih dari 5°C. Hal ini akan menjamin diperolehnya temperatur annealing yang tepat
dan spesifik dalam proses PCR (Bogomazova et al., 2023; Sasmito et al., 2014). Reaksi PCR
juga sebaiknya tidak mengandung secondary structures, berupa hairpin atau dimer.
Keberadaan formasi hairpin dalam primer merupakan interaksi intramolekuler dalam
primer. Struktur haipin dalam primer yang dirancang dapat menganggu proses
penempelan primer pada DNA template dalam proses PCR. Interaksi hairpin pada primer
sama sekali tidak diperbolehkan (Sasmito et al., 2014).

Hasil desain primer untuk deteksi gen CTXM-15 ESBL E. coli diperoleh 5 pasang
primer, namun hanya 2 pasang primer baru (pairs No.1 dan pairs No.5) yang tidak
terdapat hairpin sehingga primer ini cukup baik digunakan dalam proses PCR in vitro.
Selain pembentukan hairpin yang harus diperhatikan, pembentukan dimer juga harus
diperhatikan. Apabila ditemukan pembentukan struktur dimers menunjukkan adanya
hibridisasi antara basa primer yang identik. Adanya pembentukan dimer pada primer
dapat menyebabkan DNA polimerase akan dapat mengikat bagian yang identik dan
memperpanjang kedua arah. Hal tersebut mengakibatkan penurunan efisiensi amplifikasi
bahkan produk yang dihasilkan tidak sesuai dengan keinginan. Adanya dimers pada
ujung 3’ dapat menghambat proses amplifikasi dimulai dari ujung 3’ sehingga dapat
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mengurangi serta tidak terbentuknya produk PCR. Hairpin memiliki kesamaan dengan
dimers namun hairpin ditemukan pada ujung-ujung primer yang saling berkomplemen.
Spesifitas primer dipengaruhi oleh beberapa faktor penting yaitu suhu penempelan dan
panjang primer (Ramadhanil et al.,, 2023; Sasmito et al., 2014).

Hasil analisis tersebut diperoleh 2 pasang pairs primer yang baik (Gambar 4) karena
jumlah GC content diatas 50%, tidak ditemukan formasi hairpin, tidak ada self-annealing
(komplementari) dan tidak ada formasi dimerisasi pada masing-masing primer Forward
dan Reverse. Pengujian terhadap 2 pairs primer ini dilanjutkan pada tahap uji in sillico PCR
memeriksa produk amplikon (pita DNA) terlihat atau tidak pada elektroforesis gel virtual
berdasarkan urutan pairs primer yang telah diuji kualitasnya pada Gambar 5. Analisis in
siliico adalah langkah awal dalam pengembangan metode deteksi gen menggunakan
prediksi komputasi serta mensimulasikan penempelan sekuen primer pada sekuen DNA
template, sehingga dapat mencegah kesalahan pada saat melakukan PCR in vitro (Chuang
etal., 2013; Chukwuemeka et al., 2020). Produk amplikon dari in sillico PCR menghasilkan
pita DNA terbentuk oleh pairs primer no.1 sebesar 525-bp dan pairs primer no.5 sebesar
519-bp (Gambar 6 dan 7).

Desain primer in silico dilakukan guna mendapatkan produk primer yang memenubhi
syarat primer yang baik dan ideal untuk amplifikasi PCR in vitro. Berdasarkan kriteria
primer ideal, kandidat 2 pasangan primer yang diperoleh telah memenuhi persyaratan
primer yang baik. Hasil desain primer ini juga harus diuji melalui serangkaian optimasi di
laboratorium in vitro. Terdapat beberapa hal yang menjadi keterbatasan dalam desain
primer in sillico yang harus diperhatikan antara lain kualitas akurasi dan kelengkapan
database yang digunakan, variasi genetik antar spesies dan interaksi primer dan target
yang mirip atau identik. Keuntungan dari perancangan primer baru adalah para peneliti
dapat memastikan kinerja dalam mengoptimalkan metode dan menghindari kegagalan
proses atau data eksperimen (Masnaini et al., 2023; Ramadhanil et al., 2023).

Pemeriksaan ukuran amplikon harus dilakukan untuk memastikan amplikon adalah
bagian asli dari CTX-M15 ESBL E. coli (Gambar 8). Hal tersebut dapat dikarenakanpada in
sillico PCR menghasilkan amplikon DNA namun bukan gen yang ditargetkan(Ethica et al.,
2019). Langkah ini juga menegaskan tentang primer, bahwa 2 pairs kandidat pasangan
primer baru yang dirancang dan dipilih dari gen CTX-M-15 yang ditargetkan dari E.coli
ESBL dapat diproduksi pada in silico PCR.
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SIMPULAN

Berdasarkan hasil analisis in sillico PCR diperoleh 2 kandidat pairs pasangan primer
yang didesain dengan produk berukuran 525-bp dan pairs primer berukuran 519-bp
tersebut dapat berpotensi digunakan sebagai biomarker DNA dari bakteri E. coli ESBL
dalam deteksi dini dan cepat infeksi ESBL.
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