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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 primer  dapat 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 primer forward 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 β-laktamase paling banyak diperoleh dari isolat bakteri pada 

manusia dan dilaporkan sebagai penular infeksi pada masyarkat  (Doi et al., 2017; Jena 

et al., 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 

antibiotik beta-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 

et al., 2017; Widodo et al., 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. 

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.  

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) 
 



 

Jurnal Ilmiah Biologi UMA (JIBIOMA), Vol 6 (2) Nov 2024: 142-152 
 
 

146 

 

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 

amplikon 

(bp) 

DNA E.coli 

strain amplified 

(code number) 

1 CACCCAGCCTCAACCTAAGG ATCACGAATCCCGAGCTGTC 525 25, 35 

2 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. 

*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 

http://insilico.ehu.es/PCR/
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Berdasarkan Gambar 3, analisis in sillico PCR yang dilakukan menggunakan 

pasangan primer 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 dari 5 pasang pairs desain primer baru yang 

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

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

 

Pengujian terhadap 2 pasang 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 

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. 

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 

ukuran 525bp milik strain E. coli JJ1886 
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Gambar 6. Analisis in silico PCR primer pairs 1 menghasilkan 2 single pita dengan 

ukuran 525bp milik strain E. coli JJ1886 
  

Gambar 7. Analisis in silico PCR primer pairs 5 menghasilkan 2 single pita 519bp strain 
E. coli O104:H4 str. 2011C-3493 

 

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 

et al., 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 memenuhi   

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 dikarenakan pada 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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