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PRIMER DESIGN AND OPTIMIZATION OF POLYMERASE CHAIN
REACTION METHOD TO DETECT SPESIFIC BACTERIA Salmonella typhi

ABSTRACT

Background: WHO estimates 11-20 million global cases of typhoid fever per year,
with a mortality rate of 128,000-161,000 per year. This disease is caused by
Salmonella typhi and spreads through contaminated food or water. The development
of PCR methods aims for faster and more specific diagnosis, allowing for the
detection of Salmonella typhi from various types of samples. This study aims to
obtain specific primer designs, optimize PCR reaction conditions to detect
Salmonella typhi using PCR methods, and analyze the qualitative and quantitative
results of Salmonella typhi identification. This research is of a descriptive qualitative
type. The study resulted in a pair of primers: forward 5’
GCGTGGTGAAAGATGCCTTC3’ and reverse 5
ATGTCGATGGCCACGGAAAT3’, designed using in silico bioinformatics
methods. Optimization results showed that the optimal PCR reaction was achieved
at a primer concentration of 500 mM, an annealing temperature of 55°C, and 35
cycles. PCR identification results for suspected Salmonella typhi bacteria showed
amplification results that were not identical to the positive control, thus indicating a
negative result.

Keywords: Primer Design; Optimazation; Polymerase Chain Reaction; Salmonella
typhi
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DESAIN PRIMER DAN OPTIMASI METODE POLYMERASE CHAIN
REACTION UNTUK DETEKSI SPESIFIK BAKTERI Salmonella typhi

ABSTRAK

Latar belakang WHO memperkirakan 11-20 juta kasus demam tifoid global per
tahun, dengan tingkat kematian 128.000-161.000 per tahun. Penyakit ini disebabkan
oleh Salmonella typhi, menyebar melalui makanan atau air terkontaminasi.
Pengembangan metode PCR untuk diagnosis lebih cepat dan spesifik seperti metode
PCR, untuk deteksi Salmonella typhi dari berbagai jenis sampel. Penelitian ini
bertujuan untuk mendapatkan desain primer yang spesifik, reaksi optimasi PCR yang
optimal untuk mendeteksi bakteri Salmonella typhi dengan metode PCR serta
menganalisis hasil identifikasi bakteri Salmonella typhi secara kualitatif dan
kuantitatif. Jenis penelitian pada penelitian ini yaitu deskriptif kualitatif. Hasil
penelitian didapatkan sepasang primer yaitu forward 5’
GCGTGGTGAAAGATGCCTTC3’ dan reverse 5’
ATGTCGATGGCCACGGAAATS3’ dengan metode in silico berbasis bioinformatika.
Hasil optimasi menunjukan reaksi PCR yang optimal didapatkan pada konsentrasi
primer 500mM, suhu annealing 55°C, dan 35 siklus. Hasil identifikasi PCR pada
bakteri terduga Salmonella typhi menunjukkan hasil amplikasi yang tidak identik
dengan control positif sehingga dinyatakan negatif.

Kata kunci: Desain Primer; Optimasi Polymerase Chain Reaction;Salmonella typhi



RINGKASAN PENELITIAN

DESAIN PRIMER DAN OPTIMASI METODE POLYMERASE CHAIN
REACTION UNTUK DETEKSI SPESIFIK BAKTERI Salmonella typhi

Oleh: Putu Surya Kencana Talia Dewi (P07134220003)

Demam typoid tercatat 81,7 per 100.000 di Indonesia, penderita demam typoid
yang dirawat inap di Rumah Sakit sebanyak 41.081 kasus dan 279 diantaranya
meninggal dunia berdasarkan Profil Keseharan Indonesia Tahun 2018 (Kemenkes
RI, 2018). Menurut Riset Kesehatan Dasar Tahun 2017, jumlah kasus penyakit
demam typhoid di Bali Terdapat 1.652 kasus rawat inap di Rumah Sakit Umum
Provinsi Bali. Hal ini dapat disebabkan oleh masih kurangnya kesediaan air bersih,
dan kurang memadainya sanitasi lingkungan atau mungkin karena masih rendahnya
kebersihan dari masing-masing individu itu sendiri (WHO, 2018). Demam tifoid
disebabkan oleh bakteri Salmonella typhi. Biasanya, bakteri ini menyebar melalui
konsumsi makanan atau minuman yang terkontaminasi. Kasus penyakit Salmonella
typhi perlu diagnosis yang spesifik dan lebih cepat. Selama ini sudah terdapat
metode-metode pemeriksaan untuk menunjang diagnosis adanya bakteri Salmonella
typhi. Pemeriksaan laboaratorium tersebut diantaranya pemeriksaan serologis, kultur
dengan cara isolasi, dan biologi molekuler. Perlu dilakukan pengembangan metode
diagnostik untuk Salmonella typhi agar bisa mendapatkan hasil pemeriksaan yang
lebih cepat dan spesifik, salah satu metode yang bisa digunakan adalah metode PCR
(Polymerase Chain Reaction). Dengan mendesain primer menggunakan teknologi
biofarmatika memungkinkan untuk mencari primer-primer yang spesifik untuk
mendeteksi bakteri Salmonella typhi.

Berdasarkan uraian diatas peneliti tertarik untuk merancang sepasang primer
yang spesifik dengan metode PCR untuk deteksi bakteri Salmonella typhi. Tujuan
penelitian ini yaitu untuk mendeteksi Salmonella typhi dengan teknik Polymerase
Chain Reaction (PCR) menggunakan primer spesifik.

Pada penelitian ini menggunakan jenis penelitian deskriptif dengan metode
kualitatif. Pada penelitian ini akan menjelaskan hasil primer yang sudah di desain
sebelumnya di NCBI (National Centre for Biotechnology Information) untuk deteksi

bakteri Salmonella typhi secara spesifik. Penelitian ini menggunakan metode in silico
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pada perancangan desain primer dan metode in vitro pada metode optimasi PCR,
dilakukan pada sampel DNA Salmonella typhi ATCC. Komponen optimasi PCR
meliputi konsesntrasi primer, suhu annealing, dan siklus. Setelah didapatkan reaksi
yang optimal, dilakukan pemeriksaan metode PCR pada 13 sampel yang terdiri dari
10 sampel DNA dari isolate bakteri yang terduga bakteri Salmonella typhi, 1 bakteri
ATCC Salmonella typhi, 1 kontrol negative, dan 1 NTC sebagai kontrol kontaminasi
dari apa pun dari reagen yang digunakan.

Hasil penelitian telah didapatkan satu pasang primer yang terdiri dari primer
forward 5> GCGTGGTGAAAGATGCCTTC3’ dengan ukuran 20 bp, 55% GC, Tm
59,8°C, nol nilai hairpin, serta primer reverse 5> ATGTCGATGGCCACGGAAAT3’
dengan ukuran 20 bp, 50% GC, Tm 60,1°C dan nol hairpin. Berdasaarkan uraian diatas
pasangan primer tersebut telah memenuhi syarat karakteristik primer.

Hasil optimasi PCR dilakukan dengan memvariasikan reaksi PCR pada
konsentrasi primer, suhu annealing dan siklus. Reaksi optimasi yang menghasilkan
satu pita yang paling terang dengan reaksi PCR yang optimal yaitu dengan
konsentrasi primer 500mM, suhu annealing 55°C, dan 35 siklus.

Hasil identifikasi isolat terduga bakteri Salmonella typhi metode PCR pada
sampel pangan 1,2,3 tidak ditemukan pita DNA, hal ini menandakan primer tidak
mendeteksi genom bakteri Salmonella typhi pada DNA tamplate. Hasil yang berbeda
didapatkan pada sampel 4-10. Pada sampel-sampel tersebut terdapat pita DNA
dengan jumlah pita lebih dari satu dan tidak identik dengan bakteri Salmonella typhi
ATCC. Hasil ini mengindikasikan bahwa isolat yang terduga Salmonella typhi pada
metode kultur berdasarkan pemeriksaan PCR degan primer yang didesain adalah
negative Salmonella typhi. Ada berbagai kemungkinan dihasilkan pita DNA pada
sampel-sampel tersebut, antara lain adalah primer bisa mengenali bakteri yang
berkerabat dekat dengan Salmonella typhi. Hasil analisi saat mendesain primer
menunjukkan bahwa desain tersebut masih bisa mengenali jenis bakteri lain yang
berkerabat dekat dengan bakteri Salmonella typhi. Untuk memastikan jenis bakteri

tersebut bisa dilakukan dengan metode pemeriksaan sekuensing.

Daftar bacaan : 31 (tahun 2015-2023)
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NCBI : National Centre for Biotechnology Information
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PCR : Polymerasae Chain Reaction

RNA : Ribonucleic Acid

SSA : Salmonella Shigella Agar

Tm : Primer Melting Temperature

uv : Ultra Violet

PCIA Phenol Chloroform Isoamyl Alcohol
XLD Xylose Lysine Deoxychoalate agar
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