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PRIMER DESIGN AND OPTIMIZATION OF NESTED POLYMERASE CHAIN
REACTION METHOD AS SPECIFIC DETECTION OF Escherichia coli
BACTERIA

ABSTRACT

Escherichia coli is a bacterium that caused diarrhea, poisoning, meningitis,
myositis, and primary bloodstream infections. The conventional methods which are
the commonly used detection for E. coli has various disadvantages. Nested
Polymerase Chain Reaction is a molecular examination with high specificity that
requires complement primers to the target sequence. This study aimed to obtain the
primer design and the optimal Nested PCR reaction as E. coli detection. The
research conducted quantitative descriptive by in silico methods in primer design
and in vitro method in optimization of Nested PCR. The results obtained two pairs
of primers, F1 5S’TCTCCGTGAAGCTGGTTTCC3’ and R1
5’GCGACCAATCAGATCCACCA3’ produced 509 bp amplicon, F2
5’ATCGGTGAAATACGCAGGCT3’ and R2
5S’TCGTCACCTTGAATGGCAGG3’ produced 305 bp amplicon. The optimal
reaction obtained for the first stage of Nested PCR carried out in 20 cycles, 300 mM
primer concentration, and annealing temperature 55 °C. The second stage Nested
PCR carried out in 35 cycles, 300 mM primer concentration, and annealing
temperature 55 °C. The results of examination for suspected E. coli colonies
obtained positive results in 7 out of 10 samples. It can be concluded that the primer
with optimal Nested PCR reaction produced in the study can be used as detection
of E. coli bacteria.

Keywords: Primer Design; Optimization;, Nested Polymerase Chain Reaction;
Escherichia coli
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DESAIN PRIMER DAN OPTIMASI METODE NESTED POLYMERASE CHAIN
REACTION SEBAGAI DETEKSI SPESIFIK BAKTERI Escherichia coli

ABSTRAK

Escherichia coli merupakan bakteri penyebab diare, keracunan, meningitis,
myositis, hingga infeksi aliran darah primer. Pemeriksaan yang umum dilakukan
sebagai deteksi infeksi E. coli yaitu metode konvensional memiliki berbagai
kelemahan. Nested Polymerase Chain Reaction merupakan metode pemeriksaan
berbasis molekuler dengan spesifisitas tinggi yang memerlukan primer komplemen
terhadap sekuen target. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan desain primer
serta reaksi Nested PCR yang optimal sebagai deteksi spesifik bakteri E. coli. Jenis
penelitian yaitu kuantitatif deskriptif yang terdiri dari metode in silico dalam desain
primer dan in vitro dalam optimasi metode Nested PCR. Hasil penelitian didapatkan
dua pasang primer, yaitu primer pertama F1 5S>’TCTCCGTGAAGCTGGTTTCC3’
dan R1 5’GCGACCAATCAGATCCACCA3’ menghasilkan produk 509 bp,
primer  kedua F2  5’ATCGGTGAAATACGCAGGCT3 dan R2
5’TCGTCACCTTGAATGGCAGG3’ dengan ukuran produk 305 bp. Reaksi
optimal yang didapat yaitu untuk Nested PCR tahap pertama dilakukan dalam 20
siklus, konsentrasi primer 300 mM, dan suhu annealing 55°C, serta untuk Nested
PCR tahap kedua dilakukan dalam 35 siklus, konsentrasi primer 300 mM, dan suhu
annealing 55°C. Hasil pemeriksaan koloni terduga E. coli didapatkan hasil positif
pada 7 dari 10 sampel. Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa desain primer
dan reaksi Nested PCR yang dihasilkan dalam penelitian dapat digunakan sebagai
deteksi bakteri E. coli.

Kata kunci: Desain Primer; Optimasi; Nested Polymerase Chain Reaction;
Escherichia coli



RINGKASAN PENELITIAN

DESAIN PRIMER DAN OPTIMASI METODE NESTED POLYMERASE CHAIN
REACTION SEBAGAI DETEKSI SPESIFIK BAKTERI Escherichia coli

Oleh: Ni Made Deliabudi Apriliapatni

Escherichia coli (E. coli) merupakan bakteri penyebab keracunan, meningitis,
myositis, hingga infeksi aliran darah primer. Selain itu, bakteri ini juga menjadi
penyebab utama kejadian diare akut pada wisatawan dan penyebab diare
berkepanjangan pada penderita HIV/AIDS. Menurut data dari World Health
Organization (WHO), infeksi diare disebut sebagai penyebab kematian Balita
kedua di Indonesia. Tingginya kasus kesakitan akibat infeksi bakteri E. coli
menunjukkan pentingnya metode pemeriksaan yang tepat. Pemeriksaan E. coli
umumnya diperiksa dengan metode konvensional. Namun, pemeriksaan ini tidak
spesifik untuk mendeteksi bakteri tertentu termasuk E. coli karena dalam metode
pemeriksaan akan terdeteksi berbagai jenis mikroba pada sampel. Polymerase
Chain Reaction (PCR) merupakan metode pemeriksaan yang lebih spesifik dengan
menggunakan potongan pendek DNA untai tunggal yang disebut dengan primer.
Perancangan primer harus memenuhi kriteria untuk amplifikasi dan spesifik
terhadap gen target untuk menjamin keberhasilan amplifikasi. Penelitian
menunjukkan bahwa sekuen bakteri dapat memiliki kemiripan hingga 99%
sehingga memungkinkan sebuah primer mengamplifikasi lebih dari satu jenis
bakteri. Hal ini menunjukkan bahwa perancangan desain primer perlu didukung
dengan penggunaan metode yang optimal sehingga dapat mendeteksi secara
spesifik terhadap bakteri E. coli.

Berdasarkan permasalahan di atas, peneliti tertarik untuk merancang sebuah
desain primer yang spesifik yang didukung dengan metode PCR optimal dalam
mendeteksi bakteri E. coli secara spesifik. Pada penelitian ini dirancang dua pasang
desain primer yang digunakan dalam dua reaksi PCR berurutan yang dikenal
dengan Nested PCR. Tujuan penelitian yaitu untuk mendapatkan desain primer serta
reaksi Nested Polymerase Chain Reaction yang optimal sebagai deteksi spesifik

bakteri Escherichia coli.



Penelitian yang dilakukan merupakan penelitian kuantitatif deskriptif.
Penelitian kuantitatif deskriptif merupakan jenis penelitian yang memberikan
gambaran terhadap suatu data-data berupa angka yang dianalisis dan dibahas
sebagai narasi dan bukan merupakan pembuktian dari sebuah hipotesis. Penelitian
ini menerapkan metode in silico dalam perancangan dan analisis desain primer dan
metode in vitro pada optimasi metode Nested PCR dalam mendeteksi bakteri E. coli
secara spesifik. Optimasi Nested PCR dilakukan pada 1 sampel DNA E. coli murni
(ATCC 25922). Komponen PCR yang dioptimasi meliputi jumlah siklus PCR tahap
pertama, konsentrasi primer, dan suhu annealing. Setelah didapatkan reaksi yang
optimal, dilakukan pemeriksaan Nested PCR pada 12 sampel yang terdiri dari 10
sampel DNA yang berasal dari koloni terduga E. coli, 1 NTC sebagai kontrol
negatif, dan 1 sampel DNA E. coli ATCC 25922 sebagai kontrol positif. Optimasi
dilakukan dalam dua tahap. Pada hasil optimasi Nested PCR tahap pertama, dipilih
amplikon yang memberi hasil reaksi terbaik untuk dijadikan template Nested PCR
tahap kedua.

Hasil penelitian telah didapatkan dua pasang primer. Primer pertama yang
menghasilkan  produk 509 bp, terdiri dari primer forward Fl1
S’TCTCCGTGAAGCTGGTTTCC3’ serta primer reverse R1
5’"GCGACCAATCAGATCCACCA3’ dengan ukuran 20 bp, yang secara
keseluruhan pasangan primer pertama memenuhi syarat karakteristik primer dan
komplemen dengan 825 strain E. coli. Primer kedua yang menghasilkan produk 305
bp, terdiri dari primer forward F2 5’ATCGGTGAAATACGCAGGCT3’ serta
primer reverse R2 S>’TCGTCACCTTGAATGGCAGG3’ yang secara keseluruhan
pasangan primer kedua memenuhi syarat karakteristik primer dan komplemen
dengan 978 strain E. coli. Primer yang telah didapat kemudian dilakukan pengujian
pada DNA koloni bakteri E. coli ATCC 25922 dan koloni terduga E. coli. Hasil
ekstraksi DNA didapatkan sampel mengandung DNA dan gen 16s sebagai ciri
keberadaan bakteri. Primer dan DNA kemudian digunakan dalam proses optimasi
reaksi agar didapatkan Nested PCR terbaik dengan primer spesifik. Hasil optimasi
Nested PCR didapatkan reaksi yang optimal pada pemeriksaan E. coli dengan
desain primer spesifik yaitu Nested PCR tahap pertama dilakukan dalam 20 siklus

dengan konsentrasi primer 300 mM dan suhu annealing 55°C serta Nested PCR
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tahap kedua dilakukan dalam 35 siklus dengan konsentrasi primer 300 mM dan
suhu annealing 55°C.

Setelah didapatkan primer spesifik dan reaksi Nested PCR optimal, dilanjutkan
pada pengujian dengan metode Nested PCR menggunakan desain primer spesifik
didapatkan hasil positif pada 7 dari 10 sampel ditunjukkan dengan munculnya band
berukuran 305 bp pada gel elektroforesis. Sehingga dapat disimpulkan bahwa reaksi
Nested PCR optimal dengan desain primer spesifik dapat digunakan sebagai deteksi
E. coli. Penelitian ini merupakan tahap awal dengan fokus penelitian terkait dengan
desain primer serta optimasi reaksi Nested PCR dalam deteksi bakteri E. coli.
Penelitian ini perlu dilajutkan hingga didapatkan metode pemeriksaan terbaik
dalam deteksi E. coli. Peneliti selanjutnya dapat melanjutkan penelitian dengan
melakukan pengujian berbagai sampel biologis maupun non biologis dengan reaksi
Nested PCR optimal dan desain primer yang dihasilkan dalam penelitian ini.

Daftar bacaan: 64 (tahun 2015 —2024)
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