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PRIMER DESIGN AND OPTIMIZATION OF POLYMERASE CHAIN
REACTION (PCR) METHOD FOR DETECTION OF THE blaSHV GENE
IN Klebsiella pneumoniae

ABSTRACT

Antibiotic resistance mediated by the blaSHV gene in Klebsiella pneumoniae
represents a major challenge in bacterial infection management. Therefore, a
specific and sensitive molecular detection method is required. This study aimed to
design specific primers for the blaSHV gene using an in silico approach and to
optimize PCR conditions for its detection. The methods included primer design
using NCBI Primer-BLAST, secondary structure analysis with NetPrimer,
validation using Benchling and BLAST, and in vitro testing using PCR with DNA
extracted by the PCIA method. The results obtained 10 candidate primer pairs with
optimal parameters, with primer pair number 10 identified as the best (forward: 5°-
TGTCGCTTCTTTACTCGCCT-3’; reverse: 5’-TCTATCATGCCTACGCTGCC-
3’) producing a 184 bp amplicon. PCR optimization revealed an optimal annealing
temperature of 59.1°C, producing clear and specific DNA bands. Specificity testing
showed amplification only in Klebsiella pneumoniae and not in Escherichia coli. In
conclusion, the designed primers demonstrated high specificity, and the optimized
PCR conditions effectively detected the blaSHV gene accurately.

Keywords: Klebsiella pneumoniae; blaSHV; Primer Design.
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DESAIN PRIMER DAN OPTIMASI METODE POLYMERASE CHAIN
REACTION UNTUK DETEKSI GEN blaSHV
BAKTERI Klebsiella pneumonia

ABSTRAK

Resistensi antibiotik yang dimediasi oleh gen blaSHV pada Klebsiella pneumoniae
menjadi salah satu tantangan utama dalam penanganan infeksi bakteri. Oleh karena
itu, diperlukan metode deteksi molekuler yang spesifik dan sensitif. Penelitian ini
bertujuan untuk merancang primer spesifik gen blaSHV secara in silico serta
mengoptimasi kondisi PCR untuk deteksinya. Metode penelitian meliputi desain
primer menggunakan NCBI Primer-BLAST, analisis struktur sekunder dengan
NetPrimer, validasi menggunakan Benchling dan BLAST, serta uji in vitro melalui
PCR menggunakan DNA hasil ekstraksi metode PCIA. Hasil menunjukkan
diperolehnya 10 kandidat primer dengan parameter optimal, dan primer terbaik
adalah primer ke-10 (forward: 5’-TGTCGCTTCTTTACTCGCCT-3’; reverse: 5’-
TCTATCATGCCTACGCTGCC-3’) dengan produk 184 bp. Optimasi PCR
menunjukkan suhu annealing optimal pada 59,1°C dengan pita DNA yang jelas dan
spesifik. Uji spesifisitas menunjukkan amplifikasi hanya terjadi pada Klebsiella
pneumoniae dan tidak pada Escherichia coli. Disimpulkan bahwa primer yang
dirancang memiliki spesifisitas tinggi dan kondisi PCR yang dioptimasi mampu
mendeteksi gen blaSHV secara akurat.

Kata kunci: Klebsiella pneumonia; blaSHV; desain primer.
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RINGKASAN PENELITIAN

DESAIN PRIMER DAN OPTIMASI METODE POLYMERASE CHAIN
REACTION UNTUK DETEKSI GEN blaSHV
BAKTERI Klebsiella pneumoniae

Oleh; Ida Ayu Nia Paramita
(P07134222050)

Infeksi yang disebabkan oleh bakteri Klebsiella pneumoniae merupakan salah
satu masalah kesehatan yang signifikan, terutama karena meningkatnya kasus
resistensi terhadap antibiotik P-laktam. Salah satu mekanisme utama resistensi
tersebut adalah produksi enzim Extended-Spectrum p-Lactamase (ESBL), yang
mampu menghidrolisis berbagai antibiotik golongan B-laktam. Gen blaSHV
merupakan salah satu gen penyandi enzim [-laktamase yang berperan penting
dalam fenomena resistensi ini. Keberadaan gen blaSHV pada isolat bakteri klinis
dapat menyebabkan kegagalan terapi antibiotik, sehingga diperlukan metode
deteksi yang cepat, akurat, dan spesifik. Metode konvensional seperti kultur bakteri
membutuhkan waktu yang relatif lama, sehingga pendekatan molekuler seperti
Polymerase Chain Reaction (PCR) menjadi alternatif yang lebih efisien. Namun,
keberhasilan PCR sangat dipengaruhi oleh kualitas desain primer dan kondisi reaksi
yang optimal. Penelitian ini bertujuan untuk merancang primer spesifik gen blaSHV
secara in silico serta mengoptimasi metode PCR untuk mendeteksi gen tersebut
pada bakteri Klebsiella pneumoniae. Selain itu, penelitian ini juga bertujuan untuk
mengevaluasi spesifisitas primer yang dihasilkan melalui pendekatan in silico dan
in vitro, sehingga dapat diperoleh primer yang benar-benar akurat dan dapat
digunakan dalam deteksi molekuler.

Metode penelitian yang digunakan terdiri dari beberapa tahapan utama. Tahap
pertama adalah desain primer secara in silico menggunakan NCBI Primer-BLAST
dengan memanfaatkan data sekuens gen blaSHV dari database GenBank. Parameter
yang diperhatikan dalam desain primer meliputi panjang primer, suhu leleh (Tm),
kandungan GC, serta ukuran produk PCR. Selanjutnya, dilakukan analisis struktur
sekunder menggunakan NetPrimer untuk mengevaluasi potensi pembentukan

hairpin, self-dimer, serta run dan repeat yang dapat memengaruhi efisiensi PCR.



Primer terbaik kemudian divalidasi kembali menggunakan Benchling untuk
memastikan kesesuaian parameter desain secara menyeluruh. Uji spesifisitas primer
dilakukan menggunakan BLAST wuntuk memastikan bahwa primer hanya
menempel pada gen target dan tidak mengalami amplifikasi silang dengan
organisme lain.

Tahap berikutnya adalah pengujian secara in vitro. DNA bakteri Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 diekstraksi menggunakan metode Phenol-Chloroform
Isoamyl Alcohol (PCIA). Hasil ekstraksi kemudian dianalisis secara kualitatif
menggunakan elektroforesis gel agarosa dan secara kuantitatif menggunakan
NanoDrop untuk mengetahui konsentrasi serta tingkat kemurnian DNA. Setelah
diperoleh DNA dengan kualitas yang baik, dilakukan optimasi PCR menggunakan
metode gradient PCR untuk menentukan suhu annealing yang paling optimal.
Proses PCR dilakukan dengan variasi suhu annealing untuk melihat kondisi terbaik
dalam menghasilkan amplifikasi yang spesifik. Hasil PCR kemudian dianalisis
menggunakan elektroforesis gel untuk mengamati keberadaan pita DNA sesuai
ukuran target. Selain itu, dilakukan wuji spesifisitas menggunakan bakteri
pembanding yaitu Escherichia coli untuk memastikan bahwa primer hanya
mengamplifikasi gen blaSHV pada Klebsiella pneumoniae.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari 10 kandidat primer yang dirancang,
seluruh primer telah memenuhi parameter dasar desain primer yang baik, yaitu
panjang 20 bp, nilai Tm berkisar antara 59,40-60,53°C, dan kandungan GC sebesar
50-60%. Berdasarkan analisis struktur sekunder menggunakan NetPrimer,
pasangan primer nomor 10 dipilih sebagai primer terbaik karena tidak menunjukkan
pembentukan hairpin dan memiliki nilai self-dimer dalam batas toleransi. Primer
ini memiliki urutan forward 5’-TGTCGCTTCTTTACTCGCCT-3’ dan reverse 5’-
TCTATCATGCCTACGCTGCC-3’, dengan ukuran produk PCR sebesar 184 bp.
Validasi menggunakan Benchling menunjukkan bahwa primer tersebut memenuhi
seluruh kriteria desain primer yang optimal. Hasil uji BLAST juga menunjukkan
tingkat kesamaan 100% terhadap gen blaSHV pada Klebsiella pneumoniae, yang
menandakan spesifisitas yang sangat tinggi.

Pada tahap in vitro, hasil ekstraksi DNA menunjukkan pita DNA yang jelas
pada elektroforesis gel, serta konsentrasi DNA sebesar 141,8 ng/uL dengan rasio
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A260/A280 sebesar 1,93 yang menunjukkan kemurnian tinggi. Hasil optimasi PCR
menunjukkan bahwa suhu annealing optimal berada pada 59,1°C, yang
menghasilkan pita DNA paling jelas dan tajam sesuai ukuran target 184 bp. Pada
suhu yang lebih rendah atau lebih tinggi, terbentuk pita smear atau pita redup yang
menunjukkan amplifikasi non-spesifik. Uji spesifisitas menunjukkan bahwa pita
DNA hanya muncul pada sampel Klebsiella pneumoniae dan tidak pada
Escherichia coli, yang mengonfirmasi bahwa primer memiliki spesifisitas tinggi
terhadap gen target.

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa desain primer secara in
silico yang dikombinasikan dengan analisis struktur sekunder dan validasi
bioinformatika mampu menghasilkan primer yang spesifik dan efisien. Selain itu,
optimasi kondisi PCR, khususnya suhu annealing, merupakan faktor penting dalam
menentukan keberhasilan amplifikasi DNA secara spesifik. Primer yang dihasilkan
dalam penelitian ini terbukti mampu mendeteksi gen blaSHV secara akurat pada
bakteri Klebsiella pneumoniae, baik secara in silico maupun in vitro. Sebagai saran,
penelitian ini masth merupakan tahap awal sehingga perlu dilakukan
pengembangan lebih lanjut. Peneliti selanjutnya disarankan untuk mengaplikasikan
metode PCR kuantitatif (qPCR) untuk mengetahui tingkat ekspresi atau jumlah
relatif gen blaSHV secara real-time. Selain itu, pengujian primer pada berbagai
isolat klinis juga perlu dilakukan untuk mengevaluasi performa primer dalam
kondisi yang lebih kompleks. Pengembangan metode ini diharapkan dapat
mendukung diagnosis molekuler yang lebih cepat dan akurat dalam mendeteksi
bakteri resisten antibiotik, sehingga dapat membantu dalam pengambilan keputusan

terapi yang lebih tepat.

Daftar bacaan: 40 (tahun 2001-2026)
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