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Info Artikel Abstrak
Sejarah Artikel: Cryptococcus neoformans merupakan jamur yang berbahaya penyebab
Diterima: 25 Mei 2021 kriptokokosis.  Infeksi yang terjadi pada manusia oleh jamur ini
Disetujui: 5 Juni 2021 .. . . . . .
Dipublikasikan: 30 Juni 2021 melalui inhalasi basidiospora atau sel khamir kering yang tersebar di
lingkungan. Penentuan Cryptococcus neoformans dapat dilakukan
Kata kunci: melalui metode molekuler. Metode molekuler yang berkembang
Cryptococcus ~ Neoformans, melalui metode Polymerase Chain Reaction (PCR). Salah satu faktor
Primer, penting dalam keberhasilan PCR adalah pemilihan primer yang
Spesifisitas, memiliki spesifitas dan sensitivitas yang tinggi. Dalam penelitian ini
Sensitivitas kita akan menggunakan beberapa set primer yang didapat dari literatur

review dan dianalisis menggunakan program perl primer Ver.1121
serta website https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Hasil analisis didapatkan
primer dengan panjang berkisar antara 18-25, %GC lebih dari 50%,
melting temperature (Tm) tidak lebih dari 70°C, dan target isolat yang
spesifik. Hasil analisis ini diharapkan dapat memberikan informasi
primer yang memiliki spesifitas dan sensitivitas yang tinggi untuk
identifikasi Cryptococcus neoformans.

PENDAHULUAN

Cryptococcus neoformans termasuk dalam genus Cryptococcus dan termasuk dalam
filum Basidiomycota yang ditemukan pada tahun 1890. Habitat utama dari C.neoformans adalah
tanah yang mengandung material tanaman yang membusuk, lapukan kayu pada celah atau
lubang pohon, dan kotoran burung(Machrumnizar et al., 2016). Jamur ini dapat menyebabkan
penyakit kriptokokosis yang umumnya dialami oleh penderita dengan system imun yang rendah
seperti penderita human immunodeficiency virus (HIV), pasien dengan pengobatan
kortikosteroid yang panjang, transplantasi organ, dan keganasan limforetikuler. Infeksi oleh C.
neoformans ini dapat menyebabkan meningitis dan meningoensephalitis pada orang yang
terinfeksi HIV/ AIDS didiagnosis sebagai kriptokokal meningitis. Kasus ini ditemukan pada
lima sampai sepuluh persen orang yang terinfeksi HIV menderita kriptokokosis dan untuk
populasi umum sekitar 0.4-1.3 kasus perseratus ribu orang(Efrida & Ekawati, 2012).

Infeksi dari C. neoformans dimulai dengan inhalasi sel ragi kecil atau badiospora yang
memicu terjadinya kolonisasi pada saluran napas dan diikuti dengan infeksi. Pada penderita
meningitis kriptokokosis jamur ini dapat berdiseminasi secara homogen terutama ke sistem saraf
pusat dan melalui aliran darah dapat menembus sawar darah otak (SDO) yang kemudian
bereplikasi dengan cepat sehingga terjadinya peradangan di meninges dan parenkim otak
(meningoensephalitis). Deteksi C.neoformans ini dilakukan dengan berbagai metode antara lain
kultur, tinta india, deteksi antigen Cryptococcus, maupun molekuler (Wijaya, 2021). Salah satu
metode yang potensial untuk deteksi C. neoformans melalui molekuler dengan menggunakan
polymerase chain reaction (PCR). Metode ini dimungkinkan dapat mendeteksi jamur dan
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genotif strainnya (Martins et al., 2015). Selain itu, metode PCR dipilih karena relatif mudah dan
cepat dengan spesifisitas dan sensitivisitas yang tinggi (Budiarto, 2015).

Metode PCR merupakan metode sintesis dan amplifikasi DNA secara in vitro yang
melibatkan beberapa tahap yang berulang (siklus) serta terjadi duplikasi jumlah target DNA
untai ganda pada setiap siklusnya. Komponen yang dibutuhkan dalam PCR ini salah satunya
menggunakan primer. Primer mempengaruhi spesifisitas dan sensitivisitas dalam reaksi PCR.
Rancangan primer yang kurang baik akan membuat produk primer yang dihasilkan tidak spesifik
dan menghasilkan primer dimer(Yustinadewi et al., 2018). saat rancangan primer yang baik agar
menghasilkan spesifisitas dan sensitivisitas yang baik perlu diperhatikan beberapa hal antara lain
panjang primer berkisar antara 18-30 nukleotida, melting temperature (Tm ) berkisar antara 52-
58°C, komponen GC berkisar antara 45-60%, sebaiknya diujung 3’ mengandung komponen G
atau C sehingga lebih stabil, tidak mengandung komplemen pada primer dan pasangan primer,
dan konsentrasi primer berkisar antara 0.1-0.5 pM (Elsalam, 2003). Penelitian ini bertujuan
untuk menentukan primer yang memiliki spesifisitas dan sensitivisitas yang tinggi sehingga
menghasilkan produk yang baik untuk pemeriksaan C. neoformans.

METODE PENELITIAN
Sampel

Sampel penelitian besaral dari penelusuran literatur yang didapat dari jurnal yang membahas
mengenai deteksi Cryptococcus neoformans dengan menggunakan metode PCR. Sumber literatur
yang digunakan merupakan literatur yang baru dan kurang dari sepuluh tahun.

Analisis Spesifisitas dan sensitivisitas primer

Spesifisitas dan sensitivisitas primer harus dipertimbangkan ketika memilih primer yang
akan digunakan sehingga primer dapat mendeteksi target yang diinginkan. Spesifisitas primer
dilakukan dengan menggunakan program BLAST dari website NCBI
(https://BLAST .nchi.nim.nih.gov/BLAST.cqi). Program ini akan membandingkan sekuen primer
yang dengan database sekuen dari berbagai organisme yang tersimpan di NCBI. Data primer
yang spesifik akan dilihat dari perbandingan hasil yang sesuai dengan target yang diinginkan dan
organisme lain dalam bentuk persentase. Primer yang dipilih sebaiknya merupakan primer yang
memiliki tingkat persentase tinggi yang sesuai dengan gen target (Ye et al., 2012). Analisis lain
yang dibutuhkan menggunakan software PerlPrimer untuk melihat panjang basa, % GC, melting
temperature, dan menghitung dimer yang terjadi. Analisis dengan menggunakan software
PerlPrimer dilakukan dengan memasukkan data primer forward dan reverse ke dalam software
PerlPrimer. Analisis spesifisitas dan sensitivisitas primer ini dibutuhkan agar primer dapat
menghasilkan produk yang baik (O. J. Marshall, 2004).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pencarian literatur dari lima referensi yang diperoleh delapan pasang primer yang
digunakan dalam mendeteksi C.neoformans. sepasang primer terdiri dari primer forward dan
reverse. Primer ini dianalisis dengan program BLAST primer dan PerlPrimer sehingga
didapatkan hasil yang dapat dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Kandidat Data Primer untuk deteksi C. Neoformans

No Sequence (5°-3°) Melting Panjan % Ikatan Dimer % Produk Referensi
Temperature g Basa GC Extensible Non sama dengan
(Tm) Extensible target
1 Forward ATCACCTTCCCACTAACACATT 59.87 22 40 Tidak ada  Paling tinggi 498 dari 936 (Martins et
Reverse GAAGGGCATGCCTGTTTGAGA 64,25 22 54 -8,61 (53,2%) al., 2015)
G kcal/mol
2 Forward TGCCCGAAGCCGTTGCTGAG 68,40 20 65 Paling tinggi  Paling tinggi 12 dari 22 (54%)  (Alarousy et
Reverse ACCCGGAAACCCTTGGCACG 68,13 20 65 -2,59 -3,29 al.,, 2011)
kcal/mol kcal/mol
3 Forward GAGTGTCTCCGCAACCCGCA 67,77 20 65 Paling tinggi  Paling tinggi 12 dari 27 (44%)
Reverse CCTACTCTGCCAAATCAACTC 58,85 21 47 -1,26 -1,47

166


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Febriyana, D., et al / Analisis Spesifisitas dan Sensitivisitas Primer

kcal/mol kcal/mol
4 Forward GCAGCGGCTTGCCATTCGTG 68,07 20 65 Paling tinggi  Paling tingg 12 dari 23 (52%)
Reverse AGTCCGTGGAGGCGTGGTCA 68,46 20 65 -2,70 -5,21
kcal/mol kecal/mol
5 Forward ACCCTACCGGCCACGGACTC 68,60 20 70 Paling tinggi  Paling tinggi 12 dari 24 (50%)
Reverse GGGCACCTTGATGGCTCGCA 68,24 20 65 2,97 -5,86
kcal/mol kecal/mol
6 Forward ATTGCGTCCACCAAGGAGCTC 65,55 21 57 Paling tinggi  Paling tinggi 6 dari 6 (100%) (Lealetal.,
Reverse ATTGCGTCCATGTTACGTGGC 64,38 21 52 -4,52 -4,69 2008)
kcal/mol keal/mol
7 Forward TCCGTAGGTGAACCTTGCGG 64,80 20 60 Paling tinggi  Paling tinggi 0 dari 25 (0%) (Amirrajab
Reverse TCCTCCGCTTATTGATATGC 57,70 20 45 -6,05 -3,69 et al., 2016)
kcal/mol kcal/mol
8 Forward ATCACCCTACCATTCACACATT 59,93 22 40 Tidak ada  Paling tinggi 0 dari 9 (0%) (Cidiane &
Reverse GAAGGGCATGCCAGATGTTTG 62,67 21 52 -8,61 Fabiana,
kcal/mol 2016)

Hasil dengan menggunakan program BLAST primer menunjukkan bahwa terdapat
sepasang primer yang memiliki tingkat spesifisitas yang tinggi dengan organisme target dengan
Forward : ATTGCGTCCACCAAGGAGCTC dan reverse: ATTGCGTCCATGTTACGTGGC.
Primer tersebut spesifik dalam mendeteksi C.neoformans dimana hasil perbandingan
menunjukkan tingkat kesesuaian 100 % dengan data yang terdapat di database sekuen. Program
ini penting dalam menentukan primer karena dapat mengetahui bahwa primer yang digunakan
benar- benar spesifik dan tidak menempel pada organisme lainnya (Sasmito et al., 2014).
Penggunaan primer BLAST dapat dilihat pada gambar 1 dimana memperlihatkan primer
dibandingkan dengan database sekuen yang ada di NCBI.

Primer pair 1

Sequence (5->3) Length Tm [T Self complementarity Self 3 complementarity
Forward primer ATTGCGTCCACCAAGGAGCT 1 629 t ¢
Reverse primer ATTGCGTCCATGTTACGTGGH 1

Products on target templates

Gambar 1. Analisis sepasang Primer dengan menggunakan primer BLAST

Pengujian primer selanjutnya dengan menggunakan software PerlPrimer. PerlPrimer
merupakan aplikasi yang digunakan untuk design primer baik PCR standar, real time PCR,
maupun untuk sequencing (O. Marshall, 2007). Software ini digunakan untuk memprediksi
masalah yang timbul jika primer diaplikasikan pada pemeriksaan (Sunarno & Novriani, 2016).
Pengujian dengan menggunakan PerlPrimer diperlihatkan pada gambar 2. Hasil dari analisis
diperoleh bahwa primer yang diuji memiliki kriteria yang cukup baik sebagai kandidat primer.
Kriteria tersebut antara lain panjang primer %GC content sebesar 40-60%, Tm 52-58°C, panjang
primer 18-30 basa, tidak terdapat hairpin dan pengulangan lebih dari 4 basa (Elsalam, 2003;
Sunarno & Novriani, 2016). Semakin baik kandidat suatu primer maka akan meningkatkan
tingkat sensitivisitas suatu primer.

167



Febriyana, D., et al / Analisis Spesifisitas dan Sensitivisitas Primer

% PerlPrimerv1.1.21 - u] x

File Tools Help

OERIE XB

: 6555 °C Length: 21 bases GC: 57 %
5 ey dH: -165.10 kealmol  dGe37: -24.28 kealimol

rrrrr

Tm: 6438 °C Length: 21 bases GC: 52 %
d§% 46315 eu  dH: -167.60 kcalmol  dG°37: -23.85 kcalimol

primer-dimers (at 27°C), if any =]
2

[Sxmmra] sorpomen|
Gambar 2. Analisis sepasang primer dengan menggunakan PerlPrimer

Panjang primer yang terlalu pendek akan mengurangi kespesifikan primer sedangkan
primer yang terlalu panjang akan membuat reaksi PCR tidak berjalan efektif, sedangkan untuk %
GC content pada sebaiknya tidak terlalu rendah karena akan menurunkan tingkat spesifisitas
karena menyebabkan mispriming ditempat lain. Pada tabel 1 memperlihatkan terdapat beberapa
primer yang memiliki % GC content melebihi 60%. Hal lain yang perlu diperhatikan yaitu ujung
3 dari primer sebaiknya basa G atau C karena basa A atau T lebih toleran terhadap mismatch
dibanding G atau C (Dieffenbach & Dveksler, 1995; Handoyo & Rudiretna, 2001).

Kriteria lain agar primer menjadi kandidat yang baik adalah tidak terjadi pengulangan
lebih  dari  empat  basa. Pada  tabel 1  primer  forward nomor 8
(ATCACCCTACCATTCACACATT) memperlihatkan bahwa terjadi pengulangan CACACA.
Hal ini sebaiknya dihindari karena dapat menyebabkan penempelan primer di tempat yang tidak
diinginkan (mismatch). Hasil lain yang didapat dengan menggunakan PerlPrimer adalah ikatan
dimer. Nilai ikatan sebaiknya tidak melebihi dari nilai -7kcal/mol dan beberapa literatur
menyebut bisa sampai nilai -9 kcal/mol dimana bila nilai ini semakin tinggi maka dibutuhkan
energi yang lebih tinggi dalam memecah struktur atau ikatan bila terjadi dimer (Sunarno &
Novriani, 2016). Primer yang terdapat pada tabel memperlihatkan delta G tertinggi sebesar -8,61
kcal/mol.

Kandidat primer yang baik tidak hanya dilihat dari tingkat spesifisitas yang tinggi tetapi
juga melihat dari sensitivitasnya. Sepasang primer Forward : ATTGCGTCCACCAAGGAGCTC
dan reverse : ATTGCGTCCATGTTACGTGGC ini mempelihatkan bahwa tidak hanya memiliki
tingkat Spesifisitas nya yang tinggi tetapi juga memilki tingkat sensitivisitas yang tinggi
dengan memenuhi kriteria kandidat primer yang baik. Primer ini diharapkan dapat mendeteksi C.
neoformans dengan baik sehingga dapat dipergunakan dalam pemeriksaan dan memperlihatkan
hasil yang baik.

PENUTUP

Analisis data menggunakan program BLAST primer menghasilkan sepasang primer yang
memiliki tingkat spesifisitas yang tinggi karena sesuai dengan produk yang diinginkan. Selain itu,
Analisis melalui PerlPrimer didapatkan primer yang diuji memiliki kandidat primer yang cukup
baik dibandingkan dengan kriteria syarat- syarat primer. Dilihat dari kedua aplikasi ini didapatkan
sepasang primer yang baik. Primer tersebut diharapkan dapat mendeteksi C.neoformans dengan
baik sehingga memperlihatkan hasil yang diharapkan.
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