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Info Artikel Abstrak
Sejarah Artikel: Aspergillus  fumigatus merupakan patogen utama penyebab
B:;‘;hﬁf’m‘?'zéozzll aspergillosis invasif. Deteksi infeksi A. fumigatus untuk diagnostik
Dipublikasikan: 30 Juni 2021 Klinik rutin dapat dilakukan menggunakan metode real time
Polymerase Chain Reaction (real time PCR). Pemilihan primer dan
Kata kunci: probe yang tepat merupakan komponen penting untuk digunakan
Aspergillus fumigatus, dalam deteksi A. fumigatus dengan metode real time PCR. Studi ini
analisis in silico, bertujuan untuk memberikan alternatif pemilihan primer dan probe
real time PCR yang tepat untuk deteksi A. fumigatus dengan PCR. Primer dan probe

yang telah digunakan dalam beberapa penelitian dianalisis
menggunakan Primer BLAST NCBI dan program PerlPrimer 1.1.21.
Hasil analisis secara in silico beberapa pasang primer dan probe
dengan target gen ribosomal memiliki beberapa komposisi basa
berulang dan target spesies yang tidak spesifik. Pasangan primer dan
probe yang diprediksi memiliki sensitivitas dan spesifisitas paling
tinggi untuk mendeteksi A. fumigatus dari sampel Kklinis di
laboratorium yaitu pasangan primer gen pengkode haemolysin.

PENDAHULUAN

Kasus infeksi jamur invasif telah menyebabkan lebih dari 1,6 juta kematian per tahun
(Zakaria et al., 2020). Kasus ini banyak ditemukan di 19 negara yang berada di Asia, Afrika dan
Timur Tengah (Chakrabarti et al., 2011; Denning et al., 2013; Kmeid et al., 2020). Salah satu kasus
infeksi jamur yang umum ditemukan, fatal dan mematikan yaitu invasive aspergillosis (1A) (Crum-
Cianflone, 2016; Roudbarmohammadi et al., 2018).

Kasus IA erat kaitannya dengan influenza akut (Crum-Cianflone, 2016). Patogen utama
penyebab IA yaitu Aspergillus fumigatus. Jamur ini juga menyebabkan aspergillosis paru kronik
(Heddergott et al., 2014; Lamoth, 2016). Spora A. fumigatus yang terhirup ke dalam paru-paru
mengakibatkan komplikasi, penyakit hipersensitivitas seperti allergic asthma, hypersensitivity
pneumonitis serta dapat menyebabkan kematian pada pasien dengan kekebalan tubuh rendah
(Heddergott et al., 2014; Lamoth, 2016; Mousavi et al., 2016).

Pengembangan deteksi A. fumigatus di laboratorium terus dilakukan. Deteksi A. fumigatus
diperlukan untuk penerapan diagnosis dan terapi infeksi (Zakaria et al., 2020). Deteksi A. fumigatus
selama ini dilakukan dengan pengujian mikroskopik, kultur spesimen dari saluran pernafasan ataupun
biopsi ternyata memiliki sensitifitas rendah dan tidak efisien (Barton, 2013; Kourkoumpetis et al.,
2012). Real time polymerase chain reaction (PCR) merupakan metode yang lebih akurat untuk
deteksi A. fumigatus (Hadrich et al., 2011; Nabili et al., 2013; Torelli et al., 2011).

Tantangan pada penerapan metode real time PCR, yaitu adanya tingkat evolusi berbeda di
beberapa region pada gen tertentu yang dimiliki jamur maupun mikroorganisme lainnya. Hal ini
memungkinkan adanya hasil sekuens gen yang bervariasi (Ghyselinck et al., 2013). Oleh karena itu,
pemilihan primer dan probe yang tepat merupakan komponen penting untuk digunakan dalam deteksi
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A. fumigatus dengan metode real time PCR. Informasi terkait sekuen dari primer dan probe yang
akan digunakan dapat terlebih dahulu diketahui secara in silico menggunakan program bioinformatik
sebagai gambaran sensitivitas dan spesifisitasnya.

Studi ini bertujuan untuk mengetahui hasil analisis in silico sensitivitas dan spesifisitas
primer dan probe yang digunakan pada beberapa penelitiandalam mendeteksi A. fumigatus. Manfaat
studi ini yaitu menyediakan pilihan sekuens untuk deteksi A. fumigatus dengan metode real time
PCR di laboratorium.

METODE PENELITIAN

Studi literatur dilakukan menggunakan database Google, Google Scholar dan ScienceDirect
dengan kata kunci real time PCR Aspergillus fumigatus. Sekuens primer dan probe dari beberapa
penelitian yang dipublikasi tahun 2011-2020 serta beberapa tahun sebelumnya yang terkait A.
fumigatus. Analisis in silico dilakukan menggunakan Primer BLAST NCBI pada URL
http://www.ncbi.nlm.nih.gov dan program PerlPrimer 1.1.21.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelusuran pustaka diperoleh sebanyak 25, diantaranya 8 pustaka terkait pemeriksaan
real time PCR A. fumigatus. Dari sejumlah pustaka terkait pemeriksaan real time PCR A. fumigatus,
diambil 5 pustaka dengan jumlah sitasi terbanyak sehingga diperoleh 6 pasang primer dan probe
dengan 6 gen target berbeda (Tabel 1).

Beberapa parameter primer yang baik meliputi panjang primer, melting temperature (Tm),
persentase jumlah basa G dan C (%GC/GC content), GC clamp, runs, repeats, hairpins, self dimer,
dan cross dimer (Borah, 2011; Popp & Bauer, 2015). Parameter ini perlu disesuaikan dengan standar
karena akan mempengaruhi berlangsungnya proses PCR dan produk PCR yang diperoleh (Popp &
Bauer, 2015).

Tabel 1. Hasil Analisis Parameter Primer dan Probe

No NamaPrimer Sekuens (5'->3") Tm Panjang GC Run Repeat Referensi
dan Probe (°C) Produk (%)
Forward GCCCGCCGTTT 61,31 15 73
CGAC
Reverse CCGTTGTTGAA 60,37 27 33 (Luong et
1 AGTTTTAACTG al., 2011)
ATTAC Ada Tidak ada
Probe CCCGCCGAAG
ACCCCAACAT
G

Forward GCCTGGTAGT 67,28 22 59
GAAGCTGAGC
GT

2 Reverse CGGTGAATGT 64,4 23 52 (Costaetal.,

AGGCATGTTGT Ada Ada 2001)
CcC

Probe FAM-
TCACTCTCTAC
CCCCATGCCCG
AGCC- TAMRA

Forward GAAAGGTCAG 62,69 22 50
GTGTTCGAGTC
A
3 Reverse CATCATGAGT 64,4 23 52
GGTCCGCTTTA Tidak ada  Tidak ada (Costa et al.,
C 2001)
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Probe FAM-
ATCCCTAAACC
CGCAACCAAA
GGC-TAMRA

F-Asphs TGGTACAAGG 6154 20 50

ACGGTGACAA
4 R-Asphs GTCCCAGTGG 61,62 20 55 (Abad-Diaz-

ACTCTTCCAA De-Cerio et

Prob-Asphs FAM- Tidak ada  Tidak ada al., 2013)
CCAGGCGGTT
CCGTGAACGT
CATAMRA

Asp fum_F GCAGTCTGAG 60,11 25 40
TTGATTATCGT
AATC
5 Fungi 5.8 R CAGGGGGCGC 64,8 25 70 (Oliver
AATGTGC Ada Tidak ada Morton et
ITS-PF FAM- al., 2011)
CAGCGAAATG
CGATAAGTAA
TGTGAATTGCA
-TAM

F-benAfum TAATAGCTAC 55,85 20 40
AATGGCTCCT

R-benAfum ACGAGGAACA 54,19 19 36
TATTTGTCA

benAfum CTCTTGATTTA

probe TACTATTTCGG

TexasRed (- C

BHQ?2)

(Fernandez-
Molina et
Tidak ada  Tidak ada al., 2014)

Sebanyak 1 dari 6 primer forward yang dianalisis secara in silico pada studi ini memiliki
panjang basa 15bp, sementara primer lainnya memeiliki panjang basa ideal. Panjang primer ideal
yaitu antara 18-30 oligonukleotida (Borah, 2011; Handoyo & Rudiretna, 2001), dengan kondisi
optimal pada 18-22 bp (Borah, 2011). Handoyo menyatakan bahwa spesifisitas primer akan
berkurang jika panjang primer kurang dari 18 basa. Ukuran primer yang pendek akan menyebabkan
penempelan primer di tempat lain yang tidak diinginkan (misprimming). Berkurangnya spesifisitas
primer dapat mempengaruhi proses PCR. Panjang primer yang lebih dari 30 basa, secara umum tidak
terlalu mempengaruhi spesifisitas primer, namun akan mempengaruhi besarnya biaya pembelian
primer (Handoyo & Rudiretna, 2001).

Kisaran Tm untuk primer forward dan reverse yaitu 42-65°C, dengan kondisi optimal untuk
menghasilkan produk terbaik pada 52-58°C. Aktivitas annealing tidak akan berjalan baik jika Tm
lebih dari 65°C sehingga proses amplifikasi DNA pun tidak akan berjalan baik (Popp & Bauer,
2015). Sebaliknya, jika Tm terlalu rendah maka akan terjadi kecenderungan penempelan primer di
tempat lain dan menghasilkan produk yang tidak spesifik. Perbedaan Tm antara primer forward dan
reverse sebaiknya tidak lebih dari 5°C (Borah, 2011; Handoyo & Rudiretna, 2001). Hanya ada 1
primer reverse pada studi ini dengan Tm > 65°C, sementara lainnya masih masuk dalam rentang
standar. Perbedaan Tm antara primer forward dan reverse yang lebih dari 5°C ditemukan pada 1
pasangan primer.

Jumlah %GC vyaitu persentase banyaknya guanin dan sitosin pada primer. Jumlah %GC ideal
yaitu 40-60% (Borah, 2011). Primer dengan %GC rendah tidak dapat menempel secara efektif pada
template (Handoyo & Rudiretna, 2001). Dari 6 pasang primer yang dianalisis, tidak ada primer yang
memiliki %GC dibawah 40% namun terdapat 1 primer forward dan 1 primer reverse dengan %GC >
60%.
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Pasangan GC / GC clamp didefinisikan sebagai adanya basa G/C pada lima basa terakhir dari
ujung 3’ primer. Ikatan kuat antara basa G/C mengakibatkan adanya pengikatan spesifik pada ujung
3’ primer dengan rentang yang masih dapat ditoleransi sebanyak 3 basa(Popp & Bauer, 2015).
Keberadaan G/C di ujung 3’ primer membantu stabilitas ikatan primer dan DNA template yang
diperlukan untuk inisiasi polimerase DNA. Tidak ditemukan G/C yang melebihi standar untuk
pasangan primer yang telah dianalisis.

Analisis in silico dapat menunjukkan adanya struktur sekunder yang dihasilkan oleh interaksi
antar molekul atau intra molekul. Struktur sekunder dibedakan menjadi hairpins, self dimer dan cross
dimer. Hal ini mempengaruhi penempelan primer pada template dan mengakibatkan risiko penurunan
sensitivitas. Hairpins terbentuk karena adanya interaksi intra molekul pada primer. Struktur hairpins
disebut juga loop. Pada ujung 3’ primer, diperbolehkan adanya hairpin dengan AG maksimum -2
kcal/mol dan hairpins internal dengan AG maksimum -3. Cross dimer terbentuk karena adanya
interaksi antara primer forward dan reverse yang homolog (Borah, 2011). Dari 6 pasang primer yang
dianalisis tidak ditemukan adanya hairpins.

Adanya nukleotida berulang pada hasil analisis in silico primer disebut sebagai repeats.
Pengulangan nukleotida menyebabkan mispriming. Sementara itu, urutan basa yang diulang terus
menerus disebut sebagai run. Pada hasil analisis in silico ditemukan 2 run pada pasangan gen target
ribosomal dan 1 run pada gen target AspHS. Sementara itu, terdapat 1 kali pengulangan basa T dan G
pada primer dengan gen target ribosomal.

Gen target yang digunakan dalam pemeriksaan real time PCR A. fumigatus berbeda-beda
(Tabel 2.). Gen ribosomal berupa 18SrRNA umumnya dijadikan sebagai gen target untuk mendeteksi
jamur patogen, berbeda dengan bakteri yaitu gen 16SrRNA (Popp & Bauer, 2015). Selain itu, dapat
juga digunakan gen mitokondrial (Costa et al., 2001; Guegan et al., 2018) dan gen spesifik lainnya.

Tabel 2. Hasil Analisis Gen Target dari Masing-Masing Primer dan Probe secara In Silico

No  Primer dan Gen Jumlah Jumlah gen Jumlah Jumlah Jumlah  Sensitivitas  Spesifisitas
Probe Target gen target spesies spesies spesies (%) (%)
(Referensi) target teregistrasi  non target target target
terampli dengan tanpa
fikasi mutasi mutasi
1  Forward ITS-1
Reverse regions of 842 813 55 6 807 99,26 96,56
Probe ribosomal
DNA
(Luong et al.,
2011)
2 Forward FKS gene
Reverse 16 2 18 0 2 100 12,50
Probe
(Costa et al.,
2001)
3  Forward AfMITO
Reverse (mitochon 28 5 0 0 5 100 17,86
Probe drial
gene)
(Costa et al.,
2001)
4  F-Asphs AspHS
R-Asphs gene 4 4 0 0 4 100 100
Prob-Asphs
(Abad-Diaz-
De-Cerio et
al., 2013)

5  Aspfum_F ITS1/5,8S
Fungi 5.8 R rRNA
ITS-PF gene 35 24 1049 0 24 100 68,57
region
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(Oliver
Morton et al.,
2011)

6  F-benAfum 18S-ITS1-
R-benAfum 5.8S-
benAfum ITS2-28S
probe region
TexasRed (- and 846 838 25 0 838 100
BHQ2)6 partial

benA
(Fernandez- gene
Molina et al.,
2014)

99,05

Penggunaan gen spesifik untuk deteksi A. fumigatus dengan real time PCR masih terus
dikembangkan (Guegan et al., 2018; Kourkoumpetis et al., 2012; White et al., 2015), terutama untuk
deteksi resistensi umumnya saat ini dilakukan secara konvensional. Pada studi ini digunakan gen
mitokondrial yaitu AfMITO dan beberapa gen target lainnya seperti AfKS dan AspHS (Abad-Diaz-De-
Cerio et al., 2013; Costa et al., 2001). Gen AfKS dipilih sebagai salah satu target untuk deteksi A.
fumigatus karena merupakan gen tunggal yang terlibat dalam sintesis B-(1-3)-glukan (Costa et al.,
2001), sedangkan AspHS merupakan gen virulen pengkode haemolysin yang diekspresikan secara
berlebihan pada infeksi in vivo (Abad-Diaz-De-Cerio et al., 2013).

Sebanyak 3 pasang primer dan probe dengan gen target ribosomal menunjukkan prediksi
sensitivitas dan spesifisitas bervariasi. Analisis menggunakan Primer BLAST NCBI diperoleh
adanya mutasi pada spesies target yang terdeteksi pada salah satu pasangan primer dengan gen target
ribosomal sehingga prediksi sensitivitas yang diperoleh rendah. Hal ini sejalan dengan pernyataan
Bauer et al. (2015) yang menyebutkan bahwa penggunaan gen ribosomal untuk deteksi mikroba
patogen memiliki risiko kontaminasi. Primer 16sRNA atau 18sRNA dapat mengamplifikasi
komponen asing yang mungkin dihasilkan dari mikroba sehingga sinyal reaksi terganggu (Popp &
Bauer, 2015). Selain itu, gen ribosomal juga memiliki tingkat evolusi yang sangat tinggi. Pada
striktur gen ini terrdapat hypervariable region, yaitu daerah gen ribosomal yang laju evolusinya
melebihi rata-rata laju evolusi seluruh nukleotida dalam molekul (Ghyselinck et al., 2013). Pasangan
primer dan probe yang diprediksi memiliki sensitivitas dan spesifisitas paling tinggi untuk
mendeteksi A. fumigatus dari sampel klinis di laboratorium yaitu pasangan primer dengan gen target
AspHS gene (gen pengkode haemolysin).

PENUTUP

Pasangan primer dan probe dengan target gen ribosomal memiliki beberapa komposisi basa berulang
dan target spesies yang tidak spesifik. Pasangan primer dan probe yang diprediksi memiliki
sensitivitas dan spesifisitas paling tinggi untuk mendeteksi A. fumigatus dari sampel klinis di
laboratorium yaitu pasangan primer gen pengkode haemolysin. Reaksi kimia yang terjadi selama
pelaksanaan real time PCR di laboratorium belum diperhitungkan dalam penentuan spesifisitas
pasangan primer dan probe. Sesuai hasil analisis in silico, untuk penerapan deteksi A. fumigatus di
laboratorium dapat digunakan pasangan primer dan probe dengan target gen spesifik non ribosomal.
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