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Abstract 

Cervical cancer generally caused by Human Papillomavirus (HPV) types 16 and 18 infection. This 

disease has high death rate in women all over the world. In HPV there are 2 capsid proteins, namely 

major capsid protein (L1) and minor (L2), where L1 protein is present on the surface of the virus and 

plays an important role in viral infection to the cervical epithelium while L2 protein plays a role in 

stabilizing the capsid. There is a genetic variation up to 10% in the L1 gene which can be used to 

distinguish HPV types. This study aims to design primers based on L1 gene in the detection of HPV 

types 16 and 18 infections, using the In-house Multiplex Polymerase Chain Reaction (Multiplex PCR) 

technique. Primers were designed with ‘Primer BLAST' tool of NCBI website (National Center for 

Biotechnology Information) and its specificity was tested with the 'Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST)' tool. Some of the primer candidates were then re-selected using several criteria, such as Tm 

temperature, %GC and self 3 'complementary. The annealing temperature optimization was carried 

out with selected primers using HeLa cells. The result showed that designed primers specifically 

recognize HPV 16 and 18. In addition, the primer can be used in HPV 18 detection using multiplex 

PCR method with an optimal temperature of 58.9 ℃. 
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Abstrak 
Kanker leher rahim merupakan penyakit kanker yang umumnya disebabkan oleh infeksi Human 

Papillomavirus (HPV) tipe 16 dan 18. Penyakit ini merupakan salah satu penyakit dengan tingkat 

kematian besar, sekitar 300.000 kematian pada wanita di seluruh dunia setiap tahun. Pada HPV 

terdapat 2 protein kapsid, yaitu protein kapsid mayor (L1) dan minor (L2), dimana protein L1 terdapat 

pada permukaan virus dan berperan penting dalam infeksi virus ke epitel serviks sedangkan protein L2 

berperan dalam stabilisasi kapsid. Terdapat variasi genetik hingga 10% pada gen L1 yang dapat 

digunakan untuk membedakan tipe HPV. Penelitian ini bertujuan untuk membuat desain primer yang 

sesuai untuk gen L1 untuk deteksi infeksi  HPV tipe 16 dan 18 menggunakan teknik In-house 

Multiplex Polymerase Chain Reaction (Multiplex PCR). Primer didesain menggunakan perangkat 

‘Primer Blast’ yang ada di dalam website National Center for Biotechnology Information (NCBI) dan 

diuji spesifisitasnya dengan perangkat ‘Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)’. Beberapa 

kandidat primer yang didapatkan kemudian diseleksi kembali dengan beberapa kriteria, seperti suhu 

Tm, %GC serta self 3’complementary. Optimasi suhu penempelan (annealing) dilakukan dengan 

primer terpilih menggunakan sel HeLa. Hasil yang didapatkan memperlihatkan primer yang didesain 

spesifik mengenali HPV 16 dan 18 yang menginfeksi manusia. Selain itu, primer dapat digunakan 

dalam deteksi HPV 18 dengan metode multiplex PCR dengan suhu optimal 58,9°C.  

 
Kata kunci : HPV 16, HPV 18, in-house multiplex PCR, gen L1, kanker leher rahim 

 

Pendahuluan 
Kanker leher rahim merupakan penyakit 

kanker yang umumnya disebabkan oleh infeksi 

Human Papillomavirus (HPV). Penyakit ini 

merupakan salah satu penyakit dengan tingkat 

kematian besar pada wanita di seluruh dunia, sekitar 

300.000 kematian tiap tahun. Tipe virus yang sering 

menyebabkan kanker leher rahim adalah HPV tipe 

16 dan 18. 

Human Papillomavirus (HPV) merupakan 

virus penyebab penyakit kanker leher rahim yang 

memiliki genom sirkular berupa DNA untai 

ganda.Pada HPV terdapat 2 protein kapsid, yaitu 

protein kapsid mayor (L1) dan minor (L2), dimana 

protein L1 terdapat pada permukaan virus dan 

berperan penting dalam infeksi virus ke epitel 

serviks sedangkan protein L2 berperan dalam 

stabilisasi kapsid. Terdapat variasi genetik hingga 10% 

mailto:*hennysaraswati@esaunggul.ac.id


 
Gen L1 HPV 16 dan 18 Sebagai Dasar dalam Desain Primer untuk Deteksi Kanker Leher Rahim dengan In-house Multiplex PCR 

 

IJOBB Volume 2, Nomor 2, Desember 2018                                      68 

pada gen L1 yang dapat digunakan untuk 

membedakan tipe HPV. 

Salah satu cara yang dapat dilakukan untuk 

mendeteksi infeksi HPV adalah dengan teknik PCR. 

Polymerase chain reaction (PCR) merupakan proses 

perbanyakan atau amplifikasi DNA, dimana salah 

satu komponen yang dibutuhkan untuk teknik PCR 

adalah primer. Primer merupakan sekuen nukleotida 

pendek yang berperan penting dalam proses PCR. 

Desain primer dilakukan untuk memperoleh primer 

yang dapat digunakan untuk amplifikasi DNA 

dengan teknik PCR. Primer untuk amplifikasi DNA 

HPV sudah banyak didesain untuk beberapa 

penelitian dengan tujuan yang beragam. Namun, 

desain primer HPV tetap perlu dilakukan untuk 

setiap penelitian. Hal ini dikarenakan setiap 

penelitian memiliki tujuan dan kondisi lingkungan 

kerja yang bervariasi. Menggunakan desain primer 

yang disesuaikan dengan kebutuhan masing-masing 

penelitian dapat mengurangi bias pada hasil 

penelitian. Selain itu dengan desain primer yang 

sesuai akan dapat menghemat waktu, menggunakan 

sampel seoptimal mungkin (Bustin, 2017). 

Penelitian ini bertujuan membuat desain 

primer untuk gen L1 yang digunakan untuk deteksi 

infeksi  HPV tipe 16 dan 18 menggunakan teknik In-

house Multiplex Polymerase Chain Reaction 

(Multiplex PCR). 

 

Metode Penelitian 
Primer didesain menggunakan perangkat 

‘Primer Blast’ yang ada di dalam website NCBI 

(National Center for Biotechnology Information) 

dan diuji spesifisitasnya dengan perangkat ‘Basic 

Local Alignment Search Tool (BLAST)’. Setelah 

terpilih kandidat primer, tahap selanjutnya adalah 

melakukan optimasi suhu annealing untuk kandidat 

terpilih primer terpilih menggunakan DNA yang 

diisolasi dari sel HeLa. 

 

Desain Primer menggunakan situs NCBI 

Sekuen yang digunakan untuk desain primer 

ini adalah sekuen gen L1 dari tipe HPV 16 dan 18 di 

wilayah asia. Sekuen gen L1 tersebut didapatkan 

dari situs NCBI yang bisa diakses melalui alamat 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov. Setelah itu masuk ke 

tools “Primer Blast” lalu masukkan sekuen gen L1 

yang telah didapatkan sebelumnya. Pada tool ini 

dilakukan desain primer dengan primer3 kemudian 

dilanjutkan dengan BLAST untuk melihat 

spesifisitas dari primer yang berhasil di desain. 

Setelah menekan tombol ’get primer’ maka akan 

keluar hasil 10 kandidat primer yang sesuai dengan 

sekuen gen L1 HPV. Pemilihan primer selanjutnya 

didasarkan pada kriteria primer yang baik untuk 

teknik PCR. Hasil dari seleksi ini adalah 1 kandidat 

primer HPV 16 dan 18 yang selanjutnya akan 

digunakan untuk optimasi suhu penempelan pada 

PCR konvensional. 

 

Optimasi Suhu Penempelan untuk PCR 

Konvensional 

Optimasi suhu penempelan pada proses PCR 

perlu dilakukan untuk menemukan kondisi reaksi 

yang optimal untuk menghasilkan produk. Interval 

suhu yang digunakan untuk optimasi suhu 

penempelan adalah 55°C - 65°C. Perangkat yang 

digunakan untuk reaksi PCR konvensional adalah 

MyTaq HS DNA Polymerase (Bioline, Kanada). 

Campuran reaksi menggunakan rekomendasi dari 

manufaktur dengan beberapa modifikasi, yaitu 5x 

Taq Reaction Buffer = 5 ul, Primer HPV16 forward 

= 0,8 ul, primer HPV16 reverse = 0,8 ul, primer 

HPV18 = 0,8 ul, primer HPV18 = 0,8 ul, ddH2O = 

15,3 ul, MyTaq HS DNA polymerase = 0,5 ul dan 

template DNA = 1 ul. 

Campuran PCR kemudian dimasukkan ke 

dalam thermal cycler (Labcycler 48, Sensoquest, 

Jerman) dengan siklus reaksi yang terdiri dari 

denaturasi awal : 95°C selama 1 menit, denaturasi 

lanjut : 95°C selama 15 detik, penempelan : gradien 

suhu 55-65°C  selama 15 detik, dan elongasi : 72°C 

selama 15 detik. Siklus reaksi ini dilakukan hingga 

30x pengulangan. Kemudian hasil optimasi 

dianalisis menggunakan elektroforesis agarosa 

dengan konsentrasi agarosa sebesar 1% , voltase 

100V selama 25 menit. Pita DNA yang terbentuk 

dibandingkan dengan marker DNA 100 bp (Geneaid, 

Taiwan). Kemudian dilakukan pewarnaan pita DNA 

menggunakan Florosafe DNA Stain (1
st
 BASE, 

Singapura) pada TAE 1x (Lonza, Swiss). Pewarnaan 

dilakukan selama 3 menit dan proses penghilangan 

warna non spesifik (destaining) dilakukan selama 30 

menit. Hasil pewarnaan divisualisasikan dengan 

mesin dokumentasi gel (FireReader V10, Uvitec, 

Inggris) dan disimpan dalam bentuk soft file. 

 

Hasil dan Pembahasan 
Desain Primer menggunakan situs NCBI 

Berdasarkan hasil desain primer 

menggunakan tool ‘primer blast’ pada situs NCBI, 

didapatkan kandidat masing-masing 10 pasang 

primer gen L1 untuk HPV 16 dan 18. Beberapa 

kandidat primer yang didapatkan kemudian diseleksi 

kembali sesuai dengan kriteria primer yang baik 

untuk reaksi PCR (Sasmito, 2014), beberapa 

diantaranya seperti panjang primer, melting 

temperature (Tm), GC Content dan self 

3’complementary. Panjang primer berkisar antara 

18-30 basa, jika panjang primer lebih dari 30 basa 

maka primer menjadi tidak spesifik. Kemudian 

pasangan primer sebaiknya memiliki selisih Tm 
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sekitar 5°C agar tidak terjadi penurunan proses 

amplifikasi. Persen basa G dan C pada primer yang 

baik sekitar 40%-60%. Lalu untuk kriteria primer 

yang baik, disarankan memiliki self 3’ 

complementary yang rendah agar pasangan primer 

tidak berikatan dengan dirinya sendiri dan 

membentuk struktur hairpin.  

Setelah menentukan pemilihan primer 

berdasarkan kriteria yang telah disebutkan 

sebelumnya, terdapat 1 pasang primer L1 untuk 

HPV 16 dan 1 pasang primer L1 untuk HPV 18 

seperti yang terdapat pada Tabel 1 dan 2. Posisi 

relatif dari primer dengan gen L1 dapat dilihat pada 

Gambar 1 dan Gambar 2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1 

Posisi relatif primer terhadap gen L1 HPV 16 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2 

Posisi relatif primer terhadap gen L1 HPV18 
 

 

Tabel 1 

Pasangan primer HPV 16 yang berhasil didesain (20 basa) 

 Primer HPV 16 Tm %GC 
Self 

3’Complementary 

Forward TTTGGGCCTGTGTAGGTGTT 59,45 50 0 

Reverse AGTCCATAGCACCAAAGCCA 59,3 50 0 

 

Tabel 2 

Pasangan primer HPV 18 yang berhasil didesain (20 basa) 

 Primer HPV 18 Tm %GC 
Self 

3’Complementary 

Forward TTCTCCCTCTCCAAGTGGCT 60,18 55 1 

Reverse CACACGCTTGGCAGGTTTAG 59,76 55 0 

 

Optimasi Suhu annealing untuk PCR 

Konvensional 

Primer HPV tipe 16 dan 18 yang sudah di 

desain akan digunakan untuk PCR konvensional tipe 

multiplex, yaitu di dalam satu reaksi akan 

menggunakan 2 pasang primer secara bersamaan 

untuk menghasilkan pita DNA yang spesifik. Hal ini 

akan meminimalisasi biaya dan tenaga yang 

L1 HPV 16 

1.518 bp 

0 bp 600 bp 300 bp 1518 bp 

L1 HPV 18 

1.707 bp 

0 bp 1000 bp 1707 bp 
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dibutuhkan dibandingkan dengan menganilisis 

adanya pita DNA HPV 16 atau 18 secara terpisah. 

Optimasi suhu penempelan juga dilakukan pada 

reaksi PCR konvensional untuk mengetahui pada 

suhu berapakah primer dapat menempel pada DNA 

cetakan.  

  
Gambar 3 

Hasil optimasi suhu annealing reaksi PCR konvensional terdapat pada pita DNA nomor 4 (warna paling 

terang) 

Pada hasil di atas memperlihatkan bahwa 

reaksi tidak terkontaminasi, yang dapat dilihat dari 

tidak terdapatnya pita DNA pada bagian kontrol 

negatif. Molekul DNA cetakan merupakan DNA 

yang diisolasi dari sel HeLa. Besarnya DNA target 

adalah 631 bp sesuai dengan prediksi panjang pita 

DNA yang terbentuk dari proses PCR menggunakan 

primer terpilih.  Hasil yang didapat dari hasil 

elektroforesis memperlihatkan adanya pita DNA 

yang sejajar dengan penanda DNA antara 500 bp 

dan 700 bp. Pita DNA yang paling tebal terlihat 

pada reaksi dengan suhu annealing sekitar 58,9°C. 

Maka dapat diasumsikan bahwa suhu annealing 

yang paling optimal adalah sekitar 58,9°C. Selain itu, 

primer yang digunakan cukup spesifik mengenali 

HPV 18. Hal ini terlihat adanya pita DNA tunggal 

hasil amplifikasi. 

 

Kesimpulan 
Pada penelitian ini berhasil didapatkan 

masing-masing pasangan primer yang sesuai untuk 

HPV tipe 16 dan 18. Kemudian hasil desain primer 

tersebut dapat digunakan dalam deteksi HPV 18 

dengan metode multiplex PCR dengan suhu optimal 

58,9°C. 
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