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BABI

PENDAHULUAN

A. Latar belakang penelitian

Ureaplasma urealyticum diklasifikasikan ke dalam kelas Mollicutes, ordo
Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae (Koneman ef al,, 1992). Pada mulanya
U. wrealyticum lebih dikenal dengan sebutan T-mycoplasma, dan diketahui sebagai
bakteri Gram-negatif, nonmotil, berukuran 0.2 — 0.25 um, tidak berdinding sel, dan
berbentuk pleomorfik. U, wrealyticum hanya diselubungi oleh membran plasma
trilaminer, maka organisme ini tidak dihambat oleh antimikroba penghambat
pembentukan dinding sel seperti golongan penisilin, basitrasin atau polimiksin-B
(Marmion, 1989). U wrealytictam telah berhasil diisolasi dari tubuh binatang dan
manusia. U, wrealyticum dapat mengkolonisasi dan menginfeksi membran mukosa
berbagai organ manusia (Phillips ef al., 1986; Marmion, 1989; Koneman ef al_, 1992;
Smith et al., 1994), meskipun demikian U. urealyticum juga dapat diisolasi dari orang-
orang asimptomatik, sehingga organisme ini dapat digolongkan sebagai bakteri patogen
oportunis (Quinn ef al., 1985; Gibbs er al., 1986; Koneman ef al., 1992).

Pada manusia U. urealyticum sering ditemukan pada saluran urogenital wanita
dan pria. Menurut Koneman er al. (1992), frekuensi kolonisasi U wrealyticum pada
saluran urogenital wanita berkisar antara 35% - 80%. Sementara itu menurut
McCormack et al. (1972), McCommack ef al. (1973), dan McCormack et al. (1975),
frekuensi kolonisasi U. wrealyticum pada saluran urogenital wanita berkisar antara

8.5% - 77.5% dan pada saluran urogenital pria berkisar antara 3% - 56%; frekuensi
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kolonisasi ini erat hubungannya dengan umur, ras, pengalaman seksual, dan tingkatan
sosio-ckonomi individu yang bersangkutan. . wrealyticum telah diketahui sebagai
penyebab penyakit uretritis, vaginitis, servisitis, salpingitis, infertilitas pada pria dan
wenita, abortus, dan berat bayi lahir rendah (Cracea ef al., 1985; Taylor-Robinson,
1995; Cole et al., 1996; Abele-Hom er al,, 1997, Clegg, et al., 1997; Kong e al.,
1999). Tjokronegoro et al. (1993) menyatakan bahwa kolonisasi U wrealyticum di
dalam semen pria pasangan infertil tidak mempengaruhi motilitas dan kuantitas
spermatozoa, namun pengarubnya terhadap kemampuan sperma membuzhi sel telur
belum dapat disingkirkan. Pemnyataan ini dapat dikaitken dengan adanya kenyataan
bahwa U wrealyticum dapat menyebabkan bocormya membren plasma sperma
(Harmiatun, “submitted”). Bocornya membran plasma memungkinkan hilangnya
enzim penetrasi sperma terhadap sel telur (hialuronidase, akrosin), schingga dengan
demikian sperma tidak mungkin lagi dapat membuahi sel telur. Kemungkinan
bocornya membran plasma disebabkan oleh aktivitas suatu enzim. Kilian er al. (1996)
menyatakan, protease IgAl tipe-serin merupakan suatu golongan protein yang
digunakan oleh berbagai kelompok bakteri Gram-negatif untuk kolonisasi dan invasi
bakteri patogen pada sel target.

U. urealyticum telah berhasil diisolasi dari kultur darah wanita yang menderita
demam postpartum. Kultur darah 10% wanita dengan demam postpartum
mengandung U urealytictan (Quinn ef al., 1983; Naessens er al., 1989, Gauthier ef al.,
1991).

U. urealyticum dihubungkan dengan adanya precklamsia pada wanita hamil.

Kekerapan terjadinya preeklamsia 3 kali lebih banyak pada wanita hamil yang urinnya
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terkolonisasi U, wrealyticum dibandingkan dengan wanita hamil yang tidak
terkolonisasi oleh U. wrealyticum. Patopenesis preeklamsia belum jelas, diduga U
urealyticum, seperti juga bakteri lain yang terlibat dalam bakteriuria, turut memberikan
kontribusi terhadap proses kehamilan yang tidak normal (Koneman ef al., 1992).

Beberapa penelitian mengindikasikan bahwa U. wrealyticum berkaitan dengan
penyakit paru-paru kronik pada bayi prematur, bahkan juga dihubungken dengan
penyakit paru-paru kongenital yang fatal pada bayi yang lahir cukup bulan (Sanches
and Regan, 1977; Quinn et al., 1985; Syrogiannopoulos et al., 1990; Cassell ef al.,
1993; Heggie et al., 1994). Beberapa studi prospektif menunjukkan korelasi yang kuat
antara infeksi saluran nafas bagian bawah oleh U. urealyticum dengan perkembangan
penyakit paru-paru kronik pada bayi (Cassell ef al., 1988; Nelson ef al., 1998). Sekitar
45% bayi yang dilahirkan oleh ibu yang terkolonisasi U. urealyticum pada vaginanya,
ternyata tubuhnya (misainya saluran nafas), juga terkolonisasi oleh bakteri tersebut
(Koneman et al., 1992).

U. urealyticum dan Mycoplasma hominis ditemukan pula pada sistem saraf
pusat sebagai penyebab meningitis pada periode perinatal. Infeksi karena U.
urealyticum lebih berat dari pada infeksi karena M hominis. Hal ini dapat dilihat dari
hasil penelitian prospektif terhadap 100 bayi yang lahir tidak cukup bulan: 8 bayi
terinfeksi U. urealyticum dan 5 bayi terinfeksi M. hominis. Dari kedelapan bayi yang
terinfeksi . urealyticum, 6 diantaranya mengalami pendarahan intraventrikuler, dari
yang 6 ini tiga di antaranya mengalami hidrosefalus dan yang tiga lagi meninggal.
Dari bayi yang terinfeksi M. hominis hanya satu yang menunjukkan tanda meningitis

dan tidak seorang pun yang meninggal (Waites ef al., 1988; Waites et al., 1990).
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Telah dapat dibuktikan bahwa ketiga bekteri penyebab utama meningitis:
Haemophilus influenzae (Saito et al., 1999; Lomholt et al, 1995), Neisseria
meningitidis dan Streptococcus pneumoniae (Lomholt ef al., 1995) menghasilkan
protease IgAl yang memecah IgAl manusia, maka disimpulkan bahwa protease IgAl
merupakan suatu faktor virulensi yang berkaitan dengen penyekit invasif tersebut
(Lombholt ef al., 1995). Kapatais et al. (1985) menyatakan bahwa dan 28 galur U.
urealyticum vyang berhasil diisolasi dari saluran urogenital manusia, semuanya
menghasilkan protease IgAl yang memecah IgAl manusia. Karena IgAl merupakan
pertahanan tubuh pada membran mukosa, diduga protease IgAl merupakan faktor
utama virulensi UL wrealyticum, yang berperan pada tahap awal kolonisasi bakteri
tersebut pada membran mukosa organ manusia. Pecahnya IgAl membran mukosa
mengakibatkan hilangnya pertahanan membran mukosa, sehingga U. wrealyticum
selanjutnya dapat menginfeksi membran mukosa dan menimbulkan berbagai penyakit
seperti telah disebutkan di atas.

Di lzin pihak banyak bakteri seperti Streptococcus sanguis (Gilbert e al., 1988),
S. pneumoniae (Lomholt, 1993; Wani et al, 1996), Neisseria gonorrhoeae, N.
meningitidis, dan Haemophilus influenzae (Lomholt et al., 1995), yang juga merupakan
bakteri patogen pada membran mukosa manusia, menghasilkan protease untuk IgAl
(protease IgAl).

Pada beberapa mikroorganisme seperti 5. sanguis, S. pneumoniae (Gilbert et
al.,- 1988; Wani et al., 1996), N. gonorrhoeae, N. meningitidis, dan H. influerizae
(Poulsen et al., 1989; Lombholt et al., 1995) sudah dapat dideteksi adanya protease

IgAl, yang diekspresikan oleh gen iga. Berdasarkan penemuan tersebut diperkirakan
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bahwa protease IgA1 yang dihasilkan oleh Ureaplasma urealyticum juga diekspresikan
oleh gen iga.

Genom bakteri Mycoplasma genitalivm yang mengkolonisast dan menginfeksi
membran mukosa saluran uwrogenital wanita dan pria, ternyata juga mempunyai
rangkaian nukleotida (gen iga putatif) yang homolog dengan gen iga Haemophilus

influenzae (Fraser et al., 1995).

B. Permasalahan

Mengingat bahwa: (1). U. urealyticum dapat menimbulkan penyakit infeksi dan
infertilitas pada pria dan wanita, serta dapat menyebabkan aborsi, morbiditas dan
mortalitas pada bayi. (2). Penyakit infeksi serta infertilitas masih merupakan masalah
utama di Indonesia. (3). Kemungkinan penyakit infeksi karena U. wrealytictam juga
banyak terdapat di Indonesia, sedangkan penelitian mendalamn berkesinambungan
tentang U. wrealyticurn belum pernah dilakukan di Indonesiz. (4). Gen yang
mengekpresikan protease IgAl pada Ureaplasma urealyticum sampai sekarang belum
berhasil diisolasi dan diidentifikasi, padahal gen iga tersebut mempunyai peranan
penting dalam infeksi UL wrealyticum. Berdasarkan hal-hal tersebut maka dalam
penelitian ini dilakukan upaya: “Pelacakan Gen iga Ureaplasma urealyticum dengan
Pelacak Gen iga Putatif Mycoplasma genitalium”.

Penggunaan gen iga M genitalium sebagai pelacak untuk gen iga U.
urealyticum dalam penelitian ini berdasarkan atas beberapa pertimbangan: (1). U
urealyticum dan M genitalium berkerabat dekat, keduanya termasuk dalam familia
Mycoplasmataceae. (2). U. urealyticum dan M. genitalium dapat mengkolonisasi
jaringan organ yang sama, yaitu membran mukosa saluran urogenital, dan keduanya

5
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juga dapat mengakibatkan penyakit yang sama, yaitu uretritis dan infertilitas. (3).
Adanya konservasi nukleotida antar organisme, terutama organisme yang mempunyai
kekerabatan yang dekat seperti U. wrealytictan dan M. genitalium. (4). Sudah

ditemukannya gen iga putatif M. genitalium (Fraser et al., 1995).

C. Tujuan penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi gen iga Ul urealyticum
dan untuk memberikan informasi tentang adanya gen iga pada U. urealyticum.
Tujuan penelitian jangka panjang
1. Mengungkapkan seluruh gen iga U. wrealyticum.
2. Merancang pemakaian gen iga Ul urealyticum sebagai alat diagnosis.
3. Mempelajari patogenesis U. urealyticum dalam mengekspresikan protease IgAl.
4. Merancang terapi yang tepat terhadap infeksi U. wrealyticum, dengan cara

menghambat ekspresi gen iga dengan obat tertentu.

D. Manfaat penelitian

Dengan mengetahui adanya gen iga yang dapat mengekspresikan protease IgAl
(suatu factor virulensi penting pada U. wrealyticum), dan dengan mempelajari
perbedaan antara gen iga U. wrealyticum patogen dan non-patogen, penelitian ini

diharapkan dapat bermanfaat bagi penatalaksanaan infeksi U, urealyticum.
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BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

A. Geniga

Gen iga adalah rangkaian nukleotida pada genom bakteri patogen membran
mukosa manusia, yang berfungsi mengekspresikan enzim protease IgAl. Gen iga
telah berhasil diidentifikasi dan dikarakterisasi dari bakteri S. sanguis (Gilbert ef al.,
1988), S. pneumoniae (Wani et al., 1996), N. gonorrhoeae, N. meningitidis (Lomholt ef

al., 1995), dan A. influenzae (Poulsen et al., 1989; Lomholt ef al., 1995).
Gen iga S. sanguis ATCC 10556 berupa satu frapmen DNA kromosom sepanjang
6 kb (Gilbert ef al., 1988). Gen iga S. pneumnoniae galur R6 berupa satu fragmen DNA
kromosom 6.2 kb, dengan kandungan C-G rendash (Wani et al., 1996). Gen iga H.
influenzae HK 715 berupa satu fragmen DNA kromosom sepanjang 5.5 kb dengan
kandungan C-G agak rendah (Poulsen er al,, 1992). Gen iga N. gonorrhoeae berupa
satu fragmen DNA kromosom sepanjang 5 kb. Gen iga N. gonorrhoeae yang
berhubungan dengan “sequence” sinyal ekspresi seperti “sequence” Shine-Dalgarno,
“sequence” promoter, dan “sequence” terminasi tersebut berfungsi untuk
mengekspresikan protease IgAl dari 1,532 asam amino, dalam bentuk preprotein.
Preprotein tersebut kemudian mengalami autoproteolitik menjadi protease IgAl yang
berfungsi (Pohlner ef al.,, 1987). Gen iga H. influenzae HK 368 berupa satu frapmen
DNA kromosom sepanjang 5 kb. Gen iga tersebut diketahui mempunyai fragmen
yang homolog dengan gen iga putatif ML genitalium. Gen iga H. influenzae HK368

diketahui berhubungan dengan sinyal ekspresi seperti “sequence” Shine-Dalgamno,
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“sequence” promoter, dan “sequence” terminasi. Gen iga H. influenzae HK 368
tersebut terbukti dapat mengekspresikan protease IgAl dalam bentuk preprotein dari
1,541 residu asam amino. Protease IgAl diekspresikan dalam bentuk preprotein
dengan berat molekul 169 kDa, kemudian mengalami autoproteolitik pasca translasi
menjadi protease IgAl yang berfungsi katalitik, dengan berat molekul 100 kDa
(Poulsen et al, 1989). Fraser et al. (1995) mengemukakan, bahwa genom M
genitalium yang panjangnya sekitar 580.070 kb, mengandung “sequence” nukleotida
yang homolog dengan gen iga H influenzae. Pada genom Ureaplasma dan
Mycoplasma kodon UGA dibaca sebagai kodon untuk triptofan, dan bukan sebagai
kodon stop (Blanchard, 1990; Inamine ef al., 1990).

B. Bakteri Mycoplasma genitalium pembawa gen iga yang berkerabat dekat
dengan U. urealyticum.

M. genitalium adalah mikroorganisme yang berkerabat dekat dengan U
urealyticum. Organisme tersebut merupakan anggota kelas Mollicutes, ordo
Mycoplasmatales dan familia Mycoplasmataceae. M. genitalium dapat menginfeksi
manusia, hewan dan tanaman. Pada manusia M genitalium dapat mengkolonisasi
traktus urogenitalis dan menyebabkan penyakit uretritis dan infertilitas (Weisburg et
al., 1989, Koneman et al., 1992). Genom M genitalium berupa sebuah kromosom
sirkuler, terdiri atas 580. 070 kb, dengan kandungan C-G rendah yaitu 32% (A, 34%; C,
16%; G, 16%, dan T 34%). Genom tersebut merupakan genom paling kecil di antara
prokariota. Dari 470 gen pada genom M genitalium yang sudah diidentifikasi, terdapat
gen-gen yang diperlukan untuk replikasi, transkripsi, translasi, reparesi DNA,

transportasi seluler, metabolisme energi, dan fragmen gen iga putatif (Fraser et al.,
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1995). Perbandingan antara genom M genitalium dan genom H. influenzae
memperfihatkan bahwa perbedaan dalam kandungan genom direfleksikan oleh
perbedaan dalam fisiologi dan kapasitas metabolisme. Sebaliknya di antara kedua
genom tersebut juga terdapat kemiripan yang tinggi, misalnya antara gen iga putatif M.
genitalium dan gen iga H. influenzae kemiripannya lebih dari 51.3% (Fraser ef al.,
1995).

C. Ureaplasma urealyticum

Ureaplasma urealyticum wmerupakan baktei Gram-negatif yang tidak
berdinding sel. Bakteri tersebut hanya diliputi oleh unit membran trilaminer atau
membran plasma. Genom Ul wrealyticum adalah satu molekul DNA untai ganda,
berukuran 750 kb, dengan kandungan C+G rendah, antera 27 — 30%. Karena ukuran
genomnya kecil, maka kemampuan biosintesis organisme tersebut juga terbatas,
sehingga pembiakan . wrealyticum membutuhkan substrat tambahan yang
mengandung prekursor untuk biosintesis asam nukleat, protein dan lemak. Prekursor
untuk biosintesis asam nukleat dan protein diperoleh dari medium pepton basal dan
ekstrak khamir, sementara untuk biosintesis lipid dapat dipenuhi dengan menambahkan
serum ke dalam medium pertumbuhannya (Koneman ef al, 1992). Ureaplasma
urealyficum merupakan ureaplasma yang membutuhkan urea untuk pertumbuhannya;
dengan enzim urease yang diekspresikan oleh gen wure, urea dihidrolisis menjadi amonia
dan asam karbamat. Pertumbuhan Ureaplasma dihambat oleh penghambat urease, hal
ini mengindikasikan bahwa urease mempunyai peranan penting dalam aktivitas

kehidupan Ureaplasma (Blanchard, 1990; Willoughby er al., 1991). Dalam medium
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padat, koloni U. wurealyticum berukuran sekitar 1560 um. U. wrealyticum tumbuh

dengan baik pada suhu 37°C dan pH 6-6.5 (Marmion, 1989; Koneman et al., 1992).

D. Imunoglobulin A
1. Imunoglobulin
Imunoglobulin adalah protein yang dihasilkan oleh sel plasma limfosit B

karena adanya induksi antigen, dan dapat berikatan dengan antigen tersebut secara
spesifik. Struktur dasar imunoglobulin terdiri atas 2 rantai ringan dan 2 rantai berat.
Rantai ringan dan rantai berat masing-masing dihubungkan oleh ikatan disulfida,
schingga terbentuk struktur dasar yang simetris (Gambar 1). Rantai ringan dan rantai
berat masing-masing mengandung satu unit variabel (Vy, dan Vy). Unit-unit variabel
tersebut berperanan dalam pengikatan antigen spesifikmya. Rantai ringan mengandung
satu unit konstan (Cp), dan rantai berat mengandung 3 unit konstan (Cyl, G2, dan
Cy3) dan bagian engsel. Bagian konstan dari rantai berat berperan dalam akftivitas
biologik suatu kelas imunoglobulin. Rantai ringan ada 2 macam, yaitu kappa (x) dan
lambda (A), sedangkan rantai berat ada 5 macam yaitu ¢, 8, €, v, dan p. Imunoglobulin
dibedakan menjadi 5 kelas, dan kelima kelas imunoglobulin tersebut diberi nama sesuai
dengan rantai berat yang menyusunnya yaitu imunoglobulin A (IgA), imunoglobulin D
(I1gD), imunoglobulin E (IgE), imunoglobulin G (IgG), dan imunoglobulin M (IgM).

Rantai ringan dan rantai berat diekspresikan oleh gen-pen yang berbeda, dan
gen-gen tersebut terdapat di dalam kromosom yang berbeda. Rantai ringan kappa
diekspresikan oleh gen dalam kromosom nomor 2, sedangkan rantai ringan lambda

diekspresikan oleh gen dalam kromosom nomor 22. Rantai berat diekspresikan oleh
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Gambar 1. Struktur dasar molekul imunoglobulin.
Struktur dasar molekul imunoglobulin terdin atas 4 rantai polipeptida,
yang berupa 2 rantai ringan dan 2 rantai berat yang identik, yang
dihubungkan oleh ikatan disulfida, Rantai ringan dan rantai berat
masing-masing mengandung 1 unit vanabel (Vy dan Vg) pada ujung
terminal amino. Rantai ringan juga mengandung 1 unit konstan (Cp) dan
rantai berat mengandung 3 unit konstan (Cgl, Cg2, Cx3), dan engsel.
Sumber: Roitt ¢f al., 1985.

gen dalam kromosom nomor 14. Gen-gen rantai ringan terdiri atas gen variabel (V),
gen penyambung (J), dan gen konstan (C), sedangkan gen-gen rantai berat terdir atas
gen variabel (V), gen diversitas (D), gen penyambung (J), dan gen konstan (C). Pada
saat limfosit-B mengalami diferensiasi menjadi sel plasma, setiap anggota gen tersebut
akan mengadakan rckombinasi dalam peristiwa “rearrangement”, sehingga

terbentuklah imunoglobulin fungsional (Roitt et al., 1985),

11

Pelacakan gen iga..., Yovita Harmiatun; PASCASARJANA-UI, 2000



2. Fungsi imunoglobulin A

Penelitian intensif terhadap sistem imun mukosa menunjukkan bahwa sistem
imun tersebut memainkan peranan penting dalam proteksi tubuh manusia. Peranan
tersebut tidak hanya sebagai alat pertahanan yang meliputi area permukaan saluran
nafas, saluran gastrointestinal dan saluran urogenital (>400m?), tetapi juga scbagai
suatu regulator reaksi inflamasi yang potensial dalam jaringan dan organ internal
(Kilian er al., 1996).

Antibodi utama pada jaringan mukosa dan yang disekresikan untuk melawan
patogen pada manusia dan hewan ialah imunoglobulin A (IgA) yang dilengkapi dengan
sekretori imunoglobulin A (S-IgA). S-IgA mempakan komplek imunoglobulin yang
diikat secara kovalen oleh komponen sekretori. Imunoglobulin A dihasilkan oleh sel
plasma limfosit B yang banyak ditemukan pada lamina propria saluran urogenital,
saluran gastrointestinal, dan saluran nafas manusia (Poulsen ef al., 1989).

Bagian terpenting IgA adalah sekretori IgA (S-IgA), yang dijumpai dalam
sekret yang menutupi membran mukosa yang membentuk komplek dimer IgA ataun
komplek tetramer IgA yang terangkai secara kovalen oleh komponen sekretori (KS).
IgA sangat cocok untuk mengatasi lingkungan permukaan mukosa yang mengalami
perubahan sifat fisikokimia, dengan jalan menciptakan resistensi terhadap sebagian
besar enzim proteolitik dari derivat manusia dan mikroba (Kilian er al., 1996).

Mekanisme molekuler S-IgA dalam sekret dan IgA dalam jaringan mukosa
unfuk melawan kolonisasi dan invasi mikroba serta bahaya lainnya yang cukup

potensial dapat dilihat dalam TABEL L.
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TABEL 1

FUNGSI EFEKTOR SEKUNDER IgA

S-IgA di dalam sekret:

Menghambat perlekatan mikroba dan virus pada permukaan dengan:
-aglutinasi
-penghambatan adhesin

Menahan antigen pada membran mukosa

Menghambat penetrasi antigen melalui membran mukosa
Menetralkan toksin dan enzim bakteri

Menggalakkan efek faktor antibakteri non-spesifik di dalam sekret

IgA di dalam jaringan internal yaitu pada lamina propria:
Mengaktifkan anti-inflamasi
Membatasi komplek imun

Meskipun fungsi efektor sekunder IgA tidak meliputi opsonisasi untuk
fagositosis atan aktivasi sistem komplemen, namun kebanyakan fungsi IgA adalah

analog dengan kelas imunoglobulin yang lain, yaitu tergantung pada bagian Fc molekul
antibodi dan integritas strukturnya.

3. Subkelas imunoglobulin A

Imunoglobulin A dibagi menjadi 2 subkelas, yaitu IgAl dan IgA2. Rantai alfal
berubah oleh peristiwa penyisipan pada daerah engsel oleh serangkaian asam amino
prolin, serin dan treonin  Hasil isolasi- IgAl dari serum dan sekret manusia
menunjukkan .bahwa IgAl tersebut mengandung urutan oktapeptida berulang pada
bagian engsel rantai berat alfa; segmen tersebut kaya akan residu prolin (Gilbert et al.,
1988), serin, dan treonin (Poulsen ef al., 1985). Peregangan di daerah engsel molekul

imunoglobulin tersebut, potensial memberi jalan masuk bagi enzim-enzim proteolitik.

I3

Pelacakan gen iga..., Yovita Harmiatun, PASCASARJANA-UI, 2000



Pada IgAl hal ini dilawan oleh urutan asam amino yang tidak lazim pada daerah engsel

dan oleh glikosilasi residu serin yang mengakibatkan urutan asam amino tersebut tidak

dapat dimasuki oleh enzim proteolitik tradisional.

E. Protease IgAl

Protease imunoglobulin Al (IgAl) ialah enzim ekstraseluler yang terdapat
dalam filtrat-filtrat kultur sejumlah bakteri patogen dari genus Streptococcus, Neisseria,
Haemophilus, Clostridium, Bacteroides (Gilbert et al., 1988), dan U. urealyticum
(Kapatais-Zoumbos er al., 1985). Meskipun berasal dari sekelompok bakteri yang
berbeda, protease IgA1 memberikan reaksi khas pada IgAl manusia.

Berdasarkan penamaan dan klasifikasi enzim oleh Komisi Enzim yang dibentuk
oleh Persatuan Biokimia Internasional, protease IgAl termasuk enzim kelas
hidrolase, karena reaksi yang dikatalisis oleh protease tersebut adalah reaksi
hidrélisis terbadap ikatan peptida IgAl. Sedangkan penamaan protease IgAl
dengan kode atau nomor adalah sebagai berikut: E.C3.4. (“Enzyme Commission
3.4.”) yang artinya, protease IgAl termasuk enzim kelas 3 (hidrolase), subkelas 4
(bekerja pada ikatan peptida IgAl) (Palmer, 1991).

Seperti telah disebutkan di atas, penyisipan pada dacrah engsel rantai berat IgAl
- menciptakan alat proteksi terhadap enzim proteolitik tradisional, selain itu komponen
sekretori (KS) telah menciptakan resistensi pada molekul S-IgAl terhadap protease.
Sejumfiah bakteri patogen mukosa penting dan sejumlah anggota flora komensal
manusia telah berhasil mengembangkan protease yang hanya memutuskan IgAl

manusia pada daerah engsel, seperti protease IgAl N. meningitidis, N. gonorrhoeae H.
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influenzae (Lombholt et al., 1995), U. wrealyticum (Kapatais-Zoumbos et al., 1985), dan
S pneumoniae (Wani ef al., 1996). Diperkirakan bahwa protease IgAl merupakan

suatu faktor virulensi penting dari patogen-patogen tersebut di atas.

1. Sifat dan aktivitas enzimatik protease IgAl

Protease IgAl pada umumnya merupakan enzim ekstraseluler yang dibebaskan
dari permukaan bakteri ke dalam lingkungan sekitarnya (Pohlner et al., 1987; Kapatais-
~ Zoumbos et al., 1985; Poulsen et al., 1989; Lomholt et al., 1995). Protease IgAl
bekerja sebagai endopeptidase pasca prolin, dengan kemampuan memutus salah satu
dari beberapa ikatan peptida prolil-seril atau prolil-treonil dalam oktapeptida yang
berduplikasi di dacrah engsel IgA1 manusia (Poulsen et al., 1989; Spooner er al., 1992,
Kilian er al., 1996). Hasil deteksi Lomholt et al. (1995) menunjukkan bahwa substrat
protease IgAl_adalah IgA1 manusia dan primata yang lain. Bakteri yang memproduksi
protease IgAl meliputi bakteri penyebab meningitis, penyebab infeksi saluren nafas,
dan penyebab infeksi saluran urogenital. Tiap anggota spesies mengekspresikan
protease IgAl dengan suatu kespesifikan pemufusan tunggal pada IgAl. Pemutusan
IgA1 oleh protease IgAl tersebut menghasilkan fragmen Faba dan fragmen Fea. Hasil
“sequencing” fragmen Fca (produk digesti IgAl oleh protease IgAl Ul wrealyticum)
menunjukkan bahwa protease IgAl memutus IgAl pada situs tunggal di daerah engsel
rantai berat, yaitu di antara residu prolin nomor 235 dan residu treonin nomor 236.
Kenapa enzim protease [gAl memutus ikatan peptida hanya pada satu situs dalam
urutan oktapeptida berulang, sampai sekarang belum dapat dijelaskan (Spooner e al.,

1992). Bila kadang-kadang ektivitas protease tidak terdeteksi, misalnya pada S. mitis,
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hal itu karena adanya mutasi titik pada lokus gen yang bersangkutan. Kenyataannya
aktivitas protease IgA1 begitu stabil (Kilian et al., 1996).

Gambar 2 menunjukkan protease IgAl bakteri yang memutus secara spesifik
satu ikatan peptida pasca-prolin pada IgAl. Protease tipe-1 H. influenzae dan Neisseria
memutus ikatan peptida prolil-seril daerah engsel IgAl, dan protease tipe-2 H.
influenzae dan Neisseria memutus ikatan peptida prolil-treonil daerah engsel IgAl.
Sedangkan protease IgAl U. urealyticum (diperkirakan termasuk jenis protease serin)
memutus IgAl pada ikatan peptida prolil-treonil daerah engsel pada residu nomor 235-
236 (Spooner et al, 1992). Beberapa bakteri, fungi, dan parasit lainnya bisa
menyerang IgA manusia tetapi tidak menunjukkan kespesifikan substrat yang unik dan
biasanya menyebabkan degradasi seluruh molekul antibodi atau memutus di entara

domain-domain di dalam bagian Fc (Kilian er al., 1996).

- H. influcreae?
S. pueumoniac N. meningitidis2
S. sanguis N. gonorrhoeae?
S. onalis U, urealpticum
Prevotella sp. 5. mitis
Capnocytopheaga sp.
H. influerzael
Clostridium H. acgyptivs N. meningiiidls |
ramongm N. gonorrhoeor {

v v Vv Y 1

IgAl Cys-Pro-Val-Pro-Ser-Thr-Pro-Pro-Thr-Pro-Ser-Pro- Ser-Thr-Pro-Pro-Thr-Pro-Ser
220 230

Gambar 2. Lokasi ikatan peptida pada rantai berat IgAl manusia yang diputus oleh
protease IgAl mikroba.
Sumber: Kilian et al., 1996.
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Protease IgAl telah dikarakterisasi dari sejumlah bakteri seperi N.
gonorrhoeae, N. meningitidis, H. influenzae (Poulsen ef al., 1989; Lomholt et al.,
1995), S sanguis (Gilbert er al., 1988), S. pneumoniae (Lomholt, 1993; Wani ef al.,
1996), Capnocytophaga species, Prevotella species (Kilian et al., 1996), dan U
urealyticum (Kapatais-Zoumbos et al., 1985; Spooner ef al,, 1992; Mesak, 1999).
Protease IgAl dari N. gonorrhoeae, N. meningitidis dan H. influenzae menjalankan
aksinya di dalam ruang antar sel membran mukosa, dengan cara menghidrolisis rantai
berat molekul IgAl, tepatnya memecah ikatan peptida di antara residu prolin dan
treonin daerah engsel IgAl (Lomholt ef af., 1995). Sedangkan protease IgAl yang
dihasilkan oleh S. pneumoniae, salah satu dari banyak bakteri patogen yang
mengkolonisasi dan menginfeksi mukosa saluran nafas manusia, juga menghidrolisis
daerah engsel rantai berat imunoglobulin Al di antara residu prolin dan treonin
(Lomholt, 1993; Wani e/ al., 1996).

Setiap protease IgAl dari patogen di atas menghidrolisis IgAl manusia. Enzim-
enzim protease terscbut menggambarkan beberapa kelas molekul protein dengan
mekanisme katalitik yaﬁg berbeda yaitu protease serin, protease tiol (sistein), dan
protease logam (metal). Protease-protease tersebut mempunyai situs pemecahan ikatan
peptida dalam daerah persendian rantai berat yang berbeda (Kilian et al., 1996).

Pengetahuan tentang protease IgAl pada bakteri baru sedikit dikenal. Protease
IgAl H. influenzae HK 368 disusun oleh 1,541 residu asam amino. Protease IgAl
tersebut diekspresikan oleh gen iga yang berasosiasi dengan sinyal-sinyal translasi
sepanjang 5.1 kb (Poulsen ef al., 1989). Protease IgAl S. pneumoniae yang disusun

oleh 1,964 buah asam amino, mempunyai homologi yang tinggi dengan protease IgAl
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S. sanguis. Adanya kemiripan antara enzim-enzim dari kedua spesies tersebut dan
adanya situs pengikat seng (Zn), menimbulkan dugaan bahwa enzim pneumokokus
terscbut adalah metaloprotease. Karena IgAl merupakan sistem imunitas pada
membran mukosa, maka dapat diperkirakan bahwa aktivitas protease IgAl
memungkinkan pneumokokus untuk menghindarkan diri dari sistem pertahanan tubuh
Iokal tersebut (Lombholt ef al., 1995).

Kemaknaan biologis enzim protease IgAl didukung oleh adanya kenyataan
bahwa tiga penyebab utama meningitis bakterial adalah S. preumoniae, N. meningitidis,
dan H. influenzae, yang ketiganya menghasilkan protease IgAl, sedangkan spesies

nonpatogen tidak menghasilkan protease IgAl (Lomholt er al, 1995; Kilian et al.,
1996).

Protease serin Protease metal Protease sistein
N. meningitidis S. preumoniae
N. gonorrhoeae S sanguis Prevotella
H. influerzae 8. oralis species
§. mitis
Capnocytophaga sp.

N

Gambar 3. Jalur evolusi protease IgAl bakteri.
Paling sedikit terdapat 3 jenis protease IgA1: protease serin, protease
metal, dan protease sistein. Jalur evolusi protease IgA1 Capnocytophaga
berbeda, tampak berasal dari jalur evolusi protease metal.
Sumber: Kilian et al., 1996.
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Sebagai akibat dari adanya evolusi komponen bakteri pada tingkat gen atau
enzim, paling sedikit terdapat 3 jenis protease IgA1 yaitu protease serin, protease metal,
dan protease sistein. Protease IgAl dari Capnocyrophaga jalur evolusinya berbeda,
namun berasal dari protease metal (Gambar 3). Protease IgAl U. wrealyticum tidak
dilukiskan dalam Gambar 3, tetapi menurut Spooner et al. (1992), protease IgAl UL

urealyticum termasuk jenis protease serin.

2. Aktivitas In vivo protease IgAl

Berbeda dengan protease bakteri pada umumnya, protease IgA1l tidak dihambat
oleh penghambat protease fisiologik seperti a2-makroglobulin, ol-protease dan lain-
lainnya. Oleh karena itu fragmen-fragmen yang khas, hasil pemutusan protease IgAl
terhadap molekul S-IgAl dan molekul IgAl dapat didetekesi di dalam sckret
nasofaring, oral, intestin, vagina, cairan serebrospinal individu yang terkolonisasi dan
terinfeksi oleh bakteri yang memproduksi protease IgAl. Protease IgAl memutus
IgAl menjadi fragmen Fabo dan fragmen Fco. Fragmen-fragmen Faba monomerik
yang dibebaskan dari IgAl oleh protease IgAl tetap menjalankan aktivitas pengikatan
antigennya. Oleh karena itu bakteri yang menghasilkan protease IgAl, yang tumbuh di

lingkungan IgAl, nampak berselimutkan Faba. (Gambar 4) (Kilian et al., 1996).
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Gambar 4. Hasil pemutusan IgA1 oleh protease IgAl.
2. Pemutusan IgAl pada daerah engsel oleh protease IgA1l
menghasilkan fragmen Faba dan fragmen Fear.
b. Bakteri berselubungkan fragmen Faba.

Sumber: Kilian et af., 1996.

3. Hilangnya fungsi efektor yang diperantarai oleh Fea

Pemutusan IgAl oleh protease IgAl memisahkan bagian Fc dari fragmen-
fragmen pengikat antipen (Fab). Sebagai akibatnya protease tersebut mampu
menghilangkan fungsi efektor sekunder IgA seperti yang tercantum pada TABEL L
Studi in vitro yang meliputi gonokokus dan streptokokus oral menunjukkan bahwa
aktivitas protease IgAl mampu membatalkan pengaruh hambatan S-IgA terhadap
perlekatan bakteri atau adhesin. Meskipun bakteri menjadi berselubungkan fragmen-

fragmen Feba, sebagai akibat dari aktivitas protease IgAl, hal ini tidak nampak
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menghilangkan kemampuannya untuk melekat pada permukasn targetnya UL
urealyticum diketahui mempunyai alat perlekatan pada sel target (Smith er al., 1994).

Akibat aktivitas protease IgAl tersebut di atas, kondisi bakteri yang
memproduksi protease IgAl tersebut menjadi lebih sukses untuk berkolonisasi.
Mikroba pendatang baru menghasilkan unsur antigenik baru (protease IgAl), yang
tidak dinetralkan oleh antibodi penetral yang diinduksi oleh protease IgAl dari klon
yang berkolonisasi sebelumnya (Lomholt, 1993). Penemuan ini menyokong pendapat
tentang peranan protease IgAl bagi suksesnya kolonisasi bakten tersebut.

Hilangnya fragmen Fco antibodi IgAl yang terikat pada permukaan patogen
akan menghilangkan mekanisme eliminast patogen oleh IgAl tersebut. Sementam itu
fragmen Faba yang tetap melekat pada permukaan bakteri akan menghalangi
masuknya antibodi utuh yang lain, dan menutupi epitop yang relevan untuk sistem
imun tersebut.  Selanjutnya terpisahnya fragmen Faba akan menghilangkan
kemampuan fragmen Fea untuk mengikat dan mengaktivasi sistem komplemen yang

dirangsang oleh komplek Apg-Ab, dan meniadakan kemampuan lisis oleh sistem

komplemen terhadap bakteri tersebut.

4. Antibodi penetral anti- protease IgAl

Seperti  faktor-faktor virulensi  bakteri yang lain, protease IgAl juga
menginduksi beberapa antibodi yang mempunyai aktivitas menetralisasi enzim.
Antibodi tersebut telah dideteksi di dalam serum dan sekret, termasuk susu manusia
vang terkolonisasi dan terinfeksi oleh bakteri penghasil protease IgAl. Anfibodi

tersebut dapat diinduksi dengan preparat protease di dalam tubuh kelinci dan hewan
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lainnya. Pada wmumnya susu manusia mengandung antibodi penetral terhadap
kebanyakan protease IgAl.

Di samping menghambat aktivitas protease IgAl, antibodi penetral menghalangi
pembebasan enzim bakteri, dan dapat mengaglutinasi bakteri tersebut dengan jalan
berinteraksi dengan protease permukaan bakteri. Antibodi penetral dalam serum

terutama adalah dan kelas IgG, tetapi bisa juga berupa antibodi IgAl.

5. Keseimbangan antara aktivitas proteasé dengan antibodi penetral

Meskipun tidak ada penelitian yang membandingkan kinetika respons antibodi
terhadap epitop permukaan patogen potensial dan terhadap protease IgAl, dapat diduga
bahwa fungsi IgA1l dan protease IgA1 saling berlawanan. Sekali tubuh manusia (inang)
merespon bakteri patogen dengan cara memproduksi IgAl, maka segera terjadi
pemutusan IgAl tersebut oleh protease IgA1l bakteri.

Pada tubuh manusia yang sedang diinfeksi oleh bakteri, jumlah bakteri patogen
menjadi berlimpah dan dapat mensekresikan sejumlah protease IgAl yang bisa
mengatasi antibodi penetrel yang tersedia. Selain itu dapat pula terjadi perbedaan
dalam aktivitas protease IgAl di antara galur bakteri yang berbeda. Beberapa galur
bakteri dapat menunjukkan aktivitas 10 kali lebih tinggi daripada galur bakteri yang
lain, dan aktivitas tersebut bisa karena pengaruh kondisi pertumbuhan.

Penelitian terhadap struktur dan sekresi protease IgAl menunjukkan bahwa
enzim tersebut mula-mula disintesis dalam bentuk prekursor protein. Selanjutnya
prekursor protein tersebut mengalami pemutusan autokatalitik pada beberapa situs

selama proses sekresi (Poulsen et al, 1989; Kilian et al, 1996). Selama proses
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autokatalitik protease IgAl N. gonorrhoeae, suatu polipeptida (protein o ) dengan
ukuran 12 — 24 kDa dibebaskan. Protein oo mengandung rangkaian asam amino yang
berperan sebagai penunjuk jalan protein tersebut ke dalam nukleus evkariotik. Protein
tersebut mampu memasuki sel epitel manusia dan menembus nukleusnya, serta
berikatan dengan DNA. Ikatan protein pada DNA dapat mempengaruhi ekspresi gen

sel inang (Kilian ef al., 1996).
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BAB I

BAHAN DAN CARA KERJA

A. Bahan dan rencana kerja

Dalam penelitian ini dilakukan pelacakan gen iga U. wrealyticun dengan
menggunakan gen iga putatif M. genitalium sebagai pelacaknya. Gen iga putatif A
genitalium mempunyai homologi yang cukup tinggi (51.3%) dengan gen iga .
influenzae (Fraser et al., 1995). Dalam penelitian ini digunakan U. wrealytician
standar galur 27618 dari “American Type Culture Collection” (ATCC). Gen iga
putatif M. genitalium G37 dalam penelitian ini juga diperoleh dari ATCC. Gen iga
putatif M. genitalium dengan kode MG219, yang terletak dalam “sequence™ DNA
sepanjang 1.9 kb, disisipkan ke dalam vektor plasmid pUC18, dan sclanjutnya
ditransformasi ke dalam Escherichia coli sure 2. “Sequence” sisipan sepanjang 1.9
kb tersebut dapat dicksisi dari vektor (pUC18) dengan enzim restriksi BamHI dan
EcoRI. Langkah pertama dalam penelitian ini ialah melakukan penjajakan, apakah
“sequence” gen ijga putatif M genitalium G37 tersebut homolog (dapat
berhibridisasi) dengan “sequence” DNA U wrealyticum. Bila ternyata terjadi
hibridisasi, maka dapat dimungkinkan untuk merancang primer dengan komputer,
berdasarkan “sequence” gen iga putatif M. genitalium, untuk mengamplifikasi gen
iga U. urealyticum dengan teknik “polimerase chain reaction” (PCR). Maka dalam
penelitian ini mula-mula difakukan pembiakan . wrealyticum di dalam medium
cair (“U. broth™) dan medium padat (“U. agar”), diteruskan dengan isolasi genom
U. urealyticum dan verifikasi pertumbuhan dengan amplifikasi fragmen gen ure U.

urealyticumm menggunakan teknik PCR, dengan primer gen wure yang hanya
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berkomplementer dengan genom U. urealyticum. Fragmen gen ure tersebut hanya
terdapat pada U. urealyticum, dan tidak terdapat pada spesies yang lain (Teng et af.,
1994). Selanjutnya dilakukan digesti parsial terhadap genom U. wrealyticum
dengan enzim restriksi EcoRl. Sementara itu juga dilakukan pembiakan E. coli
sure2 yang telah ditransformasi dengan MG219 (gen iga putatif M genitalium)
dalam vektor plasmid pUC18. Pembiakan E. coli sure2 diteruskan dengan isolasi
plasmid pUCI18, dilanjutkan dengan digesti atau eksist MG219 menggunakan enzim
restriksi BamHI dan EcoRl. Selanjutnya dilakukan elektroforesis gel mini agarosa
supaya gen tersebut mengalami pemisahan, baru kemudian diisolasi dengan metoda
“GlassMAX". Hasil isolasi yaitu MG219 dipakai sebagai pelacak, setelah lebih
dahulu dilabel dengan pelabel digoksigenin. Pelacakan dilakukan dengan cara
menghibridisasikan gen iga putatif M genitalium dengan genom U. wrealyticum
dengan teknik hibridisasi Southern blot. Bila gen iga putatif M. genitalium dapat
berhibridisasi dengan genom U. wrealyticum, diartikan bahwa terdapat homologi
antara gen iga putatif M. genitalium dengan gen iga U. urealyticum. Selanjuinya
dirancang primer berdasarkan “sequence” gen iga M. genitalium. Primer tersebut
digunakan untuk mengamplifikasi gen iga U. urealyticum. Amplifikasi gen iga U
urealyticum dilakukan dengan teknik PCR, dan hasil amplifikasi diobservasi
dengan elektroforesis gel agarosa, untuk memperkirakan panjang nukleotidanya
(dalam kilobasa=kb), dengan menggunakan penanda sebagai pembanding. Untuk
memastikan bahwa hasil PCR tersebut memang merupakan hasil amplifikasi yang
berasal dari genom U. wrealyticum, meka hasil amplifikasi tersebut perlu

diverifikasi dengan cara menghibridisasikannye dengan genom U. wrealyticum
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dengan hibridisasi Southem blot. Untuk keperluan verifikasi, hasil PCR terscbut
dilabel dengan digoksigenin, kemudian digunakan sebagai pelacak terhadap genom
U. urealyticum dalam hibridisasi. Bila terjadi hibridisasi (dapat dideteksi dengan
film sinar-X), barulah selanjutnya dilakukan “sequencing” terhadap fragmen DNA
hasil amplifikasi tersebut, untuk mengetahui uvrut-urutan nukleotidanya dan

persentase homologi. Selanjutnya dapat dilihat skema kerja pada halaman 27 dan
28.
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Skema kerja

\—/ I
L Kultur U. urealyticum
dalam “U. broth”

Kultur U. urealyticum
Dalam “U. agar™

Kultur E. coli sure2
dalam “L.B. broth”

Elektroforesis hastl digesti

Isolasi genom
U. urealyticum

Isolasi plasmid pUC18:: MG219

dan E. coli sure2

Isolasi MG219 dg. “GlassMAX"

27

PCR gen ure
U. urealyticum

Marka Produk PCR

Elektroforesis
(observasi hasil PCR)

Marka Hasil isolasi

Elektroforesis
(observasi hasil isolasi)

Elektroforesis hasil
isolasi
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Marka Hasil hibridisasi

PR R i

—
Genom U.urealyticum Hasit Hibridisasi
Gen iga putatif M. genitalium
TTERnd TTTTT Marka Produk PCR
Labelisasi dg. Digoksigenin
v AR
Desain primer PCR gen iga U. urealyticum Elektroforesis produk PCR
Marka Hasil hibridisasi
Hibridisasi produk PCR dg.
genom U. urealyticum
“Sequencing” produk PCR
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B. Cara kerja

1. Pembiakan U. urealyticum

U wrealyticum galur 27618 ATCC ditumbuhkan dalam 200 ml kaldu
Ureaplasma (“U. broth”) atau medium agar (“U. agar”) (metoda Shepard dengan
modifikasi). Cara membuatnya: “Mycoplasma broth base™ 1% (Difco), ekstrak khamir
0.1% (Difco), 2 ml “bromo thymol blue™ 4% atau “phenol red” (Serva), ditambah air,
sehingga volume menjadi 160 ml, dan pH dijadiken 5.5. Untuk membuat medium
“U. agar*, ke dalam larutan di atas pertu ditambahkan agar Nobel 4 g (Difco) kemudian
disterilkan di dalam autoklaf 121°C selama 15 menit. Setelah dingin ke dalam larutan
tersebut ditambahkan serum kuda 10% (Boehringer Mannheim), 0.5 ml urea 10%,
1,000 Ul/ml penisilin-G (PT Meiji Industries), dan amfoterisin-B 25 ug/m] (Sigma); pH
medium menjadi 6.0. Medium cair yang berwarna kuning kemudian diinokulasi
dengen U wealyticum, diinkubasiken pada suhu 37°C selema 1 sampai 7 hari.
Terjadinya pertumbuhan U. wrealyticum (pertumbuhan positif) ditandai oleh adanya
perubahan wama medium dari kuning menjadi hijau bila menggunakan indikator
“bromo thymol blué”, atau menjadi merah bila menggunakan indikator “phenol red”.
Untuk perbandingan dapat dilakukan pembiakan dalam medium agar secara
mikroaerofilik, dan diuji dengan pewarnaan MnCl;urea, dan bila terjadi pertumbuhan
akan memberikan warna coklat keemasan di sekeliling koloni U wrealyticum, U
urealyticurn juga dapat ditumbuhkan di dalam “U. broth” dan “U. agar” yang dibuat
berdasarkan metoda “Becton Dickinson Laboratory”, dan metoda ini yang dipilih
dalam penelitian ini. Cara membuat “U. broth” adalah sebagai berikut: Dibuat lanitan

yang terdiri atas bubuk pankreas 1 g/l (Becton Dickinson), dekstrosa 1 g/l (Becton
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Dickinson), NaCl 5 g/1, kalium fosfat 2 g/l (Becton Dickinson), urea 20 g/l (Becton
Dickinson), phenol red 0.012 g/ (Becton Dickinson), khamir 20 g/l (Difco), 1% serum
kuda (Boehringer Mannheim), dan pH dijadikan 6.0. Larutan tersebut disterilkan
dengan filtrasi, kemudian ditambahkan penisilin-G 1,000 UFVml (PT Meiji Industries)
dan amfoterisin-B 25 ug/ml (Sigma), baru kemudian dibuat alikuot. Medium “U. agar”
dapat dibuat dengan melarutkan zat-zat di atas dengan 100 ml dH,O kemudian
disterilkan dengan filtrasi dan ditambah dengan larutan agar Noble (Difco) 20 g/900ml
dH,O (sudah disterilkan dengan autoklaf 121 °C selama 15 menit), yang sudah agak
dingin. Terakhir ditambah dengan penisilin-G 1,000 U/ml (PT Meiji Industries) dan
amfotenisin-B 25 ug/ml (Sigma), kemudian dituang dalam cawan-cawan Petn steril.
Pertumbuhan U wrealyticum di dalam “U. broth” dapat diverifikasi dengan uji
amplifikasi gen wrease dari genom U wurealyticum, dengan teknik PCR, dengan

menggunakan primer gen urease yang diperoleh dari Universitas Nasional Singapore.

2. Isolasi genom U. urealyticum

Isolasi genom U. wrealyticum dilakukan berdasarkan metoda Maniatis et al.
(1982). Kultur U. urealyticum sebanyak 1.5 ml diputar dengan kecepatan 11,800 g
selama 30 menit. Supemnatan dibuang 1.4 ml, sisanya disuspensikan dengan 400 ul
larutan TE. Selanjutnya larutan tersebut ditambah dengan 30 ul SDS 10% (Sigma) dan
25 ul proteinase K (2 mg/ml) (Gibco BRL), kemudian diinkubasikan pada subu 50°C
sclama 1 jam. Setelah inkubasi larutan ditambah 400 ul phenol, divorteks selama 10
detik, kemudian diputer dengan kecepatan 5,000 g selama S menit. Lapisan atas

dipindahkan ke tabung baru, kemudian ditambah dengan 400 ul kloroform:
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isoamilalkohol (24 : 1), divortek 10 detik, dan diputar dengan kecepatan 5,000 g selama
5 menit. Lapisan atas dipindahkan ke tabung baru, kemudian ditambah dengan 1 ml
etanol absolut (Merck), dan diinkubasikan pada —20°C minimal 2 jam, kemudian
diputar dengan kecepatan 5,000 g selama 5 menit untuk mengendapkan DNA-nya.
Supemnatan dibuang kemudian peletnya dicuci dengan 1 ml alkohol 70%. Setelah
diputar dengan kecepatan 5,000 g selama 5 menit, pelet (DNA) dikeringanginkan,

kemudian dilarutkan dalam 50 ul TE (Merck) dan disimpan pada suhu —4 °C.

3. Digesti genom U. urealyticum

Genom U wrealyticum sebelum dipergunakan sebagai cetakan untuk
amplifikasi gen ure maupun gen iga dengan teknik PCR lebih dahulu didigesti dengan
enzim restriksi EcoRI selama 60 menit pada suhu 37°C, dengan komposisi reagen
digesti sebagai berikut: 10 ul (1.0 ug/ul) genom U wrealyticum di dalam tabung
Eppendorf ditambah 2 ul (10 unit/ul} £coRI dan 4 ul larutan dapar enzim. Selanjutnya
volume dijadikan 40 ul dengan menambahkan 24 ul dH;O. Reaksi enzim dihentikan

dengan pemanasan 60°C selama 10 menit.

4. Verifikasi pertumbuhan U. urealyticum dengan teknik PCR

Untuk mengkonfirmasikan bahwa organisme yang tumbuh di dalam medium
“U. broth” memang benar U. urealyticum maka perlu adanya verifikasi. Verifikasi
terhadap pertumbuhan U. wurealyficum dapat dilakukan dengan amplifikasi gen wre
dengan teknik PéR (dengan PCR System 9700, Perkin Eliner Cetus). Primer gen wre

diperoleh dari Universitas Nasional Singapore, berupa primer yang hanya dapat
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berkomplementer dengan gen urease (ure) U. urealyticum. Primer tersebut terdiri atas
primer “forward” 5’-CCAGGAAAAGTAGTACCAGGAGC-3’, dan primer “reverse”
5’-CTCCTAATCTAACGCTATCACC-3". Sepasang primer tersebut dengan genom
U wrealyticum yang sudah diisolasi sebagai cetakannya, dipakai untuk
mengamplifikasi gen ure. Rincian komposisi reagen PCR adalah sebagai berikut: 1 ul
dNTP (berupa campuran dATP, dTTP, dCTP, dGTP 0.1 mM), 0.5 ul primer “forward™
{1 uM), 0.5 ul primer “reverse” (1 uM), 5 ul larutan dapar enzim 10X, 1 ul genom
(DNA cetakan 1 ug/ut), 0.5 ul Taq DNA-polimerase (5 unit/ul), 41.5 ul dH,0. Dalam
proses amplifikasi tersebut, denaturasi DNA dilakukan pada suhu 94°C selama 30
detik, “annealing” pada suhu 55°C selama 30 detik, dan clongasi pada suhu 68°C

selama 90 detik sebanyak 30 siklus (Teng et al., 1994).

S. Elektroforesis

Untuk mengetahui hasil isolasi genom U. wrealyticum, hasil amplifikasi gen
ure, hasil amplifikasi gen iga U. urealyticum, dan juga sebelum dilakukan transfer
Southern perlu dilakukan elektroforesis gel mini agarosa (SIGMA, Tipe II Medium)
0.8% dalam larutan X TAE (Merck), dengan tegangan listrik 90 Volt, selama 50
menit. Dengan elektroforesis ini fragmen-frapmen DNA akan terpisah berdasarkan
ukuran DNA. Cara mempersiapkan elektroforesis gel mini agarosa: 50 ml larutan
agarosa 0.8% dipanaskan di dalam “microwave™ selama 2 menit. Setelah agak dingin
kemudian dituangkan ke dalam plat gel, dan segera dipasang sisir dengan posisi tegak
lurus terhadap gel. Gel dibiarkan mengeras selama 60 menit, baru kemudiaa sisir

diangkat, agar supaya terbentuk sumur-sumur untuk memasukkan sampel DNA yang
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akan diobservasi. Sampel DNA sebelum diisikan ke dalam sumur ditambah dengan
“loading buffer” atau “tracking dye™ (0.05% bromo phenol blue) (Merck), 0.05% silen
sianol (Merck), 50% gliserol (Merck), 0.05 M EDTA dalam larutan dapar TE (Merck),
2 ul dalam 17 ul sampel (Gambar 5).

Elektroforesis

!

2D 3 TO)

r_‘-i'lkllll'sl 4
Vv

3

Gambar 5. Elektroforesis gel mini agarosa.
1. Anoda. 2. Katoda. 3. Gel. 4. Larutan dapar.
5. Sumur DNA. 6. Pita DNA,
Sumber: Brown, 1995.
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Gambar 6. Visualisasi pita DNA dengan transiluminator UV
Sumber: Brown, 1995.

Setelah elektroforesis, gel mini direndam dalam larutan etidium bromida 2 ug/ml
dH;O selama 15 menit, agar DNA dapat divisualisasikan pada saat dipaparkan dengan
sinar ultra violet dari lampu transiluminator (Maniatis ef al, 1982). Dalam
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elektroforesis sebagai penanda dipakai marka VIII (DNA pUCBM2Jdipotong dengan
Hpall, Dral, dan Hindlll) (Promega), marka IIl (DNA A dipotong dengan EcoRI dan
Hind[ll) (Promega), dan marka II (DNA A dipotong dengan EcoRI). Hasil

elektroforesis dapat difoto dengan kamera Polaroid DS 34 di atas transiluminator ultra
violet (Gambar 6).

6. Pembiakan E. coli

E. coli sure2 yang telah ditransformasi dengan pUC18 yang disisipi gen iga
putatif M genitalium ditumbuhkan dalam media cair (“LB broth”) dan padat (“LB
agar”), pada subu 37°C selama semalam. Biakan cair memerlukan goyangan kuat.
Medium cair Lunia-Bertani terdiri atas tripton 10 g/l (Difco), ekstrak khamir 5 g/l
(Difco), dan NaCl 10 g/l (Merck), sedangkan pada medium padat harus ditambahkan
agar Nobel sebanyak 15 g/l (Difco). Media tersebut perlu disterilkan dengan autoklaf
pada suhu 121°C selama 15 menit sebelum ditambah dengan Ampisilin 100 ug/ml

(Sigma).

7. Isolasi plasmid

Biakan cair E. coli sure2 yang sudah ditumbuhkan semalam pada suhu 37°C
dengan goyangan kuat sebanyak 1.5 ml dipindahkan ke dalam tabung Eppendorf
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 5,000 g selama 2 menit untuk
mengendapkan sel bakteri. Pelet yang berupa sel bakteri diresuspensi dengan 110 ul
larutan A (9 g glukosa (BDH), 20 ml 0.5 M EDTA (Merck), dan 25 mi 1 M Tris-Cl pH

8.0 dalam 11 dH2O). Suspensi tersebut diinkubasikan di dalam suhu ruangan selama 5
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menit, kemudian ditambah dengan 200 ul larutan B yang masih segar (4.25 ml dH,0,
0.5 ml 10% SDS (Sigma), dan 0.25 ml 4 N NaOH (Merck), dan selanjutnya
disuspensikan dengan jalan membalikkan tabung beberapa kali secara perlahan-lahan,
schingga larutan menjadi bening dan lengket, baru kemudian diinkubasikan pada suhu
0°C (di dalam es) selama 10 menit. Setelah inkubasi suspensi ditambah 150 ul larutan
C dingin (60 ml 5 M KCI (BDH), 11.5 ml asam asetat glasial (Merck), dan 28.5 mi
dH,0), divortek selama 10 detik dan diinkubasikan pada suhu 0°C selama S menit.
Selanjutnya larutan tersebut disentrifugasi dengan kecepatan 5,000 g selama 3 menit,
kemudian supernatannya dipindahkan ke tabung Eppendorf lain yang steril, baru
kemudian ditambahkan 0.5 ml larutan campuran fenol, kloroform, isoamilalkohol
(Merck), dengan perbandingan 25:24:1, divortek sejenak sehingga terbentuk suspensi,
lalu disentrifugasi dengan kecepatan 5,000 g selama 5 menit. Lapisan atas dipindahkan
secara hati-hati ke tabung lain, dan diusahakan tidak sampai tercampur dengan lapisan
bawah yang mengandung fenol. Cairan tersebut kemudian ditambah dengan 1 ml
etanol absolut dingin, dan diinkubasikan selama 2 jam atau lebih pada suhu —20°C.
Cairan kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 5,000 g selama 5 menit. Supematan
dibuang, dan pelet yang terdin atas DNA plasmid dan RNA dicuci dengan 1 ml etanol
70% yang dingin, disentrifugasi lagi seperti sebelumnya. Pelet dikeringanginkan, dan
setelah kering diresuspensikan dengan 50 ul TE pH 8.0, kemudian disimpan pada suhu
4°C.
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8. Digesti plasmid pUCI18::iga putatif M. genitalism

Plasmid pUCI18® yang membawa sisipan gen iga putatif, setelah diisolasi,
kemudian didigesti dengan enzim restriksi EcoRI dan BamHI dengan komposisi seperti
terlihat dalam TABEL II, selama 2 jam pada suhu 37°C. Hasil digesti kemudian
diobservasi dengan elekiroforesis gel mini agarosa 0.8 %, dengan tegangan 90 Volt,

selama 50 menit, dengan pembanding marka III.

TABEL 1II
REAKSI DIGESTI PLASMID pUC18::iga putatif M. genitalium
(dalam mikroliter=ul)
DNA H;O Bufer EcoRI BamHl Jumlah
pUC18
1.0ug 10 unit 10 unit
ful ful ful

Sampel 10 22 4 2 2 40
Kontrol 5 15 0 0 0 20

9. Isolasi dan purifikasi gen iga putatif M. genitalium

Pita yang merupakan gen iga putatif M. genitalium yang terpisah pada gel
agarosa melalui proses elektroforesis kemudian diisolasi dan dimumikan dengan
mefoda “GlassMAX” (Gibco BRL) scbagai berikut: Potongan gel agarosa yang
mengandung gen jge putatif tersebut setelah dicuci dengan bufer TE, dimasukkan ke
dalam tabung Eppendorf, kemudian dihancurkan dengan “blue tip”, dan dilarutkan
dengan 3 volume “binding solution”. Supaya lebih mudah dan cepat larut, potongan
agarosa dibantu dengan pemanasan 50°C selama 20 menit. Larutan tersebut kemudian
ditambah dengan satu volume suspensi “GlassMAX", divortek. selama 5 detik,
kemudian diinkubasikan dalam suhu kamar selama 30 menit, dilanjutkan dengan
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dengan kecepatan 5,000 g selama 60 detik. Supematan dibuang, dan endapan
diresuspensikan dengan larutan pencuci sebanyak 1 ml, kemudian diinkubasikan pada
suhu 4°C selama 30 menit, selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 5,000 g sclama
60 detik. Endapan dicuct sekali lagi seperti di atas. Supernatan dibuang, dan endapan
dikeringanginkan selama 30 menit. Setelah kering endapan diresuspensikan dengan 50
ul bufer TE, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 5,000 g selama 60 detik, dan
supernatan dipindahkan ke tabung Eppendorf baru. RNA ikutan dapat dihilangkan
dengan menambahkan 1 ul RNA-ase, kemudian diinkubasikan selama 15 menit pada
suhu 37° C. Reaksi RNA-ase dihentikan dengan pemanasan 60° C selama 10 menit,
Hasil purifikasi kemudian diobservasi sebagian dengan elektroforesis gel mini agarosa,
dan sisanya dapat dipergunakean sebagai pelacak terhadap genom U. wrealyticum dalam

hibridisasi setelah dilabel dengan digoksigenin (Boehringer Mannheim) lebih dahulu.

10. Transfer menurut cara Southern
10.1. Persiapan

Genom U wrealytictn setelah dielektroforesis dengan 0.8% gel agarosa,
sebelum ditransfer ke membran Hybond-N periu dilakukan persiapan sebagai berikut:
Gel agarosa bagian pinggir, yang tidak diperlukan, dipotong dan dibuang. Genom atau
DNA pada gel apgarosa didepurinasi dengan 0.25 M HCl (BDH), selama 15 menit-
sambil digoyang lambat, kemudian dibilas dengan akuades 2 kali. Kemudian gel
didenaturasi dengan larutan denaturasi (1.5 M NaCl dan 0.5 M NaOH) selama dua kali

30 menit pada suhu kamar sambil digoyang lambat. Seclanjutnya genom tersebut
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dinetralisasi dengan larutan netralisasi (1.5 M NaCl, 0.5 M Trs HCI pH 7.2, 0.0001 M

Na; EDTA) selama dua kali 30 menit pada suhu kamar sambil digoyang lambat.

10.2. Transfer

Transfer genom atau DNA ke membran Hybond N (Amersham) dilakukan
menurut metoda Southern, Dibuat jembatan plastik yang diletakkan di dalam bak yang
berisi larutan SSC 10X (Saline Sodium Citrate). Jembatan plastik tersebut kemudian
ditutup dengan kertas Whatman 3 MM selebar gel agarosa, dan panjangnya jauh lebih
panjang dari panjang gel, sehingga kedua ujungnya tercelup ke dalam larutan SSC 10X;
dengan demikian seluruh kertas menjadi basah oleh SSC. Gel agarosa yang salah satu
ujungnya sudah dipotong serong sedikit sebagai tanda, diletakkan terbalik di atas kertas
Whatman. Kemudian di atas gel diletakkan membran Hybond-N (Amersham) yang
ukurannya sama dengan ukuran gel. Diusahakan agar tidak ada gelembung udara di
antara gel dan membran, agar tidak menghambat proses transfer. Di atas membran
diletakkan 3 lembar kertas Whatman 3 MM, dan selanjutnya di atas kertas Whatman
diletakkan setumpuk kertas towel masing-masing selebar dan sepanjang gel. Di atas
tumpukan kertas towel diletakkan lempeng kaca, dan di atas lempeng kaca diletakkan
pemberat sekitar 0.5 kg (Gambar 7). Proses transfer DNA dibiarkan berlangsung
selama 12 — 24 jam atau semalaman pada suhu kamar. Di akhir inkubasi, pemberat,
kaca, dan tumpukan kertas dibongkar satu persatu secara hati-hati.

DNA (penanda dan genom) difiksasi pada membran Hybond-N dengan cara
meletakkan di atas lembaran plasttk dan memaparkan membran tersebut di atas

transiluminator ultra violet selama 8 menit. Membran dikeringanginkan selama sekitar
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30 menit, kemudian disimpan di antara kertas Whatman 3 MM atau langsung
dihibridisasikan dengan gen iga putatif M genitalium yang sudah dilabel dengan

digoksigenin sebagai pelacak DNA.

Gambar 7. Transfer Southern blot.

1. Bak. 2. Penyokong. 3. Larutan dapar. 4. Kertas Whatman 3 MM
5. Gel. 6. Membran nilon. 7. Kertas towel. 8. Pemberat.
Sumber: Brown, 1995.

11. Hibridisasi

Genom U, wrealyticum pada membran Hybond-N kemudian dihibridisasi
dengan pelacak (gen iga putatif M genitalium yang sudah dilabel dengan digoksigenin)
melalui beberapa tahap.

11.1. Prehibridisasi

Genom U. urealyticum dan marka III pada membran Hybond-N diprehibridisasi
dengan 20 ml bufer prehibridisasi yang terdiri atas 5 ml SSC 5 X, 40 ul SDS (Sodium

Dodecyl Sulphate) 0.02%, 2 ml “blocking reagent™ 1% (Boehringer Mannheim), 200 ul
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N-Lauril sarkosin 0.1% (Sigma), dan 12.760 ml akuades; prehibridisasi berlangsung

selama 2 jam pada suhu 65°C dengan goyangan lambat.

11.2. Labelisasi pelacak
Prinsip labelisasi DNA Dig (digoksigenin) dan deteksi pelacak DNA Dig

Sistem Dig ini menggunakan digoksigenin, suatu hapten steroid untuk melabel
DNA, RNA, atau nukleotida untuk hibridisasi, dan diikuti dengan deteksi luminesensi.
Untuk labelisasi DNA, digoksigenin digabungkan dengan dUTP melalui ikatan ester
alkali-labil. Pelacak DNA dapat dilabel dengan perangkat “Dig-High Prime”
(Bochringer Mannheim) berdasarkan teknik labelisasi “random priming nick
translation”. Pelacak DNA berlabel Dig dapat dihibridisasikan dengan asam nukleat
pada membran nilon atau membran yang lain. Pelacak berlabel Dig yang sudah
dihibridisasikan dapat dideteksi dengan teknik imunodeteksi dengan anti-digoksigenin.
Fragmen Fab dari anti-digoksigenin dikonjugasikan dengan alkalin fosfatase, kemudian
divisualisasikan dengan CSPD (“chemiluminescence signal detection™). Defosforilasi
CSPD dengan alkalin fosfatase menyebabkan terjadinya emisi sinar pada panjang
gelombang 477 nm, dan emisi sinar ini dapat direkam dengan film “X-ray”. Labelisasi
pelacak dan deteksinya dikerjakan di Laboratorium Biologi Molekuler, Bagian Biologi
Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia, Jakarta, berdasarkan rekomendasi
Bochringer Mannheim Laboratories sebagai berikut:

Pelacak DNA (gen iga putatif M. genitalium) sebanyak 16 ul (lug/ul)
didenaturasi dengan cara memanaskannya pada suhu 100° C selama 10 menit,

kemudian didinginkan cepat-cepat di dalam es selama 10 menit Pelacak tersebut
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kemudian dilabel dengan menambahkan 4 ul larutan digoksigenin (Bochringer
Mannheim), dicampur secara seksama, kemudian diinkubasikan selama 5 — 20 jam
pada suhu 37° C. Pada akhir inkubasi reaksi dihentikan dengan cara memanaskannya
pada suhu 65° C selama 10 menit Pelacak yang sudah berlabel digoksigenin tersebut

dapat disimpan pada suhu -20°C atau dipergunakan langsung untuk hibridisasi.

11.3. Hibridisasi

Pelacak yang sudah berlabel digoksigeﬁin sebanyak 20 ul didenaturasi dengan
cara memanaskannya pada suhu 100°C selama 10 menit, kemudian segera dimasukkan
ke dalam es, dan dibiarkan selama 10 menit. Selanjutnya pelacak dimasukkan ke dalam
bak plastik kecil yang berisi 20 ml bufer hibridisasi, yang komposisinya sama dengan
bufer prehibridisasi. Membran segera dimasukkan ke dalam larutan hibridisasi
tersebut, dan proses hibridisasi dibiarkan berlangsung satu malam pada suhu 65°C,
dengan goyangan lambat dalam penangas air (Waterbath Shaker Model-WB-20,
Maryland).

11.4. Visualisasi

Sctelah hibridisasi, membran dicuci dengan 50 ml larutan pencuci I, yang terdiri
atas SSC 2 X dan SDS 10% sebanyak dua kali 5 menit sambil digoyang lambat pada
suhu kamar. Pencucian membran diteruskan dengan larutan pencuci Il yang terdiri atas
larutan SSC 0.1 X dan SDS 0.1% sebanyak dua kali 5 menit dengan goyangan lambat
pada suhu 65°C. Pencucian selanjutnya dilakukan dengan larutan dapar 1 (maleat 0.1

M dan NaCl 0.15 M, pH 7.5) sclama 5 menit, sambil digoyang, pada suhu kamar.
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Kemudian membran diinkubasikan di dalam larutan dapar 2 atan “blocking buffer”
(terdiri atas “blocking reagent” dan larutan dapar maleat dengan perbandingan 1:10)
selama 30 menit, dengan goyangan lambat, pada suhu kamar. Membran dalam keadaan
basah diletakkan di atas plastik, kemudian ditetesi dengan 2 tetes larutan CSPD, dan
diratakan. Kelebihan larutan dibuang. Membran diinkubasikan selama 5 menit pada
suhu kamar, kemudian dilanjutkan dengan inkubasi sclama 30 menit pada suhu 37°C.
Sclanjutnya membran diatur di dalam kaset yang beralaskan lembaran plastik,
dipaparkan dengan film “X-ray” selama 30 menit, dan dimasukkan ke dalam larutan
pengembang untuk visualisasi pita DNA (Manizatis ef o/, 1982). Bila terjadi hibridisasi
antara genom U wurealyticum dengan gen iga putatif M. genitalium maka penelitian

diteruskan dengan perancangan primer gen iga U. urealyticum.

12. Perancangan primer dan amplifikasi gen iga U. urealyticum

Primer gen iga U. urealyticum dirancang berdasarkan “sequence” gen iga
putatif M. genitalium G37 dengan komputer dengan program “NCBI BLAST Search
Result” (BLASTN). Hasil rancangan berupa sepasang primer yang diproduksi oleh PT
Pacific Oligos, Ausiralia, dengan urutan nukleotida sebagai berikut: primer “forward”
5'-AAAAATACCCATAATGAATAGTGATAG-3', dan untuk primer “reverse” 5°-
TITTGTITGAATTITGGGTTGGTTTAG-3". Sepasang primer tersebut digunakan
untuk amplifiksi gen iga U. wrealyticum dengan genom U. wurealyticum sebagai
cetakannya. Amplifikasi gen iga U. urealyticum dilakukan dengan teknik “polimerase
chain reaction” dengan mempergunakan alat “PCR System Perkin Elmer Cetus™.

Dalam proses amplifikasi ini denaturasi DNA dilakukan pada suhu 94°C, selama 30
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detik, “annealing” pada suhu 68°C selama 30 detik dan elongasi pada suhu 72°C selama
90 detik, sebanyak 30 siklus.

Hasil amplifikasi diobservasi dengan elektroforesis gel mini agarosa dengan
cara seperti di atas, untuk memperkirakan panjang nukleotidanya. Untuk verifikasi
amplifikasi gen iga dilakukan hibridisasi Southern blot (cara seperti telah diuraikan di
atas), dengan menghibridisasikan genom U. wrealyticum dengan produk PCR (hasil
amplifikasi “sequence” U. wrealyticum). Setclah verifikasi, tahap terakhir adalah
“sequending” nukleotida hasil amplifikasi “sequence™ DNA U. wrealyticum dengan

primer yang didesain berdasarkan “sequence” gen iga putatif M genitalium.

13. “Sequencing” DNA
“Sequencing” fragmen DNA U wrealyticum hasil amplifikasi dengan teknik

PCR (setelah diisolasi), dilakukan dengan mesin “ABI 377A DNA sequencer” oleh
Lembaga Eijkman, Jakarta.
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BABIY EiPUSTARAAN PUSAT
' UNIVERSITAS INDONESE?

HASIL

A. Kultur Ul urealyticum

Pertumbuhan U. wrealyticum dilakukan beberapa kali baik dalam medium cair
maupun dalam medium padat, dan berhasil dengan baik. Pertumbuhan Ul urealyticum
yang membutubkan waktu sekitar 1 — 7 hari ini dapat diketahui dengan adanya
perubahan warna kultur dari kuning menjadi hijav muda atau atau menjadi merzh
sesuai dengan indicator yang digunakan. Kultur cair U, urealyticum ATCC 27618 dan
U. urealyticum dari sampel semen pria pasangan tnfertil umur 2 hari, di dalam medium
“U. broth” dengan menggunakan indikator “bromo thymol blue™ tampak berwama
hijau seperti ditunjukkan pada Gambar 8. Kultur cair U. wrealyticum ATCC 27816
umur 2 harn di dalam “U. broth™ dengan menggunakan indikator “phenol red” tampak
mengalami perubahan warna dari kuning menjadi merah, sebagaimana ditunjukkan
pada Gambar 9. Perubahan warna tersebut disebabkan oleh aktivitas metabolisme UL
urealyticum yang sedang tumbuh. Dalam metabolisme, urease yang diekspresikan oleh
gen ure menghidrolisis urea menjadi amonia, dan mengakibatkan naiknya pH medium.
Bila pH medium naik menjadi sekitar 6.25 - 6.5, medium tampak berwarna hijau atau
merah, sesuai dengan indikator yang digunakan. Kultur padat U. urealyticum ATCC
27618 umur 3 hari, di dalam medium “U. agar” diperlihatkan pada Gambar 10. Adanya
pertumbuhan U wrealyticum di dalam medium padat dapat diketahui dengan
menggunakan uji pewamaan MnClo-urea. Uji MnCl;-urea ini adalah untuk mendeteksi

adanya pembentukan amonia oleh U. wrealyticion. Dengan memaparkan koloni UL
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urealyticum pada larutan MnCly-urea, enzim urease akan menghidrolisis urea menjadi
amonia, dan sclanjutnya terjadilah reaksi berikut ini:

NH; + H,0 ~> NH,OH-> NH,"+ O

MnCly+ 20H —> MnO (coklat keemasan) +2 CI' + H,O
MnQO yang terbentuk dalam reaksi ini tidak larut dalam air, dan membentuk endapan
coklat keemasan disekeliling koloni seperti ditunjukkan dalam Gambar 10. Reakst int
dapat dideteksi dengan mikroskop perbesaran kuat, kemudian diambil gambamya.
Hasil pertumbuhan U urealyticum dalam kultur cair dengan menggunakan indikator
“bromo thymol blue” atau “phenol red”, juga dalam kultur padat dengan uji MnCl,-

urea sesuai dengan yang dikemukakan oleh Marmion (1989), dan Koneman ef al.
(1992). |

Gambar 8. Kultur cair U urealyticum dengan indikator “bromo thymol blue”.
Dari kiri ke kanan: 1. Kontrol: medium tanpa U. urealyticum, berwama
kuning. 2 dan 3. Kultur negatif dari sampel semen pria pasangan infertil,
berwarna kuning. 4, Kultur positif dari sampel semen pria pasangan
infertil, berwarma hijau agak gelap karena adanya semen yang
mengandung U, urealyticum.
5. Kultur positif U. urealyticum ATCC 27618 berwama hijau terang,
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Gambar 9. Kultur cair U. urealyticum dengan indikator “phenol red™
1. Kontrol: medium tanpa U. urealyticum, berwama kuning,
2. Kultur positif U urealyticum, ATCC 27618 berwarna merah.

Gambar 10, Kultur padat positif U, urealyticum ATCC 27618 dengan
pewarnaan MnCl,-urea.
A. Endapan MnO coklat keemasan di sekeliling koloni U. urealyticum.
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B. Hasil isolasi dan digesti genom U, urealyticum

Adanya pertumbuhan U. wrealyticum dalam kultur cair dikonfirmasikan
dengan uji amplifikasi gen ure dengan teknik PCR, dengan menggunakan genom U
urealyticum sebagai cetakan. Genom atau DNA cetakan untuk amplifikasi didapatkan
dari hasil isolasi genom U. urealyticum dani hasil pembiakan U. wrealyticum ATCC
27618 di dalam “U. broth”. Hasil isolasi genom U. wrealyricum setelah didigesti
dengan EcoRI tampak “smear” seperti diperlihatkan pada Gambar 11. Gambaran yang
“smear” tersebut karena banyaknya situs atau tempat pemutusan pada genom U/

urealyticum oleh EcoRI.

21.2 kb
5.0 kb\
4.3 kb

3.5 kb\ \\
2.0 Kbﬂzj\fg o

Gambar 11. Hasil digesti genom U. wrealyticum ATCC 27618 dengan EcoRI.
Lajur 1: Marka Il (DNA A didigesti dengan EcoRI dan HindIll)
Lajur 2: Genom U. urealyticum ATCC 27618 dengan EcoRlI
Di antara lajur 1 dan lajur 2 juga terdapat 5 lajur hasil digesti
U. urealyticum dengan EcoRl], hanya saja hasil ini samar-samar,
schingga tidak begitu tampak pada foto.
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C. Hasii deteksi pertumbuhan U. uarealyticum dengan amplifikasi gen ure
Amplifikasi genom hasil isolasi dan U. wrealyticum ATCC 27618 dilakukan
dengan teknik PCR untuk verifikasi adanya pertumbuhan kuman tersebut. Genom U.
urealyticum terscbut  diamplifikasi denpgan menggunakan sepasang primer yang
berkomplementer dengan gen wre.  Setelah dideteksi dengan elektroforesis gel mini
agarosa, produk PCR tersebut memperlihatkan pita gen wre sepanjang 0.46 kb, seperti

ditunjukkan pada Gambar 12. Hasil tersebut sama dengan hasil penelitian yang

dilakukan oleh Teng er al. (1994).

.Gambar 12. Hasil amplifikasi gen ure U. urealyticum ATCC 27618 dengan PCR.
Lajur 1: marka VIH (pUCBM21 dipotong dengan Hpall, Dral,
dan HindI). Lajur 2: Gen ure U. urealyticun:: 0.46 kb, Panah pada
foto dimaksudkan untuk menunjukkan pita gen ure sepanjang 0.46 kb
pada lajur 2. Lajur 3: kontrol negatif (dari genom E. coli DH 5 ce).
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D. Hasil isolasi plasmid pUC18 dari kultur E. coli sure2

Pembiakan E. coli sure2, pUC18:iga putatif MG219 dilakukan dalam medium
cair (“"LB broth”) dengan hasil batk (kultur tampak keruh). Pembiakan dilakukan
dengan goyangan kuat, dan diinkubasikan selama satu malam pada suhu 37° C. Hasil
isolasi plasmid yang disisipi gen iga putatif M. genitalium (pUCl18:iga putatif MG219)
dari kultur E. coli sure2 setelah diobservasi dengan elektroforesis gel mini agarosa
menunjukkan pita sepanjang 4.6 kb, seperti tampak pada Gambar 13. Hasil tersebut
sesuai dengan ukuran plasmid pUCI18 sepanjang 2.7 kb, yang telah mendapatkan

sisipan gen iga putatif M. genitalium sepanjang 1.9 kb.

Gambar 13. Hasil isolasi plasmid pUC18 dar kultur E. coli sure2.

Lajur 1: Marka Il (DNA A dipotong dengan EcoRI dan HindIIl).
Lajur 2: pUC18 yang mendapat sisipan gen iga putatif
M. genitalium (4.6 kb).
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F. Hasil isolasi fragmen gen iga putatif M. genitalium

Fragmen gen iga putatif M. genitalium berhasil diisolasi dan gel agarosa dengan
metoda “GlassMAX"”. Keberhasilan isolasi gen iga putatif M. genitalium dari plasmid
pUCI18::iga putatif MG219 dapat diketahui setelah dilakukan observasi dengan
elektroforesis gel mimi agarosa; hasilnya menunjukkan pita fragmen gen iga putatif M.

genitalium sepanjang 1.9 kb seperti tampak pada Gambar 15.

Gambar 15. Hasil isolasi fragmen gen iga putatif M. genitalium
Lajur 1: Marka II (DNA A dipotong dengan EcoR])
Lajur 2:Hasil isolasi fragmen gen iga putatif M. genitalium (1.9 kb)
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G. Hasil hibridisasi antara fragmen gen iga putatif M. genitalium dengan genom
U. urealyticum

Fragmen gen iga putatif M. genitalium tersebut di atas setelah dilabel dengan
digoksigenin dan dihibridisasikan dengan genom U. urealyticum menunjukkan pita-pita

hibridisasi sepanjang 21.2 kb, 5.0 kb, dan 3.5 kb seperti tampak pada Gambar 16.

Gambar 16. Hasil hibridisasi gen iga putatif M. genitalium dengan genom U.
urealyticum.

Lajurl: Hasil hibndisasi gen iga putatif M. genitalium dengan genom
U. urealyticum menunjukkan pita sepanjang 21.2 kb, 5.0 kb, dan 3.5 kb,
Lajur 2: Marka Il (DNA A dipotong dengan EcoRI dan HindlIII).
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H. Hasil amplifikasi fragmen gen iga U. urealyticum dengan teknik PCR dengan
menggunakan primer yang dirancang berdasarkan “sequence” gen iga putatif
M. genitalium.

Perancangan primer berdasarkan rangkaian nukleotida gen iga putatif M. genitalium
mendapatkan sepasang rangkaian oligonukleotida primer sebagai berikut: primer
“forward” S’-AAAAATACCCATAATGAATAGTGATAG-3’, dan primer “reverse”
dengan urutan 5’-TTTTGTTTGAATTTGGGTTGGTTTAG-3’. Sepasang primer
tersebut digunakan untuk mengamplifikasi fragmen DNA U urealyticum dengan teknik

PCR yang menggunakan genom U. wrealyticum scbégai cetakannya.

Gambar 17. Hasil amplifikasi fragmen gen iga U. urealyticum produk PCR
Lajur 1: Marka II (DNA A dipotong dengan EcoRI)
Lajur 2: Hasil amplifikasi fragmen gen iga U. urealyticum (0.4 kb)
dengan teknit PCR.
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Observasi produk PCR (hasil amplifikasi fragmen gen iga U. wrealvticum)
dengan elektroforesis gel mini agarosa menunjukkan pita sepanjang 0.4 kb,
sebagaimana tampak pada Gambar 17. Pita DNA pada gel agarosa tersebut kemudian
diisolasi dan dipurifikasi dengan metoda “GlassMAX™.  Untuk wverifikasi hasil
purifikasi produk PCR kemudian dilabel dengan digoksigenin, dan seclanjutnya
dihibridisasikan dengan genom U. wrealyticum dengan metoda hibridisasi Southem.

Hasit venfikasi produk PCR dengan cara menghibridisasikan produk PCR
tersebut dengan genom U. wrealyticum, dapat dideteksi dengan elektroforesis gel
agarosa. Fragmen gen iga U. wrealyticum produk PCR berlabel digoksigenin,
berhibridisasi dengan fragmen-fragmen genom U. urealyficum, dan pita-pita hibridisasi
dapat ditunjukkan dalam Gambar 18 dengan ukuran sebagai berikut: 1 pita dengan
ukuran > 21.2 kb, 1 pita sepanjang 21.2 kb, 2 pita dengan ukuran antara 5.0 - 21.2 kb, |
pita sepanjang 5.0 kb, 1 pita dengan ukuran antara 2.0 — 3.5 kb, dan 1 pita sepanjang
1.9 kb. Berdasarkan hasil tersebut yang teramplifikasi pada produk PCR adalah

fragmen gen jga dari genom U, urealyticum.
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Gambar 18. Hasil hibridisast fragmen gen iga U. urealytictan produk PCR
dengan genom U urealyticun:.

Iajur 1: Marka III (DNA A dipotong dengan EcoRI dan HindIHI)

Lajur 2: Pita-pita hibridisasi fragmen gen iga U wrealyticum

produk PCR dengan fragmen-fragmen genom U. urealyticum

dengan ukuran: 1 pita dengan ukuran > 21.2 kb, 1 pita sepanjang 21.2 kb,

2 pita dengan ukuran antara 5.0 - 21.2 kb, 1 pita scpanjang 5.0 kb, 1 pita

dengan ukuran antara 2.0 ~ 3.5 kb, dan 1 pita sepanjang 1.9 kb.
1. Hasil “sequencing” fragmen gen iga U. urealyticum produk PCR

“Sequensing” fragmen gen iga U. wureaiyticum produk' PCR dengan mesin

“ABI377A sequencer” oleh Lembaga Eijkman, Jakarta menunjukkan homologi 100%
dengan “sequence” gen iga putatif M. genitalium sepanjang 400 pb seperti ditunjukkan
oleh kedua “sequence”™ nukleotida yang tertera pada Gambar 19, berdasarkan penulisan

Chadwick ef al. (1998).
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3

Gambar 19. Homologi antara “sequence” gen iga putatif M. genitalium dan “sequence’
gen iga U, urealyticum produk PCR.
1. “Sequence” fragmen gen iga putatif M. genitalium.
2. “Sequence” fragmen gen iga U. urealyticum produk PCR.
Angka 10-440 menunjukkan urutan nukleotida fragmen gen iga.
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BABV

PEMBAHASAN

Patogenesis bakteri dalam hubungannya dengan protease IgAl

IgAl merupakan imunoglobulin utama pada permukaan membran mukosa
manusia. Beberapa bakteri patogenik termasuk U. wrealyticum terbukti dapat
menghasilkan protease IgAl. Oleh karena protease IgAl yang dihasilkan oleh bakter:
patogen terbukti memutus rantai berat IgAl, maka protease IgAl dipertimbangkan
sebagai faktor vimulensi potensial bakteri yang mengkolonisasi dan menginfeksi
membran mukosa tersebut. Pada beberapa bakteri patogenik seperti S. preumoniae, H.
influenzae dan N. meningitidis telah dapat dibuktikan bahwa bakteri tersebut
mempunyai gen iga yang berpotensi mengekspresikan protease IgAl. U wrealyticum
Jjuga diketahui dapat menyebabkan berbagai penyakit infeksi pada permukaan membran
mukosa organ manusia, dan dapat menyebabkan infertilitas. Pernyataan yang terakhir
ini diperkuat oleh hasil peneliian Harmiatun dan Soeharso (1998), bahwa U.
urealyticum dapat dideteksi dalam 43 % semen pria pasangan infertil. Harmiatun
(submitted) juga mendapatkan bahwa U urealyticum di dalam semen pria pasangan
infertil dapat menyebabkan bocomya membran plasma sperma pria tersebut.
Bocomya membran plasma ini dapat dideteksi dengan uji pembengkakan membran
plasma atau “hypoosmotic swelling test” (HOS Test), ekor sperma tampak lurus, tidak
melengkung, atau tidak membengkak, namun tentang penyebab dan mekanisme
terjadinya kebocoran membran plasma belum diketahui. Bocornye membran plasma
memungkinkan hilangnya enzim penetrasi sperma terhadap _dinding sel telur seperti

akrosin dan hialuronidase, sehingga dengan demikian dapat mengganggu fungsi
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sperma, antara lain dalam penetrasi atau pembuahan sel telur. U wrealyticum yang
dapat menimbulkan penyakit infeksi pada berbagai organ dan dapat menyebabkan
infertilitas pada manusia tersebut juga diketahui dapat menghasilkan protease IgAl, dan
protease IgAl yang dihasilkan oleh U. wrealyticum juga dapat memutus rantai berat
IgAl menjadi fragmen Fab dan fragmen Fc. Hal ini telah dibuktikan oleh Kapatais ef
al. (1985) pada 28 galur U. wrealyticum, Spooner et al. (1992), pada 14 galur UL
urealyticum, dan Mesak (1999), pada U wrealyticum galur DKF3 dan CX-8.
Mengingat bahwa penyakit infekst dan infertilitas masih merupakan masalah utama di
Indonesia, perlu adanya usaha untuk mendeteksi gen (iga) yang diduga kuat berkaitan
dengan ekspresi protease IgAl yang berperan sebagat faktor virulensi tersebut.

Dalam usaha mendeteksi gen iga U. wrealyticum tersebut, dibutuhkan gen iga
bakteri patogen lain yang homolog dengan gen iga Ul wrealyticum untuk melacaknya.
Gen iga putatif M.genitalium dihampkag mempunyai homologi yang tinggi dengan gen
iga U. urealyticum, dan diharapkan dapat digunakan untuk melacak gen iga tersebut.
Dalam upaya mendeteksi gen iga U. urealyticum dengan pelacak gen iga putatif M
genitalium, diperoleh tahap-tahap penelitian yang memberikan harapan.

Upaya menumbuhkan U. wrealyficum, setelah berusaha sekian lama akhirnya
berhasil juga. Menumbuhkan U. wrealyticum adalah amat sulit dan rumit di samping
membutuhkan biaya yang mahal. Di samping viabilitas U urealyticum yang mudah
sekali turun bila terkena udara terbuka, juga pertumbuhannya di dalam medium cair
tidak menimbulkan kekeruhan, Perubahan wama kultur cair yang ditunjukkan oleh
indikator yang ditambahkan pada medium, juga beluh memberikan jaminan mutlak

bahwa telah terjadi pertumbuhan U wrealyticun. Mungkin saja perubzhan wama
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kultur tersebut akibat adanya pertumbuhan bakteri lain, misalnya Mycoplasma hominis.
Oleh karena itu kebenaran akan pertumbuhan UL wrealyticum di dalam medium cair
perlu dikonfirmasikan. Konfirmasi dapat dilakukan dengan melakukan subkultur UL
urealiticum dari medium cair tersebut ke medium padat. Subkultur dilakukan segera
setelah terjadi perubahan warna pada kultur cair, yaitu pada pH sekitar 6.25 — 6.5.
Setelah tampak terjadi pertumbuhan pada kultur padat ini, segera dilakukan deteksi U
urealyticum dengan uji koloni, dengan menggunakan pewarnaan MnCly-urea. Dengan
uji pewamaan ini pertumbuhan U. urealyticum sudah dapat dikonfirmasikan dari ciri-
ciri khas koloni U. wreaplasma yang ditampilkan, yaitu koloni berwama kuning
dikelilingi halo atau lingkaran yang tidak bundar, dan berwama coklat keemasan atau
coklat tua. Ciri-ciri koloni tersebut tidak ada pada bakteri lain seperti misalnya pada M.
hominis yang menampilkan koloni seperti telur mata sapi. Bila vji koloni pada kultur
padat ini sudah dapat dilakukan dengan trampil, konfirmasi lain terhadap pertumbuhan
U. urealyticum dalam medium cair tidak perlu dilakukan lagi, kecuali untuk mencari
alternatif lain bagi penelitian yang akan datang, dan agar lebih meyakinkan lagi.

U. urealyticum ATCC 27618 dapat ditumbuhkan di dalam medium “U. broth”
- dan “U. agar” dalam waktu 1 sampai 7 hari. Keberhasilan menumbuhkan U.
urealyticum tersebut memungkinkan proses penelitian tentang pelacakan gen iga dapat
dilanjutkan, di samping adanya kemungkinan lain untuk mu!ai mendeteksi U
urealyticum pada berbagai spesimen klinik dari para penderita penyakit infeksi maupun
pasangan infertil di Indonesia dengan metoda pembiakan.

Untuk lebih meyakinkan lagi akan kebenaran pertumbuhaan U wrealyticum,

dalam penelitian ini juga dilakukan uji amplifikasi gen wre U. wrealyticum dengan

59

Pelacakan gen iga..., Yovita Harmiatur; PASCASARJANA-UI, 2000



teknik PCR. Genom hasil isolasi dan kultur cair Ul wrealyticum dipakai sebagai
cetakan untuk amplifikasi gen wre. Gen ure dipilih sebagai alat verifikasi untuk
pertumbuhan U. wrealyticum sebab U. wurealyricum telah terbukti mempunyai gen
urease yang mengekspresikan enzim urcase. Enzim urease hanya diproduksi oleh UL
urealyticum, dan tidak diproduksi oleh mycoplasma yang lain (Blanchard ef al., 1993,
Teng et al., 1994). Selain itu fragmen gen ure yang diamplifikasi dengan teknik PCR
tersebut telah dipilih dari “sequence™ gen ure yang tidak mempunyai homologi pada
“sequence” gen wure spesies lain seperti Proteus mirabilis, Klebsiella aerogenes,
Morganella morganii, Helicobacter pylori, dan Providencia stuartii (Willoughby ef al_,
1991; Blanchard et al., 1993; Teng et al., 1994; Neyrolles ef al., 1996). Dengan telah
diketahuinya gen ure dan juga telah dirancang primer yang hanya berkomplementer
dengan fragmen gen ure U. urealyticum (0.46 kb), yang tidak homolog dengan gen ure
dari mikroorganisme lain, maka fragmen gen wre dapat dipakai untuk mendeteksi
pertumbuhan U urealyticum secara akurat (Teng ef al., 1994).

Uji amplifikasi gen ure U. urealyticum tersebut selanjutnya juga dapat dipakai
untuk memperkuat hasil deteksi U urealyticum pada berbagai spesimen klinik dari
penderitz penyakit infeksi atau dari pasangan suami-isteri infertil. Hasil verifikasi
terhadap pertumbuhan U. urealyticum dengan teknik PCR, setelah diobservasi dengan
elektroforesis gel mini agarosa menghasilkan pita sepanjang 0.46 kb, yaitu pita fragmen
gen ure yang berhasil diamplifikasi dengan primer yang berkomplementer tersebut di

atas. Hasil tersebut membuktikan bahwa biakan yang dilakukan merupakan

pertumbuhan U. wrealyticum.
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Karena gen iga putatif M. genitalium disisipkan di dalam plasmid pUCI18
kemudian diklon di dalam E. coli sure2, maka langkah awal dalam upaya mengisolasi
gen iga putatif M. genitalium tersebut ialah dengan mernbiakkan E. coli sure2.
Isolasi plasmid pUC18::gen iga putatif M. genitalium yang dilakukan pada kultur E.
coli sure2 tersebut, menghasilkan pita 4.6 kb pada elektroforesis gel agarosa. Pita ini
merupakan gabungan antara pita plasmid pUCI18 sepanjang 2.7 kb dan pita gen jga
putatif M. genitalium yang terdapat dalam “sequence™ DNA sepanjang 1.9 kb.

Hasil isolasi dan purifikasi gen iga putatif M. genitalium sepanjang 1.9 kb
tersebut setelah dilabel dengan digoksigenin kemudian dihibridisasikan dengan genom
U. urealyticum dengan metoda hibridisasi Southern blot. Hasil hibridisasi menunjukkan
adanya beberapa pita DNA sepanjang 21.2 kb, 5.0 kb, dan 3.5 kb. Hal ini
mengindikasikan bahwa telah terjadi peristiwa hibridisasi antara “sequence” fragmen
gen iga puiatif M. genitalium dengan “sequence” fragmen-fragmen genom U
urealyticum.  Terlihatnya pita hibridisasi juga menandakan bahwa labelisasi berhasil.
Adanya signal hibridisasi tersebut, memungkinkan dilakukannya perancangan primer
untuk mengamplifikasi fragmen gen iga U. wurealyticum dengan teknik PCR
berdasarkan “sequence” gen iga putaif M. genitalium dengan menggunakan program
komputer. Primer tersebut terbukii dapat berkomplementer dengan fragmen genom U.
ureglyticum, dan dapat mengamplifikasi fragmen genom U. urealyticum sepanjang 0.4
kb, sama panjang dengan “sequence” yang dipakai sebagai dasar untuk merancang
primer gen iga U. urealyticum. Keberhasilan amplifikasi tersebut diperkuat oleh hasil
verifikast positif terhadap hasil amplifikast (produk PCR), yaitu dengan terjadinya

hibridisasi antara produk PCR yang sudah berlabel digoksigenin dengan fragmen-
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fragmen genom U. wrealyticum.  Hasil tersebut mengindikasikan bahwa yang
teramplifkasi adalah fragmen genom U. wrealyticum. Adanya beberapa pita pada hasil
hibridisasi mengindikasikan bahwa terdapat beberapa “sequence” fragmen genom U.
urealyticum yang homolog dengan “sequence™ fragmen gen iga putatif M. genitalium.
Hal ini bisa saja tegads karena terbentuknya fragmen-fragmen genom U. urealyticum
dalam berbagai ukuran pada saat isolasi genom dan pada saat digesti genom dengan
EcoRl. Fragmen-fragmen genom U. wurealyticum tersebut mengandung “sequence”
nukleotida yang homolog dengan “sequence” nukleotida fragmen gen iga putatif M.
genitalium yang digunakan sebagai pelacak. Dari hasil hibridisasi tersebut, dengan
membandingkan pita hibridisasi dengan marka Il (DNA A dipotong dengan EcoRI dan
HindIll), tampak pita-pita hibridisasi dengan ukuran: 1 pita dengan ukuran > 21.2 kb, 1
pita sepanjang 21.2 kb, 2 pita dengan ukuran antara 5.0 — 21.2 kb, 1 pita sepanjang 5.0
kb, 1 pita dengan ukuran antara 2.0 — 3.5 kb, dan 1 pita sepanjang 1.9 kb.

Untuk mengetahui besarnya atau tinggi rendahnya homologi antara fragmen
“sequence” gen iga U. wurealyticurn dengan frapmen “sequence” gen iga putatif M.
genitalium, ditakukan “sequencing” produk PCR. Hasil “sequencing” produk PCR
yang dilakukan oleh Lembaga Eijkman, Jakarta, menunjukkan bahwa “sequence”
fragmen genom U. wurealyticum sepanjang 0.4 kb (400 pb) tersebut homolog 100%
dengan “sequence” fragmen gen iga putative M. genifalium. Kebenaran pernyataan
tersebut dapat dilihat pada “sequence” kedua fragmen yang disajikan pada Gambar 19,
Tampak bahwa “sequence” fragmen genom U. urealyticum produk PCR sepanjang 400
pb tersebut merupakan bagian awal dar “open reading frame”, yang ditandai oleh

adanya “sequence™ khusus ATG (nukleotida nomor 34-36), vang merupakan kodon
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inisiasi translasi universal (Glick and Pasternack, 1994). Penemuan suatu “open
reading frame” paling sedikit dapat merupakan petunjuk mengenai lokasi suatu gen
(misalnya: gen iga). Perlu diketahui, pada genom U. urealyricum, UGA dibaca sebagai

kodon triptofan dan bukan sebagai kodon stop (Blanchard, 1990; Inamine e af., 1990).
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BAB VI
RINGKASAN, KESIMPULAN, DAN SARAN

A. RINGKASAN

Ureaplasma urealyficum adalah bakteri Gram-negatif, nonmotil, tidak berdinding
sel, berdiameter 0.2 - 0.25 um, dan bersifat oportunis. U. wurealyticum dapat
mengkolonisasi membran mukosa uferus, plasenta, amnion, dan saluran nafas serta
selaput otak bayi. Kolonisasi tersebut dapat menyebabkan prematuntas, aborsi spontan,
berat bayi lahir rendah, morbiditas dan mortalitas bayi. Kolonisasi U. wrealyficum pada
saluran urogenital pria dan wanita dapat menyebabkan uretritis, salpingitis, dan
infertilitas. U. urealyticum dan bakteri patogen lain seperti Neisseria meningitidis, N.
gonorrhoeae, Haemophilus influenzae dan Streptococcus pneumoniae telah diketahui
mengekspresikan protease JgAl yang memecah IgAl manusia.  Karena IgAl
merupakan faktor pertahanan tubuh utama pada membran mukosa, maka diperkirakan
protease IgAl merupakan faktor virulensi penting yang berperan dalam langkah awal
patogenesis.  Protease IgAl pada bakteri patogen lain tersebut sudah berhasil
dibuktikan dickspresikan oleh gen iga. Sedangkan protease IgAl U. urealyticum belum
berhasil diunpkapkan, mengingat U. urealyficum yang merupakan bakteri paling kecil
tersebut sulit ditumbubkan dan mudah sekali mengalami penurunan viabilitas.
Meskipun menumbuhkan U. urealyticum dalam medium cair sudah termasuk sulit,
menumbubkan U. ureabticum dalam medium padat masih jauh lebih sulit lagi. Di
samping diperiukan kesabaran, ketelitian, ketekunan, serta keuletan, juga diperlukan

kejelian dalam hal menumbuhkan dan mendeteksi koloni U. wureabticum dalam
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medium padat. Usaha ke arah itu membutuhkan wakte yang cukup lama, di samping
dana vang banyak. Meskipun penanganan U. wrealyticum cukup sulit, mengingat U.
urealvticum mempunyai dampak yang luas, dapat menyebabkan berbagai penyakit
infeksi dan infertilitas, yang masih merupakan masalah serius di Indonesia, maka pada
penelitian ini dilakukan upaya pelacakan gen iga U. wrealvticum dengan menggunakan
fragmen écn iga putatif M. gemitalium. Selain itu penelitian ini juga berupaya untuk
mengidentifikasi dan memberikan informasi tentang adanya gen iga U. urealyticum,
gen yang dapat mengekspresikan protease IgAl, suatu faktor virulensi pada permukaan
membran mukosa organ manusia. Bila gen jga U wrealyticum dapat ditemukan, maka
gen fga tersebut diharapkan dapat dipakai sebagai alat diagnosis dan dapat dipakai
untuk mempelajan patogenesis U. urealyticum. Penemuan gen iga U. urealyticum juga
diharapkan dapat dipakai sebagai landasan dalam mengupayakan terapi yang tepat
terhadap infeksi U. ureabticum.

Penelitian 1n1 menggunakan pelacak gen iga putatif Mycoplasma genitalium,
karena M. genitalium dan U. urealyticum berkerabat dekat, keduanya termasuk familia
Mycoplasmaiaceae. Kedua bakteri tersebut diketahui mengkolonisasi jaringan yang
sama (membran mukosa saluran urogenital), serta dapat menyebabkan penyakit yang
sama (ureiritis), maka diperkirakan gen iga putatif M. genifalium mempunyai
homologi yang tinggi demgan gen iga U. urealyticum, sehingga diharapkan gen iga
putatif M. genitalium dapat melacak gen iga U. urealyticum.

U. ureabticum yang digunakan untuk penelitian berasal dari galur 27618 yang
diperoleh dari “American Type Culture Collection”. Juga fragmen gen iga putatif M.

genitalium MG37 diperoleh dari “American Type Culture Collection”, yang
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direkomendasikan oleh Fraser ef al. (1995), sebagai “sequence” fragmen gen iga putatif
M. genitalium yang mempunyai homologi dengan gen iga H. influenzae sebesar 51.3%.
Fragmen gen iga putatif M. genitalium (MG219) disisipkan pada plasmid pUC18 situs
EcoRl dan BamHl, dan selanjutnya plasmid pUC18 tersebut digunakan untuk
mentransformasi E. coli sure2.

Penelitian ini diawali dengan melakukan pembiakan U. urealyticum di dalam
medium cair “U. broth” dan medium padat “U. agar” selama 1 — 7 hari. Pertumbuhan
U. wrealyticum dalam medium cair dikonfirmasikan dengan pertumbuhan U.
urealyticum dalam medium padat, dan pertumbuhan U. wrealyticum dalam medium
padat dikonfirmasikan dengan uji MnCl,-urea. Konfirmasi atau verifikasi pertumbuhan
U. urealyticum pada medium cair juga dapat dilakukan dengan mengamplifikasikan
fragmen gen ure U. urealyticum dengan teknik PCR, dengan menggunakan primer yang
hanya berkomplementer dengan gen wre U. wrealyticum. Genom U. wurealyticum
diisolasi dari kultur cair U. urealyticum dengan metoda Maniatis er al. (1982).

Isolasi fragmen gen iga putatif M. genitalium diawali dengan pembiakan E. coli
sure? yang ditransformasi dengan plasmid pUC18 yang telah disisipi fragmen gen iga
putatif M genitalium (MG219). Pembiakan dilakukan di dalam medium cair dan
medium padat Luria-Bertani selama satu malam. Setelah pembiakan diteruskan
- dengan isolasi plasmid pUCI18 dan isolasi gen iga putatif M. genitalium. Gen iga
putatif M. genitalium hasil isolasi diobservasi dengan elektroforesis gel mini agarosa.
Selanjutnya gen iga putatif M genitalium dilabel dengan digoksigenin dan
dihibridisasikan dengan genom U. urealyticurn. Tujuan hibridisasi di stni ialah untuk

melihat adanya konservasi atau homologi antara “sequence” nukleotida pada gen iga
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putatif M. genitalium dengan “sequence” nukleotida genom U. urealyticum. Hibndisast
dilakukan dengan cara Southern. Hasil positif dar hibridisasi tersebut memungkinkan
penelitian dilanjutkan dengan perancangan primer gen :'g;r U. urealyticum berdasarkan
“sequence” nukleotida gen iga putatif M. genitalium. Primer hasil rancangan dengan
komputer digunakan untuk melakukan amplifikasi gen iga U. wrealyticum dengan
teknik PCR, dengan genom U. urealyticum sebagai cetakannya, Hasil amplifikasi gen
iga U. wrealyticum diobservasi dengan elektroforesis gel mini agarosa, untuk
memperkirakan panjang nukleotida. Hasil amplifikasi gen iga U. urealyticum setelah
dipurifikasi dan dilabel dengan digoksigenin dihibridisasikan dengan genom .
urealyticum, sebagai venifikasi terhadap produk PCR atau hasil amplifikasi gen iga U
urealyticum. Hibridisasi dilakukan dengan cara Southern blot.

“Sequencing” gen iga U. urealyticum hasil amplifikasi dilakukan untuk melihat
besarnya homoiogi antara “sequence” fragmen gen iga Ul wrealyticum dengan
“sequence™ fragmen gen iga putatif M. genitalium. *‘Sequencing” dilakukan dengan
mesin “ABI 377A DNA sequencer” oleh Lembaga Eijkman, Jakarta.

Dalam penclitian ini pembiakan U. wrealyticum dalam medium cair maupun
dalam medium padat, dapat dilakukan dengan baik. Pertumbuhan U. urealyticum
dalam medium cair dapat diketahui dengan adanya perubahan warna medium dar
kuning menjadi hijau (bila memakai indikator "bromo thymol blue”), atau menjadi
merah (bila memakai indikator “phenol red”). Pertumbuhan U. uwrealyticum dalam
medium padat dapat diketahui dengan uji pewarnaan MnCl,-urea yang memberikan

wama coklat keemasan di sekeliling koloni. Verifikasi pertumbuhan U. urealyticum
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dengan amplifikasi gen ure dengan teknik PCR, dan observasi produk PCR dengan
elektroforesis menunjukkan pita fragmen gen «re sepanjang 0.46 kb.

Gen iga putatif M. genitalium yang disisipkan ke dalam plasmid pUC18 dan
diklon di dalam E. cofli sure? dapat diisolasi dengan metoda “GlassMAX”. Hasil
isolasi gen iga putatf AL genitalium dari plasmid pUC18, dihibridisasikan dengan
genom U. wurealpticum. Hasil hibridisasi gen iga putatif M. genitalinm tersebut dengan
genom U. wurealyticum menunjukkan pita sepanjang 21.2 kb, 5.0 kb, dan 3.5 kb. Pita-
pita hibridisasi tersebut membuktikan tentang adanya homologi antara gen iga putatif
M. genitalinm dengan fragmen genom U. urealyticum. Bukti tentang adanya homologl
tersebut dirmanfaatkan untuk merancang primer untuk amplifikasi gen Jiga U.
urealyticum pada genom U. urealyticum.

Dan penelitian ini dihasilkan “sequence™ fragmen genom U  wrealvticum
sepanjang 0.4 kb dengan teknik PCR. Fragmen genom U. urealyticum sepanjang 0.4
kb produk PCR (hasl amplifikasi) tersebut diperoleh dengan jalan menggunakan
sepasang primer yang dirancang berdasarkan “sequence” gen iga putatif M. genitalium
(vang homolog dengan gen iga H. influenzae).

Keberhasitan amplifikasi tersebut juga diperkuat oleh hasil verifikasi positif
tethadap “sequence” produk PCR yaitu dengan terjadinya hibridisasi antara produk
PCR dengan fragmen-fragmen genom U. wurealyticum. Hasil hibridisasi menunjukkan
adanya beberapa pita hibridisasi dengan ukuran: 1 pita > 21.2 kb, 1 pita sepanjang 21.2
kb, 2 pita dengan ukuran antara 5.0 — 21.2 kb, 1 pita sepanjang 5.0 kb, 1 pita dengan

ukuran antara 2.0 — 3.5 kb, dan 1 pita sepanjang 1.9 kb.
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Hasil “sequencing” terhadap produk PCR memperlihatkan homologi 100 % antara
“sequence” fragmen genom Ul urealyticum produk PCR dengan “sequence” fragmen
gen iga putatif M. genitaflium sepanjang 400 pb. Fragmen genom U. wrealyticum
sepanjang 400 pb tersebut mengandung “sequence” ATG, suvatu “sequence” nukleotida

yang menyandikan kodon inistasi dalam translasi protein.

B. KESIMPULAN

Berdasarkan pada hasil penelitian ini: (1). U. urealyticum ATCC 27618 dapat
ditumbuhkan di dalam medium cair (“U. broth”) maupun medium padat (“U. agar™)
dengan baik, dan konfirmasi positif pertumbuhan U wrealyticum telah dilakukan
dengan cara mengamplifikasikan gen ure genom U wrealyticum menggunakan teknik
PCR. (2). Gen igu putatif M genitalium dapat berhibridisasi dengan genom U.
urealyticum, dengan memperlihatkan pita hibridisasi sepanjang 21.2 kb, 5.0 kb, dan 3.5
kb, merupakan suatu bukti tentang adanya gen iga U wrealyticum dan adanya
homologi antara gen iga putatif M. genitalium dengan fragmen gen iga pada genom U.
wrealyticum, (3). Adanya homologi 100 % antara “sequence” produk PCR (hasil
amplifikasi frapmen genom U. wreulyticum ) dengan “sequence” gen iga putatif M
genitalium (yang dipakai sebagai dasar dalam merancang primer untuk amplifikasi gen
iga U. urealyticum) sepanjang 400 pb. (4). Fragmen genom Ul wrealyticum produk
PCR sepanjang 400 pb tersebut merupakan bagian dari suatu “open reading frame”,
yang ditandai oleh adanya “sequence” nukleotida khusus, yaitu “sequence” ATG, yang

merupakan kodon inisiasi translasi universal atau kodon start.
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Penemuan suatu “open reading frame”, minimal dapat mengindikasikan akan
lokasi suatu gen, oleh karena itu penulis menduga bahwa hasil amplifikasi fragmen
genom U. urealyticum sepanjang 400 pb tersebut setidak-tidaknya merupakan bagian
dan gen iga U. wurealyticum; maka dapat disimpulkan bahwa U wrealyticum
mengandung gen iga, dan bahwa “sequence” fragmen sepanjang 400 pb hasil

amplifikasi dalam penelitian ini adalah suatu fragmen gen iga U urealyticum.

C. SARAN

Perlu adanya penelitian lanjutan untuk mengidentifikasi dan mengisolasi
seluruh gen iga U urealyticum, agar dapat digunakan sebagai alat diagnosts, dan dapat
dipakai untuk mempelajari patogenesis U. urealyficum, serta dapat dipakai untuk

merancang terapi yang lebih tepat, demi keberhasilan penatalaksanaan infeksi U.

urealyticum di Indonesia pada khususnya.
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SUMMARY, CONCLUSIONS, AND SUGGESTION

A. SUMMARY

Ureaplasma urealyticum is a Gram-negative bacteria, nonmotile, without ngid
cell wall, with diameter 0.2-0.25 um. U. wrealyticum can colonize the mucosal
membrane of the uterus, placenta, amnion, and also the respiratory tract and central
nervous systemn of infants. That colonization of U. urealyticum has been considered to
be a cause of premature delivery, spontancous abortion, low birth weight, morbidity
and mortality of infants. Urogenital tract colonization by U urealyticum of men and
women has been suggested to be a cause of urethritis, salpingitis, and infertility.
However, U. urealyticum may also be isolated from asymptomatic persons, suggesting
that UL urealyticum may behave principally as an opportunistic pathogen.

U. wrealyticum and other pathogenic bacteria such as Neisseria menigitidis, N.
gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, and Streptococcus preumoniae have been
proved to express IgAl protease that cleaves human IgAl. IgAl is the main
immunoglobulin (immune system) presence at mucosal surfaces. Thus the IgAl
protease is suggested as the important virulence factor of U. urealyticum that has an
important role in the first step of pathogenesis. In the other pathogenic bacteria (V.
meningitidis, N. gonorrhoeae, H. influenzae, and S. pneumoniae), it was found that the
IgAl protease is encoded by the iga gene. It is suggested that IgAl protease of UL
urealyticum is also expressed by iga gene. The gene of Ul urealyticum that expresses
TgAl protease has not been found, because U. wrealyticum, the smallest bacteria, is
very difficult to cultivate and the viability changes easily. It is much more difficult to
cultivate U. urealyticuom in a solid medium than in a liquid medium. Careful action and
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skill in cultivating and detecting U. urealyticum colony in the solid medium are needed.
A lot of time and fund are also needed. Although it is very difficult, considering that U.
urealyticum has wide effect as a potential cause of various infectious diseases and
infertility, which are still the main problems in indonesia, this study tried to utilize a
probe Mycaoplasma genitalium putative iga gene to detect Ureaplasma urealyticum iga
gene. This study also tried to identify and to give information about the presence of iga
gene in the U. urealyticum, a gene that can express [gA1 protease, a potential virulence
factor of U. wrealyticum in the human organ mucosal membrane. The finding of Ul
urealyticum iga gene was hoped could be used as a tool for diagnosing and studying the
pathogenesis of U. urealyticum infection, and could also be used as a foundation in the
design of a right therapy of U. urealyticum infection.

In trying to identify Ureaplasma urealyticum iga gene, a sequence fragment of
the Mycoplasma genitalium putative iga gene was used as a probe. The use of this
probe was based on: (1). U. urealyticum and M. genitalium are mucosal pathogens that
can colonize the same tissue (mucosal membrane of urogenital tract) and cause the
same diseases (urethritis and infertility). (2). . urealyticum and M. genitalium are
closely related, they are both classified in the class Mollicutes, the order
Mycoplasmatales, and the family Mycoplasmataceae. 1t was supgested that M
genitalium putative iga gene has high homology with U. urealyticum iga gene, and it
was hoped that M. genitalium putative iga gene can be used as a probe for U
urealyticum iga gene.

This study used U. urealyticum standard, strain 27618 and putative iga gene M.

genitalitm MG37 (MG219) that was inserted in the plasmid pUC18 (between EcoRI
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and BamHI sites) and transformed into the E. coli sure2, both obtained from American
Type Culture Collection (ATCC). Sequence of the M. genitalium putative iga gene as
recommended by Fraser ef al. (1995), has 51.3% homology with the sequence of the H.
influenzae iga gene.

First, U. urealyticum was cultivated in U. broth and U. agar. The growth of U.
urealyticum in the liquid medium was confirmed by the growth of U. urealyticum in the
solid medium, and the growth of U. urealyticum in the solid medium was confirmed by
MnCle-urea test. The verification of the growth of U. urealyticum in the liquid medium
can also be done by amplifying the fragment of U. urealyticum urease gene with PCR
technique, using the primer which paired only with U, urealyticum urease gene. U.
urealyticum genome was isolated from the liquid culture of U. urealyticum using the
method of Maniatis ef al. (1982).

Cultivation of E. coli sure2, pUC18::MG219 in the Luria-Bertani medium was
followed by isclation of plasmid pUCI8:MG219, and detection the plasmid by
agarose mini gel electrophoresis. The plasmid was digested by EcoRI and BamHI to
get the putative iga gene of M. genitalium (MG?219). The result of the putative iga gene
digestion was observed by agarose mini gel electrophoresis and then purified by
GlassMAX method.

The putative iga gene of M. genitalium after labeled with digoxigenin, was
hybridized with the genome of U. wurealyticum to detect homology between the
sequences. Hybridization was conducted with the Southern blot method.

The positive result of hybridization enabled the study to be continued with the

design of an U. urealyticum iga gene primer based on the sequence of the putative iga
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gene from M. genitalium. The primer for amplifying U. urealvticum iga gene with PCR
technique used the genome of U. urealyticum as the template. The result was observed
by agarose mini gel electrophoresis. The iga gene of U. urealyticum was purified by
GlassMAX method and labeled with digoxigenin and subsequently hybridized to the
genome of U. urealyticum to confirm the iga gene amplicon was from the genome of U.
urealyticum. The amplification result was sequenced to see the homology between the
U. urealtyicum iga gene and the M. genitalium putative jga gene. Sequencing was
carried out with “ABI377 A DNA sequencer” by Eijkman Institute, Jakarta.

The result of this study shows that the growth of U. wrealyticum in the liquid
and solid media are conveniently monitored by the change of the medium colour, from
yellow to be green or red. The liquid culture of U. urealyticum with the bromo thymot
blue indicator has green colour, and the liquid culture of U. urealyticum with the phenol
red indicator has red colour. The growth of U. urealyticum in the solid medium can
also been confirmed by MnCl,-urea test. Hydrolysis of urea by urcase liberated
hydroxyl groups from water, and these hydroxyl moietics oxidized manganous chloride
to insoluble manganese oxide, causing the deposition of golden brown presipitate
around the U. wurealyficum colonies within a few minutes. The verification of the
growth of U. urealyticum by amplifying the urease gene with PCR technique showed
the 0.46 kb fragment of urease gene.

The isolation of the M. genitalium putative iga gene from the liquid culture of the
E. coli sure2 was camied out by GlassMAX method. Next, the hybridization between
the genome of U. wrealyticum and the fragment of M. genitalium putative iga gene

showed 3 hybridization bands, one band of 21.2 kb, one band of 5.0 kb, and one band

74

Pelacakan gen iga..., Yovita Harmiatun, PASCASARJANA-UI, 2000



of 3.5 kb; it means there was homology between fragments of U. urealyticum genome
and frapment of M. genitalium putative iga gene. This finding enabled the study to be
confinued with the design of a pair of U. urealyticum iga gene primers. The primers,
which were designed from a fragment sequence of the M. genitalium putative iga gene
that was homologous to the fragment sequence of the H. influenzae iga gene, could be
used for amplifying a 0.4 kb fragment of U. urealyticum genome. The verification of
the PCR product by hybridization method was successfuol. The amplification resuit,
after being labeled by digoxigenin could then be hybridized with the U. wurealyticum
genome. The result showed several hybridization bands: one band of length > 21.2 kb,
one band of 21.2 kb, two bands of length between 5.0 — 21.2 kb, one band of 5.0 kb,
one band of length between 2.0 — 3.5 kb, and on¢ band of 1.9 kb. Thus, it means that
the PCR product was a fragment of U. urealyticum genome.

The sequencing result showed 100% homelogy between a 400 bp fragment of
U. urealyticum genome (amplification result, PCR product) and a 400 bp fragment of
the M. genitalinm putative iga gene. The 400 bp fragment sequence of U. urealyticum
genome is a part of open reading frame (ORF) marked by the special nucleotide
sequence, ATG, the unrversal translation initiation codon or start codon in the 400 bp

fragment (Glick and Pastemack, 1994). The finding of an ORF can at least indicate the

location of the gene (iga gene).

B. CONCLUSIONS

Based on the result of this study: (1). U. urealyticum ATCC 27618 could be cultivated

well in the ureaplasma media (U. broth and U. agar). (2). M. genmitalium putative iga
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gene hybridized with U. wrealyticum genome and showed 3 hybridization bands,
one band of 21.2 kb, one band of 5.0 kb, and one band of 3.5 kb. That is proof about
the presence of U wrealyticum iga gene and the homology between the genome
fragments of U. urealyticum and the fragment of M. genitalium putative iga gene.
(3). There was 100% homology between a 400 bp fragment of U wrealyticum
genome (amplification result that was used as a probe of the hybridization) and a
400 bp fragment of the M. genitalium putative iga gene (that was used as the base of
primer design). (4). The 400 bp fragment sequence of the L. urealyticum genome is
a part of open reading frame (ORF) marked by the special nucleotide sequence,
ATG, the universal translation initiation codon, or the start codon. The finding of an
open reading frame can at least indicate the location of the gene, so it is suggested,
that the 400 bp fragment of the amplification result of U. urealyticum genome is
part of the U. urealyticum iga gene. Based on these findings it can be concluded that
U. urealyticum contains an iga gene and that the 400 bp amplification result of this

study is a fragment of U. urealyticum iga gene.

C. SUGGESTION
Further studies are needed for identification and isolation of the entire U/,
urealyticum iga gene, so that it can be used as a tool for diagnosing and studying

the pathogenesis of U. urealyticum infection and as a foundation in the design of

a nght therapy of U. urealyticum infection.
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