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PENGEMBANGAN PELACAK DNA NON-RADIOAKTIF Brugia malayi
PADA TES DOT BLOT DALAM RANGKA PEMANTAUAN PROGRAM
PENGENDALIAN FILARIASIS DI INDONESIA

Promovendus : Taniawati Supali

Promotor : Prof. DR. Binwari Rukmono, MPHTM
Kopromotor : Prof. DR. Steven Williams
DR. Felix Partono

ABSTRAK

Filariasis adalah penyakit infeksi yang disebabkan oleh cacing filaria pada
pembuiuh dan kelenjar limfe, dan ditularkan melalui gigitan nyamuk. Gejala
kiinik akut berupa demam berulang, peradangan saluran atau keienjar limfe,
oedema dan gejala kronis berupa elefantiasis. Penyakit ini menyerang kelompok
masyarakat yang akuf bekerja di dacrah pedesaan sehmgga dapat menurunkan
produktivitas ekonoml suatu komunitas.

Di Indonesia lebih dari 20 juta penduduk tinggal di daerah endemis filariasis
dan kira-kira 3-4 juta dari jumlah tersebut terinfeksi filariasis (Partono & Bintari,
1989). Dar ke-3 spesies cacing filaria yang menginfeksi manusia, Brugia malayi
mempunyai penyebaran yang paling luas di Indonesia.

Program pengendalian filariasis telah dijakukan pemerintah sejak tahun 1970,
melatui pemberian DEC secara massal pada penduduk yang tinggal di daerah
endemis. Ada beberapa kendala dalam memantau keberhasilan program tersebut,
yaitu: (1) Keengganan penduduk diambil dareh malam berulang-ulang (2)
Mahalnya bigya operasional pengambilan darah malam, dan (3) Pemeriksaan
entomologis konvensional melalui pembedahan nyamuk langsung di bawah
mikroskop di lapangan tidak dapat membedakan spesies larva parasit, terutama di
daerak B. malayi terdapat bersamaan dengan parasit filaria hewan B. pahangi.

Dengan menggunakan bioteknologi telah dikembangkan pelacak DNA yang
ditandai molekul radioaktif untuk parasit B. malayi (Piessens dkk., 1987), tetapi

. pelacak DNA radioaktif tersebut mahal, waktu paruh pendek, perlu latihan khusus

-
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untuk pemakaiannya, perlu pembuangan khusus dan berbahaya bagi pemakainya.
Akhir-akhir ini telah dikembangkan pelacak DNA yang ditandai molekul non-
radioaktif, tetapi pelacak DNA non-radioaktif ini kurang sensitif dibandingkan
dengan pelacak DNA radioaktif. Oieh karena ifu tujuan peneligan ini adalah
mengembangkan pelacak DNA B. malayi non-radiocakiif yang spesifik dan sensitf
pada tes dot blot dan dapat digunakan sebagai alat pemantau secara entomologis
pada program pengendalian filariasis B. malayi di daerah-daerah endemis di
Indonesia. Ada 7 persyaratan yang harus dipenuhi sebelum pelacak DNA
digunakan sebagai alat pemantau, yaitu: (1) Harus dapat dihasilkan dalam jumiah
yang tidak terbatas dengan waktu yang relatif singkat di Indonesia, (2) Harus
stabil datam kurun waktu lama, (3) Harus spesifik dan sensitif untuk parasit
B. malayi, (4) Harus dapat bereaksi dengan B. malayi di Indonesia, (5) Harus
sensitif untuk mendeteksi 1 larva infektf B. malayi dalam nyamuk, (6) Tes dot
blot harus dapat diulang, dan (7) Tes dot blot harus mudah dilakukan,
Sikuensing DNA berulang B. malayi dani beberapa daerah di Indonesia telah
dilakukan sebelum menentukan sikuen pelacak DNA B. malayi barn. Tiga strain
B. malayi dani Indonesia, yaitu B. malayi strain Kendan (zoofilik subperiodik),
B. malayi strain Bengkulu (zoofilik subperiodik), dan B. malayi strain Buton
(antrofilik) telah dianalisis hasil sikuen DNA berulangnya dengan komputer untuk
mendapatkan suatu konsensus sikuen DNA bervlang B. malayi Indonesia.
Suatu pelacak DNA B. malayi dengan panjang 25-mer (25 nukleotida) telah
dibuat dengan membandingkan konsensns sikuen DNA berulang B. malayi
Indonesia dan B. pakhangi. Untuk menghasilkan pelacak DNA tersebut di
Indonesia maka harus dilakukan kloning ke dalam DNA plasmid Bluescript.
Pelacak DNA 25-mer terlalu kecil untuk menjadi i)elacak DNA yang efektif dalam
DNA plasmid. Linker tambahan 3-mer telah ditambahkan pada kedua ujung
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pelacak DNA yang bertujuan untuk membantu penempelan pelacak DNA satu
dengan lainnya menjadi rantai lebih panjang pada orientasi yang sama, sehingga
panjang total pelacak DNA 31-mer.

Pelacak DNA 31-mer disintesis dengan mesin dan ditempelkan satu dengan
lainnya menggunakan enzim. Rantai panjang peiacak DNA yang sudah terbentuk
ditempelkan ke dalam DNA plasmid untuk membentuk DNA rekombinan. DNA
rekombinan ditransformasikan ke dalam sel bakteri Escherichia coli.

Dari hasil skrining kion diperoleh 9 klon positif. Sedangkan hasil sikuensing
klon menunjukkan adanya 1 kion dengan pelacak DNA paling panjang, yaitu 153
bp yang terdiri dari 6 copi pelacak DNA 31 nukleotida pada orientasi yang sama.
Klon tersebut telah dipilih sebagai pelacak DNA B. malayi dan dinamai pelacak
DNA B. malayi 153. Pada kultur 250 ml klon positif selama 24 jam kerja
diperoleh 5 pg DNA rekombinan. Hasil ini menunjukkan pelacak DNA dapat
dihasitkan dalam waktu relatif singkat jika dibandingkan dengan memesan pelacak
DNA karena barus diperhitungkan wakm untuk memesan, membuat, dan
mengirimkan petacak DNA, sesuai dengan kriteria sebagai alat pemantau.

Kion positif tersebut dapat disimpan selama beberapa tahun dalam etanol
sebagai DNA rekombinan atau dalam gliserol sebagai sel bakteri E. coli yang
mengandung DNA rekombinan. Jika klon tersebut hilang karena sesuatu hal,
maka pelacak DNA dengan sikuen yang sama dapat disintesis kembali. Hal ini
menunjukkan’ bahwa pelacak DNA tersebut mempunyai kestabilan yang baik.
Dengan demikian pelacak DNA ini memenuhi salah satu persyaratan yaitu
persyaratan kestabilan sebagai alat pemantau.

DNA rekombinan pelacak DNA B. malayi 153 telah dilakukan PCR dan hasil
PCR ditandai dengan molekul non-radioakuf fluorescein. Uii spesifisitas telah
dilakukan dengan menggunakan sampel DNA B. malayi dan B. pahangi. Hasil
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penelitian menunjukkan bahwa pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein spesifik
untuk parasit B. malayi. Uji sensitvitas telah dilakukan terhadap berbagai
konsentrasi DNA B. malayi (6,4 ng -0,1 ng dengan 2 X pengenceran). Hasil
hibridisasi menunjukkan bahwa pelacak DNA dapat mendeteksi DNA B. malayi
sampai konsentrasi 0,1 ng (setara dengan setengah DNA mikrofilaria). Dengan
demikian pelacak DNA memenuhi persyaratan ketiga.

Pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein telah diuji terhadap parasit B. malayi
dari berbagai daerah di Indonesia, yaitu B. malayi strain Kalimantan Timur
(zoofilik aperiodik), B. malayi strain Lampung (zoofilik subperiodik), dan
B. malayi strain Kendari (zoofilik subperiodik). Hasil hibridisasi menunjukkan
bahwa pelacak DNA bereaksi dengan semua strain parasit B. malayi yang diuji.
Dengan demikian peiacak DNA B. malayt 153-fluorescein memenuhi persyaratan
pelacak DNA sebagai alat pemantau untuk program pengendalian filariasis
B. malayi di Indonesia.

Pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein telah digunakan untuk mendeteksi
hasil PCR penggerusan 1 larva infektif B. maiayi atau 1 larva infektif B. pahangi
saja dan 1 larva infektf B. malayi atau 1 larva infektif B. pahangi dalam
berbagai konsentrasi nyamuk negatf (1,3,5) pada tes dot blot. Hasil hibridisasi
menunjukkan bahwa pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein dapat mendeteksi
1 larva infektif B. malayi dalam maksimum 5 nyamuk negatif pada tes dot biot.
Pelacak DNA tidak bereaksi silang dengan hasil PCR nyamuk negatif, DNA
nyamuk negatif, DNA B. pahangi, dan DNA manusia. Hasil pengulangan tes dot
blot untuk mendeteksi 1 larva infektif B. malayi dalam 5 nyamuk negatif
sebanyak lima kali memberikan hasii yang konsisten. Hasil ini menunjukkan
bahwa persyaratan kelima dan keenam dapat dipenuhi.

Tes dot blot cocok untuk pengnjian sampel dalam jumlah besar karena dor blot

xi
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uppararus dapat menguji 96 sampel. Sam sampel dapat mengoleh 5 nyamuk maka

96 sampel dapat mengolah 480 nyamuk. Pada tahap hibridisasi, mem_ﬁran dapat"

dihibridisast saling membelakangi maka jumiaii nyamuk yang dapat diolah adalah

2 x 96 sampel x 5 nyamuk = 960 nyamuk dengan wakta kerja selama 25 jam.
Keuntungan tes dot blot dengan pelacak DNA adalah sammpei nyamuk yang

dikumpulkan di lapangan tidak periu langsung diproses di tempat, tetapt dapat

disimpan dalam larutan pengawet 100mM EDTA untuk dﬂcmm ke laboratorium
rujukan.
Dart hasil tersebut di atas dapatlah disimpuikan bahwa:

1. Pelacak DNA B. malayi 153 dapat dihasilkan dalam jumlah yang tidak
terhbatas melfaiui kloning dengan waktu yang relaof singkat pada kultur.

2. Pelacak DNA tersebut cukup stabil dalam kurun waktu lama. Dalam hal int
pelacak DNA dzpat disimpan unmk beberapa tahun. Selain it jika klon
positif hilang maka pelacak DNA dengan sikuenr yang sama dapat disintesis
kembali.

3. Pelacak DNA B. maiayi 153-fluorescein adalah spesifik untuk parasit B.
malayi dan dapat mendeteksi DNA b. malayi sampai konsentrasi 0,1 ng
(setara dengan setangah DNA mikrofilania).

4. Pelacak DNA B. :alayi 133-fluorescein bereaksi dengan B. malayl di
Indonesia, yaiti 8. malayi strain Kalimantan Timur (zoofilik aperiodik), B.
malayi strain Lampung (zoofilik subpericdik), dan B. maigyi strain Kendan
(zoofilik subperniodik).

5. Pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein sensitif untuk mendeteksi hasil PCR
dari penggerusan | larva infektif B. malayi di dalam 5 nyamuk neganf pada

tes dot blot.

xii

Pengembangan pelacak DNA..., Taniawati Supali, 1992




6. Hasil pengulangan pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein pada tes dot blot

konsisten.

Pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein pada tes dot blot mudah dilakukan
karena nyamuk dapat dikumpulkan daiam larutan pengawet 100 mM EDTA
dan dikirim ke laboratorium myjukan. Tes tersebut dapat mengolah 960
nyamuk dalam waktu 25 jam kerja.

Pada penelitian ini tetah dibasiikan pelacak DNA B. malayi baru yang ditandai

molekul non-radioaktif fluorescein yang spesifik dan sensiuf pada tes dot blot dan

dan dapat digunakan sebagai alat pemanmau secara entomologis pada program

pengendalian filariasis B. malayi di Indonesia karena sudah memenuhi ke tujuh

persyaratan yang ditentukan.

Saran

1.

Pengembangan tes lebih lanjut perlu dilakukan dengan cara meningkatkan
jumiah nyamuk pada tiap sampel sehingga harga per sampel dapat diturunkan.
Uji lapangan pelacak DNA B. malavi 153-fluorescein perlu dilakukan di
daerah-daerah endemis B. malayi untk memantau keberhasilan program
pengendalian filariasis.

Laboratorium rujukan untuk pemeriksaan tes dot biot dengan pelacak DNA
B. malayi 153 perlu didirikan di dua tempat, yaitu di Indonesia bagian Barat

dan di Indonesia bagian Timur.

Pembuatan pelacak DNA B. malayi 153 ditawarkan kepada badan industri
untuk diproduksi dalam jumiah banyak (skala nasional).

xini
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DEVELOPING A NON-RADIOACTIVE Brugia malayi DNA PROBE IN
A DOT BLOT ASSAY FOR MONITORING THE PROGRESS OF THE
FILARIASIS CONTROL PROGRAM IN INDONESIA

Promovendus : Taniawat Supali
Promotor : Prof. DR. Bmtari Rukmono , MPHTM
Copromotor : Prof. DR. Steven A. Williams

DR. Felix Partono

ABSTRACT

Filariasis is a disease resulting from an infection with a nematode parasite in
lymph vessels and lymph nodes, and is ransmitted by mosquito bites. The acute
clinical manisfestaions of lymphaoc filariasis are characterized by fever,
lymphadenitis, retrograde lymphangitis, oedema and the chronic cliﬁwl
manisfestation is characterized by elephantiasis. The disease is predominantly
affecting the young and the active working people in rural and sium areas,
therefore it will decrease the economic productivity of the community
significantly.

More than 20 million people live in endemic areas and approximately 3-4
million are currently infected. From the three species of parasites infecting man,
Brugia malay: is the major and is widely distributed throughout the Indonesian
islands. |

Filariasis control program has been launched by the government since 1970,
however, it met the following constraints in monitoring the progress of control
program, (1) Poor participation in night blood collection from the people, (2)
High costs of surveiliance, and (3) Inappropriate technology in conventional
entomological assessment to distinguish the infective larvae in vector mosquitoes.

In the last few years, new techniques for entomological assessment were

explored using biotechnology. A radicactive B. malayi DNA probe was
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developed (Piessens et al., 1987). The radioactive labelled DNA probes are not
suitable for field use because they are expenéivc, they have a short shelf-life, and
special training for handiing the probes is imperative. Besides, laboratories
arrangements for safe disposal are necessary.

Recently, non-radioactive labelled DNA probes have been developed but these
probes were less sensitive compared to the radioactive labelled probes.
Therefore, the objective of this experiment is to develop 2 new non-radioactive B.
malayi DNA probe, which has more advantages than the conventional
radiolabelled DNA. probe, is specific and scnsitivq in a dot blot assay as a tool in
entomological assessment for monitoring the progress of the filariasis control
program in B. malayi infected areas of Indonesia. There are 7 requirements to be
fulfilled before the probe can be widely used, such as:

1. The probe should be produced in a sufficient quantity in a relatively short
period in Indopesia.

The probe should be stable.

The probe should be specific and sensitive for B. malayi parasite.

The probe shouid be able to hybridize with the Indonesian B. malayi strains.
The probe shouid be sensitive enough to detect 1 L3 in mosquitoes.

The dot blot assay should be reproducible.

N o w AN

The dot blot assay should be simple.

A new 25-mer (25 nucleotides) B. malayi DNA probe was designed by-
comparing the consensus sequences of B. malayi to B. pahangi. In order to
produce the probe in Indonesia, it needs to be clored in the plasmid DNA
(plasmid bluescript). However, it was found that the probe is too small to be an

effective probe in a vector DNA. Therefore, 3 nucleotides of additional linker
Xy
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was synthesized on hoth sides of the probe (which made the total size of the probe
31 nucleotides) in order to get a longer chain of ligated DNA probe with the same .
orientation.

The 31-mer fragments DNA were synthesized in the DNA synthesizer
machine and ligated together by using ligase enzyme. The ligated 31-mer DNA
was then cloned in the plasmid bluescript DNA to produce the recombinant DNA.
The recombinant DNA was then transformed 10 Escherichia coli bacteria cells.

The reselt of the screening clones showed that 9 clones were positive.
Sequencing data analysis showed that one clone had the Jargest insert of the ligated
DNA probe, 133 bp, which consists of 6 copies of 31 nucleotides fragment DNA
in the same ligated ortentaton. The clone was chosen as a B. malayi DNA probe
and it was named B. malayi DNA probe 153. From 250 ml culture of the
positive clope in liquid medinm, 5 pg of recombinant DNA could be harvested.
The time required for producing the recombinant DNA was only 24 hours
working time. This result showed that the time needed to produce the probe was
relatively short in comparison with the time needed for buying a probe, as the
ordering, production, aﬁd sending of the probe would be time-consuming and
. expensive. |

The positive clone could be maintained either in cﬂlanol as a recombinant
DNA or in glycerol as the E. coli bacteria contains the recombinant DNA at -
20°C, whichasestable for several years. If the positive clone is lost, the DNA
probe with the same sequence can be synthesized again using DNA synthesizer.

The recombinant DNA of the B. malayi DNA probe 153 was amplified by
PCR. Tbe PCR product was labelled with non-radioactive molecule, fluorescein.
The B. malayi DNA probe 153-fluorescein was tested to B. malayi DNA and
B. pahangi DNA. The result showed that B. malayi DNA probe 153-fluorescein

xvi

Pengembangan pelacak DNA..., Taniawati Supali, 1992



was specific 10 B. malayi parasite. The probe was also tested to the different
concentrations of B. malayi DNA (doubling dilution ranging from 6.4 ng to
0.1 ng). The hybridization result showed that the probe was sensitive enough to
detect 0.1 ng DNA B. malayi (equivalent to half DNA of microfilaria).

The B. malayi DNA probe 153-fluorescein was tested against Indonesian B.
malayi sirains, i.e: East Kalimantan strain (aperiodic zoophilic), Lampung strain
(subperiodic zoophilic), and Kendari strain (subperiodic zoophilic) in the dot blot
assay. The result showed that the probe hybﬁ&imd 10 Indonesian B. malayi
strains tested.

The B. malayi DNA probe 153-fluorescein was tested to detect the PCR
product of the squashed one B. malayi infective larva or one B. pahangi infective
larva and the PCR product of the squashed one B. malayi infective larva or one
B. pahangi infective larva in the presence of different numbers of uninfected
mosquitoes in a dot blot assay (1,3,5 uninfected mosquitoes). The hybridization
results showed that the B. malayi DNA probe 153-fluorescein was able to detect
the PCP. product of the squashed 1 13 B. malayi in the presence of 5 uninfected
mosquitoes. There was no cross-hybridization observed in the PCR products of
uninfected mosquito, the PCR products of B. pahangi infective larva, mosquito
DNA, and human DNA. . The repeated assay, done five times gave consistent
results of detecting the infective larva in the presence of 5 uninfected mosquitoes.

The dot blot apparatus could handle 96 samples. If one sample contained 5
mosquitoes, so 480 mosquitoes could process from 96 samples simultaneously.
Since the membran could be hybridized back to back, twice as 480 mosquitoes:
that is 960 mosquitoes could be proc&ssed- in 25 hours in a dot blot assay.

The advantage of this assay is the preservation of the collected mosquitoes in
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100mM EDTA and then sent from the field to the reference laboratory for

performance of the assay.

Conclusions

The fluorescein labelled B. malayi DNA probe 153 was produced in this

experiment. The probe could be used as a tool in the entomological assessment

for monitoring the progress of the filariasis control program, because of:

1.

The B. malayi DNA probe 153 can be produced in a sufficient quantity in a

relatively short period in Indonesia through cloning technique.

.. The B. malayi DNA probe 153 is stable. The probe is stabie either in ethano!

or gliserol for several years. If the probe is lost for some reason, the probe
with the same sequence can be synthesized again accurately.
The fluorescein labelled B. malayi DNA probe 153 is specific for B. malayi

parasite and sensitive enough to detect 0.1 ng B. malayl DNA (equivalent to
half DNA of microfilaria).

The probe hybridized to Indonesian B. malayi strains, i.e. East Kalimantan
strain (aperiodic zoophilic), Lampung strain (suﬁperiodic zoophilic) and
Kendari strain (subperiodic zoophilic).

The fluorescein labelled B. malayi DNA probe 153 is sensitive enough to
detect the PCR product of the squashed one B. malayi infective larva in the
presence of 5 uninfected mosguitoes in the dot blot assay.

The repeated dot blot assay gives consistent results.

The dot biot assay using fluorescein labelled B. malayi DNA probe 153 can
be performed accurately and ease, and the collected mosquitoes can be
preserved in 100mM EDTA and can be directly sent from the fieid to the

reference laboratory. An assay is able to process 960 mosquitoes.
xviii
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Sugpestions

1. To conduct further studies by developing assay using more mosqguitoes in each
sampie in order to decrease the price of the assay.

2. To conduct field trial of the fluorescein labelled B. malayi DNA probe 153

in B. malayi infected areas in order 10 evalvate the progress of the filaria'sis

control program.

3. To set up reference laboratories for the assay, one in West Indonesia and one

in East Indonesia.

4. To open negotiations with the industrial companies for mass-production of the

new B. malayi DNA probe (B. malayi DNA probe 153).
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BAB 1

PENDAHULUAN

Filariasis limfauk adalah suatu penyakit infekst yang disebabkan oleh cacing
filaria, yang larva infektifnya berkembang menjadi cacing dewasa jantan dan
betna di dalam pembuluh dan kelemjar limfe inang. Cacing betina akan
menghasilkan mikrofilaria yang dapat ditemukan dalam aliran darah tepi inang.
Mikrofilaria dibisap oleh nyamuk dan berkembang menjadi larva di dalam tubuh
nyamuk. Penularan penyakit ini terjadi melalui gigitan nyamuk yang mengandung
larva infektif.

Ada 3 spesies cacing filaria penyebab filariasis limfarik pada manusia, yaim
Wuchereria bancrofii, Brugia malayi, dan Brugia rimori.

Penyakit filariasis mempunyai daerah penyebaran geografis yang lnas, baik
di daerah tropis maupun subtropis (World Health Orgamization, 1984). Umumnya
penyakit ini ditemukan di daerah pédcsaan. dan menyerang kelompok masyarakat
umur dewasa muda yaﬁg aktif bekenja sehingga dapat menurunkan produktivitas
ekonomi suat komunitas (Oemijati, 1986; Partono, 1988).

Menurut perkiraan Organisasi Kesehatan Dunia (WHO), 90,2 juta penduduk
di dunia terinfeksi filariasis dan lebih dari 90% (81,6 jutﬁ) terinfeksi W. bancrofti
dan kurang dari 10% (8,6 juta) terinfeks: B. malayi dan B, rimori. Kira-kira dua
pertiga jumlah tersebut tinggal di China, India, dan Indonesia (Tabel I) (World
Health Organization, 1984). W. bancrofti mempunyai penyebaran yang luas di
Asia, Afrika, Chira, Kepulauan Pasifik, Sebagian Amerika latin. B. malayi

1
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2
mempunyai daerab pepvebaran yang iuas di Asia Tenggara dan B. fimori yang

mempunyai penyebaran hanya di Kepulauan Indonesia bagian timur (Timor,
Flores, Roti, dan Alor) (Manson-Bahr & Bell, 1987, World Health Organization,
1987).

Pennlaran penyakit filariasis tergantung pada ada tdaknya vektor nyamuk dan
manusia yang mempunyai mikrofilaria di dalam darah sebagai sumber infeksi.
Tidak setiap orang yang mempunyai mikrofitaria di dalam darah, merupakan
sumber infeksi yang baik, karena jumlah mikrofilaria yang banyak dalam darah
dapat membunuh nyamuk sedangkan jumlah mikrofilaria yang sedikit tidak akan
menginfeksi nyamuk. Infeksi yang berulang-ulang pada jangka waktu yang lama
dapat menyebabkan mikrofilaremia atau gejala-gejala kiinis pada penduduk asli.
fendatang baru ke daerah endemis biasanya lebih rentan terhadap infeksi filariasis
sehingga timbuinya gejala-gejala klinis filariasis lebih cepat dan lebih menderita
daripada penduduk asli. Sedangkan orang-orang yang melakukan kunjungan ke

daerah endemis selama ] sarnpai 2 minggu tidak akan terkena filariasis (Partono,

1988).

A. Daur hidup.

Cacing filaria mempunyai daur hidup yang kompleks, yaitu mempunyai
stadium pematangan di dalam nyamuk dan stadium reproduksi di dalam inang
(Gambar 1) (World Health Organization, 1987). Nyamuk menghisap darah yang

mengandung mikrofilaria. Setelah 2-6 jam, mikrofilaria melepaskan sarungnya
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di dalam lambung nyamuk dan melakukan penetrasi ke saluran pencernaan, laiu
ke otot-otot torak dan berkembang di dalam torak menjadi larva infektif. Bentuk
ramping mikrofilaria akan berubah menjadi bentk yang pendek dan gemuk, yaitu
larva stadium satu (L.1) di dalam otot-otot torak nyamuk. Setelah dua hari, larva
stadium satw tumbuh menjadi lebih panjang dan lebar, yaim larva stadium dua
(L2). Larva ini akan menjadi aktif, yang dikenal sebagai larva infekuf atau larva
stadiom tiga (L3). Larva infektif bergerak secara aktif dari rongga haemocoel
nyamuk ke abdomen, dan akhimya ke kepala dan probosis. Umumnya jama
perkembangan larva 10-14 hari. Nyamuk melepaskan larva infektif melalui kulit
pada waktu menggigit inang. Di dalam wbuh inang, larva infektif berkembang
inenjadi larva stadinm empat dan akhirnya menjadi cacing dewasa (jantan atau
berna). Setelah terjadi pembuahan, cacing betina menghasilkan mikrofilania yang
dapat ditemukan pada aliran darah tepi (Beaver dkk., 1984). Mikrofilaria dapat
hidup di dalam darah selama kira-kira satu tahun sedangkan cacing dewasanya

dapat hidup di dalam saluran dan kelenjar limfe lebih dari 10 tahun (World Health
Organization, 1987).

B. Peniodisitas.

Di dalam tubuh inang (manusia), munculnya mikrofilaria dalam aliran darah
tepi menunjukkan suatu periodisitas tertentn. Mikrofilaria berada di dalam

pembuluh darah paru-paru selama mereka tidak berada di dalam aliran darah tepi.
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Faktor yang dapat mempengaruhi periodisitas mikrofilaria adalah perbedaan
tekanan oksigen pada pembuluh darah vena-arteri, aktfitas hospes (Piessens &
Partono, 1980), dan adaptasi cacing filariz terhadap kebiasaan menggigit nyamuk
(Denham & McGreevy, 1977), tetapi secara pasti mekanisme periodisitas tersebut
belum diketahui.

Periodisitas dibedakan menjadi 3 macam, yaitu periodisitas nokturna,
subperiodik nokturna, dan aperiodik (Gambar 2). Pada periodisitas nokturna,
mikrofiiaria ada di dalam aliran darah tepi selama 24 jam dan mencapai puncaknya
pada malam hari yaitu pada pukul 22.00-01.00. Tetapi jumiah mikrofiiaria yang
dapat ditemukan di datam aliran darah tepi pada siang hari sangat sedikit sehingga
sulit untuk digunakan sebagai bahan diagnosis. Pada periodisitas subperiodik
nokturna, mikrofilaria ada di-dalam aliran darah tepi selama 24 jam tetapi
mencapal puncaknya pada pukul 18.00 - 22.00. Sedangkan pada penodisitas
apeniodik, mikrofilaria dapat ditemukan pada aliran darah tepi setiap saat (24 jam)
dan tidak pernah mencapai puncak {Sasa, 1976, Partono & Purnomo, 1987).

Cacing filaria W. bancrofii hanya hidup pada manusia dan mempunyai
periodisitas periodik nokturna dengan vektor nyamuk Culex guinguefascianzs untuk
daerah perkotaan dan nyamuk Anopheles atauv nyamuk Aedes daerah pedesaan.

Pada cacing filaria B. malayi ada 3 mezcam periodisitas, yaim periodik
nokturna, subperiodik nokturna, dan aperiodik. Parasit B. malayi ada yang dapat

hidup pada manusia saja (antropofilik) atau dapat hidup pada manusia dan hewan
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{(zoofilik). Parasit yang hanya hidup pada manusia saja ditularkan oleh nyamuk
Anopheles barbirostris, sedangkan parasit vang hidup pada manusia dan hewan
ditularkan oleh nyamuk Mansonia spp.

Cacing filaria B. fimori hanya hidup pada manusia, mempunyai periodisitas
periodik nokturna, dan ditnlarkan oleh nvamuk Aropheles barbirostris.

Bermacam-macam cara perhitungan periodisitas telah divsulkan untuk
menentukan periodisitas cacing filaria (Sasa & Tanaka, 1972, Aikat & Das, 1976,
Partono & Purnomo, 1987).

Partono & Purmomo (1987) telah melakukan penelidan ulang untuk
menentukan periodisitas B. malayi dari daerah-daerah endemik di Indonesia serta
| melakukan pengamatan terhadap sifat-sifat biologis. Mereka sudah mengusulkan
suatu sistem penamaan baru yang membedakan B. malayi meniadi 2 biotipe, .yaitu
antropofilik dan zoofilik. Cacing filaria antropofilik mempunyai karakteristik
sebagai berikut: mikrofilaria bersifat penodik nokturna, parasit sukar diinfeksi ke
hewan, sarung mikrofilaria terlepas pada sediaan darah tebal, dan ditemukan di
daerah persawahan. Sedangkan cacing filaria zoofilik mempunyai karakteristik
sebagai berikut: mikrofilaria bersifat periodik nokturna, subperiodik nokturna, atau
aperiodik, parasit juga menginfeksi hewan sehingga mudah diinfeksi ke hewan,

sarung mikrofilaria tidak lepas pada sediaan darah tebal, dan ditemukan di daerah

rawa.

Pengembangan pelacak DNA..., Taniawati Supali, 1992



Tabel I
PERKIRAAN JUMLAH PENDUDUK DUNIA YANG TERINFEKSI
FILARIASIS
Jumlah penduduk yang bermukim di daerah endemis ...... .. 2.677 juta

Jumlah penduduk di daerah yang diketahui terjadi transmisi
filariasis dan beresiko erinfeksi filaria . . .. ... .. ... ..... 905 juta

Jumlah penduduk yang teninfeksi :
Wuchereria bancroffti

............................ 81,6 juta
Brugia malayi dan Brugia imori . . . ... ... ... ... ... 8,6 juta
Jumnlah penduduk vang temnfeksi . . . .. Lo L.l 90,2 juta

Sumber: World Health Organization, 1984

Perkembangan dari L3 ke L4 sampai menjadi
cacing dewasa dalam pembuluh dan kelenjar limfe

/RN S~

Cacing dewasa (jantan & betina Larva infektif (L3) masuk ke dalam
dalam sajuran limfe (dapat. kutit inang melalni luka yang
hidup 5-10 tahun) ' dibuat oleh gigitan nyamuk

Cacing dewasa betina menghasilkan
mikrofilaria ke dalam aliran darah
tepi inang (dapat hidup 12 bulan
bila udak diisap oleh nyamuk)

Perkembangan mikrofilaria
menjadi L1, L2, dan L3 di
dalam nyamok

Mikrofilaria diisap oleh nyamuk

Gambar 1. Daur hidup parasit filaria limfatik pada manusia (World Health
Organization, 1987).
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Gambar 2. Pola periodisitas parasit filaria Brugia malayi (Partono &

Purnomo,1987). A. Periodik nokmurna, B. subperiodik nokturna, C. Aperniodik.
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C. Gejala klinis.

Secara pato-fisiologi, gejala klinis filariasis dapat dibedakan menjadi 2

sindrom yang berbeda (Partono, 1984) yaitu:

1.

Gejala klinis yang disebabkan oleh cacing dewasa atau
perkembangan cacing dewasa, yang dikenal sebagai filariasts klasik.

Perjalanan penyakit filariasis dimulai dengan masa prepaten yang
ditkuti oleh stadium mikrofilaremia tanpa gejala klinis (mikrofilaremia
asimptomatik), stadium akut dan stadium kromis. Pada penduduk asli,
masa prepaten bervariasi antara 3-7 bulan dan masa inkubasi kiinis antara
2-> 10 tahun. Hanya sebagian penduduk yang terinfeksi menjadi stadiem
akut dan sédikit yang menjadi stadium kronis, sedangkan yang lainnya
tetap mikrofilaremia asimptomatik seomur hidup. Pada pendatang ke
daerah endemis, perjalanan penyakit filariasis lebih cepat. Stadium akut
terjadi dalam waktu 2-3 bulan dan stadivm kronis dalam waktu 1-2 tahun,
kemudian terjadi miikrofilaremia (Partono, 1988).

Manifestasi klinis pada stadivm akut ditandai dengan demam dan
gejala peradangan kelenjar limfe (limfadenitis) yang berlangsung 2-5 bari
dan dapat sembub dengan sendirinya tanpa pengobatan. Kadang-kadang
peradangan ini menjalar ke pembuluh limfe dan menyebabkan limfangitis
retrograd yang terlihat sebagai garis merah yang menjalar ke bawah.

Pada stadium ini tungkai bawah biasanya ikut membengkak dan

_ Pengembangan pelacak DNA..., Taniawati Supali, 1992



menimbulkan gejaia limfedema yang berlangsung beberapa minggu
sampai 3 bulan lamanya. Limfedema biasanya hilang lagi setelah gejala
peradangan menyembuh, tetapi serangan yang berulang kali menyebabkan
elefantasis.

Pada filariasis bancrofd, dijumpai adanya limfadenitis pada alat
kelamin pria yang menimbulkan funikuliois, epididimitis dan orkitis.
Kadang-kadang saluran sperma yang meradang menyerupai heroia
inkarserata. Gejala klinis yang sering ditemukan pada stadium kronis
adalah hidrokel dan kadang-kadang kiluria. Elefantiasis mengenai seluruh
kaki, seluruht tangan, buah zakar, vuiva dan payndara.

Pada filariasis brugia, alat kelamin dan payudara tidak pernah
terkena. [Elefantiasis mengenai wungkai bawah, di bawah lutut, aau
kadang-kadang lengan bawah di bawzh siku (Partono, 1984). Pada
penderita filariasis, elefantiasis dapat menimbuikan trauma psikologis,
karena mereka tidak dapat bekerja sehingga menjadi h-eban bagi
keinarganya dan mereka juga sering dikucilkan dari komunitas (Partono,
1988).

Ada penduduk di daerah-daerah endemik meskipun sudah terpapar
infeksi tetapi tidak pernah menunjukkan adanya gejala klinis atau
ditemukannya mikrofilaria pada sediaan darah Kelompok ini disebut

scbagal endemik normal dan beberapa dari mereka diduga imun terhadap

filariasis.
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10
2. Gejala klinis yang disebabkan oleh reaksi imun yang berlebihan dari

penderita terhadap mikrofilaria, disebut occult filariasis atau
tropical pulmonary eosinophilia (TPE) (Lie, 1962).

TPE sudah ditemukan di India, Amerika Sejatan, dan Asia Tenggara
(Indonesia). Penyakit im1 ditandai dengan reaksi imun yang berlebihan
dari penderita terhadap mikrofilaria. Gejala klinis dari TPE adalah
pembesaran kelenjar limfe dan gejala asma bronkial. Pada pemeriksaan
laboratorium dapat ditemukan adanya peningkatan jumlah sel eosinofil
(20% - 90%), meningkatnya antibodi {Ig E), dan secara histologis adanya
benda Meyers-Kouwenaar yang berupa sisa-sisa mikrofilaria yang bersatu
dengan eosinofil kadang-kadang ditemukan dalam kelenjar limfe, paru-

paru, limpa, atau hati.

D. Diagnosis.
Diagnosis filariasis dapat dilakukan mejalui pemeriksaan sebagai berikut:
1. Diagnosis klinis.
Diagnosis secara klinis dapat dilakukan dengan memeriksa gejala-

gejala akut dan kronis penderita filariasis (World Health Organization,
1987).

2. Diagnosis parasitologis.
Diagnosis secara parasitologis dapat dilakukan melalui 2 cara, yait:
2. Menemukan mikrofilaria dalam sediaan darah tepi.

Untuk pemeriksaan darah ini perlu diperhatikan waktu

PERPUSTAKAAN PUSAT
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pengambiian darah. Darah secbaiknya diambil pada waktu puncak

periodisitas. Ada beberapa cara untuk mendeteksi mikrofilaria pada
sediaan darah, yaitu:
a.1. Pemeriksaan darab Jangsung:

Setetes darah dari ujung jari ditempatkan pada gelas obyek dan
dimtup dengan gelas penump, Jalu dilihat langsung di bawah
mikroskop pada pembesaran 100X untuk menemukan mikrofilaria.
Cara pemeriksaan ini sangat mudah dilakukan tapi kurang dapat
dipercaya hasilnya karena memberikan kesalahan hitung jumlah
mikrofilaria yang disebabkan olech adanya pergerakan mikrofilaria ke
tepi gelas penutup atau beberapa mikrofilaria tidak terlihat jelas
karena menggumpal dengan darah (Denham dkk., 1971)

a.2. Pemeriksaan darah {ebai:

20 - 60 ui darah diambil dari vjung jari dengan pipet kapiler dan
dibuat sediaan darah tebal pada gelas obyek, kemudian diwarnai
dengan pewarniaan giemsa dan diperiksa di bawah mikroskop pada
pembesaran 100X. Umuemnya kesalahan menghitung
jumlah mikrofilaria disebabkan oleh hilangnya mikrofilaria pada
proses hemolisis dan pewarnaan. Hal ini dapat diatasi dengan
menggunakan gelas obyek yang bersih dan pipa kapiler yang tidak
mengandung heparin, dan gelas obyek darah dikeringkan lebih dari
12 jam untuk mencegah hilangnya mikrofilaria pada proses hemolisis

dan pewamaan (Partono & Idris, 1977). Metoda ini merupakan
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metoda terbaik untuk penelitian filariasis di lapangan (World Health

Organization, 1987). Dengan cara ini dapat dilakukan identifikasi
spesies dengan mengukur struktur fisik parasit.
a.3. Kamar hitupg:

Darah ujung jari sebanyak 20 - 60 g dilisis dan segera dihitung
dengan kamar hitung atau diiisis lalu disimpan dalam 3% asam asetat
untuk dibitong kemudian. Kamar hitung hanya digunakan untuk
menghitung  jumlab parasit tetapi tidak dapat dipakai untuk
identifikasi spesies karena tidak mungkin dilaknkan pengukuran
parasit (Denham & McGreevy, 1977).

a.4. Filwasic

Darah vena sebanyak 1 - 5 ml difiiter pada filter nukleopore 5
pm dan diwarnai dengan giemsa. Kemudian filter dikeringkan pada
gelas obyek untuk diperiksa di bawah mikroskop cahaya. Metoda ini
paling peka untuk mendeteksi mikrofilaria, tetapi mahal dan
umumnya hanya digunakan untuk memeriksa kasus khusus sepert
kasus perseorangan.

a.5. Teknik kongentrasi Knott:

Darah vena diencerkan dengan 2% formalin pada perbandingan
1:10, kemudian disentrifugasi. Sedimennya disebarkan pada gelas
obyek dan diwamnai dengan 1% metilen biru kemudian diperiksa di
bawah mikroskop. Metoda ini dapat digunakan uwntuk menggantikan

pemeriksaan dengan filtrasi tetapi kepekaan metoeda ini lebih rendah

Pehgembangan pelacak DNA..., Taniawati Supali, 1992
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dibandingkan filtrasi karena mikvofilaria dapat hilang pada sedimen

yang terbentuk (Knott, 1939).

b. Menemukan cacing dewasa atan perkembangan cacing
dewasa pada biopsi kelenjar limfe.

Pengetahuan mengenai mikroanatomi cacing dewasa pada sediaan
penampang sangat penting untuk membedakan spesies parasit.
Adanya mikrofilaria di sekitar cacing dewasa sangat membantu
diagnosis. Tetapi cara idenufikasi parasit dengan biopsi jarang

digunakan pada diagnosis filariasis.

3. Diagnosis imunologis.
Pemeriksaan imunologis dapat dilakukan dengan mendeteksi antibodi
atau antipen parasit pada serum penderita filariasis.
a. Deteksi antibodi
Antigen heterolog banyak digunakan pada deteksi antibodi,
karena adanya kesukaran untuk membuat antigen homolog spesies
fllarla tertentu, misalnyva andgen filaria B. malayi digunakan pada
deteksi antibodi penderita filariasis W. bancrofii (Hussain dkk.,
1981). Penggunaan antigen heterolog ini menyebabkan terjadinya
reaksi silang schingga mengurangi spesifisitas dari svatn test.
Masalah tersebut dapat ditanggulangi melalvi fraksinasi crude
antigen, atau penggunaan antigen excrerory-secretory atau antigen

permukaan (Kaushal dkk., 1984, Maizels dkk., 1983). Tetapt
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sampai saat ini belum ada komponen antigen yang spesifik unwk
stadium atau spesies tertentu (Ottesen, 1984).

Deteksi klas atau subkias antibodi tertentu mungkin penting untuk
meningkatkan spesifisitas teknik diagnosis immunologis. Penelitian
terhadap lg E dan subklas Ig G pada penderita filanasis B. malayi
dengan berbagai gejala klinis telah dilakukan oleh Kummiawan dkk.,
1991. Hasil peneliian menunjukkan bahwa titer I3G4 meningkat
pada semua kelompok penderita dan titer IgG4 tertinggi ditemukan
pada penderita mikrofilaremia. Sedangkan titer IgE meningkat pada
kasus elefantiasis. Pada penderita elefantiasis, rasio titer IgE-IgG4
adalah 30x lebih tinggi dibandingkan dengan penderita
mikrofilaremia. Titer IgG2 dan IgG3 pada penderita mikrofilaremia

lebih rendah dibandingkan dengan penderita elefantasis.

b. Deteksi antigen

Svatu antibodi monoklonal Ig M terhadap antigen Dirofilaria
immitis telah digunakan untuk mendeteksi sirkulasi antigen 200
kilodalton pada penderita filariasis W. bancrofii. Antigen dapat
terdeteksi pada 56 dari 57 serum pendenita mikrofilaremia, 9 dari 64
penderita amikrofilaremia dengan klinis filaria, dan 11 dari 70
kontrol endemis, tetapl negatif pada serum non endemis, serum
penderita filanasis B. malayi dan Onchocerca volvuius dan serum

penderita infeksi cacing usus (Weil dkk., 1987).
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Diagnosis imunologis sedang dikembangkan lebih lanjut karena

sampai saat ini baru dapat mendeteksi kasus-kasus mikrofilaremia.

E. Pengobatan.

Pengobatan pada penderita filariasis dimaksudkan untuk membunuh dan
menghancurkan parasit yang bertwjuan untuk mengurangl atau mencegah
morbiditas. Untuk pengobatan filariasis, DEC (Diethylcarbamazine cimrate)
merupakan satu-satun};a obat yang tclah dipakal secara luas. Obat ini sudah
dibuktikan dapat membunuh mikrofilaria dan cacing dewasa (Partono, 1988). Oleh
karena itu DEC dinilai mempunyai khasiat yang efektif dan harganya reladf
murah.

Dosis DEC yang dianjurkan untuk filariasis bancrofti adalah 6 mg/kg berat
badan/hari setama 12 harl, sedangkan dosis DEC untuk filariasis brugia adalah 5
mg/kg berat badan selama 10 hari (Partono, 1984).

Pengobatan dengan dosis standar sering menimbulkan efek samping berupa
demam, pusing, mual, muntah, nyeri otot tulang, gatal dan keluarnya cacing usus.
Kadang-kadang dapat puia timbul gejala lokal, berupa limfadenitis dan limfangitis.
Efek samping obat ini bersifat sementara dan hilang dengan sendirinya dalam
waktu dua sampai lixﬁa hari. Untuk mengurangi efek samping obat, DEC dapat
diberikan dengan dosis rendah dengan jangka waktu pemberian yang lebih lama.
Pengobatan DEC dosis rendah yaitu: 1 tablet DEC (50 mg) sekali seminggu
selama 18 bulan untuk penduduk yang berumur di atas 10 tahun atau setengah

dosis (25 mg) untuk anak-anak di bawah 10 tahun telah dilakukan di daerah
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endemis B. rimori. Hasil peneliian menunjukkan bahwa efek samping DEC_dosis
rendah dapat dikatakan tidak ada (Partono, 1980). Total dosis DEC yang
diberikan unnik filariasis bancrofti adalah 6000 mg dan filariasis brugia adalah
4000 mg. Cara pengobatan ini terutama berguna untuk pengobatan penduduk
secara massal (Partono, 1980)_.

Pada saat in1 snate obat baru, ivermectin, yang diproduksi oleh Merck, Sharp
and Dohme, New Jersey, USA sedang dievaluasi untuk efektivitas dan
keamanannya dalam membunuh parasit filaria. Efek samping ivermectn
dilaporkan lebih sedikit dibandingkan dengan DEC pada penderita onkonserkiasis
(Greene, 1989). Berbagai dosis wnggal ivermectin, 25 pg/kg, 50 pg/kg,

100 pg/kg dan 200 ug/kg telah diberikan pada penderita mikrofilaremia
asimptomatik W. bancrofri di India dan B. malayi di Indonesia untuk menilai
efektivitas dan keamanan obat tersebut. Pada hari ke-5 setelah pengobatan, jumlah
mikrofilaria penderita filariasis W. bancroffi mrun sampai nol tetapi 3 bulan
kemudian jumlah mikrofilaria meningkat lagi sampai 10-20% dari jumlah
mikrofilana sebelum penﬁobatan. Efekuivitas dan keamanan obat ini juga
dibandingkan-dengan DEC. Ternyata ivermectin lebih cepat ﬁlcnurunkan jumiah
mikrofilana dibandingkan DEC, tetapi DEC lebih efektif (Kumaraswami, 1989).
Pada penderita mikrofilaremia asirnptomatik B. malayi, 1 bulan setelah pengobatan
jumlah mikrofilaria turun sampai kira-kira 8% dari jumlah mikrofilaria sebelum
pengobatan. Tetapi 3 bulan kemudian, jumlah mikrofilaria meningkat sampai

25% dari jumiah mikrofilaria sebelum pengobatan. Hasil penelitian ini
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menunjukkan bahwa ivermectin kurang efektif untuk penderita filariasis B. mailayi

dibandingkan hasil pengobatan filariasis W. bancrofii (Partono, 1989).

F. Program pengendalian filariasis.

Program pengendalian filariasis bertujuan untuk memutuskan rantai penularan,
yaitu dengan cara melakukan intervensi terhadap faktor penularan. Intervensi
pokok dalam program pemberantasan filariasis dimjukan pada parasit penyebab
penyakit.

Pengukuran angka infeksi pada populasi manusia dan vektor merupakan hal
yang sangat penting dalam program pengendalian filariasis untuk menentukan
pengambilan keputusan meneruskan atan menghentikan program tersebut karena
program pengendalian filariasis membutuhkan investasi dana, tenaga kerja, dan
waktu yang cukup banyak (Southgate, 1984).

Menurut World Health Organization (1984) pemantauan keberhasilan program
pengendalian filariasis dapa.t dilakukan melalui beberapa cara, yaitu:

1. Pemeriksaan gejaia-gejala klinis

2, Pemeriksaan parasitologis, yang dilakukan dengan menemukan parasit
mikrofilaria pada darah malam.

3. Pemeriksaan entomologis dengan menemukan larva parasit pada pembedahan

nyamuk langsung di lapangan.
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G. Program pengendalian filariasis di Indonesta.

Di Indonesia, lebih dari 20 juta penduduk tinggal di daerah-daerah endemis
filariasis dan kira-kira 3-4 juta jumlah tersebut terinfeksi filariasis (Partono &
Biﬁtari, 1989). Dari ke-3 spesies cacing filaria yang menginfeksi manusia,

B. malgyi mempunyai penyebaran yang paling luas di Indonesia (Lampiran 1)
(Departemen kesehatan Republik Indonesia, 1990)

Sejak tahun 1970 pemerintah telah melakukan program pengendalian filariasis
dengan sasaran daerah-daerah endemis yang merupakan daerah pembangunan,
daerah tranSmigrasi, daerah pariwisata, dan daerah perbatasan dengan angka
mikrofilaria (microfilaria rate) > 5%. Angka mikrofilaria diperoleh melatui
pemeriksaan parasitologis dengan menemukan mikrofilaria pada darah malam
penduduk daerah-daerah endemis.

Program pengendalian dilakukan dengan memberikan obat DEC dosis rendah
secara massal pada penduduk yang tinggal di daerah endemis. Evaluasi
kel-)erhasilan program pengendalian filariasis dilakukan dengan menghitung angka
mikrofilaria pada pemeriksaan parasitologis darah malam. Angka mikrofilara
yang harus dicapai setelah pengobatan adalah < 1% (Ditjen PPM & PLP,
Departemen keschatan Republik Indonesia, 1991).

Meskipun program pengendalian filariasis telah dilakukan di Indonesia, tetapi
filariasis masijh tetap merupakan masalah kesehatan masyarakat pedesaan di
beberapa daerah di Indonesia. Hal ini disebabkan belum semua daerah endemis

filariasis terjangkau oleh program tersebut, lebih lagi daerah terpencit.
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Dalam memantau keberhasilan program  pengendalian filariasis terdapat
beberapa kendala, yaitu:
1. Keengganan penduduk untuk diambil darah malam berulang-ulang.

2. Mahalnya biaya untuk pemantanan dan pengambilan darah malam pada

daerah-daerah yang terinfeksi.

Oleh sebab itu periu dipertimbangkan pemantauan secara entomologis sebagai
alternatif pemeriksaan darah malam. Pemeriksaan entomologis secara
konvensional mempunyai beberapa kendala, yaitu:

1. Nyamuk yang dikumpulkan di lapangan harus segera diproses.

2. Pemeriksaan entomologis dilakukan melalui pembedahan nyamuk langsung di
bawah mikroskop secara individu, yang memerlukan waktu lama.

3. Pemeriksaan entomologis tidak dapat membedakan spesies larva yang
ditemukan di dalam nyamuk terutama di dacrah B. malayi terdapat bersamaan

dengan B. pohangi (parasit filaria pada hewan).

Unmk mengatasi kendala tersebut dipilih pemecahan secara bioteknologi.
Dengan menggunakan bioteknologi telah dikembangkan antibodi monoklonal
(Carlow dkk., 1987) dan pelacak DNA (McReynolds dkk., 1986, Sim dkk.,
198¢"). Kedua tes tersebut dapat membedakan larva parasit B. malayi dari B.

pahangi dan masing-masing tes mempunyai keuntungan dan kelemahan.
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Tabel 11

KEUNTUNGAN DAN KELEMAHAN
ANTIBODI MONOKLONAL DAN PELACAK DNA

Antibodi monoklonal
- Spesifik untuk parasit B. malayi
- Hanya bereaksi dengan larva

infektif (L3) dan stadium transisi L2
ke 13

- Kemungkinan unmk menemukan
sel hibridoma spesifik lebih kecil

- Sel hibridoma lebih peka terhadap
pengarub faktor eksternal

- Antibodi monoklonal tidak dapat

disintesis secara kimiawi

- Digunakan sebagai alat diagnosis
secara individu pada nyamuk

Pelacak DNA

- Spesifik untuk parasit B. malayi
pada keadaan hibridisasi yang optimal

- Bereaksi dengan semuza stadiom larva
(mikrofilaria, L1, L2, L3)

- Kemungkinan untuk menemukan
klon positif lebih besar

- Pelacak DNA lebih tahan terhadap
pengarnh faktor eksiernal

- Pelacak DNA yang sudah diketahui
sikuennya dapat disintesis secara
kimiawi

- Digunakan sebagai alat pemantau
pada pemeriksaan entomotogis

Ditinjau dari segi keuntungan dan kelemahan kedua alat pemantau tersebut

maka penulis memakai pelacak DNA sebagai alat pemantau program pengendalian

filariasis di Indonesia.

Pelacak DNA yang ada saat ini adalah pelacak DNA yang ditandai radicaktif

(McReynolds dkk., 1986, Sim dkk., 1986") .
pelacak DNA-radioaktif (*P) untuk parasit B. malayi, yaitu pBml5. Pelacak ini

telah dicoba unmtuk mendeteksi larva infekuf B. malayi (parasit filaria pada
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manusia), B. pahangi, Diroﬁiaria_ repens, dan Breinlia booliari (parasit filaria
pada hewan) yang diisolasi dari nyamuk. Hasil penelitian menunjukkan hahwa
pelacak DNA berhibridisasi dengan larva infektif B. malayi dan dapat mendeteksi
1 larva infektif tanpa adanya jaringan tubuh nyamuk (Sim dkk., 1986"). Tetapi
ada beberapa kendala penggunaan pelacak DNA molekul radicaktif, yaitu:
harganya mahal, miempunyai wakiu paruh yang pendek, memeriukan tempat
pembuangan khusus, memeriukan latihan khusus unmuk menggunakan molekul
radioaktif, dan berbahaya bagi pemakainya. ‘
Oleh karena 1tu, penelitian ini dimaksudkan untuk menghasilkan pelacak DNA
B. malayi non-radioaktif yang akan digunakan untuk mendeteksi larva parasit
dalam vektor nyamuk. Ada beberapa syarat yang harus dipenuhi sebelum pelacak
DNA B. malayi pada tes dot blot dignnakan sebagai alat pemantau program
pengendalian filariasis di Indonesia:
1. Pelacak DNA B. malayi harus dapat dihasilkan di In;lonesia dalam jumlah
yang tidak terbatas dengan wakt yang relatif singkat.
2. Pelacak DNA harus stabil untuk kurun yang jama.
3. Pelacak DNA B. malayi harus spesifik dan sensitif untuk parasit B. malayi.
4. Pelacak DNA B. malayi dapat bereaksi dengan strain-smrain B. malayi di
Indonesia.
5. Pelacak DNA B. malayi harus sensitif untuk mendeteksi 1 larva infektif B.
malayi di dalam nyamuk.
6. Tes dot blot tersebut harus dapat divlang.

7. Tes dot blot dengan pelacak DNA harus mudah dilakukan.
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Adapun permasalahan utama datam penelitian ini adalah apakah pelacak DNA
B. malayi non-radicakdf spesifik dan sensitif pada tes dot blot dan dapat dipakai

sebagai alat pemantau secara entomologis pada program pengendalian filariasis B.

malayi di Indonesia 7.

H. Tujuan Penelitian
1. Tujuan umum;
Mengcmbangicap pelacak DNA Brugia malayi non-radioaktif pada tes dot
blot untuk mendeteksi parasit B. malayi dalam nyamuk pada pemantauan

program pengendalian filariasis B. malgyi di daerah-daerah endemis di

Indonesia,

2. Tujuan khusus:

1. Menentukan konsensus sikuen DNA beruiang B. malagyi di Indonesia

2. Membuat sikuen pelacak DNA B. malayi ddl'l konsensus sikuen DNA
berulang B. malayi .di Indonesia.

3. Menghasilkan pelacak DNA yang spesifik untuk B. malayi dalam jumlah
yang cukup.

4. Menentukan cara terbaik untuk menzandai pelacak DNA dengar molekul
non-radioaktif.

5. Menentukan spesifisitas dan sensitivitas pelacak DNA pada tes dot blot.

6. Mendeteksi 1 larva infektif B. malay! dalam nyamuk setelah PCR pada

tes dot blot dengan menggunakan pelacak DNA molekul non-radioaktif.
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1. Hipotesis
Pelacak DNA B. malayi non-radioaktif adalah spesifik dan sensitif pada tes
dot blot dan dapat dipakai sebagai alat pemantau secara entomologis pada program

pengendalian filanasis B. malayi di Indonesia.
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BAB II .

TINJAUAN PUSTAKA

A_ Pelacak DNA

Kemajuan bioteknologi melalui teknik DNA rekombinan telah memberikan
informasi yang luas dan terinci mengenai parasit yang menginfeksi manusia.
Teknik ini sudah dipergunakan untuk mempelajari epidemiologi dan penularan
penyakit-penyakit infeksi vang disebabkan oleh parasit (Wirth dkk., 1986).
Menurut Baker (1989), DNA pada organisme, seperti parasit, tdak mengalami
perubahan pada seluruh daur hidup parasit baik di dalam inang vertebrata atau
invertebrata. |

DNA (asam dioksiribonukleat) adalah materi genetik di dalam kromosom yang
berperan sebagai pembawa informasi genetik. DNA tersusun atas nukleotida vang
dihubungkan satu dengan la;nnya melalui ikatan fosfodiester. Nukleotida itu
sendiri tersusun atas basa nitrogen purin (guanin G dan adenin A) atau pirimidin
(sitosin € dan timin T), gula pentosa, dan gugus fosfat (Gambar 3) (Watson dkk.,
1083). |

DNA rantai ganda (double helix) dibentuk oleh dua rantai polinukieotida yang
berpasangan. Kedua ramtai polinukleotida saling berpasangan pada arah yang
berlawanan (anriparallel) melalui ikatan hidrogen, sat rantai berada pada arah 5°-
3” dan pasangan berada pada 3°-5'. Adenin (A) hanya dapat berpasangan dengan
timin (T} melalui dua ikatan bidrogen, dan guanin (G) berpasangan dengan sitosin

(O melalui tiga ikatan hidrogen.
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Sebagai pembawa informasi genetik maka DNA akan diubah menjadi molekul

RNA (asam ribonukleat) melalui proses transkripsi dengan bantuan enzim
polimerase RNA. Molekul RNA yang terbentuk merupakan pasangan basa
komplementer DNA dengan kekecualian yaitu basa timin pada DNA diganti basa
urasil (U) pada RNA. Kemudian melaiui proses manslasi akan dihasilkan asam-
asam amino penyusun protein. Protein ini berfungsi sebagai enzim yang
berperanan dalam proses metabolisme suatu organisma.

Ada 3 macam molekul RNA yang berperan dalam sintesis protein, yaitu
mRNA (messenger RNA), tRNA (rransfer RNA) dan tRNA (ribosomal RNA).
Penempelan molekul mRNA pada ribosom dan adanya bantuan dari tRNA,
menyebabkan diterjernahkannya basa-basa pada mRNA menjadi asam-asam amino.
Pembacaan basa-basa pada mRNA dimulai dari ujung 5°.

Basa-basa pada mRNA dibaca sebagai suatu tripiet, yaitu dalam 3 susunan
basa, yang disebut kedon. Dari 4 macam basa (adenin, guanin, sitosin, dan
urasil) dihasilkan variasi kodon sebanyak 43= 64, yang terdini dari 3 kodon yang
mengkode tanda berhenti dan 61 kodon yang mengkode asam amino. Jumlah
asam amino hanya 20 maka satu asam amino dikode oleh lebih dari satu kodon.
Kodon-kodon tersebut berkomplementari dengan anﬁkodon pada tRNA, dan setiap
molekul tRNA akan membawa asam amino spesifik yang akan masuk pada rantai

polipeptida jika ada kodon tertentn yang terbuka pada ribosom (Watson dkk.,
1983).
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Gambar 3. Ikatan fosfodiester 5°-3" antara gugus fosfat dan gula yang
merspakan tulang punggung DNA (Watson dkk., 1983).
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Menurut Jelinek (1982) DNA dapat diklasifikasikan sebagal berikut:

1. DNA unik (Unigue DNA): berist gen yang mengkode protein dan jumlahnya

1 copi per haploid genom.

2. DNA berulang dibedakan menjadi 2 berdasarkan jumiah copi DNA berulang
tersebut di dalam genom.

a. DNA berulang vang terdapat dalam jumlah 1000-100.000 copi per

haploid genom, disebut moderately repetirive DNA. Kadang-kadang DNA
ini ditranskripsikan menjadi RNA .

b. DNA berulang vang terdapat dalam jumiah 1.000.000 copi per haploid
genom, disebut highly repetitive DNA. Fungsi iﬁghly repetitive DNA i
adak diketahui.

Jumiah copi tersebut di atas umumnya diketemukan pada mamalia (ukuran
haploid genom berkisar 3.000.000.000 bp). Pada organisma (seperti parasit)
dengan genom berukuran lebih kecil, jumlah copi bermacam-macam kelas akan
lebih sedikit,

DNA berulang (Highly repetitive DNA) adalah spesifik untuk spesies tertentu
(Dover, 1982) dan terdapat dalam jumlah banyak di dalam genom, karena itu
cocok untuk dipakai membuat snatu pelacak DNA yang spesifik dan sensitif dalam
mendeteksi DNA parasit baik pada inang vertebrata mavpon vektor invertebrata.

Pelacak DNA berulang ini telah banyak dibuat untuk keperluan diagnosis, di
antaranya adalah untuk leismaniasis, malaria (Wirth dkk., 1986), tripanosomiasis
(Hide dkk., 1990}, sistosomiasis (Rollinson dkk., 1986) dan onkoserkiasis

(Unnasch, 1987) dan filariasis (McReynolds dkk., 1990).
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Pelacak DNA yang dibuat dari DNA berulang ini telah dikembangkan pula

untuk mendeteksi parasit filaria imfatik, B. malayi (parasit filaria pada manusia)
dan B. pahangi (parasit filaria pada hewan) (McReynolds dkk., 1986, Sim dkk.,
1986) dan W. bancrofii (Dissanayake & Piessens, 1990).

DNA berulang pada parasit filaria B. malayi dan B. pahangi dapat dipotong
dengan enzim pemotong DNA Hha I dan mempunyai panjang sikmen 322 bp
(pasangan basa), sehingga dikenal sebagai Hha I family. DNA berulang ini
terdapat datam jumlah 30.000 copi pada panjang genom 80.000.000 bp atau 12%
dari total genom sehingga dianggap sebagai highly reperiive DNA dan DNA
tersebut tersusun secara tandem (yaitu saling berdampingan satu dengan lainnya
pada orientasi yang sama).

McReynolds dkk., membuat pelacak DNA pBma68 yaitu suatu plasmid
PBR322 yang mempunyai dua copi Hha I B. malayi. Pelacak DNA pBma68 yang
yang ditandai dengan molekul radicaktif *P berikatan kuat dengan DNA
B. malayi pada tes dot blot, tetapi bereaksi silang dengan DNA B. pahangi pada
intensitas 10% DNA B. malayi. Ternyata hasil analisis konsensus sikuen DNA
B. malayi dan B. pahangi menunjukkan adanya perbedaan basa-basa di antara
keduanya sebesar 11% (McReynolds dkk., 1986).

Pelacak DNA lainnya, pBm135 yaitu suatu piasmid yang mempunyai 4 copi
DNA berulang parasit B. malayi yang dipotong dengan enzim Sau 3A telah dibuat
oleh Sim dkk., 1986'. Hasil penelifan menunjukkan bahwa kemampuan

hibridisasi pelacak DNA pBm135 yang ditandai dengan radioaktif P pada DNA
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B. malayi lebih baik jika dibandingkan dengan kemampuan hibridisasi pelacak

3DNA dengan DNA B. pahangi, meskipun konsenrasi DNA B. malayi 1000X
lebih rendah dibandingkan dengan konsentrasi DNA B. pahangi . Pelacak DNA
ini juga telah dicoba unuk mendeteksi larva infektif B. malavi, B. pahangi,

D. repens, dan B. booliari yang diisolasi dari nyamuk. Nyamuk infektif dibedah
datam Jarutan garam di bawah mikroskop. kemudian larva infekuf yang ditemukan
dihiung. Larutan garam yang mengandung larva infektif diteteskan pada
membran nitroselulosa dan dihibridisasi dengan pelacak DNA pBm15-radioaktif.
Hasil hibridisasi pelacak DNA menunjukkan hahwa pelacak DNA tersebut spesifik
untuk parasit filaria B. malayi dan dapat mendeteksi 1 larva infekuf B. malayi
(Sim dkk., 1986%).

DNA bernlang Hha | pada pelacak DNA pBma68 fidak mempunyai tempat
pemotongan untuk enzim Sau 3A, walaupun demikian hasil analisis sikuen DNA
berulang antara pBma68 dan pBm15 DNA tersebut menunjukkan adanya homologi
sebesar 97%. Hal ini menunjukkan bahwa kedua klon pelacak DNA sangat
berhubungan erat satu dengaﬁ lainnya dan kemungkinan berasal dari sikuen DNA
berulang yang sama dari genom B. malayi (Piessens dkk., 1937).

Spesifisitas suatu pelacak DNA dapat ditingkatkan dengan membuat pelacak
DNA oligonukleotida dari dacrab sikuen DNA yang paling banyak perbedaan
susunan basanya antara 2 spesies berbeda.

Pada sikuen DNA berulang B. malayi dan B. pahangi terdapat perbedaan
tempat pemotongan enzim oleh enzim Msp 1. Sikuen DNA bherulang B. pahangi

mempunyai 10 kali lebih banyak tempat pemotongan enzim Msp I dibandingkan
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sikuen DNA berulang B. malayi. Selain itu sikuen DNA berulang B. pahangi

tidak mempunyai tempat pemotongan untuk enzim Alu | dan Rsa I sedangkan
sikuen DNA berulang B. malayi mempunyai tempat pemotongan untuk enzim Alu
1 dan Rsa 1. Hal ini menunjukkan bahwa Hhg [ family pada DNA berulang B.
malayi dan B. pahangi adalah homolog tetapi tidak identik.

Berdasarkan analisis perbedaan tempat pemotongan enzim pada DNA berulang
B. malayi dan B. pahangi, diketahui bahwa dasrah 209-275 ﬁanya mempunyai
homologi sebesar 72% sedangkan daerah lainnya mempunyai homolog) sebesar
93% (Gambar 4). Kemudian sikuen di amara 209-275 digunakan untwk
mensintesis pelacak DNA oligonukleonda B, malayi dengan panjang 29 nukleotida
dan pelacak DNA oligonukieotida B. pahangi dengan panjang 21 nukleotida.
Sikuen tersebut dipilih dengan rjuan untuk meningkatkan spesifisitas pelacak
DNA B. malayi dan B. pahangi. Selain itu sikuen pada kedua pelacak DNA
mempunyai banyak basa GC yang berguna untuk meningkatkan stabilitas
hibridisasi pelacak DNA dengan DNA parasit. Pelacak DNA oligonukleotida (29-
mer B. malayi dan 21-mer B. pahangi) yang ditandai radioaktif tefah dinji pada
tes dot blot terhadap DNA B. malayi dan B. pahangi. Hasil penelitian
menunjukkan babwa kernampuan hibridisasi pelacak DNA B. malayi terhadap
DNA B. malayi adalah 500 kali lebih besar bila dibandingkan kemampuan
hibridisasi terhadap I\DNA B. pahangi dan dapat mendeteksi DNA parasit B.

malayi sampai konsentrasi 0,2 ng DNA (sama dengan 1-2 mikrofilaria).
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Spesifisitas dan sensitivitas pelacak DNA B. paf:an gi hampir sama dengan pelacak

DNA B. malayi (Williams dkk., 1988).

9% hormologi _I
|
Hm1 Hmul
i |

72 % Homologl

B.pdmzg | |
[ |
o az

i
B. maiayi AAGCT _TATTTTGAACCTAATTGACTATGTTACGTGCATTGTACCAGTGCTGGTCGTATATTIGTGTT

B. iy TAGCAATATTTITGAAGTTAATTCATTATGTTITTATGCATTGCACTGOGG(GGOTCATATATIGOT_TG
=7 o]

Gambar 4. Hasil perbandingan sikuen DNA berulang Brugia malayi dan
Brugia pahangi. Prosentase homologi sikuen DNA herulang Brugia malayi dan
Brugia pahangi adalah 93% tetapi prosentase homologi pada sikuen di daerah
207-273 adalah 72% (Williams dkk., 1988).

Umumnya pelacak DNA yang ditandai dengan molekul radioaktif (*P, *S)
mempunyai sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi pada hibridisasi, tetapi molekut
radioakuf tersebut tidak stabil, mahal, waktu paruh pendek, periu latiban
penggunaan peralatan khusus vntuk molekul radioaktif, perlu pembuangan Khusus,
dan berbahaya bagi pemakainya. Pengembangan sistem hibridisasi menggunakan
pelacak DNA yang ditandai molekul non-radioaktif diharapkan dapat mengatasi

kesulitan-kesulitan tersebut di alas.
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Akhir-akhir ini berbagai macam molekul non-radioaktif telah digunakan untuk

menandai pelacak DNA, misalnya biorin (Langer dkk., 1981), fluorescein (Prober

dkk., 1987), digoxigenin (Hotlke dkk., 1992) dan enzim (Whitehead dkk., 1983).

Molekul-molekul non-radioaktif dapat berikatan secara kovalen pada nukleotida

pirimidin, dUTP atau dCTP (Langer dkk., 1981) atau nukleotida punin, dATP

atau dGTP (Gebeychu dkk., 1987).

Ada 2 cara penandaan pelacak DNA dengan molekul non-radioaktif (Keller

& Manak, 1989), yaitu:

1.

Penandaan pelacak DNA secara kimiawi. Sebagai contoh dapat dikemukakan
penandaan pelacak DNA dengan menggunakan senyawa yang sensitif terhadap
pengaruh cahaya: fotobiotin. Fotobionn adalah svatu linker arm yang ditandai
dengan biotn dan gugus ary! azide. Adanya cahaya akan membah gugus ary!
azide menjadi ary! nitrene yang siap bereaksi dengan DNA. Cara penan_daan
yang lain adalah menggunakan linker arm erhiiylenediamine dengan mempunyai
bisulfite.

Penandaan pelacak DNA secara enzimatis, yaitm melalui nick-transiation,
random priming dan end-labelling.

Reaksi nick-rranslation pada penandaan pelacak DNA merupakan aktivitas
gabungan enzim DNase 1 dan E. coli DNA polimerase 1. Enzim E. coli
polimerase I adalah enzim yang mempunyai kemampuan ganda, yaitn 5°-3 3
polimerase untuk sintesis DNA dan 5°-3 3° eksonuklease untuk memotong

DNA. Enzim DNase [ akan memutuskan setiap rantai tunggal DNA secara
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acak pa-da beberapa tempat (nick) pada rantai ganda DNA sehingga terbentuk

gugus bebas 3 hidroksil. Akgvitas 5°- 3" eksonuklease akan memindahkan
1 atau lebih basa-basa dari gugus 5 fosfat pada tempat yang terputus dan
akuivitas 5°-> 3° polimerase akan mengisi tempat kosong dengan nukleotida
vang sudzh tertandai (Gambar 5). Cara penandaan nick rransiation hanya
dapat digunakan untuk menandai rantai ganda DNA sirkular dan Iinier.

Reaksi random-priming memerlukan primer oligonukieotida (primer
ﬁeksanukleotida) dan enzim DNA polimerase I klenow fragment. Enzim
DNA polimerase I klenow fragmenr mempunyai aktivitas 5'-» 3’ polimerase
dan 3’5 5’ eksonukiease. Aktivitas 3’-% 5° eksonuklease dapat dikurangi
dengan menggunakan bufer pH 6,6. Primer heksanukleotida akan menempel
pada banyak tempat di sepanjang ranmi tunggal DNA. Primer tersebut
merupakan tempat permulaan bekerjanva enzim 5°-) 3” polimerase untuk
mensintésa rantai baru DNA melalui menambahkan nukleotida yang sudah
tertandai (Gambar 6). Cara penandaan random-priming tidak efisien untuk
DNA sirkular karena itu DNA harus dibuat linier dahulu dengan enzim
pemotong DNA atau DNase I wntuk membuat nick.

End-labelling pada ujung 5° dapat dilakukan dengan enzim T4
polinukleotida kinase. Penandaan ini cocok untuk pelacak DNA
oligonukleotida yang mempunyai ujung 5 hidroksil. Enzim T4
polynucleotide kinase akan menempelikan satu nukleotida yang sudah tertandai

pada ujung 5° tersebut. Cara lain untuk End-labelling adalah menandai
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pelacak DNA pada ujung 3° hidroksil -dengan bantuan enzim rerninal
deoxynucleotidy! transferuse. Enzim tersebut akan menambahkan nukleotida

yang sudah tertandai pada wjung 3" sehingga terbentuk rail.

5 r
Ranta; ganda DNA ¥ 5
1
Pemolongam raniai mnggal DNA I\l
oleh ensim DNase L
¥ 3 5 ¥ 5 X
3 > T 5y 13 5

Sintesis DNA dengan menambahkan nokleotida yang
sudah Lerandai eleh ensim DNA polymerase

| IR,
i

Pelmcak DNA

Gambar 5. Cara penandaan pelacak DNA dengan nick rranslarion. Enzim
DNase 1 akan menyebabkan terjadi putusnya rantai tunggal DNA dan enzim E, -

coli polimerase | akan mensintesisnya dengan nukleotida yang sudah tertandai
(Keller & Manak, 1989)
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Gambar 6. Cara penandaan pelacak DNA dengan random-priming. Untuk
melakukan random priming diperlnkan primer oligonukieotida dan enzim E. coli
polimerase ] klenow fragment. Primer hexanukleotida diperlukan untuk memulai
sintesis rantai baru DNA melalui penambahan nukleotida yang sudah tertandai
(Keller & Manak, 1989)

Pelacak DNA non-radioaktif kurang sensitif dibandingkan dengan pelacak
DNA radioaktif. Untuk meningkatkan sensitivitas dan spesifisitas pelacak DNA
maka Williams dkk., 1991 (sedang dicetak) memutuskan untuk membuat pelacak

DNA oligonukleotida yang lebih panjang.
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Pelacak DNA oligonukieotida baru dengan panjang 45 nukieotida untuk B.

malayi dan panjang 44 nukleotida untuk B. pahangi teiah disintests secara
kjn;iawi. Perbedaan basa-basa kedua pelacak DNA tersebut adaiah 57%
homologi. Kedua pelacak DNA tersebut ditandai dengan 90 nukleotida uridin-
biotin yang diselingi timidin pada ujung 5° sehingga panjang keseluruhan pelacak
DNA B. malayi 136 nukleotida dan B. pahangi 135 nukleotida (Williams dkk._,
1991 sedang dicetak). Kedua pelacak DNA tersebut menunjukkan sensitivitas
optimal pada subun hibridisasi tes dot blot yéng berbeda. Sensitivitas optimal
dicapai oleh pelacak DNA B. malayi pada suhu 37 C dalam 50% formamide-
larutan hibridisasi dengan kemampuan mendeteksi DNA total genom B. malayt
pada konsentrasi 0,1 ng. Sensitivitas pelacak DNA B. pahangi dicapai pada suhu
35°C dalam 50% formamide-larutan hibridisasi dengan mendeteksi DNA total
genom B, pahangi pada konsentrasi 0,1 ng (Supali dkk., 1989).

Penandaan pelacak DNA oligonukleotida dengan molekul non-radioaktif secara
enzimatk end-labelling menggunakan dANTP yang dimodifikasi merupakan cara
yang paling efisien (Keller & Manak, 1989). Enzim terminal deoxynucleotidyl
transferase banyak digunakan wuntuk menandai ujung 3° pelacak DNA
oligonukletida, sehingga terbentuk zail pada ujung 3° (Lobban & Kaiser, 1973).

Trainor & Jensen (1988) melaporkan bahwa dideoksinukleotide trifosfat yang
ditandai succinylfluorescein adalah subsrat yang baik untuk enzim rerminal
deoxynucleotidyl transferase dan dapat digunakan untuk menandai pelacak DNA

pada wjung 3°’.  Amersham Corporation (Arlington Height, IL) telah
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mengembangkan metoda penandaan pelacak DNA dengan molekul non-radioaktif

Jluorescein-dUTP. Cara penandaan ini relatif cepat, hanya membutuhkan waktu
1 jam untuk menandai 25-250 x 10™"2mol pelacak DNA oligonukleotida dan tidak
diperlukan pemurnian sisa molekul fluorescein-dUTP (unincorporated fluorescein-
dUTP) yang tidak terpakai dari pelacak DNA oligonukleotida yang sudah

tertandai,

Untuk m;andetcksi pelacak DNA non-radioaktif digunakan enzim sebagai
konjugat pada pelacak DNA. Enzim dapat berikatan secara kovalen pada pelacak
DNA (Carlson dkk., 1990). Reaksi enzimatis ini dapat divisualisasikan melalui
deteksi colometric (perubahan wamna) atau deteksi chenzih;mjnescem (Keller &
Manak, 1989).

Sistem deteksi colormerric menggunakan enzim alkaline fosfate sebagai
konjugat dan dideteksi dengan substrat 3—br0m0—4chlor0—3—indolyl fosfate dan
nitroblue tetrazolium telah dikembangkan oleh Renz dan Kurz, 1984. Sistem
deteksi warna (color) ini akan menghasilkan endapan warna langsung pada
membran, sehingga hasilnya dapat diamati langsung dengan mata atau
didokumentasikan dengan menggunakan kamera atau fotokopi. Tetapi pemakaian
deteksi warna ini memeriukan waktu yang lama (selama 10 jam) dan sulit untuk
melakukan reprobing membran. Reprobing akan terganggu dengan adanya
endapan tidak lamt yang dihasilkan oleh reaksi warna. Oleh karena itu endapan-
endapan pada membran harus dicuci sebelum dilakukan reprobing. Hal ini

menyebabkan penggunaan reprebing untuk rutin sangat sulit. Contoh pada
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diagnosis filariasis, reprobing kadang-kadang dibutuhkan jika sampei-sampel yang

perlu diskrining dengan lebih dari satu pelacak (pelacak DNA B. malayi, dan
pelacak DNA B. pahangi.

Kekurangan-kekurangan ini dapat diatasi dengan memakai sistem deteksi
chemiluminescent. Pada sistem ini, enzim horseradish peroxide dengan bantuan
hydrogen peroxide mengoksidasi lumino! yang terdapat dalam larutan deteksi
chemiluminescent sehingga terjadi emisi cahaya. Caha;z.l tersebut dapat dideteksi
oleh luminometer atau film. Sistem deteksi ini cepat (memerlukan waktu + 3

jam) dan tidak menyebabkan adanya pengendapan pada membran sehingga dapat
dilakukan reprobing.

B. Polymerase Chain Reaction

Suatu tekmik in vitro untuk menggandakan DNA secara enzimatik telah
dikembangkan oleh Saiki dkk., 1985. Teknik tersebut dikenal sebagai Polymerase -
Chain Reacrion (PCR). Teknik ini terdiri atas 3 reaksi (Williams, 1989) yaitu :
1. Denaturasi rantai ganda DNA menjadi rantai tunggal melalui pemanasan pada
suhu 92°C - 95°C.
Penempelan 2 macam primer pada masing-masing rantai tunggal DNA pada
tempat DNA akan diperbanyak. Reaksi ini dilakukan pada subu 37°C - 55 C.

3. Sintesis DNA dengan menggunakan enzim polimerase yang dilakukan pada
suhu 65°C - 72°C.

Ketiga reaksi tersebut merupakan satu siklus (Gambar 7) dan setiap siklus

akan menggandakan DNA, sehingga rumusnya adalah 2™ (n = jumlah sikius)
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(Erlich dkk., 1991). Menurut teori, 25 sikilus PCR dapat menggandakan DNA

sebanyak 3,4X10 ;cali. Namun demikian efisiensi setiap sikins PCR kurang
dari 100% sehingga hasil penggandaan DNA yang tercapai setelah 25 siklus PCR
adalah 1-3}'(10‘s kali. Efisiensi PCR dipengaruhi oleh konsentrasi DNA dan
aktivitas enzim (Kumar, 1989). Teknik PCR ini dapat digunzkan unmk
menggandakan DNA dalam jumlah sedikit sekali yaim satvan picogram
(10™2gram) (Oste, 1988). Penggunaan tekmik PCR ini dapat pula membantu
meningkatkan sensitivitas pelacak DNA non-radioakuf.

Bell & DeMarini, 1991 melaporkan pengaruh banyaknya sikius reaksi PCR
terhadap spesifisitas DNA hasil PCR. Mereka mencoba menggandakan DNA 328
bp dan melakukan elektroforesis terhadap hasil PCR sebanyak 5 ul pada siklus ke
20, 26, 32, 38, dan 44 pada 1% gel agarose/2% nusieve agarose, kemudian
dilakukan southern blor pada membran pitroselulosa dan dihibridisasi pelacak
DNA radioaktif. Hasil southern blor dan berbagai macam sikius PCR (siklus
20,26,32,38 dan 44) menunjukkan bahwa maksimum banyaknya siklus untuk
menggandakan DNA 328 bp adalah 26 siklus. Spesifisitas DNA hasil PCR
hampir hilang pada siklus ke 44. Dari hasil ini diketahui bahwa setelah siklus ke
30 maka primer dalam reaksi PCR akan berubah menjadi cetakan untuk reaksi
selanjutnya dan hasil PCR primer tersebut akan menempel pada ujung 3’

dari cetakan DNA yang sebenarnya (DNA 328 bp) atau hasil PCR primer akan

saling menempel sendiri.
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Gambar 7. Siklus PCR, yang terdiri dari denaturasi rantai ganda DNA
menjadi rantai tunggal, penempelan 2 primer pada masing-masing rantai tunggal
DNA, dan sintesis DNA (Oste, 1988).
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BAB 111

BAHAN DAN CARA KERJA

Penelitian int dilakukan oleh penulis sendiri di Department of Biological
Sciences, Smith College, USA dan Bagian Parasitologi, Fakultas kedokteran,
Universitas Indonesia sejak tahun 1988-1992 schagai sandwich program untuk
program 53 dengan biaya dari World Health Organization.

Di bawah ini dipaparkan bagan kerja yang dilakukan penulis:

Mengembangkan pelacak DNA nor-radicaktif B. malayi
pada 15 dot blot dalam rangks pemantauan
program pengendalian filariasis di Indonesia

| |
I I I l

Melakukan skrining ~ Membuat pelacak DNA Menandai pelacak DNA Mendeteksi larva
pelacak DNA B. malayi Cengan molekul B. malavi dalam
nonradicakuif nor-radicaktif nyamuk dengan
yang ada —Melakukan sikuensing pelacak DNA non-
B. malayi dari berbagai —Menenmukan molekul radicakiif B. malayi
daerah di Indonesia nonr-radicaktif yvang sesuai
—Menennkan sikven ~Menentukan spesifisitas dan
pelacak DNA dari sensitivitas pelacak DNA
hasil sikuensing dengan non-radicaktif B, malavi
analisis komputer
~Menghasil pelacak DNA
dalam jumlah cukup
melalui kloning
pelacak DNA

Gambar 8. Rangkaian penelitian yang dilakukan oleh penulis untuk disertasi
ini.
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A. Skrining pelacak DNA B. malayi (45-mer) - biotuin pada parasit B.
matayi dari berbagai daerah di Indonesia.

Pelacak DNA B. malayi (45-mer) yang ditandai 90 nukleotida uridin-biotin
diselingi biotin pada ujung 5° (Williams dkk., 1991 sedang dicetak) telah dicoba
pada penelitian ini dengan wijuan uniuk mengetahui spesifisitas dan sensiovitas
terhadap parasit filaria B. malayi dari berbagal daerah di Indonesia sebelum
pelacak DNA tersebut digunakan secara luas di Indonesia untuk mendeteksi larva

di dalam nyamuk dalam program pemantauan filariasis B. malayi.

Bahan dan reagensia:

- L3 parasit B. malayi dari Kalimantan Timur (zoofilik aperiodik) , Lampung
(zoofilik subpenodik), Kendari (zoofilik subperiodik), dan Buton {antropofilik}).

- Fenol

- Kloroform

- Isoamil alkohol

- Agarose

- Kat PCR (Perkin Elmer, Norwalk, CT)

- Pelacak DNA B. malayi (45-mer)-biotin {New England Biolab, Beverly, MA)

- Kit PhotoGene Nucleic Acid Detection System (Bethesda Research Laboratories,

(Gaitherberg, MD)

- Membran nitroselulosa 0,45um (Schleichar and Schuell, Keene, NH)

- Filter millipore VSWP 0,025 um (Millipore Corporation, Bedford, MA)
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Cara kerja:

a.

Soniftkasi 100 larva infektif parasit dilakukan dalam 50 pl TE selama 10
menit dan kemudian hasil sonifikasi diperiksa di bawah mikroskop untuk
memastikan babwa semua larva infekdf telah hancur.

25 pl TE ditambahkan ke dalam larutan hasil sonifikasi sehingga volume akhir
75 pl, kemudian disentrifugasi pada 12.000 x g selama 15 menit

Ekstraksi fenol-kloroform (Lampiran 2) dilakukan dengan cara menambahkan
volume yang sama (75 ul) fenol yang sudah dijenuhkan dengan TRIS pH 8
ke dalam tabung, kemudian dilakukan vorrex 1 menit dan disentrifugasi pada
12,000 x g selama 2 menit. Supernatan bening (lapisan atas) dipindahkan
pada tabung baru dan ditambahkan volume yang sama fenol-chisam (chisam:
campuran kioroform dan isoamil alkohol dengan perbandingan volume 24:1),
kemudian dilakukan vortex 1 menit dan disentrifugasi pada 12.000 x g selama
2 menit.  Supernatan dipindahkan lagi ke dalam tabung baru, lalu
ditambahkan volume yang sama chisam. Kemudian dilakukan vorrex 1 menit
dan disentrifugasi pada 12.000 x g sclama 2 menit.

Supema@ didialists di atas filter millipore 0,025 pm pada TE dalam
cawan petri selama 5 jam pada 4" C.

Pada 10 pl supernatan dilakukan PCR dengan tujuan untuk memperbanyak

DNA berulang.
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Reagensia yang dipakai pada reaksi PCR:.
10 ul 10X bufer PCR :
16 pl campuran ANTP (1,25mM setiap dNTP)
6 pl MgCL2 (25mM)
2 pl 18-mer primer (10 pmol/pl)
2 ul 23-mer primer (10 pmol/ul)
10 p! sampel DNA (supernatan)
2 ul enzim Tag polimerase (pengenceran 1:10)
52 ut steril ddH=0

100 ul

Semua reagensia dicampur dalam satu tabung, kemudian ditambahkan 2 tetes
minyak mineral untuk mencegah penguapan. PCR dilakukan sebanyak 30
siklus dengan temperatur denaturasi pada 93 C selama 1 menit, penempelan
primer pada 55 C selama 1 menit, dan sintesis pada 72°C selama 1 menit.

Kedua primer yang digunakan pada penelitian ini disintesa dengan
menggunakan metoda phosphoramidite pada DNA synthesizer ({Caruthers,
1985). Primer 18-mer (forward primer) mempunyai sikuen
5’GCGCATAAATTCATCAGC 3°; prmer 23-mer (reverse primer)
mempunyai sikuen S’GCGCAAAACTTAATTACAAAAGC3. Kedua primer
akan menempel pada DNA berulang parasit di dua tempat yang berbeda
(Gambar 9).
10 ul DNA hasi} PCR dikuantitasi pada 1,8% gel agarose selama 1 jam pada
60 volt dengan eletroforesis (Bio Rad, Richmond, CA). Untuk standar
digunakan DNA pBR 322-Msp 1 (DNA plasmid pBR 322 yang dpotong
dengan enzim Msp I} dari New England BioLabs, Beverly, MA.

8 pl sampel PCR

—2 pl 5X "loading dye™
10 pl

Pengembangan pelacak DNA..., Taniawati Supali, 1992



45

g. Gel diwamai dengan ethidivm bromide 5 menit, dicuci dengan dH.0 15

menit, dan difolo dengan pencahavaan ultraviolel (Fotodyne incorporated,
New Berlin, W)

Untuk kontrol digunakan DNA total genom B. malayi dan B. pahangi, vang
diisolasi dari 100.000 mikrofilaria (TRS Laboratory, Athens, GA) dengan
cara: Ke dalam 500 gl 1x bufer lisis (100.000 mikrofilaria) ditambahkan
proteinase K (100ug/ml), Sodium Dedocyl Sulfate (0.5%), dan beta
mercaptoetanol (50mM) dan diinkubasi pada 65 C selama 5 jam dengan
dilakukan vorrex setiap jam. Kemudian dilakukan ekstrasi fenol-kloroform
dan dialisis seperti pada tahap c-d. Selain itu juga dilakukan elekooforesis
pada 0,8% gel agarose untuk kuantitasi DNA, dan berbagai konsentrasi DNA
bakieniofag lambda digunakan sebagai marker.

Setelah semua DNA sampel dikuantisasi. kemudian diencerkan dalam berbagai
konsentrasi dari 6,4 ng sampai 0,1 ng dengan pengenceran 2 kali (6.4 ng, 3,2
ng, 1,6 ng, 0,8 ng, 0.4 ng, 0,2 ng, dan 0,1 ng).

Semua DNA didenaturasi dengan menambahkan NaOH sampz;i konsentrasi
akhir 1M dan diinkubasi selama 10 menit pada suhu ruang, kemudian
dinetralisasi dengan NH:OAc sampai konsentrasi akhir 2M dan diinkubasi
dalam es sampai siap diteteskan di atas membran nitroselulosa 0,45pm.
Semua sampel diteteskan di atas membran nitroselulosa 0,45um pada dor blot
apparatus (Millipore Corporation, Badford, MA) (Lampiran 10). Sebagai

kontrol digunakan DNA total genom B. malayi, DNA B. pahangi, dan pBma
68.
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1. DNA pada membran didenaturasi lagi dengan meletakkan membran di atas
kertas filter yang sudah dibasahi dengan 0.3N NaOH selama 1 rﬂenit,
kemudian dinetralisasi pada kertas filter vang dibasahi dengan 1M TRIS
selama 1 menit dan 0,5M TRI1S, 1,5M NaCl selama 1 menit.

m. Membran dikeringkan dalam oven vakum selama 1 jam pada 80°C, berwjuan
untuk menempelkan DNA pada membran.

n. Membran diprehibridisasi dalam 5 ml laruan hibridisast selama 2 jam pada
37°C dan hibridisasi dilakukan dengan menambahkan pelacak DNA-biorin
(50ng/ml) selama semalam pada 37 C.

o. Filter dicuci dan didereksi dengan chemiluminescenr sesuai dengan protokol
Bethesda Research Laboratories.

p. Membran dipaparkan pada film selama 3 jam.

Sumber:

1. Protokol PCR dan Perkin Elmer, Norwalk, CT.

2. Protokol PhotoGene Nucleic Acid Detection System dari Bethesda Research
Laboratories, Gaitherberg, MD.

3. Sambrook dkk., 1989.

4. Molecular Biology and Biotechnoiogy, Summer Workshop 1991, Smith
College, USA.

1] ) m
5'GC GCATAAATIU ATCAGCAAAA

Primer 23mer
Primer 18 mer
5'GC GCATAAATIC ATCAGC 3 .
I'CG CGTATTTAAG TAGICGITIT TGOGAAAACA TITAATICAAA ACGCG S’

Gambar 9. Primer Hha I (18-mer forward primer dan 23-mer reverse

primer). Kedua primer menempel pada 2 posist yang berbeda di DNA berulang
parasit filaria.
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B. Menentukan konsensus sikuen DNA bqrulang B. malayi di Indonesia
Sikuensing DNA berulang B. malayi danri berbagai daerah di Indonesia

dilakukan untuk menentukan konsensus sikuen DNA berulang B. malayi di

Indonesia. Untuk keperluan sikuensing tersebut telah dikumpulkan 3 smain

B. malayi dari beberapa daerah di Indonesia, yaitu: B. malayi strain Kendari yang

bersifat zoofilik subperiodik, B. malayi strain Bengkulu yang bersifat zoofilik

subperiodik, dan B. malayi strain Buton yang bersifat antropofilik.

Bahan dan reagensia:

- Proteinase K

- Beta merkaptoetanol

- Sodium Dedocyl sulfat

- Mikrofilaria B. malayi dari berbagai daerah di Indonesia, yaitu B. malayi dari
Kendari {zoofilik subperiodik), Bengkulu (zoofilik subperiodik), dan Buton
{antropofilik)

- Bakteriofag M13mp18 (New England Biolabs, Beverly, MA)

- Enzim pemotong DNA Hin PI, Acc 1 (New England BioLabs, Beverly, MA)

- Enzim penyambung DNA (enzim ligase dari New England BioLabs, Beverly,
MA)

- Bakteri E. coli JM 101 (Stratagene, La Jola, CA)

- Fenol

- Kloroform

- Ispamil alkohol

- Radioaktf *S (Amersham corp, Arlington Height, IL)
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Cara kerja:

a.

100.000 mikrofilaria dari berbagai daerah di Indonesia (Kendari,Bengkulu,
dan Buton) dikumpulkan dari darah.
Mikrofilaria dipisahkan dari sel-sel darah dengan filtrasi memakai filter
nukleopore (sampai air hasil filtrasi berwarna bening). Filter dimasukkan ke
datam tabung yang berisi 500 pl 100 mM EDTA, kemudian mikrofilana
dilepaskan dari filter dengan kuas kecil. Parasit disentrifugasi pada 12.000
x g selama 15 menit, kemudian pellet dicuci 2X dengan 1X bufer lisis untuk
menglisis sel-sel darah.
DNA parasit diisolasi dengan mencampurkan mikrofilaria ke dalam 500 gl
bufer lisis serta menambahkan proteinase K (100ug/ml), Sodivm Dedocyl
Sulfat (0,5%), dan beta merkaptoetanol (50mM) dan diinkubasi pada suhu
65°C selama 5 jam. Vorrex dilakukan setiap 1 jam untuk membantu
menghancurkan parasit.
Setelah dilakukan ekstrasi fenol-kloroform dan dialisis maka DNA parasit
dipotong dengan enzim pemotong DNA Hin PI.
Reaksi pemotongan DNA parasit:

25 pl parasit DNA (500ng)

5 pl 10X bufer enzim Hin PI

2 ul enzim Hin PI

18 yl ddH:0

50 ul
Reaksi diinkubasi pada subu 37 C selama 2 jam.
DNA vektor (baktériofag M13) dipotong dengan enzim pemotong DNA
Acc I
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Reakst pemotongan DNA vektor:

10 11 DNA bakteriofag M13mp18 (lug)

3 ul 10X bufer enzim Agc T

1 u! enzim Acc |

16 gl ddH:0

30 i
Reaksi diinkubasi pada 37°C selama 2 jam dan kemudian ditambahkan
lagi 0,5 ul enzim Acc I selama 2 jhm.

f. Ekstrasi fenol-kloroform, dialisis, dan elektroforesis pada 0,8% gel aparose
dilakukan sesuai dengan cara di atas (cara A pada tahap c-d). Marker yang
digunakan adalah DNA bakteriofag lambda.

g. Penempelan antara DNA parasit dengan DNA vektor dilakukan dengan
menggunakan enzim ligase pada rasio 1:1.

Reaksi penempelan DNA:
16 ul DNA parasit
12 ul DNA vektor
10 z1 5X bufer ligase
1 pl enzim Ts ligase
16 gl ddH:O
50 pl
Reaksi diinkubasi pada suhu 14°C selama semalam (10 jam).

h. Sel kompeten bakten Escherichia coli M 101 dipersiapkan sesuai dengan
protokol pada Lampiran 3.

i. Transformasi dilakukan sesuai dengan protokol pada Lampiran 4.

}-  Plague lift yaitu skrining untuk menentukan klon -yang mengandung DNA
parasit (klon positif) dilakukan sesuai dengan protokol pada Lampiran 6
dengan menggunakan pelacak DNA pBma 68 yang ditandai radioaktif ,S.

k. Rantai tunggal bakteriofag M13mpl8 yang mengandung DNA parasit (DNA
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rekombinan) diisolasi sesuai dengan protokol pada Lampiran 7.

1. Reaksi labe]ing untuk sikuensing dilakukan sesuai dengan protokol pada
Lampiran 8.

m. Sikuensing dilakukan pada 6% gel acrylamide (50mA, 75 Watt).

Sumber:
1. Sambrook dkk., 1989.
2. Molecular Biology and Biotechnology, Summer Workshop 1991, Smith

College, USA.
C. Membuat sikuen pelacak DNA B. malayi dari konsensus sikuen DNA
berulang B. malayi di Indonesia.

Konsensus sikuen DNA berulang B. malayi Indonesia dibandingkan dengan
konsensus siknen DNA berulang B. pahangi untuk menentukan daerah pada sikuen
DNA berulang yang mempunyai perbedaan basa paling banyak. Daerah tersebut
akan digunakan sebagai sikuen pelacak DNA B. malayi. Semua analisis data

sikuen dilakukan demgan menggunakan program komputer MacVector II

(International Biotechnologies Incorporation, New Haven, CT).

Cara kerja:

a. Konsensus sikuen DNA berulang B. malayi dibuat dengan membandingkan
hasil sikven DNA B. malayi Kendari, Bengkulu, dan Bufon pada analisis
kompauter program MacVector I1.

b. Dengan komputér, konsensus sikuen DNA berulang B. malayi dibandingkan

dengan konsensus sikuen DNA berulang B. pahangi untuk menentukan daerah
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sikuen DNA berulang yang paling berbeda basa-basanya untuk digunakan

sebagai pelacak DNA.

¢. Analisis 192 enzim pemotong dilakukan untuk menentukan enzim pemotong
DNA yang dapat memotong daerah pada sikuen DNA berulang B. malayi
yang dipakai sebagai pelacak DNA. Untuk melakukan analisis enzim
pemotong maka 192 nama enzim pemotong DNA dan sikuen DNA berulang
322 bp B. malayi dimasukkan ke dalam program (Lampiran 11).

. Sumber:

- Buku petunjuk program komputer MacVector 11 (Intermational
Biotechnologies Incorporation, New Haven, CT).

D. Menghasilkan pelacak DNA spesifik untuk B. malayi dalam jumlah yang
cukup.
Untuk tuijuan pemantavan keberhasilan program pengendalian filariasis
B. malayi di Indonesia maka pelacak DNA spesifik untuk B. malayi harus dapat
dihasilkan dalam jumlah yang cukup. Oleh karena itu pelacak DNA harus dikion

ke dalam DNA vektor (DNA plasmid).

Bahan dan reagensia:
- Plasmid bluescript IT (Strategene, L.a Jolla, CA)
- Enzim ligase (New England BioLabs)

- Enzim pemotong DNA Sma I, Nde I, Nsi I (New England BioLabs)
- Radioaktif **S (Amersham)

- Bakteri E. coli
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- Cenrricon-100 microconcentrator (Amicon divison, W.R. Grace and co.,

Beverly, MA)

- Qiagen plasmid isolation column (Qiagen Inc, Chatsworth, CA)

Cara kerja:

a.

Pelacak DNA yang telah ditentukan sikuennya disintesis dengan menggunakan
reaksi kimia phosphoramidite pada DNA synthesizer (Caruthers, 1985).
Reaksi fosforilasi dilakukan dengan tujuan untuk menambahkan gugus fosfat
pada ujung 5°. Kemudian dilakukan reaksi penempelan pelacak-pelacak DNA
dengan enzim ligase dan purifikasi basil penempelan pelacak DNA. Semua
reaksi dilakukan sesuai dengan protokol Sambrook dkk., 1989.
Panjang pelacak DNA yang sudah saling menempel dapat dianalisis pada 1%
agarose/2% Nusieve pada elektroforesis 50 volt selama 2 jam.

4 upl ligasi pelacak DNA

2 pl 5X loading dye

4 gl ddH-O

10 pul

Pelacak DNA yang sudah tersambung dipisahkan dari pelacak DNA yang

. tidak tersambung dengan centricon-100 microconcentraror, yang dilakukan

sesual protokolnya.

DNA plasmid dipotong dengan énzim pemotong DNA Sma I.

Penempelan pelacak DNA ke dalam DNA plasmid (rasio 2:1) dengan enzim
ligase (volume total reaksi 20 1) dan diinkubasi pada suhu 14" C semalam (10

jam) untuk membentuk DNA rekombinan.
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Ditakukan ekstrasi fenol-kloroform dan dialisis pada hasil ligasi.
‘DNA yang sudah terligasi dipotong dengan enzim Nde 1 dan Nsi | vang
bertujuan untuk menghindari tersambungnya pelacak DNA pada orientas: yang

ridak sama.

15 pl DNA rekombinan (Pelacak DNA-DNA plasmid)
5 ul 10X bufer untek enzim Nde I & Nsi |
1 gl enzim Nde I
1 pi enzim Nsi |
28 gl ddH:0
50 ul
Reaksi diinkubasi pada suhu 37 C selama 3 jam.
Transformasi DNA rekombinan ke sel kompeten bakteni E. coli IM101
dilakukan sesuai dengan protokol pada Lampiran 5.
Skrining dengan menggunakan pelacak DNA total genom B. malayi-*S
dilakukan unwk menentukan klon yang berisi DNA rekombinan (klon positif)
sesuai dengan protokol plague lift pada Lampiran 6.
Klon positif ditumbuhkan dalam 50 ml medium cair LBA (Luria berrani
ampicillin) pada inkubator 37 C selama semalam, kemudian dilakukan isolasi
plasmid dengan Qiagen plasmid isolarion column.
DNA plasmid diteteskan di atas membran nitroselulosa 0,45um dengan
pengenceran 1:5, 1:10, dan tampa pengenceran pada tes dot biot (lampiran
10).
. Denaturasi, netralisasi, dan pengeringan membran dilakukan sesvai dengan

protokol pada tahap A,

Prehibridisasi, hibridisasi dengan pelacak DNA total genom B. malayi S, dan
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pencucian dilakukan sesuai dengan protokol pada Lampiran 6.
0. Sikuensing kion posituf dilakukan untok mencari DNA rekombinan yang
mempunyai pelacak DNA paling panjang.

Sumber:

1. Protokol centricon-100 microconcentrator dart Amicon divison, W.R. Grace
and co., Beverly, MA.

2. Protokol giagen plasmid isolation column dan Qiagen Inc, Chatsworth, CA.
3. Molecuiar Biology and Biotechnology, Summer Workshop 1991, Smith
College, USA.

4. Sambrook dkk., 1989.

E. Menentukan cara terbaik untuk menandai pelacak DNA dengan molekul
non-radicaktif
Dua macam kit digunakan untuk melakukan percobaan penandaaﬁ pelacak
DNA, yaitu:
1. Dig DNA labelling and detection kir dari Boehringer Mannheim.
Kit dari Boehringer Mannheim menandai pelacak DNA dengan digoxigenin
melalui teknik random priming.
2. ECL 3'-oligolabelling and derection system dari Amersham.

Kit dari Amersham menandai fragmen pelacak DNA dengan fluorescein melalui
teknik end-labelling.

1. Dig DNA labelling and detection kit dari Boehringer Mannheim.
Bahan dan reagensia:
- Kit Dig DNA labelling and detection

- Reagensia chemiluminescent
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- Film kodak XAR-5

- Lamtan developer dan fixer dari kodak

Cara kerja:

a,

DNA rekombinan yang mempunyai pelacak DNA paling panjang diisolasi
dengan Qiagen plasmid isolarion column.

DNA rekombinan dipotong dengan enzim Hind III sehingga berbentuk Iinier,
kemudian ditandai dengan digoxigenin sesuai dengan proickol dari kit.
Pelacak DNA yang sudah tertandai diuji pada tes dot blot (Lampiran 9),
dengan DNA sampel yang terdiri dari DNA total genom B. malayi, B.
pahangi, dan DNA rekombinan sendiri. Berbagai konsentrasi DNA diteteskan
pada membran nitroseluiosa 0,45pm mulai dari konsentrasi 6,4 ng sampai 0,1
ng dengan pengenceran 2 kali, kemudian membran dikering-anginkan.
DNA pada membran didenaturasi dengan meletakkan membran di atas kertas
filter yang sudah dibasahi dengan Q,5N NaOH selama 1 menit, kemudian
dinetralisasi pada kertas filter yang dibasahi dengan 1M TRIS selama 1 menit
dan 0,5M TRIS, 1,5M NaCl selama 1 menit.

Membran dikeringkan dalam oven vakum selama 1 jam pada 80°C, bertujuan
untuk menempelkan DNA pada membran.

Prehibridisasi dilakukan pada 60° C selama 2 jam dan dihibridisasi pada 60" C
selama semalam dengan pelacak DNA-digoxigenin.

Pencucian membran setelah hibridisasi dan deteksi dengan reagensia
chemiluminescent dilakukan sesuai protokol.

Membran dipaparkan pada film selama 3 jam dan hasil positif akan terlihat

sebagai dot yang hitam. Perbedaan signal yang dihasilkan pada dot
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menunjukkan adanva perbedaan konsentrasi DNA.

2. ECL 3'-oligolabelling and detection sysiem dari Amersham.

Bahan dan rcagensia:-

- Kit ECL 3"-oligolabelling and detection

- Reagensia chemiluminescent

- Film kodak XAR-5

- Larutan developer dan fixer dan kodak

Cara kerja:

a. DNA rekombinan yang mempunyai pelacak DNA paling panjang diisolasi
dengan Qiagen plasmid isolation column.

b. DNA rekombinan dipotong pada 2 tempat dengan enzim Xba I dan Eco RV
untuk mendapatkan fragmen pelacak DNA 153 bp, kemudian dilakukan
electroelution (Sambrook dkk., 1989) dan pengendapan dengan etanol
dilakukan untuk memurnikan fragmen tersebut. Fragmen ini siap untuk
ditandai dengan fluorescein.

c. Penandaan pelacak DNA dengan fluorescein juga dilakukan pada fragmen
pelacak DNA hasil perbanyakan dengan PCR.

Reagensia yang dipakai pada reaksi PCR:
10 gl 10X bufer PCR
16 gl campuran dNTP (1,25mM seuap dNTP)
6 pxl MgCL2 (25mM)
2 pl 24-mer primer (10 pmol/pl)
2 pl 24-mer primer (10 pmol/pul)
2 ul DNA rekombinan (5 ng)
2 pl enzim Taq polimerase (pengenceran 1:10)

60 gl steril ddH20
100 ul
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Primer yang digunakan pada reaksi PCR adalah primer untuk bakteriofag M13
(New England BioLabs, Beverly, MA).
Semua reagensia dicampur dalam satu tabung, kemudian ditambahkan 2 tetes
minyak mineral untek mencegah penguapan. PCR dilakukan sebanvak 30
siklus dengan temperatur denaturasi pada 93°C selama 1 menit, penempelan
primer pada 55°C selama 1 menit, dan sintesis pada 72" C selama 1 menit.
Terhadap hasil PCR dilakukan elekwoforesis 60 volt setama 1 jam pada 1%
agarose.
Untuk mengetahui spesifisitas fragmen hasil PCR dilakukan southern blot
pada membran nitroselulosa 0,45pm sesuai dengan protokol ECL gene
detection system RPN 2101, Amersham (Lampiran 9) dan dihibridisasi
dengan pelacak DNA 31-mer yang ditandai dengan fluorescein (75ng/mi).
Pencucian dan detekst dengan fluorescein dilakukan sesuvai ECL 3'-
oligolabelling and detection system, Amersham.
Fragmen pelacak DNA yang sudah tertandai fluorescein diuji pada tes dot blot
(lampiran 10}, dengan DNA sampel yang terdiri dari DNA total genom B.
malayi, B. pahangi, dan DNA rekombinan sendiri. Berbagai konsentrasi
DNA diteteskan pada membran nitroseleiosa 0,45 pm cari konsentrasi 6,4 ng
sampai 0,1 ng dengan pengenceran 2 kali, kemudian membran dikering-
anginkan .
DNA pada membran didenamrasi dengan meletakkan membran di atas kertas
filter yang sudah dibasahi dengan 0,5N NaOH selama 1 menit, kemudian
dinetralisasi pada kertas filter yang dibasahi dengan 1M TRIS selama 1 menit

dan 0,5M TRIS, 1,5M NaC(Cl selama 1 menit.
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h. Membran dikeringkan dalam oven vakum selama 1 jam pada 80°C. bertujuan
untuk mener_npelkan DNA pada membran.

i. Prehibridisasi dalam 5 ml larutan hibridisasi dilakukan pada 37" C selama 2
jam dan hibridisasi untuk pelacak DN A-fluorescein (150ng/ml) dilakukan pada
37°C semalam.

j. Pencucian membran setelah hibridisasi dan deteksi dengan reagensia
chemiluminescen: dilakukan sesuai dengan protokol ECL 3'-oligolabelling
and detection system, Amersham..

k. Membran dipaparkan pada film selama 3 jam dan hasil positif akan terlihat
sebagai dot yang hitam. Perbedaan signal hitam yang dihasilkan pada dot
menunjukkan adanya perbedaan konsentrasi DNA.

Sumber;

1. Protokol dari Dig DNA labelling and detection kit dari Boehringer Mannheim.
2. Protokol dari ECL gene detection system RPN 2101, Amersham untuk
southern blor.

3. Protokol dari ECL 3-oligolabelling and detection system, Amersham.
4. Protokol PCR dan Perkin Eimer, Norwalk, CT.

5. Molecular Biology and Biotechnology, Summer Workshop 1991, Smith
College, USA.

6. Sambrook dkk., 1989.

F. Menentukan spesifisitas dan sensitivitas pelacak DNA fluorescein pada

tes dot blot.

Spesifisitas pelacak DNA B. malayi ditentukan dengan hibridisasi pada DNA
B. malayi dan B. pahangi serta B. malayi dari berbagai daerah di Indonesia.
Sedangkan sensitivitas pelacak DNA ditentukan melaiui konsentrasi terendah DNA

B. malayi yang terdeteksi pada tes dot blot (Jampiran 10).
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Bahan dan reagensia:

- DNA parasit B. malayi dan B. pahangi

- DNA parasit B. malayi dari Kalimantan Timur, Lampung, dan Kendari

- Membran nitroselulosa 0,45um

- Pelacak DNA fluorescein

- ECL 3’-oligolabelling and detection system

Cara kerja:

a.

Pengenceran DNA total genom B. malayi, B. pahangi, dan DNA B. malayi
dari Kalimantan Timu.r, Lampung, dan Kendari dalam berbagai konsenmasi
DNA dilakukan menggunakan TE, mulai dari konsentrasi 6.4 ng sampai
0,1 ng dengan 2 kali pengenceran (6,4 ng, 3,2 ng, 1,6 ng, 0,8 ng, 0,4 ng,
0,2 ng, dan 0,1 ng).

Sebagai kontrol positif digunakan DNA rekombinan itu sendiri dan fragmen
DNA hasil PCR dari DNA rekombinan dan sebagai kontrol neg-atif digunakan
DNA bakteriofag lambda. Konsentrasi DNA adalah 6,4 ng, 3,2 ng, 1,6 ng,
0,8 ng, 0_,4 ng, 0,2 ng, dan 0,1 ng

DNA tersebut diteteskan di atas membran nitroselviosa 0,45 pm pada dor bior
apparaius.

DNA pada membran didenaturasi dengan meletakkan membran di atas kertas
filter yang sudah dibasahi dengan 0,5N NaOH sclama 1 menit, kemudian
dinetralisasi pada kertas filter yang dibasahi dengan 1M TRIS selama 1 menit

dan 0,5M TRIS, 1,5M NaCl selama 1 menit,
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e. Membran dikeringkan dalam oven vakum selama 1 jam pada 80°C, bertujuan
untuk menempel DNA pada membran.

f. Prehibridisasi dilakukan pada suhu 37 C selama 2 jam dan hibridisasi pada
37°C selama semalam dilakukan dengan mepambahkan pelacak DNA
fluorescein (150ng/ml).

g. Pencucian membran dan deteksi dengan reagensia chemiluminescent dilakukan
sesuai dengan protokol kit (ECL 3'-oligolabelling and detection system dari
Amersham).

h. Membran dipaparkan pada fiim selama 3 jam dan basil positif akan terlihat
sebagai dot yang hitam. Perbedaan signal yang dihasilkan pada dot
menunjukkan perbedaan konsentrasi DNA.

Sumber:
1. Protokol dari ECL 3’-oligolabelling and detection system, Amersham.

2. Molecular Biology and Biotechnology, Summer Workshop 1991, Smith
College, USA.

G. Pcnggm_laan pelacak DNA JSluorescein untnk mendeteksi 1 larva infektif
dalam nyamuk se;(elah PCR di iaboratorium.
Fragmen i)elacak DNA yang diperoleh dan PCR ditandai dengan fluorescein
dan digunakan untuk mendeteksi 1 larva infektif tanpa nyamuk atau dengan adanya
nyamuk. Penelitian ini dimaksudkan untuk menguji penggunaan pelacak DNA

Jluorescein sebagai alternatif penggunaan cara entomologis konvensional.
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- Nyamuk negatif Aedes togoi dan Culex sp.

- larva infektif B. malayi dan B. pahangi

- DNA nyamuk Aedes togoi dan Culex sp.

- Kit PCR

- Membran nitroselulosa 0,45pm

- DPNA manusia

Cara kerja:

a.

1 larva infektif (B. malayi atau B. pahangiy dimasukkan ke dalam tabung
yang sudah berisi 15 pl TE dengan jarum pancing di bawah mikroskop,
kemudian langsung digerns (tanpa nyamuk) dengan glass rod {Gambar 10)
dan diinkubasi dalam air mendidiﬁ selama 3 menit.

Ke dalam tabung yang berisi 1 larva infektf yang lain (B. malayi atau B.
pahangiy dimasukkan berbagai jumlah nyamuk negatif (1, 3, 5, 10, 15, 20)
dan kemudian digerus dengan glass rod dan diinkubasi daiam air mendidih

selama 3 menit.

Ny

amuk
Gambar 10. Glass rod untuk menggerus nyamuk.
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b. Kemudian disenrifugasi selama 3 menit pada 12.000 x g untuk rﬁengcndapkan
jaringan tubuh nyamuk.
¢. Melakukan PCR terhadap 5 ul supernatan sampel.

Reagensia yang dipakai pada reaksi PCR:
10 gl 10X bufer PCR
16 gl campuran ANTP (1,25mM sedap ANTP)
6 pl MgCL2 (25mM)
2 pl 18-mer primer (10 pmol/ul)
2 pl 23-mer primer (10 pmol/ul)
5 pl DNA sampel
2 ul enzim Taq polimerase (pengenceran 1:10)

57 pl steril ddH20
100 pl
PCR dilakukan sebanyak 30 siklus dengan suhu denaturasi pada 93 C selama
1 menit, penempelan primer pada 55°C selama 1 menit, dan sintesis pada
72°C selama 1 menit, |
d. 10 pl DNA hasil PCR dielektroforesis pada 60 volt selama 1 jam pada 1,8%
gel agarose. Untuk standard digunakan DNA pBR 322-Msp 1 (DNA pBR 322

yang dpotong dengan enzim Msp I) dari New Engiand BioLabs, Beverly,
MA.

8 ul sampel PCR
2 ¢l 5X loading dye
10 wl
€. Gel diwamnai dengan ethidium bromide 5 menit, dicuci dengan dH:0 15
menit, dan difoto dengan pencabhayaan ultraviolet (Fotodyne Incorporated,
New Berlin, WI)
f. Sampel yang menghasilkan DNA 322 bp pada PCR kemudian diteteskan di

atas membran nitroselulosa 0,45pm pada dot blor apparatus dengan bel"bagai

konsentrasi 5 pl, 10 pl, 15 pl, 20 pl, 25 pl dari pengenceran 1:5 hasil PCR

Pengembangan pelacak DNA..., Taniawati Supali, 1992




63

ke dalam larutan TE. Selain itu juga dieteskan 10 pl sampel tanpa
pengenceran. Sebagai konool digunakan DNA nyvamuk Aedes togol, DNA
nyamuk Cuiex sp., dan DNA maﬁusia serta | nyamuk negatif vang digerus
dalam 50 ul TE dan dididikkan selama 3 menit, kemudian diteteskan seluruh
supematannya.

DNA pada membran didenaturasi dengan meletakkan membran di atas kertas
filter yang sudah dibasahi dengan 0.5N NaOH selama | menit, kemudian
dinetralisasi pada kertas filter yang dibasahi dengan 1M TRIS selama 1 menit
dan 0,5M TRIS, ‘I,SM NaCl selama 1 menit.

Membran dikeringkan dalam oven vakum selama 1 jam pada 80" C, bertujuan
untuk menempel DNA pada membran.

Prehibridisasi dilakukan pada suhu 37 C selama 2 jam dan dihibridisasi
dengan pelacak DNA fluorescein (130ng/ml) selama semalam pada 37 C.
Penandaan pelacak DNA dengan fluorescein dilakukan sesuai dengan protokol.
Pencucian membran dan deteksi dengan reagensia chemiluminescent dilakukan

sesuai dengan protokol kit (ECL 3'-oligolabelling and derection system dari
Amersham).

Sumber:
1. Protokol PCR dari Perkin Elmer, Norwalk, CT.

2. Protokol dari ECL 3’-oligolabelling and detection system, Amersham.
3. Sambrook dkk., 1989.

4. Molecular Biology and Biotechnology, Summer -Workshop 1991, Smith
College, USA. _
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BAB 1V -

HASIL

A. Skrining pelacak DNA B. malayi (45-mer) - biotin pada parasit B.
malayi dan berbagai daerah di Indonesia.

Pelacak DNA B. malayi (45-mer) yang ditandai kedua ujungnya dengan 45-
mer uridin-bioun diselingi amidin berhibndisasi dengan parasit B. malayi dari
berbagai daerah di Indonesia (B. malayi strain Kalimantan Timur, B. malayi
strain Lampung, dan B. malayi strain Kendari) dengan sensitivitas sampai 100 pg.
Pada DNA Buton tidak dilakukan pengenceran sampel. Hal ini disei)abkan DNA
yang tersedia terbatas. Hanya 1 dor dengan konsentrasi DNA kira-kira 25 pg telah
dipakai pada tes dot blot ini.

Hasil tes dot blot menunjukkan adanya reaksi silang antara pelacak DNA
B. malayi (45-mer) - biotin dengan DNA B. pahangi. Hasil hibridisasi pelacak
DNA pada DNA B. malayi (0,1 ng lebih gelap dibandingkan dengan DNA
B. pahangi 6,4 ng. Hal m1 menunjukkan bahwa spcsiﬁs.itz_ls pelacak DNA pada
parasit B. malayl 64 kali lebih besar dibandingkan dengan parasit B. pahangi
(Gambar 11).

Pengembangan pelacak DNA..., Taniawati Supali, 1992



a b ¢ d e -~ f g

» POOOS
B Q...O% é

D

E

- @@ee L3
G

H @6 & 3

Gambar 11. Hasil hibridisasi pelacak DNA Brugia malayi (45-mer)-biotin
(Williams dkk., 1991 sedang dicetak). Sampel DNA yang diuji yaitu:
A. Hasil PCR DNA B. malayi strain Kendari, B. Hasil PCR DNA B. malayi
strain Kalimantan Timur, C. Hasil PCR DNA B. malayi stramn Lampung, D.
10ng dan 1ng DNA bakteriofag Lambda (kolom a dan b), 10ng dan ing DNA
nyamuk 4. rogoi (kolom ¢ dan d), 10ng dan ing DNA manusia (kolom e dan f),

E. DNA B. malayi Buton (kolom g), F. DNA B. malayi, G. DNA B. pahangi,
H. DNA plasmid pBma 68 Konsentrasi DNA.

Konsentrasi DNA yang digunakan adalah: a. 6,4ng, b. 3,2ng, c. 1,6ng,
d. 0,8ng, e. 0,4ng, f. 0,2ng, g. 0,Ing

B. Mecnentukan konsensus sikuer DNA berulang B. malayi di Indonesia
Beberapa klon yang mengandung DNA B. malayi Kendari, Bengkulu, Buton
(DNA rekombinan) telab diperoleh pada skyining hasil kloning dengan

pelacak DNA B. malayi pBma 68 yang ditandai radioaktif *S. Kion DNA
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rekombinan tersebut terdiri dan 3 klon B. malayi strain Kendari (zoofilik
subperiodik}, 6 klon B. malayi stain Bengkulu (zoofilik subperiodik). dan 4 klon
B. malayi strain Buton (antropofilik). Kemudian semua kion positf tersebut
disikuensing. Selanjutnya hasil sikuensing akan dianalisis untuk menentukan

sikuen DNA berulang parasit B. malayi dari Indonesia.

C. Membuat sikuen pelacak DNA B. malayi dari konsensus sikuen DNA
berulang B. malayi di indonesia.

Hasil sikuen DNA berulang parasit B. malayi dari berbagai daerah di
Indonesia (Kendari, Bengkulu, dan Buton) dianalisis dengan komputer, yang
bertujuan untuk menentukan konsensus sikuen DNA berulang B. malayi Indonesia
(Gambar 12). Kemudian hasil konsensus sikven B, malayi Indoneisia
dibandingkan dengan konsensus sikuven DNA berulang B. pahangi untuk
mengetahui perseatase perbedaan basa-basa pada sikuen DNA benang. Daerah
yang paling banyak mempunyai perbedaan basa dipakai sebagai sikuen pelacak
DNA (Gambar 13).

‘Ternyata daerah sikuen DNA berulang 238 - 263 (25 nukleotida) merupakan
daerab yang paling banyak mempunyai perbedaan basa-basanya, yaitu 40% atzu
10 nukleotida dalam 25 nukleotida. Persentase basa-basa GC (guanin dan sitosin)
pada daerah tersebut juga tnggi yaitu 52% atau 13 basa GC dalam 25 nukleotida

(Gambar 14). Oleh karena itu daerah 238 - 263 dipakat sebagai sikuen pelacak
DNA.
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L_.- Sikuen DNA berulang Brugia rnalayl Kendan, Bengkulu dan Butcm
10 n
Kend ! GCATAAATTC ATCAGCAAAA TTAATAAAAC
Ken7 GCATAAATTC ATCAGCAAAA TTAATAAAAC
Kené GCATAAATTC ATCAGCAAAA TTAATAAAAC
Q in n W
Ben?2 GCATAAATIC ATCAGCAAAA TTAATAAAAC
Ben3 GCATAAATTC ATCAGCAAAA TTAATAAAAC
Bens GCATAAATTC ATCAGCAAAA TTAATAAAAC
Bentt GCATAAATTC ATCAGCAAAA TTAATAAAAC
Beni7 GCATAAATTC ATCAGCAAAA TTAATAAAAC
Ben37 GCATAAATTC ATCAGCAAAA TTAATAAAAC
a 10 i 30
Ant8 GCATAAATTC ATCAGCAAAA TTAATAAAAC
Ant9 B GCATAAATTC ATCAGCAAAA TTAATAAAAGC
Anti0 GCATAAATTC ATCAGCAAAA TTAATAAAAC
Anti3 GCATAAATTC ATCAGCAAAA TTAATAAAAC
1] 10 0 — 10
IBMCON | GCATAAATTC ATCAGCAAAA TTAATAAAAC |
4b 50 &0
Ken8 TTTCAATTAA TCATGATTTT AATTCAATTC
Ker.7 TTTCAATTAA TCATGATTTT ATTTCAATTT
Kenb TTTCAATTAA TCATGATTTT AATTCAATTT
40 - 50 i)
Ben2 TTTCAATTAA TCATGATTTT AATTCAATTT
Ben3 TTTCAATTAA TCATGATTTT AATTCAATTT
BenS TTTCAATTAA TCATGATTTT ATTTCAATTT
Bent1 TTTCAATTAA TCATGATTTT AATTCAATTT
Ben17 TTTCAATTAA TCATGATTTT AATTCAATTT
Ben®7 TTTCAATTAA TCATGATTTT AATTCAATTT
—_— A0 50 &0
Ant8 TTTCAATTAA TCATGTTTTY TATTCAATTT
Anto B CTTCAATTAA TCGTGATTTT AATTCAATTT
Ant10 TTTCAATTAA TCATGATTTY AATTCAATTTY
Ant13 TTTCAATTAA TCATGATTTT AATACAATTY
40 50 &
[BMCON | TTTCAATTAA

CAATTAATCA

TGATTTTAAT |

BM CON = konsensus sikuen DNA Brugia malayi
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KenB_ | AAGAATTIAA ATTAZ227 772 2772CA?2T1
Ken7 | AAGAATTTAA ATTAAATTTA AATTCAAATT
Ken6 i AAGAATTITAA ATT?77 2777 7221127 2AT
e n o
Ben2 AAGAATTIAR ATTAAATITA AARVICAAATT
Ben3 | TAGAATTTAA ATT 2777272 72272 AAATT
Bens AAGAATTTAA ATT 222 2%7% 92272727 ACATT
Benii AAGAATTTAA ATTAAA 7777 7272772 AAATT
Ben17 AAGAATTTAA ATTAAA 7277 227 77 AAATT
Ben37 | AAGAATTIAA ATTAAATITA AATTCAAATT
w L'y an
Antd AAGAATITAA ATTAAATTTA AATTCAAATT
Anl9 B AAGAATTTAA ATTAAATTIIT AATTCAAATT
Antio. | AAGAATTTAA ATTAAATTTA AATTCAAATT
Ant13 | TAGAATTTAA ATT 7272 722272 29?277 AAATT
0 LIy L g
[BMCON | AAGAATTTAA ATTAAATTIA AAITCAAATT |
i 1ic 120
KenB | GAAATTITTIGA ATTTTICAAA AATTTITAAAA
Ken? TAAATTTTGA ATITITTAAA AATTTTAAAA
Kent TAAATTTTIGA ATTTITTAAA AATTTITAAAA
1 19 17
Ben2 TAAATTTIGA ATTITITTIAAA AAATTITAAAA
Bend TAAATTTITIGA ATTTTITTAAA A?7 777 7227 7
Ben5 TAAATTTTGA ATTTTTTAAA AATTTTAAAA
Ben11 TAAATTTTIGA ATTTTTTAAA AAATTTAAAA
Ben17 TAAATTTTGA ATTTTTTAAA AAATTTAAAA
Benay TAAATTTTGA ATTTITTAAA AAATTTABRAA
[l ] e 10
AntB TAAATTITIGA ATTITVTIAAA AATTITIAAAA
Anto B TAAATTTTGA ATTTTTITAAA AATTITTAAA
Antio TAAATTITGA ATTTTITAAA AAATTTAAAA
Anni3 TAAATTTITGA ATT?2 27272 277 2?TTITTAAAA
" Lir 170
BMCON | TAARATTITGA ATTTTITAAA AATTITAAAA |
1M 1a¢ 150
KenB TT1GITGIAG TTITCTTACA TTAGAGAAGG |
Ken7 TTTGITATAG TT1TGITACA TTIAGAGCAAGG
Kenb TTTGTTIGIGG TTITTGCITACA TIAGACAAGG
L3 Y. ph]
Benz2 TTITGITATAG TITTCTTAGCA TTAGACAAGG
Ben3 TTTGITATAG TTTTCTTACA TTAGACAAGG
Ben5 TTTGTTIGIGG TTTTCTTACA TTAGACAAGG
Benii TITGTTATAG JTTITCITAGA TTAGACAAGG
Ben17 TITGITATAG TITTICTITAGA TTAGACAAGQG
Bena7 TTTGTITATAG TTITTCTTACA TTAGAGCAAGG
13 14 150
ANt TITGITATAG TTTITCTIACA TTIGACAAGG
AniS B ATTGTTATAG TTTTCTTACA TIATACAAGG
Anti0 TTTGTT1ATAG TTTTCITACA TTAGACAAGG
Antis TTTGTTATAG TTITTGITACA TTAGACAAGG

135

10

150

[BMCON | TTTGTTATAG TTT1CITAGA TIAGACAAGG |
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Kend AAATIGGTITIC TAATITATGA ATITTIAATTIT
Ken7 | AAATTEGTTC CAATTTATCA ATTTCAATTT
KenB AAATTGGITC TAATTTATCA ATTTTAATTT
Vil
BenZ ARATTGGIITC TAATTTATCA ATTTTAATTT
Ben3 [AAATTGGTIC TAATTTATCA_ATTTITAATTT
BenSb AAATTCGGTTC TAATITATCA ATICTAATGT
Ben11 AAATTGGTIC TAATTTATCA ATTITAATIT
Beni? AAATTGGTTC TAATTTATGA ATTTTAAATT
Bena7 AAATTGGTITC TAATTTATCA ATTTTAATTT
'Iﬂ'l TAD
AntS AAATTGGTTC TAATTTATCA ATTTTAACTC
Anto B AAATTGGTTIC TAATTITATCA TTTTTAATTT
Anti0 AAATTGGTTC TAATTIATCA ATTTTAATTT
Ant13 AAATTGGITC TAATTTATGA ATTCTAATTT
160 .1l 140
BMCON | AAATTGGITC TAATITAIGA ATTTTAAITL ]
190 X0 ]
Kenb TAATITAAGTG CCAAAACITAGC TAAAAAAAGC
Ken7 TAATTAAGTG CCAARACTGC TAAAAAAAGC
Kenb TAATTAAGTG CCAARMAGCCALC TAAAAAAAGC
190 o il
Benz2 TAATTIAAGTIG CCAAAACTAC TAAAAARAGE
Ben3 TAATTAAGIG CCAAAACITAC TAAAAAAAGL
Benb5 TTATTAAGTG CLAAAACTAC TAAAAAAAGC
Ben11 TAATTAAGTIG CCAAAACTAC TAAAAAAAGC
Ben17 TAATTAAGTG CCAAAACTAC TAAAAAARAGC
Ben37 TAATTAAGTG CCAAAACTAC TAAAAAAAGC
1690 210
Ant8 TAGITAAGTG CCAAAACTAC TAAAAAAAGC
AntS B TAATTAAGTG CCAAAACAGC TAAAAAAAGC
Anti0 TAATTAAGTIG CCAAAACTGC TAAAAAAAGC
Ant13 TAATTAAGTG CCAAAACITAC TAAAAAAAGC

150

= Mg
BMCON | TAATTAAGTG CCAAAACTAC TAAAAAAAGLC |

o0 futs 240
Ken8 TNTATTTTGA AATTACTTGA CTATGTTACG
Ken? TNTATTTTGA ACCTAATTTA CCATGTTATG
Kenb TNTATTTTGA AATTAATTGA CTATGTTACG

2 ™ 2:0
Ben2 T?TATITTGA AGITAATIGA CTATGITACG
Ben3 T?TATTTTGA AATTAATTGA CTATGTTACG
BenS T?TATTTTGA AATTAATTGA CTATGTTACG
Ben11 T?2TATTTTGA AGTTAATTGA CTATGTTACG
Benl7 T?TATTTTGA AGTTAATTGA CTATGTTACG
Ben37 T?2TATTTTGA AGTTAATTGA CTATGTTACG

™ no 20
AntB TZTATTTTGA AATTAATTGA CTATGTTACG
Anta B T?TATTTTGA ACCTAATTGA CTATGTTACG
AntiD T?TATTTTGA ACCTAATTGA CTAAGTTACG
Antt3 T"AATTTTGA AATTAATTGA CTATGTTACG

pa

[BWCON T‘?TATTTTGA AATTAATTGA CTATGTTACGI
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KenB ;TGAAUTGIAC CAGTIGCTGGT CGIATATIGC

Ken7 | TGCATTGTAC CAGTGCTGGT CGTATATTGC
Kenb TGAACTGTAC CAGTGCTIGGT CGTATATTGA

s -
[Benz TEAACTGTAC CAGTGCTGGT CGIATAIIGC
Bend |TGAACTGIAC CAGTGCTGGT CATATATTGC
BenS TGAACTGTAC CAGTGCTGGT CGTATATTGC

Ben11 TGAACTGTAC CAGTGCTGGT CGTATATTGC

Beni? TGAACTGIAC CAGIGCTGGT CGTATATIGC
Bena7 TGAACTGTAC CAGTGCTGGT CGTATAITGC
ud oy
ANtB TGCAIT_G_!AC__CA'_GTGCI_G'__-G—T—___C_:_GTATATTGC'-
AntoB_ | TGCATTGTAC CAGTGCTGGT CGTACATIGC
Annio TGCATTGTAC CAGTG?TGGT CGTACATTGC
Anti3 TCGAACTGTAC CAGTGCTGGA CGTATATTGC
K, il
[BMCON ITGAACTGIAC CAGIGCTGGT CGTATATTGC[ .
i) o] i
[KenB GITGTICAITT TATAGTITIAA ATATIAAAAT ;
Kenz GTTGITATITIT TATAGTTITAA ATATTAAAAT %
Kenb GTCGTCATTT TATAGITTAA ATATTAAAAT '
aan T s 5]
Benz GI1GIGATTT TATAGTITIAA ATATTAAAAT
Sen3 GTCGTCATTT TATAGTITAA ATATTAAAAT
BenS GTCGICATTT TATAGTITAA ATATTAAAAT
Benl1 GTTGTIGCATTT TATAGTITTAA ATATTAAAAT :
Ben17 GTTGTCATIT TATAGTTTAA ATATTAAAAT |
Ben37 GTTGTCATTT TATAGTTTAA ATATIAAAAT |
AN o r |
ANt GTTGTCATTT TATAGTIT T AA ATATTAAART y
AnS 8 GCTGTCATTT TATAGTTTAA ATATTAAAAT '
ANLiD GCTGTCATTT TATAGTTTAA ATATTAAAAT
Ani3 GTCGTCATTT TATAGTTTAA ATATTAAAAT
AN - T
[BMCON 1 GT1IGIGATT) TATAGITIAA ATATIAAAAT |
314 I
Kend ACGGCTITTGI AATTAAGITITT TGGC
Ken7 ACGCTTITTGT AATTAAGTIT TGO
Kenb ACGCTTITTIGT AATTAAGITT T1GC
Ma X
Ben2 ACGCTITTTGT AATIAAGTTT TGGC
Ben3 ACGCTTTTGT AATTAAGITT TGC
Ben5 ACGCTTTTGT AATTAAGITT TGGC
Ben1t ACGCITTTGT AATTAAGTTIT TGC
Ben17 ACGCTTITTGT AATTAAGTTT TGC
|Ben37 ACGCTTITGT AATTAAGTIT TGGC
_ kLl Fe M
AniB ACGCTITTGT AATIAAGTITT TGC
AnOB |ACGCTITTGT AATTAAGTTT 1GC
AntiD ACGCTTITITGT AATTAAGTITT TGC
Antia ACGCTTITIGT AATIAAGTITI TGC
3n 0
[BMCON | ACGLCTITITGT AATIAAGITT T1GG 1

Gambar 12, Sikuen DNA berulang B. malayi strain Kendari, strain Bengkulu
dan strain Buton. BM Con: konsensus sitkuen DNA berulang B. malayi
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GCATAAATTC

GCAAMAATTC

ATCAGCAAAA

ATCAGCAAAA

TTAATAAAAC

TTAATAAAANC

-y

TTTCAATTAA
TTTCAATTAA

TCATGATTTT
TAATGGTTTT

AATTCAATTT
AATTCAATTT

AAGAATTTAA

AMNGAATTAAA

ATTAAATTTA
ATTAAATTTA

AATTCAAATY
ATTTCAAATT

TAAATTTTGA
TAAATTTTGA

ATTTTTTAAA

AATTTTAAAA

ATTTTTTAAA AATCTTAAAA
1] 140 L3
TTTGTTATAG TTTTCTTACA TTAGACAAGG
TTTGTGATAG TTTTCTTACA TTTAACATGA
1 170 1.0
AAATTGGTTC TAATTTATCA ATTTTAATTT
AAATTGGTTC TAAATTATCA ATTTTAATTT
1p0 T00 ) z10
TAATTAAGTG CCAAAACTAC TAAAAAAAGC
TAATTAAGTG TCAAAACTGC TAAAAATAGC
e E- e 2w
T _TATTTTGA AATTAATTGA

CTATGTTWCG

AATATTTTGA AOGTTAATTCA TTATGTIIITA

T T80 E. =) a7
TGAATTGTAC CAGTGCTGGT CGTWTATTGC
TGCATTGCAC TGGGGCGGGT CATATATGGT

T TN 0
GTTGTCATTT TATAGTTTAA ATATTAAAAT
~TGGTCATTT TATAGTTTAA ATATTAAAAT

Eil ] Xy
ACGCTTTTGT AATTAAGTTT TGC  ........ Brugia malayi
ATGCTTTTAT AATTAAGTTT TGC - ........ Bruria pahmpi

* Perbedaon basa antara ke 2 konsensus siknen DNA berulang
Jumlah hasa yang berbeda = 34

% perbedaam antara ke 2 konsensas siknen DNA berulang = 11%

Gambar 13. Hasil perbandingan konsensus sikuen DNA berulang Brugia
Perbedazn basa antara ke 2 konsensus ditandai
dengan bintang sedangkan daerah yang digunakan untuk membuat pelacak DNA

malayi dan Brugia pahangi.

oligonukleotida Brugia malayi ditandai dimulai dari nomor 238-263.
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5 ACGTGAATTG TACCAGTGCT GGTCG
3 TGCACTTAACATGGTCACGA CCAGC
Pelacak DNA Brugia malay: 25-mer

Persentase perbedaan basa (10/25) = 40%
Persentase GC (13/25) =52%

'JE L)-:

Gambar 14. Sikuen pelacak DNA Brugia malayi 25 nukieotida.

Analisis 192 enzim pemotong DNA (lampiran 11) dilakukan dengan komputer
untuk menentukan enzim yang dapat memotong sikuen DNA berulang pada daerah
238 - 263 (Tabel III). Hasil analisis menunjukkan bahwa enzim Mae 2 dapat
memotong pada daerah 238 dan tidak ada enzim yang dapat digunakan untuk
memotong daerah 263 pada DNA berulang.

Tabel 111
HASIL ANALISIS 192 Enzim PEMOTONG DNA PADA SIKUEN

DNA BERULANG Brugia malayi

Range sikuen 1-322
Enzim Tempat Daerah

Aha3 6 68 79 91 107 116 228
Alul 1 209

Asel 3 21 37 223

BspHI 1 41

Dral 6 68 79 91 107 116 228
EcoRI* 23 5 18 34 50 55 63 69
Hind3 1 207

Mae2 1 2338

Mae3 1 234

Msel 17 21 37 49 59 67 72 78
Nla3 1 45

Pacl )| 184

Rsal 1 248

Sspl 292

Oleh karena itu pelacak DNA 25-mer tersebut disintesis dengan DNA
synthesizer.
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D. Menghasilkan pelacak DNA spesifik untuk B. malayi dalam jumlah yang
cukup.

Fragmen DNA (25-mer) terlalu kecil unuk menjadi pelacak DNA yang efektif
dalam plasmid biuescript 11 (2961 bp). Oleh karena itu fragmen-fragmen tersebut
harus disambung dahulu mengadi suatu rantai yang lebih panjang. Untuk
menghindari penempelan petacak DNA dengan orientasi yang berlawanan maka
dibuat linker iambahan 3 nukieotida pada ujung 5° dan 3’ fragmen tersebut
sehingga panjang total pelacak DNA adalah 31 nukleotida. Linker tersebut
merupakan svatu sikuen DNA yang dapat dipotong dengan enzim pemotong DNA
tertentu, yaitu Nde | dan Nsi I jika fragmen tersambung pada orientasi yang
berlawanan (Gambar 15).

Rantai panjang fragmen pelacak DNA disambung ke dalam DNA piasmid

- untuk membentuk DNA rekombinan. Pemotongan enzim Nde I dan Nsi I
dilakukan pada DNA rekombinan untuk menghindari fragmen pelacak DNA yang
menempel pada orientasi berlawanan. Pelacak DNA yang saling menempel pada.
orientasi bcrlav;vanan satu dengan lainnya di dalam DNA rekombinan akan
terpotong oleh enzim Nde 1 dan Nsi I sehingga terbentuk DNA rekombinan yang
linier. Bentuk DNA rekombinan linier inj tidak akan tertransformasi ke dalam
bakteri E, coli, hanya DNA rekombinan yang mempunyai pelacak DNA-pelacak
DNA yang ﬁlenempel pada orientasi sama (bentuk tetap sirkular) yang akan
ditransformasikan ke dalam sel bakteri E. coli. Kemudian hasil transformasi
ditumbuhkan pada medium medium 1. BA (Luria berzani ampicillin) plate. Pada
medium tersebut sel bakteri yang mempunyai plasmid akan tumbuh, karena
plasmid punya gen resisten ampicillin. Dan koloni yang terbentuk akan berwarna
putth karena plasmid mempunyai gen Z. .

Hasil analisis penyambungan fragmen DNA pada elekiroforesis menunjukkan
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bahwa DNA terpanjang berukuran kira-kira 160 bp (Gambar 16). Kemudian
DNA tersebut dipilsahkan dari DNA yang lebih kecil ukuran dengan menggunakan
centricon-100 microconcenrrator, lalu diklon ke dalam plasmid bluescripr 1.
Centricon-100 microconcentrator dapat memisahkan DNA dengan berat molekul
100.000 atau sama dengan DNA rantai ganda dengan panjang 153 bp (berat
molekul 1 pasangan basa adalah 650) dart DNA lainnya yang berukuran lebih
kecil.

Sembilan kion positif didapat pada skrining kion dengan pelacak DNA total
genom B. malayi yang ditandai dengan *S. Kemudian dilakukan tes dot blot
dengan pelacak DNA total genom DNA B. malayi yang ditandai dengan *S unwk
menentukan klon yang mempunyai pelacak DNA paling panjang (makin hitam dot
maka makin panjang pelacak DNA yang ada di dalam plasmid). Ternyata kion
nomor 9 memberikan signal paling hitam pada tes dot blot (Gambar 17).

3 nukieotida tambahan pada ujung 5° dan 3’ dari pelacak DNA B. malayi

5 CAT ACGTGAATTG TACCAGTGCT __GGTCG CAT X
¥ GTA TGCACTTAAC ATGGTCACGA CCAGC GTA ¥

| j —J
linker 25-mer linker
3mer 3oer

25 mer B. malayi probe yang lersambung pada orientasi yang sama:

5 CAT....CAT CAT....CAT ¥
GTA....GTA GTA....GTA

2 kempngkinar pelacak DNA 25 mer B. malayi tersambung pada
orienlasi yany berlawanan;

CAT.... c:,ai"r ATG....ATG dipolong oleh enyim Nde I
GTA....GTA TAC....TAC

T
ATG.... ATG CA!T....CAT dipotoug oleh enstm Mxi §
TAc....'grAc GTA...-GTA

Gambar 15. Linker tambahan 3 nukleotida pada kedua uvijung pelacak DNA
oligonukleotida menjadikan panjang pelacak DNA secara keseluruhan adalah 31
nukleotida. Linker berfungsi untuk mencegah ligasi pelacak DNA pada orientasi
yang berlawanan. Bila pelacak DNA yang terligasi pada orientasi berlawanan

maka akan dipotong oleh enzim Ndg I dan Nsi I pada bagian linker tersebut.
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Gambar 16. Hasil elektroforesis ligasi pelacak DNA Brugia malayi 31
nukleotida pada 1% gel agarose/2% Nusieve agarose selama 2 jam pada 50 volt
dalam 1X TBE. Baris 1. DNA pBR322-Msp [ dengan panjang fragmen DNA dari
atas ke bawah): 622bp, 527bp, 404bp, 307bp, 242bp, 238bp, 160bp, 110bp, dan
< 90bp. Baris 2. Hasil ligasi pelacak DNA. Baris 3. DNA bakteriofag Jambda-
Hind I11 dengan panjang fragmen DNA: 23.130bp-2.027bp).

Hasil analisis sikuen DNA dari 6 klon (yang terdiri dari klon npomor 1,3,5,6,7
dan 9) menunjukkan bahwa klon nomor 9 memang mempunyai pelacak DNA yang
paling panjang, yaitu 153 bp yang terdiri dan 6 fragmen 3 1-mer yang tergabung
menjadi satu. Semua fragmen saling menampel pada orientasi yang sama, tetapi
ada delesi beberapa nukleotida pada fragmen ke 4 dan ke 6. Fragmen ke 4 hanya
mempunyai 19 nukleotida dan fragmen k= 6 mempunyai 10 nukleotida (Gambar
18). Delesi tersebut mungkin disebabkan oleh hasil sintesis nukleotda yang tidak
lengkap.

Kemudian | klon 9 tersebut dipurifikasi pada medium LBA plate dan
ditumbuhkan dalallm medium cair LBA untuk diisolasi DNA rekombinan yang
selanjutnya akan digunakan sebagai pelacak DNA untuk parasit filaria B. malayi.
Pelacak DNA ini dinamai pelacak DNA B. malayi 153.

Dan 250 m! kultur klon 9 diperoleh DNA rekombinan kira-kira sejumlah
5 pg.

Pengembangan pelacak DNA..., Taniawati Supali, 1992
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Gambar 17.

terhadap klon DNA rekombinan pada tes dot blot.
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Hasil hibridisasi pelacak DNA total genom B. malayi-*S

Kolom a-¢ menunjukkan

konsentrasi DNA pada dor: a. stok DNA plasmid, b. pengenceran 115 DNA
plasmid, c. pengenceran 1:10 DNA plasmid. Angka 1-9 menunjukkan nomor

klon. :

; " x »
TACGCCAAGC GCGCAATTAA CCCTCACTAA
AGGGAACAAA AGCTGGAGCT CCACCGCGGT
GGCGGCCGC:} CTAGAACTAG TGGATGCGAC
1 CAGCACTGGIS;' ; ACAATTCACE [ TATGATGCG::_]
I CCAGCACTGE : TACAATTCAE l GTATGATG(?EGL}
TACCAGCACTG | GTACAATT(:::L( CGTATGATG'E—l
| GACCAGCA_CL; I GGTACATGCET ACCAGCACTE 1
“GTACAATTCA | CGTATGATGC [GACCAG GGCT
GCAGGAATTC GATATCAAGC TTATCGATAC
CGTCGACCTC GAGGGGGGG

mempunyat sikuen pelacak DNA 153 bp (dacrah 84-236)

Gambar 18. Sikuen DNA klon 9. Panjang darni sikuen pelacak DNA pada

kion 9 adalah 153 bp, terdini dari 6 copi dari pelacak DNA 31-mer, dalam
plasmid. Semna copi terligasi pada orientasi yang sama. Pelacak DNA B. malayi
yang baru ini diberi nama pelacak DNA B. malayi 153-mer.
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E. Menentukan cara terbaik untuk menandai pelacak DNA B. malayi 153

dengan molekul non-radioaktif.

Pada penelitian penandaan pelacak DNA B. malayi 153 dengan digoxigenin
diketahui bahwa wakt yang diperiukan untuk penandaan pelacak DNA dan tahap
purifikasinya adalah sekitar 4 jam. Pelacak DNA B. malayi 153 yang ditandai
dengan digoxigenin memberikan hasil hibridisasi yang tidak bersih pada membran
nylon karena memberikan latar belakang yang berupa titik-titik hitam sehingga
menyulitkaﬁ pembacaan hasil sedangkan padaz membran nitroselulosa, pelacak
DNA tersebut hanya dapat mendeteksi sampel dari hasil PCR pelacak DNA it
sendiri dari konsentrasi 6,4 ng sampai 1,6 ng dan ttdak memberikan signal pada
DNA B. malayi.

Penandaan pelacak DNA B. malayi 153 dengan fluorescein memakai ECL 3 -
oligolabelling ar?d detection system lebih cepat dibandingkan dengan
digoxigenin memakai Dig DNA labelling and detection kit, yaim hanyz
memerlukan waktu 1 jam pada subu 37°C dan tidak memeriukan purifikasi untuk
memurnikan pelacak DNA yang sudzah tertandai (sesuai dengan protokol dari kit).
Pelacak DNA B. malayi 153 yang sudah tertandai dapat diketahui dengan cara
deteksi yang sangat cepat dalam waktu kira-kira 30 menit (sesuai protokol),
sehingga keseluruhan waktu yang dibutuhkan untuk penandaan dan deteksi pelacak
DNA fluorescein adalah 1'% jam.

Sistem penandaan pelacak dengan fluorescein pada uwjung 3° dibuat khusus
untuk menandai pf.;lacak DNA yang berukuran £ 50 nukleotida. Untuk

mendapatkan fragmen pelacak DNA B. malayi 153 maka dilakukan pemotongan

Pengembangan pelacak DNA..., Taniawati Supali, 1992
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DNA rekombinan kion 9 dengan enzim Xba I dan Eco RV dan PCR-DNA

rekombinan klon 9. Fragmen pelacak DNA B. malayi 153 yang berukuran
290 bp didapat dari pemotongan DNA rekombinan kion 9 dengan enzim Xba I dan
Eco RV.

Pada hasil analisis PCR pada gel agarose, diketahui bahwa ukuran fragmen
yang diperoleh dari reaksi PCR sekitar 440 bp (Gambar 19). Kemudian hasil
PCR ini dianalisis pada southern blor yang dihibridisasi dengan pelacak DNA B.
malayt 31-mer yang ditandai pada njung 3° dengan fluorescein. Hasil southern
blot menunjukkan bahwa DNA hasil PCR berhibridisasi dengan pelacak DNA B.
malayi 31-mer. Hal ini menunjukkan babwa PCR memperbanyak DNA pada
sikuen yang spesifik yaitu sikuen pelacak DNA B, malayi 153 bp (Gambar 20).

Kedua fragmen, yaitu hasil pemotongan dengan 2 enzim dan hasil PCR
kemudian ditandai dengan fluorescein pada ujung 3° dan dicoba pada tes dot blot.
Pelacak DNA fluorescein memberikan hasil hibridisasi yang bersih (tidak ada
background) pada hasil tes dot blot. Oleh karena it penandaan pelacak DNA B,
malayi 153 dengan fluorescein dipakaizpada penclitian ini.

Gambar 19. Hasil PCR pelacak DNA B. malayi 153 pada elektroforesis 1,8%
gel agarose, 60 volt selama 1 jam. Ukuran dari fragmen hasil PCR adalah
440 bp, yang terletak di antara fragmen kedua dan ketiga dari DNA marker pBR
322-Msp 1. 1. Pelacak DNAB. malayi153-mer. 2. Hasil PCR DNA pelacak B.
malayi 153-mer. 3. DNA plasmid pBR 322-Msp I

. Pengembangan pelacak DNA..., Taniawati Supali, 1992
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Gambar 20. Analisis southern blot hasil PCR DNA pelacak B. malayi 153.
A. Hasil elektroforesis pada 1,8% gel agarose, 60 volt selama 1 jam. 1.
DNA pelacak B. malayi 153-mer, 2. 50ng, 100ng, 150ng dan 200ng hasil PCR

DNA pelacak B. malayi 153-mer, 3. DNA pclacak B. malayi-Hind 111, M. DNA
marker pBR 322-Msp 1.

B. Hasil southern blot pada membran ml:roselulosa
yang dihibridisasi pelacak DNA B. malayi (31-mer)-fluorescein.

Pengembangan pelacak DNA..., Taniawati Supali, 1992
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F. Menentukan spesifisitas dan sensitivitas pelacak DNA B. malayi 153-

fluorescein pada tes dot blot.

Untuk menentukan spesifisitas pelacak DNA B. malayi 153 dilakukan
hibridisasi antara pelacak DNA B. malayi 153 dengan DNA B. pahangi dan DNA
B. malayi strain Kalimantan Timur (zoofilik aperiodik), strain Lampung (zoofilik
subperiodik), dan strain Kendari (zoofilik subperiodik). Hasil hibridisasi
menunjukkan bahwa pelacak DNA B. malayi 153 tidak bereaksi silang dengan
DNA B. pchangi (Gambar 21) dan dapat mendeteksi DNA semua strain B,
malayi yang diuji. Penentuan sensitivitas pelacak DNA B. malayi 153 dilal;ukan
dengan melakukan pengenceran komnsentrasi DNA B. malayi dari 6,4 ng sampai
0,1 ng. Hasil tes dot blot menunjukkan bahwa pelacak DNA B. malayi 153 dapat

mendeteksi DNA parasit B. malayi sampai konsentrasi DNA 0,1 ng (setengah
DNA mikrofilaria (Gambar 22).

Gambar 21. Hasil spesifisitas dan sensitivitas pelacak DNA B. malayi 153-
Jluorescein pada tes dot blot. Sampel DNA yang diuji yaitu: A. DNA B. malayi,
B. DNA B. pahangi, C. DNA pelacak B. malayi 153-mer, D. hasil PCR DNA
pelacak B. malayi, E. DNA bakteriofag Lambda.

Konsentrasi DNA adalah: a. 6,4ng, b. 3,2ng, c. 1,6ng, d. 0,8ng, e. 0,4ng,
f. 0,2ng, dan g. 0,1ng.
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Gambar 22. Hasil hibridisasi DNA B. malayi dari berbagai daerah di
Indonesia dengan pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein pada tes dot blot.

A. Hasil PCR DNA B. malayi strain Kendari, B. Hasil PCR DNA B. malayi

strain Kalimantan Timur, C. Hasil PCR DNA B. malayi strain Lampung

Konsentrasi DNA adatah a. 0,1ng, b. 0,2ng, c. 0,4ng, d. 0,80g, e. 1,6ng, dan

f. 3,2ng

G. Penggunaan pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein untuk
mendeteksi 1 larva infektif dalam nyamuk setelah PCR di laboratoriom.

Hasil PCR menunjukkan bahwa DNA berulang 1 larva telah berhasil
diperbanyak tanpa atau dengan adanya berbagai jumilah nyamuk. Tetapi
meningkamya jumlah nyamuk dalam reaksi PCR menyebabkan hasil PCR yang
tidak konsisten. Menurunnya sensitivitas reaksi PCR ini disebabkan oleh kutikula
larva tidak hancur dengan éempurna pada proses penggerusan karena terhambat
oleh jaringan-tububh nyamuk schingga DNA yang dibasilkan tidak cukup oleh
PCR.

Hasil PCR pada gel agarose (elekiroforesis) menunjukkan bahwa panjang pita
(band) yang diperoleh sesuai dengan yang diinginkan yaitn 322 bp. Pita trimer
dan dimer teramati secara samar pada sampel 1 larva infektif tanpa jaringan
nyamuk. Tidak ada pita yang teramati pada hasil PCR nyamuk negatif (Gambar
23).
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Gambar 23. Hasil PCR DNA 1 larva infektif tanpa atau dengan nyamuk
negatif Aedes togoi: A. 1 nyamuk negatif A. rogoi, B. 1 larva infektif, C. 1 larva
infektif dengan 1 nyamuk negatif A. rogoi, D. 1 larva infektif dengan 3 nyamuk
negatif A. togoi, E. 1 larva infektif dengan 5 nyamuk negatif A. togoi, dan
M. DNA pBR 322-Msp . Semua reaksi memberikan pita yang sama pada

elektroforesis yaitu 322 bp, pira tersebut berada pada ukuran fragmen ketiga dan
keempat
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Tabel di bawah ini menyajikan jumlah sampel yang dipakai untuk PCR dan

sensitivitas reaksi PCR:

Tabel IV

HASIL PCR 1 larva infektif TANPA ATAU DENGAN NYAMUK
NEGATIF PADA ELEKTROFORESIS

Jumlah Positif PCR % sensiti
Jenis sampel sampel pada elektro vitas PCR
foresis

1 Nyamuk negatif 6 0 0%

1 Larva infeksif (L3) 15 15 100%

1 L3 dalam 3 nyamuk negatif 15 15 100%

1 L3 dalam 5 nyamuk negatif 15 13 87%

1 L3 dalam 10 nyamuk negatif 10 4 40%

1 L3 daiam 15 nyamuk negatif 10 1 10%
1 L3 dalam 20 nyamuk negatif 10 0 0%

* Elektroforesis pada 1,8% gel agarose pada 50 volt selama 2 jam.

Dari hasil tabe! di atas terlibat adanya ioncatan nilai prosentas;e hasil
sensitivitas PCR dari 100% pada 1larva infektif datam 3 nyamuk negatif ke 87%
pada 1 larva infektif dalam 5 nyamuk negatif. Nilai 87% didapat dari pengujian
15 sampel dengan 13 sampel memberikan hasil positif dan 2 sampel memberikan
hasil negatif. Hasil nepatif terscbut diperoleh pada pengrjian sampel yang
pertama kali (divji 3 sampel, 1 sampel positif dan 2 sampel negatif), disebabkan
oleh proses pecggerusan sa_mpel yang kurang baik. Penambahan jumlzh nyamuk
negatf (Yebih dari 5) dalam 1 Jarva infektif menyebabkan hasil PCR yang tidak

konsisten (Gambar 24).
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Hasil tes dot blot menunjukkan bahwa pelacak DNA B. malayi 153 dapat

mendeteksi 1z1 sampel hasil PCR (5 pl dari pengenceran 1:5). Intensitas signal

yang dihasilkan oleh pelacak DNA B. mailayi 153-fluorescein pada sampel 1 L3
tanpa nyamuk tidak berbeda dengan intensitas signal yang dihasilkan pada sampel
1 L3 dalam berbagai jumlah nyamuk negatif (1,3,5 nyamuk negatif). Hasil ini
menunjukkan tidak ada perbedaan sensitivitas pelacak DNA dalam mendeteksi
hasil PCR 1 L3 tanpa atau dengan nyamuk. Selain itu juga tidak ditemukan reaksi
silang antara pelacak DNA B. malayi 153 dengan hasil PCR L3 B. pahangi,
nyamuk negatif, supernatan nyamuok nregatof tanpa PCR maupun dengan DNA

kontrol, nyamuk dan manusia. Hasil ini menunjukkan bahwa pelacak DNA B.

malayi 153 tersebut spesifik untuk mendeteksi larva parasit B. malazyi (Gambar
25).
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Gambar 24. Hasil PCR DNA 1 larva infekdf dengan jumiah nyamuk negatif
lebib dari lima pada elekooforesis: A. 1 larva infektif, B. 1 larva infektif dengan
5 nyamuk negatif, C. 1 larva infekdf dengan 10 nyamuk negaof, D. 1 nyamuk
negatif, E. 1 larva infekiif dengan 15 nyamnk neganf, F. 1 larva infektif dengan
20 nyamuk negatf, M. pBR322-Msp L.
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Gambar 25. Hibridisasi hasil PCR 1 larva Brugia malayi dan Brugia pahangi
tanpa atau dengan Nyamuk negauaf dengan pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein
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pada tes dot blot. Sampel yang diuji adalah: A. Hasil PCR 1 larva infektif, B.
Hasil PCR 1 larva infektf dengan 1 nyamuk negatf 4. rogoi, C. Hasil PCR 1
larva infektif dengan 3 nyamuk negatif A. rogoi, D. Hasil PCR 1 larva infekuif
dengan 5 nyamuk negatif A. togoi, E. 10ng dan 1ng DNA nyamuk (kolom a dan
b), F. 10ng dan Ing DNA bakteriofag lambda (kolom a dan b). Konsentrasi
sampel adatah; 2. 5 gl, b. 10 pl, c. 15 pl, d. 20 gl, e. 25 pl(semua sampel
dengan pengenceran 1:5), dan f. 10 ul (tanpa pengenceran). Kontrol: DNA B.
malayi (BM) dan DNA B. pahangi (BP) dengan konsentrasi DNA: a. 6,4ng, b.
3,2ng, c. 1,6ng, d. 0,8ng, . 0,4ng, f. 0,2ng, g. 0,1ng.

Tabel di bawah ini menyajikan jumlah sampel yang diuji pada tes dot blot:
Tabel V
HASIL HIBRIDISASI PELACAK DNA Brugia malayi 153 -

fluorescein TERHADAP PCR 1 L3 Brugia malayi
PADA TES DOT BLOT

Jumiah Reaksi dot
Jenis sampel sampel blot positf % positif
1 Nyamuk negatif 6 0 0%
1 Jarva infekuf (L3) 10 10 100%
1 L3 dalam 3 nyamuk negatif 10 10 100%
1 L3 dalam 5 nyamuk negatif 10 10 100%

Pada setiap tes dot blot diteteskan 2 sampel berbagal macam sampel. Setiap®
sampel yang mengandung 1 larva infektif B. malayi berhibridisasi dengan pelacak
DNA  B. malayi 153-fluorescein. Untuk semua sampel yang diuji dilakukan
lima kali tes dot blot. Dari hasil tes dot blot di atas menunjukkan bahwa PCR
dapat menggandakan DNA berulang parasit schingga dapat terdeteksi dengan

mudah oleh pelacak DNA B. malayi 153.
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DISKUSI

Pada saat ini pelacak DNA B. malayi non-radioaktif yang ada adalah pelacak
DNA B. malayi yang ditandai biotin (Williams dkk., 1991). Sebelum pelacak
DNA tersebut dipakai sebagai alat pemantau secara entomologis pada program
pengendalian filariasis B. malayi di Indonesia maka perlu dilakukan skrining
pelacak DNA terhadap strain-strain B. malayi di Indonesia. Dari hasil skrining
telah diputuskan untwk tidak mempergunakan pelacak DNA B. malayi 45-mer
yang ditandai biotin sebagai alat pemantau pada pemeriksaan entomologis dengan
alasan-alasan sebagai berikut:

1. Pelacak DNA B. malayi (45-mer) yang ditandai dengan biotin bereaksi silang
dengan DNA B. pahangi.

2. Pelacak DNA B. malayi (45-mer)-biotin telah diuji untuk mendeteksi sampel
5 larva infektif yang dicampur dengan nyamuk negatif dan sampel nyamuk
negatif saja. Hasil hibridisasi menunjukkan adanya reaksi silang antara
pelacak DNA dengan nyamuk negatif A. rogoi dan Culex sp. (Gambar 26).
Hal im! diduga disebabkan adanya reaksi antara biotin di dalam jaringan tubuh
nyamuk (biotir merupakan suatu vitamin) dengan larutan deteksi sehingga
dapat menghasilkan signal pada penambahan larutan deteksi. Oleh karena itu

diputuskan untuk membuat pelacak DNA B. malayi baru yang akan digunakan

untuk mendeteksi larva B. malayi di dalam nyamuk.

87
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Gambar 26. Hasil hibridisgs}_felacak DNA B. malayi (45-mer)-biotin,
Sampel yang dipakai adajah: A. 5 degﬁan 1 nyamuk negauf Aedes rogoi, B.
1 nyamiik negauf Culex sp., C. 1 nyamuk negatf Aedes togoi, D. 10ng DNA
nyamuk Culex sp., 10ng DNA manusia, 10ng DNA bakteriofag lambda. "Semua
sampel digerus ‘dap dimasukkan ke air mendidih dengan berbagai waktu
inkubasi: a. 5 menit, b. 10 menit, ¢. 15 menit, dan d. 20 menit.

Untuk membuat suatu pelacak DNA B. malayi baru yang dapat bereaksi
dengan B. malayi di Indonesia maka terlebih d'ahulu periu dilakukan penelitian
terhadap sikuen DNA berulang strain-strain B. malayi di Indonesia. Tiga strain
B. malayi dari Indonesia, yaitu B. malayi strain Kendari (zoofilik subperiodik),
B. malayi strain Bengkulu (zoofilik subperiodik), dan B. malay! strain Buton
(antrol_Joﬁ]jk),. telah ditelifi sikuen DNA berulangnya. Hasil semua sikuen DNA
berulang tersebut dianalisis dengan komputer untuk mendapatkan konsensus sikuen
DNA berulang B. malayi Indonesia. Kemsdian hasil konsensus sikuven DNA
berulang B. malayi Indonesia dibandingkan dengan konsensus sikuen DNA

berulang B. pahangi (parasit filaria pada hewan), bertujuan uatuk mendapatkan
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dzerah pada DNA berulang yang paling banyak mempunyat perbedaan basa-basa.

Daerah yang paling banyak perbedaan basa tersebut akan digunakan sebagai stkuen
pelacak DNA. Parasit filaria hewan B. pahangi telah digunakan sebagai
pembanding karena umumnya parasit filaria manusia B. malay! terdapat pada
dacrah yang bersamaan dengan parasit filaria hewan B. pahangi dan ditularkan
oleh vektor yang sama.

Hasil perbandingan DNA berulang B. malayi Indonesia dan B. pahangi
meﬂunjukkan bahwa daerah 238-263 dengan panjang 25 nukleotida mempunyai
perbedaan basa sebé:sar 40% dan persentase GC (guanin dan sitosin) 52%. Sikuen
pada daerah 238-263 tersebut telah dipilih sebagai sikuen pelacak DNA B. malayi
yang baru,

Pemilihan daerah tersebut sebagai sikuen pelacak DNA B. malayi yang baru
sudah memenuhi 3 persyaratan pembuatan pelacak DNA oligonukleotida (Williams
dkk., 1988}, yaitu:

1. Sikuen pelacak DNA harus dipilih dari daerah yang persentase homologi basa-
basanya rendah antara dua konsensus sikuen DNA spesies yang berbeda

(B. malayi dan B. pahangi}, yang bertujuan untuk meningkatkan spesifisitas

pelacak DNA.

2. Sikuen yang dipilih mempunyai homologi yang maksimum antara sikuen DNA
parasit B. malayi dari berbagai daerah di Indonesia, yang bertujuan untuk

meniggkatkan kemampuan hibridisasi pelacak DNA dengan DNA parasit B.

malayi di Indonesia.
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3. Sikuen yang dipilih harus mempunyai persentase GC (guanin dan sitosin) yang
tinggi dan mempunyai panjang lebih dari 20 nukleotida sehingga dapat

meningkatkan stabilitas hibridisasi pelacak DNA pada DNA parasit.

Analisis 192 enzim pemotong DNA dengan komputer telah dilakukan untuk
mengetahyi enzim yang dapat dipergunakan untuk memotong daerah 238-263.
Ternyata hasil analisis menunjukkan bahwa tidak ada enzim yang dapat dipakai
untuk memotong daerah 238-263 DNA berulang B. malayi, sehingga pelacak
DNA tidak dapat diperoleh melalui pemotongan DNA berulang B. malayi. Oleh
karena itu pelacak DNA harus dibuat melalui sintesis pada mesin.

Untuk menghasitkan pelacak DNA dalam jumlah cukup pada waktu relatif
singkat maka pelacak DNA tersebut harus dikion. DNA plasmid
Bluescript I telah dipilih sebagai DNA vektor untuk kloning dengan beberapa
alasan, yaitu:

1. Ukuran DNA plasmid kecil.

2. Plasmid mempunyai 2 gen, yaitu gen yang resisten terhadap ampicilﬁn dan
gen Z. Kedna gen berguna dalam tahap skrining klon. Hanya sel-sel bakteri
yang mempunyai plasmid yang akan tumbuh pada medium LB-ampicillin pada
cawan petri karena adasya gen resisten ampicillin. Adanya gen Z pada
plasmid menyebabkan koloni yang mempunyai -DNA rekombinan berwamna

putih.
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3. Kemampuan replikasi plasmid yang berukuran kecil lebih besar danipada
plasmid yang berukuran besar (Old & Primrose, 1985).
4.. Plasmid yang berukuran kecil lebih tahan terhadap periakuan-periaknan dan

luar, seperti isolast (Brown, 1986).

Fragmen pelacak DNA 25 nukleotida tersebut terlalu kecil untuk menjadi
pelacak DNA yang efektif dalam plasmid bluescript I (2961 bp). Oleh karena itu
fragmen-fragmen tersebut harus disambung dahulu menjadi suatn rantai yang lebih
panjang sebelum dikloning ke dalam DNA plasmid bluescript II.

Suatu teknik baru telah dipakai dalam penelian ini wntuk menyambung
fragmen-fragmen pelacak DNA menjadi rantai yang iebih panjang. Ada- 2
kemungkinan yang terjadi bila fragmen-fragmen pelacak DNA tersebut digabung
menjadi rantai lebih panjang, yaitu: pelacak DNA tersambung pada orientasi
yang sama atau. orientasi yang berlawanan. Orientasi yang diinginkan pada
penyambnngan fragmen pelacak DNA adalah fragmen pelacak DNA yang
tersambung pada orientasi yang sama. Hal ini bertujuan untuk menghindari
terbentuknya strm sekunder (Gambar 27), yang akan menghambat terbentuknya
rantai tunggal pelacak DNA pada proses denaturasi. Adanya struktur sekunder
pelacak DNA menyebabkan terganggunya proses hibridisasi.

Untuk mendapatkan hasil penyambungan pelacak DNA pada orientasi yang
sama maka ada beberapa tahap yang harus difakukan, yaitu:

1. Membuat linker tambahar 3 nukleotida pada kedua ujung fragmen pelacak
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DNA 25-mer schingga panjang total fragmen pelacak DNA menjadi 31
nukieotida.

Ada 2 kemungkinan orientasi berlawanan yang terpenmk pada penyambungan
fragmen pelacak DNA (gambar 15). Oleh karena im pada linker tambahan
3 nukleotida harus terdapat sikuen untuk pemotongan 2 macam enzim yang
berbeda (Ndg I dan Nsi I) tetapi kedua enzim harus dapat bekerja pada
kondisi reaksi yang sama, yaitu bufer dan temperatur inkubasi yang sama.
DNA rekombinan sirkular akan terbentuk pada hasil penyambungan rantai
panjang pelacak DNA pada DNA plasmid bluescript. Kemudian DNA
rekombinan sirkular direaksikan dengan enzim Nde I dan Nsi 1, kedua enzim
akan memotong pelacak DNA yang tersambung pada orientasi berlawanan di
daerah linker tambahan. Hasil pemotongan enzim tersebut adalah DNA
rekombinan yang berbentuk linier. |

DNA rekombinan linier tidak akan tertransformasi ke dalam sel bakteri E.
coli pada proses transformasi. Jadi hanya DNA rekombinan sirkniar (tidak
terpoton,.g enzim), yaitu DNA rekombinan dengan fragmen pelacak DNA yang
tersambung pada orientasi sama yang akan tertransformasi. Hasil transformast

ditumbuhkan pada medium LBA agar sehingga terbentuk klon.

Pengembangan pelacak DNA..., Taniawati Supali, 1992

i ————— - — = — =



93

STRUKTUR_ SEKUNDER {"SECONDARY STRUCTURE"):
Rantal ganda DNA
[ Bagian 1| . _bagian 2__|

5 ACGTGAATTGTACCAGTGCTGGETCG ACGTGAATTGTACCAGTGCTGGTCGE CGACCAGCACTGGTACAATICACGT 3
3 TGCACTTAACATGGTCACGACCAGC TGCACTVAACATGGTCACGACCAGE GETGGTCGTGACCATGTTAAGTGCA &'

Denaturasi

Rargsi topagal DNA
B ACGTGAATTIGTACCAGTGCTGGTCG ACGTGAATTIGTACCAGTGCTGGTCG CGACCAGCACTGGTACAATTICACGT 3

3 TGCACTTAACATGGTCACGACCAGC TGCACTTAACATGGTCACGACCAGC GUTGGTCGTGACCATGTTAAGTGCA §

ACGTGAATTG \

‘
3 TGCACTTAACATGGTCACGACCAGC

\G
TGCTGGTCG

Gambar 27. Struktur sekunder dapat terbentuk dengan adanya ligasi pelacak
DNA pada orientasi yang berlawanan. Bagian I dan 2 menunjukkan pelacak DNA
yang terligasi pada orientasi yang yang sama, sedangkan bagian 3 menunjukkan
ligasi pelacak DNA pada orientasi yang berlawanan. Bagian 1 dan 3 akan saling
menempel pada waktu pelacak DNA didenawrasi sebingga hal ini menghambat
efektivitas kerja pelacak DNA.

5 ACGTGAATTGTACCAGTGCTGGTCG

> » =

\,

Pada skrining kion hasil transformasi diperoleh 9 klon positif. Ternyata hasil
analisis sikuen menunjukkan bahwa klon 9 mempunyai pelacak DNA paling
panjang yaitu 153 bp, yang terdiri dari 6 copi fragmen pelacak DNA 3 1-mer yang

térsambung pada orientasi yang sama. Hal ini menunjukkan bahwa linker
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tambahan 3 nukleotida tambahan pada kedua ujung 5° dan 3 ‘pelacak DNA berhasil

dipotong dengan baik oleh enzim pemotong DNA Nde I dan Nsi I apabila fragrr.nen
tersambung pada orientasi berlawanan,

Sebagai hasil rekayasa tersebut di atas, maka ditetapkan DNA rekombinan
klon 9 sebagai pelacak DNA untuk parasit filaria B. malayi dan dinamai pelacak
DNA B. malayi 153.

Pada kultur kion 9 dalam medium cair 250 ml LBA (Luria bertani ampiciliin)
diperoleh DNA rekombinan sejumliah 5 pg (5000 ng). Waktu yang dibutushkan
untuk mendapatkan DNA rekombinan tersebut adalah 24 jam kerja. Hasil ini
menunjukkan waktu yang dibutuhkan untuk menghasilkan pelacak DNA setiap kali
diperlukan adalah lebih singkat dibandingkan jika membeli pelacak DNA karena
harus memperhitungkan waktun untuk memesan, membuat, dan mengirimkan
pelacak DNA. Dengan demikian pelacak DNA tersebut memenuhi syarat sebagai
alat pemantau.

Klon positif yang sudah diperoleh dapat &ﬁmpm dengan 2 cara, yaitu;

1. DNA rekombinan disimpan di dalam ethanol pada -20°C, stabil untuk
beberapa tahun, (Glover, 1985). DNA rekombinan ini dapat
ditransformasikan ke dalam sel bakteri E. coli setiap saat diperlukan.

2. Sel-sel bakteri E. coli yang mengandung DNA rekormbinan disimpan di dalam
gliserol pada -20°C.

Untuk menghindan hilangnya klon positif sebaiknya kion disimpan dalam 2

macam cara penyimpanan tersebut di atas. Jika karena sesvatu hal kion positif
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tersebut hilang, maka cara untuk mengatasinya adalah mensintesis kembali

pelacak DNA dengan sikuen yang sama. Dari uraian ini dapatlah dikatakan bahwa

pelacak DNA mempunyai kestabilan yang baik schingga memenuhi syarat sebagai

alat pemastau.

Untuk mencari molekul non-radiocaktif vang sesuai untuk menandai pelacak

DNA telah dipakai 2 macam kit yang berbeda, yaitu:

1.

Penandaan pelacak DNA dengan molekul digoxigenin. Molekul digoxigenin
dipakai untuk menandai DNA rekombinan dengan teknik random priming.
DNA rekombinan diperoleh dari isolasi langsung kion yang mempunyai
pelacak DNA B. malayi 153. Waktu untuk penandaan pelacak DNA dan
tahap purifikasinya adalah sckitar 4 jam. Pelacak DNA B. malayi 153 yang
ditandai dengan digoxigenin memberikan hasil hibridisasi yang tidak bersih
pada membran nylon, yaitu latar belakang yang berupa titik-titik hitam
schingga menyulitkan pembacaan hasil sedangkan hasil hibridisasi pada
membran nitroselulosa, pelacak DNA tersebut hanya dapat mendeteksi sampel
dari hasil PCR pelacak DNA itu sendiri dari konsentrasi 6,4 ng sampai

1,6 ng dan tidak memberikan signal pada DNA B. malayi.

Penandaan pelacak DNA dengan molekul fluorescein. Molekul fluorescein
dipakai untuk menandai ujung 3° fragmen pelacak DNA dengan teknik end

labelling. Fragmen pelacak DNA rekombinan B. malayi 153 diperoleh dari
2 cara yang berbeda, yaitu:

(a) Pemotongan DNA rekombinan dengan enzim Xba I dan Eco RV. Pada
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pemotongan DNA rekombinan DNA B. malayi 153 diperoleh fragmen

berukuran 290 bp. Tetapi cara ini Mg efisien karena jumlah fragmen
DNA yang didapat kembali -(sctclah di electroelurion, ekstrasi fenol -
kloroform untuk membuang enzim, dan dialisis) kira-kira setengah jumiah
semula.

(b) Perbanyakan DNA rekombinan dengan teknik PCR. Hasil analisis PCR
pada gel agarose menunjukkan bahwa ukuran fragmen yang diperoleh dan
reaksi PCR sekitar 440 bp. Dari 5 ng DNA rekombinan pelacak DNA B.
malayi 153 diperoleh hasil PCR sebanyak 2 pg. Oleh karena itu perbanyakan

PCR teiah dipakai dalam peneligan ini untuk memperbanyak pelacak DNA B.
malayi 153.

Penandaan pelacak DNA B. malayi 153 dengan fluorescein hanya memeriukan
waktu 1 jam pada suhu 37°C dan tidak memerlukan purifikasi untuk memumikan
petacak DNA yang sudah tertandai. Hasil hibridisasi pelacak DNA B. malayi
153-fluorescein jernih sehingga memudahkan pembacaan hasil.

Berdasarkan alasan-alasan tersebut di atas maka penandaan pelacak DNA
dengan fluorescein telah dipilih untuk menandai fragmen hasil PCR pelacak DNA
B. malayi 153.

Uji spesifisitas pelacak DNA telah dilakukan dengan menggunakan sampel
DNA B. malayi dan DNA B. pahangi. Hasil hibridisasi pelacak DNA B. malayi
153-fluorescein menunjukkan bahwa pelacak DNA bereaksi dengan DNA
B. malayi. Pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein telah dwji sensitivitasnya

dengan melakukan hibridisasi pelacak DNA terhadap berbagai konsentrasi DNA
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B. malayi (6.4 ng - 0,1 ng dengan 2 kali pengenceran) pada tes dot blot. Hasil

uji sensitivitas mennjukkan bahwa pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein dapat
mendeteksi DNA B. malayi sampai konsentrasi 0,1 ng.spesifik untuk parasit B.
malayi. Hasil spesifisitas dan sensitivitas tersebut menunjukkan bahwa pelacak

DNA memenuhi syarat untuk digunakan sebagai alat pemantau.

Pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein telah diuji terhadap B. malayi dari
berbagai daerah di Indonesia, yaitn B. malayi strain Kalimantan Timur (zoofilik

aperiodik), B. malayi sirain Lampung (zoofilik subperiodik), dan B. malayi strain

Kendari (zoofilik subepriodik). Hasil hibridisasi menunjukkan bahwa pelacak

DNA B. malayi 153-fluorescein bereaksi dengan semua strain B. malayi yang
dinji. Dengan demikian pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein dapat dipakai
sebagai alat pemantar pada program pengendalian filariasis B. malayi di

Indonesia.

Penggunaan pelacak DNA yang ditandai molekul radicaktif (“P) untuk
mendeteksi larva B. malayi dalam nyamuk telah diteliti oleh Kumniawan dkk.,
. 1989. Mcrekg telah membandingkan penggunaan pelacak DNA radioaktif untuk
mendeteksi larva yang diisolasi dari nvamuk dan nyamuk infektif yang langsung
digerus pada membran, kemudian membran-membran terscbut direndam dafam
larutan enzim untuk mengelvarkan DNA larva, Ternyata hasil penelitian
menunjukkan bahwa hibridisasi pelacak DNA dengan larva yang digerus Jzgsung
dalam nyamuk lebih rendah jika dibandingkan dengan hibridisasi pelacak DNA

dengan larva yang telah diisolasi dani nyamuk. Hal ini disebabkan jaringan tubuh
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nyamuk menghalangi menempelnya DNA jarva pada membran. Meredith dkk.,

1991 juga melaporkan bahwa hasil hibridisasi ﬁelacak DNA pada vektor parasit
memberikan hasil yang tidak konsisten karena disebabkan sukarnya penghancuran
kutikula larva parasit dengan sempurna untuk mengeluarkan DNA,

Dawkins & Spencer, 1980 melaporkan bahwa ‘kutikula parasit dengan
ketebalan 460nm, tersusun atas hipodermis dan epikutikula yang Ssukar
dihancurkan dengan reaksi enzimats (Gambar 28). Kutikula tersebut tidak dapat
dihancurkan dengan enzim rypsin, pépsin, kitnase, kolagenase, proteinase K,
pronase, dan elastase.

Untnk menanggnlangi masalah tersebut di aias, penulis telah memilih cara
penggerusan larva dalam nyamuk dan melakukan PCR untuk mendapatkan DNA

larva yang cukup, sehingga dapat dideteksi pelacak DNA.

Sarung

Kutikula

Gambar 28. Kutikula larva mempunyai ketebalan 460 nm, yang tersusun dari
Japisan epikutikula, Japisan kortex dan lapisan basal (Dawkins & Spencer, 1989).
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Berbagai jumiah nyamuk negatif (1, 3, 5, 10, 15, 20) telah dimasukkan ke

dalam 1 larva infektif B. malayi, kemudian campuran tersebut digerus dan di PCR
untuk memperbanyak DNA larva. Analisis hasil PCR penggerusan 1 larva infektif
dalam 5 nyamuk negatif pada gel agarose memberikan hasil yang cukup konsisten,
yaitu terlihatmya pita yang berskuran 322 bp . Sedangkan anzﬂisis hasil PCR
penggerusan 1 larva infektif dengan jumlah nyamuk negatf lebih dari lima ekor
pada gel agarose memberikan hasil yang tidak konsisten, yaitu pita 322 bp tidak
selalu terlihat pada hasil PCR. Hal ini mungkin disebabkan kutikula larva adak
dapat dipecahkan dengan sempurna pada penggerusan karena terhalang oleh tubuh
nyamuk (Meredith dkk., 1991). Oleh karena itu perlu dican cara lain untuk dapat
mengatasi hal tersebut.

Pada penelitian telah digunakan cara mekanik, yaitu penggerusan untuk
menghancurkan larva infeknf dalam nyamuk. Kemudian larutan hasil penggernsan
di PCR yang bertwjuan untuk memperbanyak DNA larva.

Pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein telah dicoba untuk mendeteksi hasil
PCR penggerusan 1 larva infektif B. malayi dan 1 larva infektif B. pahangi dalam
berbagai jumiah nyamuk negatif pada tes dot blot. Hasil hibridisasi menunjukkan
bahwa pelacak- DNA tersebut hanya bereaksi dengan larva infektif B. malayi.

Hasil penelitian pada nyamuk menunjukkan bahwa pelacak DNA B. malayi
153-fluorescein dapat mendeteksi 1 larva infektif dalam 5 nyamuk negatif pada tes
dot biot. Dan hasil tes dot blot tidak menunjukkan adanya perbedaan sigral yang

diperoleh dari sampel 1 larva infektif saja tanpa nyamuk negatif atau sampel 1
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larva infektif dengan berbagai jumiah nyamuk negatif (13,5). Hasil penelitian ini

menunjukkan bahwa pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein mempunyai
sensitivitas yang cukup tinggi, yaitu dapat mendeteksi hasil PCR dari penggerusan

1 larva infektif B. malayi dalam 5 nyamuk negatif.

Untuk mengetahui konsistensi tes dot blot pada nyamuk telah digunakan 2
kelompok periakuan, yainu 1 larva infekuf B. malayi dalam berbagai jumlah
nyamuk negatif dan 1 larva infekif B. pahangi dalam berbagai jumlah nyamuk
negatif per sampel. Jumlah sampel yang diuji pada setap perlakukan adalah 10
sampe} pada setiap perlakuan, yang terbagi dalam lima kali tes dot blot. Hasil
pengulangan tes dot blot memberikan hasil yang konsisten, yaitu pelacak DNA B,
malayi 153-fluorescein hanya bereaksi dengan DNA larva infeknif B. malayi.
Hasil ini menunjukkan bahwa tes dot blot dengan menggunakan pelacak DNA B,
malayi 153-fluorescein pada sampel nyamuk adalah konsisten dan dapat diulang.

Dengan demikian memenuhi syarat sebagai alat pemantau.

PCR juga dapat dipakai untuk memperbanyak DNA berbagai stadium larva
B. malayi di dalam nyamuk, yaitn nyamuk yang baru saja diinfeksi di
laboratorium (mengandung mikrofilaria), nyamuk yang mengandung larva stadium
1 (hari ke 1 setelah diinfeksi), larva stadium 2 (hari ke 5 setelah diinfekst) dan
larva stadium 3 (hari ke 14 setelah diinfeksi) yang dicampur dengan 4 nyamuk
negatif.

Dari analisis yang diamati pada gel agarose (elektroforesis), semua pita yang
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terbentuk mempunyai panjang yang sama yaiu 322 bp sesuai dengan ukuran
panjang DNA berulang {(Gambar 29). Hasil tes dot blot menunjukkan bahwa
pelacak DNA B. malayi 153 dapat mendeteksi berbagai stadium larva parasit B.
malayi dalam nyamuk (Gambar 30).

Penggunaan pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein pada tes dot blot
mempunyai beberapa keuntungan, yaitu:

- fluorescein dapat disimpan sampai 1 tahun.

- Larutan hibridisasi dapat digunakan beberapa kali (2-3 kali).

- Tes dot blot cocok untuk pengujian sampel dalam jumlah besar karena dot
blor apparatus dapat menguji 96 sampel. Pada tes dot blot dapat dilakukan
hibridisasi membran dalam posisi saling membelakangi sehingga dapat diolah
sampel sebanyak 192 sampel. Oleh karena 1 sampel dapat mengolah

maksimum 5 nyamuk maka pada 1 kali tes dot blot dapat diproses 960
nyamuk (192 X 5 nyamuk).

M A B __ ¢C D
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Gambar 29. Hasil PCR nyamuk Culex sp. yang diinfeksi filaria B. malayi di
laboratorium pada elekwroforesis: A. 1 nyamuk hari ke 14 (mengandung 13)
dengan 4 nyamuk negatif, B. 1 nyamuk hari ke 5 (mengandung L2) dengan 4
nyamuk negatif, C. 1 nyamuk hari ke 2 (mengandung L1) dengan 4 nyamuk

negatf, D, 1 _l;yamuk yang baru diinfeksi (mengandung mikrofilaria) dengan 4
nyamuk negatif,
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Gambar 30. Hibridisasi hasil PCR berbagai stadium larva dalam nyamuk
dengan pelacak DNA B. malayi 153 bp-fiuorescein pada tes dot blot. Sampel
vang diuji adalah: A. Hasil PCR 1 nyamuk hari ke 14 (mengandung L3; dengan
4 nyamuk negatif, B. Hasil PCR 1 nyamuk hari ke 5 (mengandung 1.2) dengan
4 nyamuk negatif, C. Hasil PCR 1 nyamuk hari ke 2 (mengandung LI) dengan
4 nyamuk negatif, D. Hasil PCR 1 nyamuk yang baru diinfeksi (men{a;lndun
mikrofilaria) denFan 4 nyamuk negatif. Konsentrasi sampel yang diteteskan pa
membran nitroselulosa adalah 15 ul (pengenceran 1:5).

Di bawah ini dipaparkan perkirzan waktu dan biaya jika seséorang ingin
menggunakan pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein pada tes dot blot untuk

mendeteksi larva parasit filaria B. malayi dalam nyamuk:

TABEL V
PERKIRAAN WAKTU DAN BIAYA UNTUK MENGHASILKAN
PELACAK DNA
Jenis reaksi Jumlah " Biaya Waktu
sampel
- Kultur klon 9 250m]
dan isolasi untuk $50 24 jam
DNA rekombinan 5 ug
- PCR pelacak DNA 5ng per 52 2 jam

(DNA rékombinan) reaksi

* 5 pg DNA rekombinan cukup untuk melakukan reaksi PCR sebanyak:
5000 ng/5 pg= 1000 reaksi PCR. Jadi harga pelacak DNA per reaksi PCR
adalah $ 0.05. Setiap 5 ng DNA rekombinan dapat menghasilkan 2 pg fragmen

PCR (440bp) yang dapat dipakai untuk 3 kali tes dot blot. Jadi harga pelacak
DNA per tes dot blot adalah $ 0.7.
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TABEL Vi

PERKIRAAN WAKTU, BIAYA DAN JUMLAH SAMPEL YANG
DAPAT DIUJl PADA TES DOT BLOT

Jenis reaksi Jumlah Biaya Wakm
sampel

- Penandaan pelacak DNA

B. malayi-fluorescein 3ug $2 ljam
- PCR 192 $250 bari 1 (4 7jam)
- Tes dot blot 192 $50 hari 2:

1. Meneteskan sampel _ 2 jam

2. Pengeringan 1 jam

membran
3. Prehibridisasi 2 jam
4. Hibnidisasi semalam (8jam)
hari 3:
5. Pencucian membran setelah hibridisasi 2 jam
6. Pemaparan pada film 3 jam

Jadi seseorang dapat mengerjakan 192 sampel (lampiran $) dalam satu tes dot
blot dengan biaya § 302 atan $ 1.6 per sampel dalam waktu 3 hari kerja.

Harga tes dot blot imi masih dapat ditekan lagi, karena tes ini masth
mempunyai kemampuan untuk dikembangkan Iebih ianjut. Dari komunikasi
pribadi dengan ko-promotor I, diperoleh keterangan bahwa penelitian di Amerika
dapat mendeteksi 1 larva dalam 50 nyamuk. Dengan meningkatkan jumlah
nyamuk yang dapat diuji per sampel, ada 2 keuntungan yang dapat diperoieh
yaitu: harga per sampel dapat ditekan dan jumlahk sampel yang dapat diskrin lebih

banyak lagi.
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Tes dot blot dengan pelacak DNA tni mempunyai hchefapa keuntungan

dibandingkan dengan cara konvensional, vaitu:

TABEL VII
KEUNTUNGAN TES DOT BLOT DIBANDINGKAN
DENGAN CARA KONVENSIONAL

Cara konvensional: Pelacak DNA-tes dot blot:

- Nyamuk yang dikumpulkan - Nvamuk dapat disimpan dalam
harus langsung dibedah 100mM EDTA selama 1 bulan
dan diperiksa di bawah pada suhu ruang atau disimpan
mikroskop dalam keadaan pada - 20" ¢ sampai kira-kira 1
hidup di lapangan tahun

- Tidak dapat membedakan - Dapat membedakan larva
larva parasit filaria 4 parasit filaria B. malayi
manusia B. malayi dari dan B. pahangi
larva parasit hewan B.
pahangi

- Untuk membedah 1 nyamuk - Unmk memproses 960 nyamuk
dibutubkan waktu 4+ 5 menit dibutuhkan waktu 25 jam
maka untuk memproses
960 nyamuk dibutubkan
waktu 80 jam

Dan tabel VII dapatlah diketahui bahwa tes dot blot dengan pelacak DNA

mudah dilakukan karena untuk mengolah 960 nyamuk hanya memeriukan waktu |

25 jam kerja. Keuntungan lain dari tes ini adalah dapat membedakan spesies
parasit filaria yang diuji. Demikian pula sampel nyamuk yang dikumpulkan di

lapangan tidak perlu langsung diproses terapi dapat disimpan dalam lanstan
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pengawet 100 mM EDTA untuk kemudian dikirim ke laboratorium rujukan,

sehingga memenuhi syarat sebagai alat pemanrfiu.

Dari uraian di atas maka dapatiah disimpulkan:

1. Pelacak DNA B. malayi 153 dapat dihasilkan dalam jumlah banyak melalui
Kloning dengan waktu relatif singkat pada kultur selama 24 jam di Indonesia.

2. Pelacak DNA tersebut cukup stabil untuk kurun waktu yang lama. Klon
positif yang mengandung pelacak DN A dapat disimpan untuk beberapa tahun.
Selain itu jika klon positif hilang karena suatu hal maka pelacak DNA dengan
sikuen yang sama dapat disintesis kembali.

3. Pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein adalah spesifik untuk parasit B.
malayi dan dapat mendeteksi DNA B. malayi sampai konsentrasi 0,1 ng
(setara dengan setengah DMNA mikrofilaria).

4. Pelacak DI;IA B. malayi 153-fluorescein bereaksi dengan strain-strain B.
malayi di Indonesia, yaitu B. malayi strain Kalimantan Timur (zoofilik
apeniodik), B. malayi strain Lampung (zoofilik subperiodik), dan B. malayi
strain Kendari (zoofilik subperiodik).

5. Pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein sensitif untuk mendeteksi hasil PCR
dari penggerusan 1 larva infektif B. malayi di dalam 5 nyamuk negatif pada
tes dot blot.

6. Hasil pengulangan pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein pada tes dot blot

konsisten.

7. Pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein pada tes dot blot mudah dilakukan
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karena nyamuk dapat diknmpulkan dalam larutan pengawet 100 mM EDTA

dan dikirim ke laboratorium rujukan. Tes tersebut dapat mengolah 960
nyamuk dalam waktu 25 jam kerja dan dapat membedakan spestes filaria B.

malayi dari parasit filaria hewan B. pahangi.

Hasil yang telah diperoleh dalam penelitian sesuai dengan tujuan dan

penelitdan, yaitu mengembangkan pelacak DNA Brugia malayi non-radioakuf pada

tes dot blot untuk mendeteksi parasit B. malayi dalam nyamuk pada pemantauan

program pengendalian filariasis B, malayi di daerah-daerah endemis di Indonesia.

Dengan tujuan khusus sebagai berikut:

1.

2.

Menentukan konsensus sikuen DNA berulang B. malayi di Indonesia
Membuat sikuen pelacak DNA B. malayi dari konsensus sikuen DNA
berulang B. malayi di Indonesia.

Menghasilkan pelacak DNA yang spesifik untuk B. alayi dalam jumlah yang
cukup.

Menentukan cara terbaik untuk menandai pelacak DNA dengan molekul non-
radicaktif.

Menentukan spesifisitas dan sensitivitas pelacak DNA pada tes dot blot.
Mendeteksi 1 larva infektif B. malayi dalam nyamuk setelah PCR pada tes dot

blot dengan menggunakan pelacak DNA molekul non-radieaktif,

Pada pencliian ini telah dibasilkan suatu pelacak DNA B. malayi non-
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radicaktif baru yang memenuhi persyaratan umiuk dipakai sebagai alat pemantau
secara entomologis pada program pengendalian filariasis B. malayi di lndonesia.

Oleh karena im hipotesis yang diajukan dapat diterima.

167
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BAB VI

RINGKASAN, KESIMPULAN DAN SARAN

1. Pendahuluan

Filariasis imfatik adalah suatu penyakit infeksi yang disebabkan oleh cacing
filaria, yang larva infektifnya berkembang menjadi cacing dewasa jantan dan
betina di dalam pembuluh dan kelenjar limfe inang. Cacing betina akan
menghasilkan mikrofilaria yang dapat ditemukan dalam aliran darah tepi inang.
Mikrofilaria dihisap oleh nyamuk dan berkembang menjadi larva di dalam wbuh
nyamuk. Larva infektif akan menuju ke probosis dan siap untuk masuk ke hospss
melalui gigitan nyamuk.

Filariasis ditemukan di daerah pedesaan, dan menyerang kelompok
masyarakat umur dewasa muda yang aktif bekerja sehingga dapat menurunkan
produktivitas ekonomi dari suatu komunitas (Oemijati 1986, Partono, 1988).

Di Indonesia, lebih dari 20 juta penduduk tinggal didaerah-daerah endemis
filariasis dan kira-kira 3-4 juta dari jpmlah terscbut terinfeksi filariasis (Partono
dan Bintari, 1989). Dari ke-3 spesies cacing filaria yang menginfeksi manusia
(Wuchere-ria bancrofti, Brugia melayi, dan Brugia rimori), B. malavi mempunyai
penyébaran yang paling luas di Indonesia.

Pennlaran penyakit ini terjadi melalui gigitan nyamuk yang mengandung larva
infektif. Infeksi yang berulang-ulang pada jangka wakty yang lama dapat
menyebabkan mikrofilaremi dan gejala-gejala klinis pada penduduk asli.
Pendatang bam ke daerah endemis biasanya lebih rentan terhadap infeksi filariasis

108
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sehingga timbulnya gejala-gejala klinis filariasis lebih cepat dan iebih menderita
daripada penduduk asii. Sedangkan orang-orang yang melakukan kunjungan ke
daerah endemis selama 1 sampai 2 minggu tidak akan terkena filariasis (Partono,
1588).

Perjalanan penyakit filariasis dimulai dengan masa prepaten yang diikuti oleh
stadium mikrofilaremia tanpa gejala klinis (mikrofilaremia asimptomatik), stadium
akut dan stadium kronik. Pada penduduk asli, masa prepaten bervariasi antara 3-7
bulan dan masa inkubasi klinis antara 2- > 10 mhun. Pada pendatang ke daerah
endemis, perjalanan penyakit filariasis lebih cepat. Stadium akut terjadi dalam

waktu 2-3 bulan dan stadium kronik dalam wakw 1-2 tahun, kemudian terjadi

mikrofilaremia,

Manifestasi klinis pada stadium akut ditandai dengan demam dan gejala
peradangan pada kelenjar limfe (Jimfadenids) yang berlangsung 2-5 hari dan dapat
sembuh dengan sendirinya tanpa pengobatan. Xadang-kadang peradangan ini
menjalar ke pembuluh limfe dan menyebabkan limfangitis retrograd yang terlihat
sebagai garis merah yang menjalar ke bawah. Pada stadium ini tungkai bawah
biasanya ikut .membengkak dan menimbulkan gejala limfedema yang berlangsung
beberapa minggu sampai 3 bulan lamanya. Limfedema biasanya hilang lagi
setelah gejala peradangan menyembuh, tetapi serangan yang berulang kali
menyebabkan elefantiasis. Pada filariasis brugia, clefantiasis mengenai tungkai

bawah, di bawah lutut, atau kadang-kadang lengan bawah di bawah siku.
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Diagnosis penyakit ini dibuat berdasarkan pemeriksaan gejala-gejala klinis

dan dibuktikan dengan pemeriksaan parasitologis yaitn menemukan mikrofilaria
di dalam darah tepi.

Untuk pengobatan filariasis, bEC (Diethylcarbamazine citrate} merupakan
satu-satunya obat yang telah dipakai secara luas. Obat ini dinilai mempunyai
khasiat yang efektif, dan harganya reladf murah meskipun menimbulkan efek
samping yang tidak disukai oleh pemakainya seperti pusing, mual dan lain-lain.
DEC sudah dibuktikan dapat membunuh mikrofilaria dan cacing dewasa (Partono,
1988). Pada pengobatan filariasis brugia, DEC diberikan dengan dosis 5 mg/kg
berat badan selama 10 hari (Partono, 1984).

Sejak tahun 1970 pemerintah telah melakukan program pengendalian filariasis
dengan memberikan obat DEC secara massal pada penduduk yang tinggal di
daerah endemis. Evaluasi keberhasilan program dilakukan melalui pemeriksaan
parasitoiogis dengan menghitung angka mikrofilaria. Ada beberapa kendala dalam
memantau program pengendalian filariasis dengan cara tersebut, yaitu: keengganan
penduduk untuk diambil darah malam bervlang-ulang, dan mahainya bi'aya untuk
pemantavan dan pengambilan darah malam.

Oleh seb.ab itn diperimbangkan pemantauan secara entomologis sebagai
alternatif pemeriksaan darah malam penduduk. Pemeriksaan entomologis secara
konvensional di lapangan dengan cara pembedaian nyamuk langsung di bawah
mikroskop memerlukan waktn lama dan tidak dapat membedakan spesies larva
filaria. Karena itu perlu dikembangkan cara pemantauan baru yang dapat

mengidentifikasi Jarva B. malayi di dalarme nyamuk.
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Akhir-akhir ini dengan menggunakan bioteknologi telah dikembangkan pelacak

DNA. Pelacak DNA untuk parasit B. malayi, pBma 68, telah dikembangkan dari
plasmid yang mempunyai 2 kopi DNA berulang 322 bp B. malayi (McReynolds
dkk., 1986). Sim dkk., 1986 , telah mengembangkan pelacak DNA, pBml}j,
yaitu suatu plasmid yang mengandung 4 copi DNA berulang B. malayi. Kedua
pelacak DNA tersebut ditandai dengan radioaktif P dan telah dicoba pada tes dot
blot. Ternyata hasil dot blot menunjukkan adanya reaksi silang antara peiacak
DNA dengan DNA parasit B. pahangi (parasit filaria hewan).

Pada tzhun 1988, William dkk. membuat suat pelacak DNA oligonukleotida,

yang bertujuan untuk meningkatkan spesifisitas pelacak DNA. Pelacak DNA

oligonukicotida dibuat dari daerah sikuen DNA berulang B. malayi dan B. pahangi

yang paling banyak mempunyai perbedaan susunan basanya. Pelacak DNA
tersebut mempunyai panjang 29 nukleotida unwk B. malayi dan 21 nukleotida
untuk B. pahangi. Pelacak DNA tersebut ditandai dengan molekul radioaktif dan
dicoba pada tes dot blot. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pelacak tersebut
spesifik untuk masing-masing parasit Brugia dan dapat mendeteksi sampai 0,2 ng
DNA. |

Ada beberapa kendala pengpunaan pelacak DNA yang ditandai dengan
molekul radioaktif, yaitu: harganya mahal, mempunyai waktu paruh yang pendek,
memerlukan tempat pembuangan khusus, memerlukan latihan khusns untuk
menggunakan moiekul radicaktif, dan berbahaya bagi pemakainya.

Akhir-akhir ini beberapa penelitan telah dilakukan untuk menandai pelacak

DNA dengan molekul non-radicaktif (biorin, digoxigenin dan fluorescein),
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Pelacak DNA non-radioaktif ini dapat dideteksi dengan perubahan warna pada

membran dapat diamati dengan mata menggunakan reagensia tertentu {colormetric)
atau memaparkan membran pada film menggunakan reagensia deteksi
chemih;minescem- dan sampel positif dapat terlihat sebagai dot hitam pada film.
Adanya pernbahan warna pada membran menyebabkan tidak mungkin
dilakukannya hibridisasi ulang pada membran (reprobing). Dengan deteksi
chemiluminescent memungkinkan dilakukannya hibridisast ulang pada membran;
misainya pada diagnosis filariasis, hibridisasi ulang kadang-kadang diperlukan
apabila sampel yang akan diwji lebih dari 1 spesies, B. malayi dan B. pahangi.

Pelacak DNA non-radioaktif kurang sensttif bila dibandingkan dengan pelacak
DNA radioaktif. Unmk meningkatkan sensitivitas dan spesifisitas pelacak DNA
maka Williams dkk., 1991 (sedang dicetak) membuat svatu pelacak DNA
oligonukleotida yang lebih panjang, yaitu: pelacak DNA oligonukieotida dengan
panjang 45 nukleotida untuk B. malayi (45-mer) dan 44 nukleotida B. pahangi
(44-mer) yang ditandai pada kedua ujung masing-masing sepanjang 45 nukleotida
dengan uridin-biotin yang diselingi timidin. Pelacak DNA tersebut dapat
mendeteksi DNA parasit sampai 0,1 ng (sama dengan setengah mikrofilaria)
(Supali dkk., 1989). Pelacak DNA 45-mer B. malayi yang ditandai dengan biotin
masih harus diskrin terhadap parasit filaria B. malayi dari berbagai daerah di
Indonesia untuk dapat digunakan secara luas sebagai alat pemantau program
pengendalian filariasis di Indonesia.

Adapun permasalahan utama dalam penelitian ini adalah apakah pelacak DNA

B. malayi non-radioaktif spesifik dan sensidf pada tes dot blot dan dapat dipakai
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sebagai alat pemantau secara entomologis pada program pengendalian filariasis

B. malayi di Indonesia 7. Ada 7 persyaratan yang harus dipenuhi sebeinm pelacak

DNA tersebut digunakan sebagai alat pemantau, yaitu:

1. Pelacak DNA B. malayi harus dapat dihasilkan dalam jumiah yang tdak
terbatas dengan wakw yang relatif singkat.

2. Pelacak DNA harus stabil untuk kurun yang lama.

3. Pelacak DNA B. malayi harus spesifik dan sensitif untuk parasit B. malayi.

4. Pelacak DNA B. malayi dapat bereaksi dengan strain-strain B. malayi di
Indonesia.

5. Pelacak DNA B. malayi harus sensitif untuk mendeteksi 1 larva infektif B.
malayi di dalam nyamuk.

6. Tes dot blot tersebut harus dapat diulang.

7. Tes dot blot dengan pelacak DNA harus mudah dilakukan.

I1. Tujvan Penelitian

Tujuan umum:

Mengembangkan pelacak DNA Brugia malayi non-radioaktif pada tes dot blot
untuk mendeteksi parasit B. malayi dalam nyamuk pada pemantauan program

pengendalian filariasis B. malayi di daerah-daerah endemis di Indonesia.

Tujuan khusuos:

1. Menentukan konsensus sikuen DNA berulang B. malayi di Indonesia
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2. Membuat sikuen pelacak DNA B. malayi dari konsensus sikuen DNA

berulang B. malayi di Indonesia.

3. Menghasilkan pelacak DNA yang spesifik untuk B. malayi dalam jumlah yang
cukup.

4. Menentukan cara terbaik untuk menandai pelacak DNA dengan molekul non-
radioakuf, |

5. Menentukan spesifisitas dan sensitivitas pelacak DNA pada tes dot biot.

6. Mendeteksi 1 larva infektif B. malay! dalam nyamuk setelah PCR pada tes dot

blot dengan menggunakan pelacak DNA molekul non-radioaktif,

III. Hipotesis
Pelacak DNA B. malayi non-radioaktif adalah spesifik dan sensitif pada tes

dot blot dan dapat dipakai sebagai alat pemantan secara entomologis pada program

pengendalian filariasis B. malayi di Indonesia.

IV. Bahan dan Cara kerja

Penelitian. im dilakukan oleh penulis sendiri di Deparrment of Biological
Sciences, Smith College, -USA dan Bagian Parasitologi, Fakultas kedokteran,
Universitas Indonesia sejak tahun 1988-1992 sebagai sandwich program untuk

program S3 dengan biaya dari World Health Organization.
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A. Skrining pelacak DNA B. malayi (45-mer) - biotin pada parasit

B. malayi dari berbagai daerah di Indonesia.

Pelacak DNA B. malayi (45-mer) - biotin telah dicoba pada penelitizn ini
dengan tujuan untuk mengetahui spesifisitas dan sensitivitas terhadap parasit filaria
B. malayi dari berbagai daerah di indonesia, yaitu: Kalimantan Timur (zoofilik
aperiodik, Lampung (zoofilik subperiodik), dan Kendari (zoofilik subperiodik) dan
Buton (antropofilik) sebelum pelacak DNA tersebut digunakan secara luas di

Indonesia untuk mendeteksi larva di dajam nyamuk dalam program pcmantmian

filariasis B. malayi.

B. Mencnfukan konsensus sikuen DNA berulang B. malayi di Indonesia
Sikuensing DNA berulang B. malayi dari berbagal daerah di Indonesia

dilal-cukan untuk menentukan konsensus sikuen DNA berulang B. malayi di

Indonesia. Untuk keperiuan sikuensing tersebut telah dikumpulkan 3 strain

B. malayi dari beberapa daerah di Indonesia, yaitu: B. malayi strain Kendari yang

bersifat zoofilik subperiodik, B. Imalayi strain Bengkulu yang bersifat zoofilik

subperiodik, dan B. malayi strain Buton yang bersifat antropofiiik.

C. Membuat sikuen pelacak DNA B. malayi dari konsensus sikuen DNA
berulang B. malayi di Indonesia.

Konsensus sikuen DNA berulang B. malayi Indonesia dibandingkan dengan
konsensus sikuen DNA berulang B. pahangi untuk menentukan daerah pada sikuen

DNA berulang yang mempunyai perbedaan basa paling banyak. Daerah tersebut
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akan digunakan sebagai sikuen pelacak DNA B. malayi. Semua analisis data

sikuen dilakukan dengan menggunakan pro;gram- komputer MacVector Il

(International Biotechnologies Incorporation, New Haven, CT).

D. Menghasilkan pelacak DNA spesifik untuk B. malayi dalam jumlah yang
cukup.
Untuk tujuan pemantavan keberhasilan program pengendalian filariasis
B. malayi di Indonesia maka pelacak DNA spesifik untuk B. malayi harus dapat
dihasilkan dalam jumlah yang cukup. Oleh karena itu pelacak DNA yang sudah

ditentukan siknennya harus diklon ke dalam DNA vektor (DNA plasmid bluescript
1I).

E. Menentukan cara terbaik untuk menandai pelacak DNA dengan molekul

non-radioaictif

Dua macam kit digunakan untuk melakukan percobaan penandaan pelacak
DNA, yaitu:
1. Dig DNA labelling and detecrion kit dari Boehringer Mannheim. Kit dari

Boehringer Mannheim menandai pelacak DNA dengan digoxigenin melalui
teknik random priming.

2. ECL 3'-oligolabelling and derection system dari Amersham. Kit dari

Amersham menandai fragmen pelacak DNA dengan fluorescein melalui
teknik end-labelling.
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F. Menentukan spesifisitas dan sensitivitas pelacak DNA fluorescein pada

tes dot blot.

Spesifisitas pelacak DNA B. malayi ditentukan dengan hibridisasi pada DNA
B. malayi dan B. pahangi serta B. malayi dari berbagai daerah di Indonesia.
Sedangkan sensitivitas pelacak DNA ditentukan melalui konsentrasi terendah DNA

B. malayi yang terdeteksi pada tes dot blot (Jampiran 10).

G. Penggunaan pelacak DNA fluorescein untuk mendeteksi 1 larva infekuf
dalam nyamuk setelah PCR di laboratorium.
Pelacak DNA B.malayi 153-fluorescein digunakan untuk mendeteksi 1 larva
infekif tanpa nyamuk atau dengan adanya nyamuk setelah di PCR pada tes dot
blot. Penelitian ini dimaksudkan untuk menguji penggunaan pelacak DNA

fluorescein sebagai alternatif penggunaan cara entomologis konvensional.

V. Hasil

A. Skrining pelacak DNA B. malayi (45-mer) - biotin pada parasit B.
malayi dan berbagai daerah di Indonesia.

Pelacak DNA B. malayi (45-mer) yang ditandai kedua ujungnya dengan 45-
mer uridin-biotin diselingi timidin berhibridisasi dengan parasit B. malayi dari
berbagai daerah di Indonesia (Kalimantan Timur, Lampung, Kendari) dengan
sensitivitas sampai 0,1ng. Pada DNA Buton tidak dilakukan pengenceran sampel.

Hal ini disebabkan DNA yang tersedia sangat terbatas. Hanya 1 dot dengan
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konsentrasi DNA kira-kira 25 pg dipakai pada tes dot blot ini.

Hasi) tes dot blot menunjukkan reaksi silang pelacak DNA dengan DNA B.
pahangi. Dot DNA B. malayi pada 0,1 ng lebih gelap dibandingkan dengan dot
DNA B. pahangi pada 6.4 ng. Hal ini menunjukkan spesifisitas pelacak DNA
pada parésit B. malayi 64 kali lebih besar dibandingkan dengan parasit B.
pahangi.

Pelacak DNA ini juga telah dicoba untuk mendeteksi larva infektif di dalam
nyamuk. Ternyata hasil hibridisasi menunjukkan adanya reaksi silang antara
pelacak DNA dengan nyamuk negatif. Hal ini diduga oleh adanya biotin di dalam
jaringan nyamuk (biofin merupakan svatn vitamin) yang bereaksi dengan larutan

deteksi sehingga dapat terdeteksi.

B. Menentukan konsensus siknen DNA berulang B. malayi di Indonesia
Beberapa kion yang mengandung DNA B. malayi Kendari, Bengkulu, Buton
(DNA rekombinan) telah diperoleh pada skrining hasil kioning dengan
pelacak DNA B. malayi pBma 68 yang ditandai radioaktif *S. Klon DNA
rekombinan tersebut terdir' dari 3 klon B. malayi strain Kendari (zoofilik
subperiodik), 6 klon B. malayi stain Bengkulu (zoofilik subperiodik), dan 4 kion
B. malayi strain Buton (antropofilik). Kemudian semua klon positif tersebut
disikuensing. Selanjutnya hasil sikuensing akan dianalisis untuk menentukan

sikuen DNA berulang parasit B. malayi dari Indonesia.
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C. Membuat sikuen pelacak DNA B. malayi dari konsensus sikuen DNA

berulang B. maiayi di Indonesia.

Dengan analists komputer, konsensns sikuen DNA berulang B. malayi
Indoncsia‘tclah ditentukan dengan membandingkan hasil sikuen DNA berulang
parasit B, malayi dari berbagai daerah di Indonesia (Kendari, Bengkulu, dan
Buton). Hasil konsensus sikuen ini dibandingkan dengan konsensus sikuen DNA
berulang B. pahanéi untuk menentukan daerah yang paling banyak mempunyai
perbedaan basa.

Ternyata daerah sikuven DNA berulang 238-263 (25 nukleotida) merupakan
daerah yang paling banyak mempunyai perbedaan basa-basanya, yaitu 40% atau
10 nukieotida dalam 25 nukleotida dengan persentase basa-basa GC (guanin dan
sitosin) pada daerah tersebut juga tinggi yaitu 52%. Oleh karena ttu daerah 238 -
263 dipakai sebagai sikuen pelacak DNA.

Hasil analisis 192 enzim pemotong DNA pada komputer menunjukkan bahwa
enzim Mae 2 dapat memotong pada daerah 238 dan tidak ada enzim yang dapat
memotong daerah 263 pada DNA berulané. Hasil ini menunjukkan pelacak DNA
tidak dapat diperoleh melalui pemotongan enzim pada DNA berulang parasit.

Oleh karena its pelacak DNA 25 nukleotida (25-mer) harus disintesis.

D. Menghasilkan pelacak DNA spesifik untuk B. malayi dalam jumlah yang
cukup.

Pelacak DNA (25-mer) terlalu kecil untuk menjadi pelacak DNA yang efektif
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dalam plasmid bluescript 11 (2961 bp). Oleh karena itu fragmen-fragmen tersebut

harus disambong dulu menjadi svatn rantai yang lebih panjang.  Untuk
menghindari penyambungan DNA dengan orientasi berlawanan maka dibuat linker
tambahn 3 nukieorida pada ujung 5° dan 3’ fragmen tersebut sehingega panjang
total pelacak DNA adalah 31-mer. Linker tambahan 3 nukleotida tni merupakan
suatu sikuen DNA yang dapat dipotc-mg dengan enzim pemotong DNA tertentu,
yaitu Nde I dan Nsi I jika fragmen tersambung pada orientasi berlawanan.

Hasil analisis penyambungan fragmen pelacak DNA pada elekiroforesis
menunjukkan bahwa DNA terpanjang berukuran kira-kira 160 bp. Kemudian
DNA tersebut dipisankan dari DNA yang lebih kecil ukuran dengan menggunakan
centricon-100 microconcentrator, lalu diklon ke dalam plasmid bluescript 11.

Sembilan kion positif didapat pada penyanngan klon dengan
pelacak total genom DNA B. malayi yang ditandai dengan *S. Kemudian
dilakukan tes dot blot dengan pelacak DNA total genom DNA B. malayi yang
ditandai dengan *S untuk menentukan klon yang mempunyai pelacak DNA paling
panjang (makin hitam dot maka makin panjang pelacak DNA yang ada di dalam
plasmid). Ternyata klon nomor 9 memberikan signal paling hitam pada tes dot
blot. |

Hasil analisis sikuen DNA dari 6 kion (yang terdisi dari klon nomor 1,3,5,6,7
dan 9) menunjukkan bahwa kion nomor 9 memang mempuﬂyai pelacak DNA yang
paling panjang, yaitu 153 bp yang terdiri dari 6 fragmen 31-mer yang tergabung
menjadi satu. Semua fragmen saling menempel pada orientasi yang sama, tetapi

ada delesi beberapa nukieotida pada fragmen ke 4 dan ke 6. Fragmen ke 4 hanya
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Klon 9 ini mempunyai pelacak DNA paling panjang, karena itu klon 9
digunakan sebagai pelacak DNA dengan nama pelacak DNA B. malayi 153.

Selanjutnya klon O dipurifikasi dan ditumbuhkan dalam medium cair LBA
(Luria bertani ampicillin) untuk diisolasi DNA rekombinan yang selanjutnya akan
digunakan sebagai pelacak DNA untuk parasit filaria B. malayi. Dari 250 ml
kultur klon 9 diperoleh DNA rekombinan kirz-kira sejumlah 5 pg (5000 ng).
Jumiah tersebut cukup banyak untuk digunakan szbagai pelacak DNA pada tes dot
blot sehingga pelacak DNA memenuhi syarat sebagai alat pemantau. Waktu yang
dibutuhkan untuk mendapatkan DNA rekombinan tersebut adalah 24 jam. Hasil
ini menunjukkan pelacak DNA dapat dihasiikan daiam waktu relatif singkat jika
dibandingkan dengan memesan pelacak DNA karena harus diperhitungkan wakm
untuk memesan; membuat, dan mengirimkan pelacak DNA, sesuai dengan kriteria
sebagai alat pemantau.

Untuk menghindari hilangnya kion positif sebaiknya klon disimpan dalam 2
macam cara penyimpanan, yaitu dalam etanol sebagai DNA rekombinan dan
gliserol sebagai sel bakteri E. coli yang mengandung DNA rekombinan pada
-20°C. Klon dapat disimpan pada penyimpanan tersebut di atas untuk beberapa
tahun. Jika karena sesuatu hal klon positif tersebut hilang, maka cara untuk
mengatasinya adalah mensintesis kembali pelacak DNA dengan sikuen yang sama.
Dari vraian ini dapatlah dikatakan bahwa pelacak DNA B. malayi 153 mempunyai

kestabilan yang baik, dan bal ini memenuhi syarat sebagai alat pemantau.
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E. Menentukan cara terbaik untuk menandai pelacak DNA B. malayi 153

dengan molekul non-radioakaf.

Pada penelitian ini ternyata bahwa penandaan pelacak DNA B. malayi 153
dengan digoxigenin dan mhap purifikasinya memerlukan waktu sekitar 4 jam.
Pelacak DNA B. malayi 153 yang ditandai dengan digoxigenin tdak memberikan
hasil hibridisasi yang bersih pada membran karzna memberikan latar belakang
berupa titik-titik hitam sehingga menyulitkan pembacaan hasil.

Cara penandaan pelacak DNA B. malayi 153 dengan fluorescein lebih cepat
dibandingkan dengan digoxigenin, yaitu hanya memeriukan waktu 1 jam pada suhu
37°C (sesuai ldengan protokol). Selain it tidak diperlukan purifikasi untk
memurnikan pelacak DNA yang sudah tertandai. Pelacak DNA B. malayi 153
yang sudah tertandai dapat diketahui dengan cara deteksi yang sangat cepat dalam
waktu kira-kira 30 menit.

Sistem penandaan pelacak dengan fluorescein pada ujung 3’ dibuat khusus
untuk menandai pelacak DNA yang berukuran < SO nukieotida.  Untuk
mendapatkan fragmen pelacak DNA B. malayi 153 maka dilakukan PCR pada
DNA rekombinan klon 9. Hasil analisis reaksi PCR pada gel agarose, diketahui
bahwa ukuran.fragmen yang diperoleh dari reaksi PCR sekitar 440 bp. Kemudian
hasil PCR ini dianalisis pada southern blot yang dihibridisasi dengan pelacak DNA
B. malayi 31-mer yang ditandai dengan 3" fluorescein. Hasil southern blor
menunjukkan PCR memperbanyak DNA pada sikuen yang spesifik yaitu sikuen
pelacak DNA B. malayi 153 bp. Kemudian fragmen témcbut ditandai dengan

fluorescein dan dicoba pada tes dot blot. Hasil tes dot blot memberikan latar
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belakang yang bersih pada membran sehingga pembacaan hasil lebih mudah. Oleh

karena itu penandaan pelacak DNA B. malayi 153 dengan fluorescein dipakai pada

penelitian ini.

F. Menentukan spesifisitas dan sensitivitas pelacak DNA B. malayi 153-
fluorescein pada tes dot biot.

Untuk menentukan spesifisitas pelacak DNA B. malayi 153 dilakukan
hibridisasi pelacak DNA B. malayi 153 dengan DNA B. pahangi dan DNA B.
malayi dari Kalimantan Timur, Lampung, dan Kendari. Hasil hibridisasi
menunjukkan bahwa pelacak DNA B. malagyi 153 udak bereaksi silang dengan
DNA B. pahangi dan dapat mendeteksi DNA B, malayi dari Kalimantan Timur,
Lampung, dan Kendari.

Penentuan sensi-livitas pelacak DNA B. malayi 153 dilakukan dengan
melakukan pengenceran konsentrasi DNA B. malayi dari 6,4 ng sampai 0,1 ng.
‘Hasil tes dot blot menunjﬁkkan bahwa pelacak DNA B. malayi 153 dapat
mendeteksi DNA parasit B. malayi sampai konsentrasi DNA 0,1 ng (sama dengan
DNA setengah mikrofilaria).

Dari hasil spesifisitas dan sensitivitas di atas, dapat diketahui bahwa pelacak

DNA B. malayi 153-fluorescein memenuhi kriteria sebagi alat pemantau.
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G. Penggunaan pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein untuk mendeteksi

1 larva infektif dalam pyamuk setelah PCR di laboratorium.

Hasil PCR menunjukkan bahwa DNA berulang 1 L3 B. malayi atau
B. pahangi telah berhasil diperbanyak tanpa atau dengan adanya berbagai jumlah
nyamuk. Meningkatnya jumiah nyamuk yang dipakai dalam reaksi PCR
menyebabkan hasil PCR yang tidak konsisten.

Hasil reaksi PCR pada gel agarose (elektroforesis) menunjukkan bahwa
panjang pita yang diperoleh sesuai dengan vang diinginkan yaitu 322 bp. Pita
trimer dan dimer teramati secara samar pada sampel 1 L3 tanpa jaringan nyamuk.
Tidak ada pita yang teramati pada hasil PCR nyamuk negatif.

Hasil tes dot blot menunjukkan bahwa pelacak DNA B. malayil53-fluorescein
mampu mendeteksi 1 p1 sampel hasil PCR dari pen;ggerusan 1 larva infektif B.
malayi dalam berbagai jumlah nyamuk negauf (1,3,5 nyamuk negatif). Intensitas
signal yang dihasilkan sampel 1 laﬂa infektif tanpa nyamuk tidak berbeda dengan
intensitas signal yang dihasitkan oleh sampel 1 larva infektf deng'an berbagai
jumlah nyamuk negatif. Selain itu juga tidak ditemukan reaksi silang antara
pelacak DNA dengan hasil PCR larva infektif B. pahanzi, nyamuk negatif, DNA
nyamuk dan ﬁNA manusia.

Hasil pengulangan tes dot blot untuk mendeteksi 1 L3 B. malayi tanpa
nyamuk dan 1 13 B. malayi dalam berbagai jumiah nyamuk negatif (3, 5)
sebanyak lima kali tes memberikan hasil yang konsisten. Dengan demikian

memenuhi syarat sebagai alat pemantau.
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Tes dot blot cocok untuk pengujian sampe! flalam jumiah besar karena dor bloi
apparatus dapat menguji 96 sampel. 1 sampel terdiri dari 5 nyamuk maka 96
sampel dapat mengolah 480 nyamuk. Pada tahap hibridisasi, membran dapat
dihibridisasi saling membelakangi maka jumlah sampel yang dapat diolah adalah
2 X 96 sampel X 5 nyamuk = 960 nyamuk dengan wakm kerja selama 25 jam.

Keuntungan tes dot blot dengan pelacak DNA adalah bahwa sampe! nyamuk
yang dikumpulkan di lapangan tidak perlu langsung diproses di tempat, tetapi
dapat disimpan dalam larutan pengawet 100 mM EDTA unwk dikirim ke

laboratorium rujukan.

VI. Kesimpulan

Pelacak DNA B. malayi yang ditandai dengan jluorescein pada tes dot blot
dapat dipakai sebagai alat pemantau pada program pengendalian filariasis di
Indonesia, karena:

1. Pelacak DNA B. malayi 153 dapat dihasilkan dalam jumlah banyak melalui
kloning dengan waktu relatif singkat pada kultur selama 24 jam di Indonesia.
2. Pelacak DNA tersebut cukup stabil vntuk kurun waktn yang lama. Kion
positif yang mengandung pelacak DNA dapat disimpan untuk beberapa tahun.

Selain itu jika klon positif hilang karena suatu hal maka pelacak DNA dengan

stkuen yang sama dapat disintesis kembali.

3. Pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein adalah spesifik untuk parasit B,
malayi dan dapat mendeteksi DNA B. r_nalayi sampai konsentrasi 0,1 ng

(setara dengan setengah DNA mikrofilaria).
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4. Pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein bereaksi dengan strain-strain B.

malayi di Indonesia, yaitu B. malayi strain Kalimantan Timur (zoofilik
aperiodik), B. malayi strain Lampung (zoofilik subperiodik), dan B. malayi
strain Kendari (zoofilik subperiodik).

5. Pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein sensitif untuk mendeteksi hasil PCR
dari penggerusan 1 larva infektif B. malayi di dalam 5 nyamuk negatif pada

tes dot biot.

6. Hasil pengulangan pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein pada tes dot biot
konsisten. |

7. Pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein pada tes dot blot mudah dilakukan
karena nyamuk dapat dikumpulkan dalam larutan pengawet 100 mM EDTA
dan dikirim ke laboratorium rujukan. Tes tersebut dapat mengolah 960
nyamuk dalam waktu 25 jam kerj.a dan dapat membedakan spesies filaria B.

malayi dari parasit filaria hewan B. pahangi.

Dari uraian tersebut diatas dapat disimpulkan bahwa pada penelitian teiah
dihasilkan svatu pelacak DNA B. malayi 153 baru yang dapat ditandai dengan
molekul non-radicaktif fluorescein. Pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein
tersebut spesifik dan sensitif pada tes dot blot dan dapat digunakan sebagai alat
pemantau secara entomologis pada program pengendalian filariasis B. malayi di

Indonesia, karena sudah memenuhi ke tujuh persyaratan yang ditentukan sehingga

hipotesis dapat diterima.
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VIi. Saran

1. Pengembangan tes iebih lanjut perlu dilakukan dcng'an cara meningkatkan
jumiah nyamuk pada Gap sampel sehingga harga per sampel dapat diturunkan.

2. Up lapapgan pelacak DNA B. malayi 153-fluorescein perlu dilakukan di
daerah-dacrah endemis B. malayi untuk memantau keberhasilan program
pengendalian filariasis.

3. Laboratorium rujukan untuk pemeriksaan tes dot blot dengan pelacak DNA
B. malayi 153 perlu didirikan di dua tempat, yaitu di Indonesia bagian Barat
dan di Indonesia bagian Timur.

4. Pembuatan pelacak DNA B. malayi 153 ditawarkan kepada badan industri
untuk diproduksi dalam jumlah banyak (skala nasional).
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SUMMARY, CONCLUSIONS AND SUGGESTIONS

1. Introduction

Human lymphatic filariasis is a disease resulting from an infecuon with a
nematode parasite from which the infective larvae will develop into the fernale and
male adult worms in the lymph vessels and lymph nodes. The females produce
microfilariae which circulate in the peripheral blood. The microfilariae will
develop into  larvae in the mosquitoes. The infective larvae will acuvely move
to the proboscis and ready to enter the human host through the wound made by
mosquitoes.

The disease is an important public health probiem in the rural and slum areas
of many tropical and subtropical countries, predominantly affecting the young and
active working people; therefore it will significantly decrease the economic
productivity of the community (Oemijati, 1986, Partono, 1988).

In Indonesia, more than 20 miliion people live in endemic areas and
approximately 3-4 million are currently infected (Partono & Rukmono, 1989).
From the three species of filarial parasites infecting man (Wuchereria bancrofii,
Brugia malayi, and Brugia rimori), B. malayi is the major parasite and is widely
distributed throughout the Iﬁdonesian islands.

The transmission of the disease occurs through the bite of a2 vector mosquito
containing third stage (infective) filarial larvae. Repeated infections over a long
period are apparently necessary for the development of microfilaraemia or ¢linical
filariasis among natives. Migrants from non-endemic to endemic filaria areas are
prone to develop clinical filariasis within a short time but people making brief

visits of 1-2 weeks to endemic areas are probably not at risk (Partono, 1988).
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The course of lymphatic filariasis starts with the prepatent period, followed
by asymptomatic microfilaraemia , acute and then chronic filariasis. The prepatent
period lasts 3-7 months, and the clinical incubation period varies from 2 to more
than 10 years among natives. In migrants moving from non-endemic to endemic
filarial areas, lymphatic filariasis runs an accelerated course: acute clinical
filariasis may develop within 2-3 months, and chronic clinical filariasis within 1-2
years: Microfilaraemia develops much later.

The acute clinical manifestations of lymphatic filariasis are characterized by
episodic attacks of lymphadenits associated with fever for 2-5 days and usually
heal spontaneously. Sometimes lymphadenitis is followed by a characteristic
rerograde lymphangitis. At this stage, there is often lymphoedema of the foot or
ankle. Tke acute clinical course with its complication may last from several
weeks io 3 months. Usually, the oedema subsides after each episodic attack, but
with repeated attacks the oedema persists, leading to chronic lymphoedema and
ultimately to elephantiasis. Characteristically in brugian filariasis, elephantiasis
involves the leg below the knee, but occasionally it affects the arm below the

elbow.

The diagnosis can be made by examinations of the clinical manifestations and
by finding microfilariae in blood samples.

Filariasis control program has been launched by the government since 1970.
DEC is used to treat the people in the endemic areas. The evaluation of the
control program is done by determining the microfilaria rate in the night blood of
the treated people. There are several constrainis in monitoring the progress of
control program with this method. Firstly, the reluctance of the people to

undergo repeated examination of their night blood. Secondly, the high costs
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associated with night blood surveillance of the infected communities which have
1o be paid by the control program.

An entomological assessment is considered as an alternative tool to monitor
the progress of the control program. However, conventional emtomological
assessment method through direct mosquitoes dissection under the microscope can
not distinguish the infective larvae of different filarial species found in
mosquitoes. Therefore, there is a need to develop a new tool which can determine
exclusively infective larvae of B. malgyi in mosquitoes to order to monitor the
progress of the control program.

In recent years, DNA probes have been developed using biotechnology.

B. malayi DNA probe, pBma 68, has been made from a plasmid which contained
two copies of the Hha I repeat sequence of B. malayi (McReynold et al., 1936).
Sim et al.,(1986*)developed another plasmid probe called pBm15 that contained
4 copies of repeated sequences of B. malayi. These probes were labelled with
radioactive molecule *P and tested in a dot blot assay. The dot blot hybridization
assay showed that the probes revealed cross-hybridization to genomic B. pahangi
DNA.

The species—speciﬁcity- of the probe could be improved by constructing a
oligonu‘cleotide probe based on the most divergent region in comparing the
consensus sequences of B. malayi t0 B. pahangi (Williams et al., 1988). The
probes are 29 (B. malayi) and 21 (B. pahangi) nucleotides long. These
radiolabelled oligonucleotides probe have been used in dot blot hybridization
assay. The results showed that the probes were specific for its parasite and
sensitive enough to detect 0.2 ng DNA. The radiolabelled probes are not suitable

for field use, because they are expensive, have a short shelf-life, need special
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wraining for handiing and laboratories for their use and disposal to avoid potential
health hazards.

Various non-radioactive molecules have been developed to label the DNA
probe (biotin, digoxigenin, and fluorescein). The non-radioactive probes can be
detected by colorimetric detection system observed by naked eyes or
chenﬁluminescent detection system which can be exposed to the X-ray film and
a positive result gives a black dot on the film. Usage of the colormetric detecoon
has several limitations in the reprobing technique of the membranes. This
problem can be solved by using a chemiluminescent detection system.

The non-radioactive probes are not as sensiove as the radioactive probes.
Williams et al, 1991 (in press) designed the new longer oligonucleotide probes for
B. malayi and B. pahangi in order 1o increase the sensitivity and specificity. The
size of the probes were 45-mer B. malayi and 44-mer B. pahangi respectively.
Each probe was labelled with uridin-biotin alternated thymidine on both tails of
the probe. The probes were specific for each parasite and sensitive to detect
0.1 ng DNA (equivalent to half microfilaria) (Supati et al., 1989). The B. malayi
biotinflated pfobc needs 1o be screened against Indonesian B. malayi before it can
be used as a tool to monitor the progress of the control program in B. malayi
endemic areas. |

The main problem of this experiment is whether a new non-radiocactive B.
malayi probe which is specific and sensitive in the dot blot assay can be used as
a tool in the entomological assessment for monitoring the progress of the filariasis
control program in B. malayi infected areas of Indonesia ?. There are 7
requirements to be fulfilled before the probe can be widely used:

1. The probe should be produced in a sufficient quantity in a relatively short
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period in indonesia.

The probe should be stable.

The probe should be specific and sensitive tor B. malayi parasite.

The probe should be able to hybridize with the Indonesian B. malayi strains.
The probe should be sensitive enough to detect 1 L3 in mosquitoes.

The dot biot assay should be reproducibie.

The dot blot assay should be simple.

II. The objective of the experiment

General objective:

To develop a non-radioactive Brugia malayi DNA probe which is specific and

sensitive in dot blot assay against B. malgy! filarial parasite in mosquitoes for

monitoring the pmgresé of filariasis control program in B. malayi infected areas

of Indonesia.

Specific objectives:

1.
2.

e W s

To determine the repeated sequences of - Indonesian B. malayi strains

To design a new B. malayi DNA probe from the Indonesian B. malayi

CONSEnsus sequence.

To produce o B. malayi specific DNA probe in sufficient quantitizs
To determine a suitable non-radioactive labelling system

To determine specificity and sensitivity of the probe in a dot blot assay

To detect a B. malayi infective larva in mosquitoes in a dot blot assay after

PCR amplification
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IH. Hyphotesis:

A new non-radioactive B. malayi DNA probe which is specific and sensiove
in a dot blot assay can be used as a tool in the entomological assessment for
monitoring the progress of the filarial - control program in B. malayi infected

areas of Indonesia.

1V. Materials dan methods
The experiments were carried out at the Department of Biological Sciences,
Smith Coliege, USA and the Department of Parasitology, Faculty of Medicine,

University of Indonesia since 1988-1992 as a sandwich program for Ph.D degree
financed by World Health Organization.

A. Screening the 45-mer biotinylated B. malayi DNA probe to different
Indonesian B. mhyi strains
The 45-mer biotinylated B. malayi probe was tested against various strains of
B. malayi from Indonesia in order to determine the specificity and sensitivity of
the probe before it is widely used as a .tool for monitoring the progress of B.’

malayi filariaSis control pn-)gram in mosquitoes.

B. Determining the repeated sequences of the Indonesian B. malayi strains

Several Indonesian B. malayi strains, Kendari strain (subperiodic zoophilic),
Bengkulu strain (subperiodic zoophilic), and Buton strain (antropophilic) need to
be sequenced in order to determine the consensus sequence of the Indonesian B.

malayi Hhg I repeated sequence.
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C. Designing a new B. malayi oligonucleotide probe

Hha I repeats cloned from different Indonestan B. malayi were sequenced.
The B. malayi sequence comparison was done in order to find the Indonesian B.
malayi consensus sequence. The B. malay! consensus sequence obtained was
compared. to the B. pahangi | consensus to find the most divergent region of the
322 base pair repeat which will be used as the sequence of the new B. malayi

by

probe. All sequence analysis were done ‘asing computer analysis program, Mac

Vector II (International Biotechnoiogies Incorporation, New Haven, CT).

D. Producing the B. malayi probe in a sufficient quantity
For monitoring the success of B. malayi filarias is control program, the probe
should be produced in sufficient quantities in Indonesia. Therefore, the probe has

to be cloned into vector DNA (Bluescript plasmid).

E. Determining the suitable non-radioactive labelling system for the probe
Two different non-radioactive Iabelling systems were used in the experiment:

1. Dig DNA labelling and detection kit from Boehringer Mannheim. The kit
uses digoxigenin as a non-radioactive molecule to label the probe in random
priming technique.

2. ECL 3’-oligolabelling and detection system from Amersham. The kit uses

fluorescein as a non-radicactive molecute to label the probe in end labelling

priming technique,
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F. Determining the specificity and sensitivity of the B. malayi fluorescein
labelled DNA probe in a dot blot assay -

The specificity of the B. malayi fluorescein labelled DNA probe was
determined by hybridization the probe to B. pahangi DNA and B. malayi DNA -
from different Indonesian strains. Doubling dilution ranging from 6.4 ng to 0.1
ng of the DNAs were used in the dot blot assay in order to know the sensitivity

of the probe. The sensitivity of the probe was determined by the lowest
concentration of DNA detected by the probe.

G. Detection of 1 infective larva in mosquitoes using the B. malayi
fluorescein labelled DNA probe at the laboratory
The B. malay! fluorescein labelled DNA probe was used to detect 1 infective

larva without or with the different numbers of  unifected mosquitoes after PCR

in the dot blot assay.

V. Results

A. Screening the 45-mer biotinylated B. malayi DNA probe to different
Indonesian B. malayi strains
The 45-mer B. malayi DNA probe which had been labeled with 45-mer
uridin-biotin alternated thymidine hybridized to all of Indonesian B. malayi strains
tested (East Kalimantan strain, Lampung strain, Kendari strain). The probe was
sensitive enough to detect 0.1 ng of all strains. There was no doubling dilutions
for B. malayi from Buton isolate because of limited amounts of DNA sample

available. Only one spot of a very small amount of DNA (25 pg) was used in the

assay.
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There was cross-hybridization of the B. malayi probe to B. pahangi, but the

B. malayi probe hybridized much more sl:rongiy to B. malayi DNA. A dot

containing 0.1 ng of B. malayl DNA was darker than a dot of 6.4 ng B. pahangi
DNA. Therefore, the specificity was gifater than 64-fold.

The 45-mer biotinylated B. malayi DNA probe cross hybridized to uninfected

mosquitoes. This might be due to endogenous biotin present in the bodies of the

mosquitoes wiich reacted to the detection system.

B. Determining the repeated seguences of the Indonesian B. malayi strains

Several positive clones were found in the screening clones using the
radioactive (¥S) labelled pBma 68. There were 3 positive clones of B. malayi
Kendari strain (subperiodic zoophilic), 6 positive clones of B. malayi Bengkulu
strain (subperiodic zoophilic), and 4 positive clones of B. malayi Buton strain
(antropophilic). The positive clones were then sequenced and analyzed in order

to determine the consensus sequence of the Indonesian B. malayi Hha I repeated

sequence.

C. Designing a new B. malayi oligonucieotide probe

The B. malayi sequence comparison was done in order to find the Indonesian
B. malayi consensus sequence. The B. malayi consensus sequence obtained was
compared to B. pahangi consensus to find the most divergent region of the 322
bp repeat. The region 238-263 (25 nucieotides in length) showed maximum
difference (40% or 10 nucleotides different in 25 nucleotides) and GC rich (52%).

Therefore, this divergent region was used as a sequence for a new B. malayi DNA

probe.
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Restriction enzymes analysis using 192 enzymes was also done in the
computer program to find those enzymes that would cut within 25 nucieotides of

this divergent region. The results showed that only one enzyme, Mag 2, cut the

238 region and no enzyme cut The 263 region. Therefore, two complementary

oligonucleotides based on that region were synthesized.

D. Producing the B. malayi probe in a sufficient quantity

The 25-mer oligonucleotides probe was too small to be an effective probe in
a plﬁsmid bluescript II (2961 bp), so it needed to be ligated to make a longer
chain. When two 25 mers were ligated together, there were 2 possible
orientations produced: the same orientation or reverse onentation of the ligated
probe. The same orientation of the ligated probe was needed in order to avoid
secondary structure of the probe when it was melted for use as a hybridization
probe. To avoid cloning of the reverse ligated probe, 3 nucleotides of additional
linker DNA was synthesized on both the 5° and 3’ side of the probe (which made
the total size of the probe 31 nucleotides). Ligation of the probe with the 3°-mer
ends in reverse orientation resuited in the creation of restriction sites that could be
cut by restriction enzymes Nde I or Nsi L.

The ligation of oligonucleotides was run on a gel to estimate the size of the
ligation products. The largest size of the fragment was ‘about 160 bp. The 160
bp fragments were then concentrated using the centricon-100 microconcentrator.
The fragment was cloned into the plasmid bluesctipt II vector.

Nine positive clones were obtained by screening the white colonies with 3§

labelled genomic B. malayi DNA. The DNA was isolated and tested in a dot blot

assay probed with *'S labelled genomic B. malayi DNA in order to ascertain which

Pengembangan pelacak DNA..., Taniawati Supali, 1992



138

clones had the largest inserts. From the assay, it was found that clone 9 gave the
darkest signal.

Using signal intensity as a measurement, six clones (1, 3, 5, 6, 7, 9) were
chosen for DNA sequence analysis. Clone 9 showed to have the largest insert of
multple 31-mer oligonucleotides. This clone contained a 153 bp insert that
consisted of 6 copies of the 31-mer fragment. All fragments ligated were in the
same orientation. Sbme nicleotides in the fourth and the sixth repeats were
deleted. The fourth repeat of 31-mer was only 19 nucleotides long and the sixth
repeat was only 10 nucleotides long.

Since clone 9 was the only clone containing the largest insert so it was
decided to use it as a B. malayi DNA probe and was named B. malayi DNA probe
153.

The clone 9 was then purified and grown in the LBA (Luria berrani
ampicillin) medism for recombinant DNA isolation. From 250 ml culture of
clone 9 in LBA medium, 5 ug of recombinant DNA could be harvested. The time
required for producing the recombinant DNA was only 24 hours working time.
This result showed that the time needed to produce the probe was relatively short
in comparison with the time needed for buying a probe, as the ordering,
producton, and sending of the probe would be time-consuming and expensive.

The positive clone could be maintained either in ethanol as the recombinant
DNA or in glycerol as the E. coli bacteria containing the recombinant DNA at -

20°C, which dacstable for several years. If the positive clone is lost, the DNA
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probe with the same sequence can be syntesized again accurately using DNA

synthesizer. Therefore, the DNA probe is stable.

E. Determining the suitable non-radioactive labelling system for the probe

By comparing two different labelling systems, it was found that the time for
processing the fluorescein labelling system was shorter than the digoxigenin
lﬁbelling system. The digoxigenin labeliing system and purification step needed
4 hours and the probe gave a dirty background in the dot blot assay. The
fluorescein labelling system needed only 1 hour labelling time at 37 C. The
labelied probe could be monitored using a rapid method within 30 minutes and
could be directly used without purification step.

Fluorescein labelling system was designed to label short oligonucleotide DNA
i.e. 50 nucleotides or less. In order to obtain a DNA fragment of the B. malayi
DNA probe 153, the recombinant DNA of clone 9 was amplified by PCR. The
electrophoresis analysis showed that the fragment size of the PCR product was
about 440 bp. This gel was then southern blotted and hybridized with fluroescein
labelled 31-mer B. malayi DNA probe. The southern blot result showed that the
PCR amplified the right sequence of the B. malayi DNA probe 153. The
fragment was_then labelled with fivorescein and tested in a dot blot assay. The
dot blot assay showed that there was no background observed, therefore the

fluorescein labelling system was used in these experiments.
F. Determining the specificity and sensitivity of the B. malayi fluorescein

labelled DNA probe in a dot blot assay

The specificity of the B. malayi DNA probe 153 was determined by
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hybridizaton of the probe 10 the Indonesian B. malayi strains, East Kalimantam
(aperiodic zoophilic), Lampung (subperiodic zoophilic), Kendari (subperiodic
zoophilic}) and B. pahangi (animal filarial parasite). There was no cross-
hybridization observed in a dot blot assay. The sensitivity of the probe was
determined in the dot blot assay wsing doubling dilution of B. malayi DNA
ranging from 6.4 ng 10 0.1 ng. The probe showed to be highly sensitive, and the

limit of detection wus approximately 0.1 ng of B. malayi DNA.

G. Detection of 1 infective larva in mosguitoes using the B. malayi}

fluorescein labelled DITI.A probe at the laboratory

The PCR results showed that the Hha T DNA repeats were successfully
amplified from one infective larvae without or with 5 mosquitoes debris being
present. Since the method was constantly reproducible, it was decided to increase
the number of mosquitoes added to one L3, but the results were inconsistent.

On the electrophoresis gel, the bands of the PCR product were approximately
seen in the 322 bp region, the size expected for Hha I repeat DNA. A dimer and
trimer were also faintly visible in L3 samples only. No 322 bp band was
observed in mosquito samples.

The dot blot hybridization assay demonstrated that the probe could detect 1
1 of the PCR product of the squashed 1 L3 B. malayi in the presence of different
uninfected mosquitoes numbers (1,3,5 uninfected mosquitoes). There was no
differences in the sensitivity of the probe in the amplified product of one L3 with
or without mosquitoes. There was no cross hybridization observed in the dot blot

hybridizatdon with either B. pahangi amplified DNA, vninfected mosquito
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amplified DNA, human and mosquito DNA. The results of the repeated dot blot
assay showed that the assay was consistent.

The dot blot assay could handle 96 samples. |1 | sample contained 5
mosquitoes, Therefore 96 samples could process 480 mosquitoes. Since the membran
could be hybridized back to back, twice as 480 mosquitoes: that is 960 mosquitoes
could be processed in 25 hours in a dot blot assay.

The advantage of using B. malayi DNA probe 153-fluorescein in the dot biot
assay is the preservation of the collected mosquitoes in 100mM EDTA and then

sent from the field to the reference laboratory.

V1. Conclusions

The fluorescein labelled B. malayi DNA probe 153 was produced in this
experiment. The probe could be used as a tool in the entomological assessment
for monitoring the progress of the filariasis control program, because of:

1. The B. malayi DNA probe 153 can be produced in a sufficient quantity in a
relatiQely short period in Indonesia through cloning technique.

2. The B. malayi DNA probe 153 is stable. The probe is stable either in ethanol
or gliserol for several years. If the probe is lost for some reason, the probe
with the same sequence can be synthesized again accurately.

3. The fluorescein labelled B. malayi DNA probe 153 is specific for B. malayi
parasite and is sensitive enough to detect 0.1 ng B. malayi DNA (equivalent to
half DNA of microfilaria).

4. The probe hybﬁdized to Indonesian B. malayi strains, i.e. East Kalimantan
strain (aperiodic zoophilic), Lampung strain (subperiodic zoophilic) and
Kendari strain (subperiodic zoophilic).

Pengembangan pelacak DNA..., Taniawati Supali, 1992



142

4. The fluorescein labelled B. malayi DNA probe 153 is sensitive enough to

detect the PCR product of the squashed one B. malayi infective larva in the
presence of 5 uninfected mosquitoes in the dot blot assay.

The repeated dot blot assay gives comiﬁent results.

The dot blot assay using fluorescein labelled B. malayi DNA probe 153 can
be performed -accurately andwith ease, The collected mosquitoes can be
preserved in 100mM EDTA and can be directly sent from the field to the

reference laboratory. An assay is able to process 960 mosquitoes.

VIL. Suggestions

1.

To conduct further studies by developing assay using more mosquitoes in each

sample in order to decrease the price of the assay.

To conduct field trial of the fluorescein labelled B. malayi DNA probe 153

in B. malayi infected areas in order to evaluate the progress of the filaria sis
control program.

To set up reference laboratories for the assay, one in West Indonesia and one

in East Indonesia.

To open negotiations with the industrial companies for mass-production of the

new B. malayi DNA probe (B. malayi DNA probe 153).
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LAMPIRAN2

PEMBUATAN FENOL-KLOROFORM UNTUK EKSTRASI-DNA

Ke dalam kristal fenol ditambahkan volume yang sama ddH,O dan diaduk
selama beberapa jam pada suhu 4 C hingga semua kristal larut, kemudian
larutan dibiarkan pada suhu kamar hingga terbentuk 2 lapisan yang terpisah.

Lapisan fenol (yang berada dibagian bawah) dipindahkan ke dalam botol
berwarna (untuk menghindari cahaya) dan disimpan pada suhu 4" C.
*0,1% antioxidant 8-nydroxyquinoiine ditambahkan ke dalam larutan fenol,
dan berfungsi sebagai pengawet dan indikasi yang memberikan warmna kuning
pada larutan fenol. Perubahan warna yang terjadi pada larutan fenol
menunjukkan bahwa larutan tersebut tidak dapat dipergunakan lagi.

Larutan fenol dijenuhkan dengan menambahkan volume yang sama 1M Tris-
HCI pH 8 dan diaduk selama beberapa jam pada suhu 4 C, kemudian larutan
dibiarkan pada suhu kamar sehingga terbentuk 2 lapisan.

Lapisan atas dibuang dan kemudian ditambahlkan volume yang sama 0,1M
Tns-HCl pH 8 serta diaduk selama beberapa jam, lalu larutan dl.Slmpan pada
suhu 4°C. Larutan fenol berada pada lapisan bawah dan larutan ini hanya
dapat disimpan selama 1 bulan.

Campuran kloroform dan isoamil alkohol (chisam) dibuat dengan
perbandingan 24:1. Chisam disimpan dalam botol berwarna.

Sumber: Maniatis, dkk., 1982,
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LAMPIRAN 3

MEMPERSIAPKAN SEL KOMPETEN Escherichia coli CaCk
UNTUK TRANSFORMASI

Larutan yang dipakai:

10X Garam M9
- 60 g Na:zHPO.
30 g KHaPOs
10 g NH.Cl
5 g NaCl .

dilarutkan dalam 1 liter ddH:O dan disteril dengan autoklaf 120°C selama
30 menit.

Medium minimal {100ml)
- 88 ml steril ddB20 dimasukkan ke dalam 100 ml botol steril
10 ml 10X garam M9
100 pL 1M MgSOu
1 ml 20% glukosa
100 gL 1% tiamin (Vit B1)
1 mi 0,01 M CaClL

- Semua bahan dicampurkan, kemudian ditambahkan ddH-0 sampai 100 ml .
- Larutan disteril dengan filter 0,22 pm '

Minimal plate: 15 g agar ditambahkan ke dalam 1 liter medium minimal

Medium 2X YT
- 16 g Bacto-tryptone -
10 g Yeast extract
10 g NaCl
dilarutkan dalam 1 liter ddH:0
disteril dengan autokiaf 120°C selama 30 menit

Medinm LB (Luria Bertani)
- 10 g Bacto-tryptone
- 5 g Yeast extract
10 g NaCl
dilarutkan dalam 1 liter ddH0
disteril dengan avtoklaf 120" C selama 30 menit
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Cara kerja:

1.

Bakteri E. coli JM 101 ditumbuhkan pada LB piate dan diinkubasi pada suhy
37°C semalam (+ 12 jam). i

Bakterl tersebut dimmbuhkan pada Minima! plate (medinm selektif) dengan
suhu 37°C selama + 16 jam (sampai teriihat adanya koloni pada medium).
Koloni yang akan tumbuh pada medium tersebut adaiah koloni bakteri jantan,
yaitu bakteri yang mempunyai faktor F.

Kemudian bakteri ditumbubikan dalam 10 mi medium cair LB pada suhu 37°C
sclama semalam (4 10 jam), yang bertujuan untuk mendapatkan suspensi.

Bakteri yang didapat diencerkan 1:100 dalam 30 ml medium 2X YT dan
ditumbuhkan pada suhu 37 C dalam shaking incubator hingga mencapai
OD550= 0,25-0,3 (diinkubasi 1%4-2 jam).

Pada saat bakieri sedang tumbuh, dipersiapkan larutan 100mM CaCk dan
50mM CaCl/50mM MgCl: dengan mengencerkan larutan 1M CaClL dan
MgClhz, dan semua larutan disteril dengan filter 0,22 pm. Kemudian semua
larutan disimpan dalam es sampai siap dipakai.

Jika suspensi sudah mencapat OD550= 0,25-0,3 maka suspensi disentrifugasi
pada suhu 4 C selama 10 menit dengan kecepatan 2000 x g.

Supemnatan dibuang, dan ke dalam pelet yang terbentuk ditambahkan 15 ml
100mM CaCk (dingin) dengan pipet yang disentuhkan pada dinding tabung
dekat dengan pelet sehingga sel-sel akan tercampur dalam larutan
(dibindarkan kontak langsung pipet dengan sel). Penambahan larutan
tersebut tidak boleh lebih dari satu menit.

Suspensi sef disimpan dalam es selama 30 menit, kemndian disentrifugasi pada
suhu 4°C selama 10 menit dengan kecepatan 2000 x g.

Supernatan dibuang, dan ke dalam pelet ditambabkan 3ml 50mM
CaCl/50mM MgCh (dingin) dengan pipet melalui pinggiran pada tabung
sehingga sel tercampur dalam larutan.

10. Suspensi se} disimpan dalam es selama 60 menit sebelum dipakai.
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LAMPIRAN 4
TRANSFORMASI BAKTERIOFAG M13

Larutan yang dipakai:

2 % X-GAL (5-bromo-4-chioro-3-indolyl-b-D-palactoside)
- 0.35 g x-gal dilarutkan dalam 17.5 ml dimethyl formamide (larutan di
simpan dalam botol kaca dan dijauhkan dari cahaya)
- Larutan disimpan -20°C

0.1 M IPTG
- 0.24 ¢ IPTG
- 10 ml ddH:0
- disterilkan dengan filter 0.22pm dan disimpan -20°C

Medium LB (Luria Bertani)
- 10 g Bacto-tryptone
- 5 g Yeast exmact
10 g NaCl
dilarutkan datam 1 liter ddH.O ]
disteril dengan autoklaf 120°C selama 30 menit

LB plate: 15 g agarose ditambahkan ke dalam 1 liter medium LB sebelum disteril

LB top agarose
- 0,6 g agarose ditambahkan ke dalam 100 ml medium LB sebelum disteril

Cara kerja:

1. Mempersiapkan cawan petri yang berisi medium LB (LB plate) sesuai dengan
kebutuhan sehari sebelum transformasi.

2. Mempersiapkan sel kompeten E. coli JM101 sesnai dengan protoko! pada
lampiran 2 dan masukkan 100 zl suspensi set per tabung (tabung 1).

3. Ke dalam tabung (tabung 2) dicampurkan:
- 3 ml medium LB top agarose
- 50 pl 2% X-gal
« 20 p1 0,1IM IPTG

- 200 pl sel bakteri E. coli IM101 (hasil kultur semalam sel bakteri dalam

medium LB)
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Membuat pengenceran dari reaksi penempelan bakteriofag M13mp18-DNA
parasit sebagai berikut: '
a. Pengenceran 1:5

.1 pl reaksi penempelan bakteriofag M13mpl8-DNA parasit
4 pl TE

5pl
b. Pengenceran 1:10

1 pl reaksi penempelan bakteriofag M13mpl18-DNA parasit
9yl TE

10 ul

1ul dari pengenceran tersebut ditambahkan ke dalam tabung 1. Semua |
pengenceran 1:5 dan 1:10 dibuat 5X ulangan. J

Tabung diletakkan dalam es selama 30 menit, kemudian diletakkan dalam
water bath pada suhu 42 C selama 90 detk (heat shock).

Tabung diletakkan dalam es selama 2-5 menit I
Tabung 1 diuangkan ke dalam tabung 2

Campuran tersebut ditnangkan ke dalam cawan petri {LB plare)

Campuran didiamkan 10-15 Imenit pada suhu kamar

Cawan petri dimasukkan ke dalam inkubator 37" C dengan keadaan terbalik
(tutup cawan petri di bawah) dan dibiarkan semalam {12 jam).

Cawan petri disimpan dalam keadaan termitup dengan parafilm pada suhu
4 C. :

Pengembangan pelacak DNA..., Taniawati Supali, 1992
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LAMPIRAN 5

TRANSFORMASI PLASMID
Lanuan yang dipakai:

2 % X-GAL (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactoside)
- 0.35 g x-gal ditarutkan dalam 17.5 ml dimethyl formamide (larutan di
simpan dalam botol kaca dan dijauhkan dari cahaya)
- Lamutan disimpan 20°C

0.1 M IPTG
- 0.24 g IPTG
- 10 ml ddH:0
- disterilkan dengan filter 0.22pm dan disimpan 20°C

Medium LB (Luria Bertani)
- 10 g Bacto-tryptone
- 5 g Yeast extract
10 g NaCl
dilarutkan daiam 1 liter ddH20
disteril dengan autoklaf 120°C selama 30 menit

t

¥

LB plate: 15 g agarose ditambahkan ke datam I liter mediom LB sebelum disteril

LB top agarose
- 0,6 g agarose ditambahkan ke da]am 100 ml medium LB sebelum disteril

Medium LBA (Luria Bertani-Ampiciliin)
- 50mg ampicillin ditambahkan ke dalam 1 liter medium LB steril pada saat
suhu medmm +55°C

Medium 2X YT
- 16 g Bacto-tryptone
10 g Yeast extract
10 g NaCl
dilarutkan dalam 1 liter ddH:0
disteri dengan autoklaf 120°C selama 30 menit
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Medium SOC
- 20 g bacto-trypione
-~ 5 g yeast extract
- 0,5 g NaCl
-~ 10ml 250mM KCl _
- ddHz0 ditambahkan sampai volume 1 liter dan disteni dengan autoklaf
- Pada saat medium sudah dingin ditambahkan:
10ml 1M MgCl steril
20ml 1M Glukosa yang disteril dengan filter 0,22pm

10X Garam M9
- 60 g NoHPO.
30 g KH:PO«
10 j4 NH«Cl
5 g NaCl
dilarutkan dalam 1 liter ddH:0 dan disteril dengan autoklaf 120°C selama
30 menit

Medium minimal (100mIl)
- 88 ml steril ddH-0 dimasukkan ke daiam 100 ml botol steril
- 10 ml 10X garam M9
- 100 pxL 1M MgSO:
- 1 mt 20% glukosa
- 100 pL 1% tiamin (Vit B1)
- 1ml 0,01 M CaCl

- Semua bahan dicampurkan, kemudian ditambahkan ddH20 sampai 100 ml
- Larutan disteril dengan filter 0,22 pm

Cara kerja:

1. Mempersiapkan cawan petn yang berisi medium LBA (LBA plate) sesuai
dengan kebumhan sehari sebelum transformasi.

2. Sebelum transformasi ditambahkan 50 ul 2% X-gal dan 20 gzl 0,1M IPTG ke
dalam cawan petri, kemudian disebarkan secara merata pada permukaan LBA

pla':e dengan memakai hockey stick. Cawan petri pada suhu 37" C selama 2
jam.

3. Mempersiapkan sel kompeten E. coli IM101 sesvai dengan protokol pada
lampiran 2. Ke dalam setiap tabung dimasukkan 200 nl suspensi sel (tabung
).

4. 2 pl reaksi penempelan plasmid bluescript Il-pelacak DNA ditambahkan ke
dalam tabung 1 (dibuat 10X ulangan).
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Tabung tersebut diletakkan ke dalam es selama 30 menit, kemudian diletakkan
dalam warer bath pada suhu 42 C selama 90 detik (hear shock).

Tabung diletakkan ke dalam es selama 2-5 menit.
1 ml medium SOC ditambahkan ke dalam tabung 1 dan diinkubasi dalam

inkubator 37  selama 1 jam, kemudian dipindahkan ke dalam shaking
incubator 37  selama 1 jam.

Isi tabung 1 dituangkan ke dalam cawan petr1 dan disebarkan secara merata
dengan hockey srick dan dibiarkan selama 10-15 menit pada suhu kamar.

Cawan petri dimasukkan ke dalam inkubator 37 C dalam keadaan terbalik
(tutup cawan petri di bawah) dan dibiarkan semalam (+ 12 jam).

Cawan petri disimpan dalam keadaan termtup dengan parafilm pada subu
4 C. ' :

Pengembangan pelacak DNA..., Taniawati Supali, 1992



LAMPIRAN 6

PLAQUE LIFT

Larutan yang dipakai:

50 x Larutan Denhardt
- 1 g Ficoll type 400
1 g Bovine serum albumine (Pentax fraction V)
1 g Polyvinylpyrrolidone
dilarutkan dalam 100 mi ddH:O
disteril dengan filter 0.22 pm dan disimpan pada -20°C

Denaturasi DNA salmon sperm
- 0.1 g DNA salmon sperm diiarutkan ke dalam 10 mi ddH-0O
- diaduk sampai merata (2 - 4 jam)

- Jarutan disemprotkan dengan jarum suntik nomor 18 sebanyak 20x, .

kemudian dididihkan selama 10 menit .
- disimpan dalam tabung-tabung kecil iml pada -20 C

Larutan bufer pencuci
- 50 mM Tris pH 8
-1MNaCl
- 10 mM EDTA
- 0,1% SDS

Larotan denaturasi
- 0,5 M NaOH
- 1,5 M NaCl

Larutan neutralisasi
- 0,5 M Tris-HCI pH 7,5
- 1,5 M NaCl

Bufer pencuci filter
- 50 mM Tris pH 8
1 M NaCl
10 mM disodium EDTA
0,1% SDS
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Larutan prehibridisasi/hibridisasi

- 6X S8C

- 5X Larutan Denhardt

- 0,1 % SDS

- 10 mM disodium EDTA

Larutan pencuci membran setelah hibridisasi

1. 2X SSC
0,1% SDS

2. 0,2X SSC
0,1% SDS

Cara kerja:

1.

2.

Membran nylon dipotong sesuai dengan vkuran cawan petri.

Membran nylon diletakkan di atas permukaan cawan petri dengan hati-hati
selama § menit dan dihindarkan adanya gelembung udara.

Memberikan tanda pada membran dengan cara menusukkan jarum yang telah
diben1 tinta India secara asimefrns.

Membran diangkat dari cawan dengan hati-hati supaya iapisan agarose tidak

rusak, kemudian membran dikering-anginkan (dengan plague pada permukaan
atas) selama 15 menit.

Membran didenaturasi dengan meletakkan membran di atas kertas fijter yang
sudah dibasahi dengan 0,5N NaOH, 1,5M NaC(l selamz 2 menit, kemudian
dinetralisasi pada kertas filter yang dibasahi dengan 0,5M Tris-HCI pH 7,5,
1,5M NaCl selama 5 menit.

Membran-dibasahi dengan 2X SSC selama 2 menit.

Membran dikering-anginkan selama 15 menit pada suhu kamar, kemudian

membran dikeringkan dalam oven vakum pada 80" C selama 1 jam, bertu]u:m
untuk menempel DNA pada membran,

Membran dicuci dengan larutan bufer pencuci dalam shaking water bath pada
suhu 42°C selama 2 jam.

Membran diprehibridisasi dalam larutan hibridisasi pada suhu 60°C selama 2
jam,
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Membran dihibridisasi dengan menambahkan pelacak DNA pBma 68 yang
ditandai dengan moleku! radioaktif **S (Amersham) pada suhu 60 C selama
semalam.

Membran dicuci dengan larutan pencuci 2X SSC, 0,1% SDS pada suhu kamar
semalam !5 menit. Pencucian dilakukan 2X dengan pengocokan.

Kemudian mg’mbran dicuci dengan larutan pencuci 0,2X SSC, 0,1% SDS
pada suhu 60 C semalam 1 jam.

Membran dikering-anginkan pada suhu kamar, kemudian membran
dikeringkan dalam oven vakum pada 70 C selama 30 menit.

Membran dipaparkan pada X-ray film selama semalam. Fiim dicuci pada

larutan developer selarna 5 menit, air sefama 5 menit, dan larutan fixer seiama
5 menit.

Dot hiram pada film menunjukkan adanyaz klon yang mempunyai DNA

rekombinan, kemudian dilakukan purifikast terhadap klon-klon positif dengan
cara menumbuhkan klon-kion positif dalam cawan petri baru.
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LAMPIRAN 7

1SOLASI RANTAI TUNGGAL DNA BAKTERIOFAG M13mp18
UNTUK SIKUENSING

Larutan yang dipakai:

1X Bufer TE
- 10 mM TRIS pH 8
- 1 mM disodium EDTA pH 8
- dilarutkan dalam ddH.O

5X TBE
- 60.55 g TRIS
- 30.90 g boric acid
- 20 ml 0.5 M disodinm EDTA pH &
- ditambahkan ddH.O sampai 1 liter dengan pH 8

Ethidivm bromide
- 10 mg/ml dilarutkan dalam ddH:0

5X Loading dye
- 20% Ficoll (Pharmacia atau Sigma)
- 0.1% Bromophenol Blue
- 0.01 M TRIS pH 8
.= 0.01 M disodium EDTA pH 8

- 0.1% xylene cyanol FF
- dilarutkan dalam ddH:O

0.8 % gel agarose

- 0.8 g agarose
- 100 ml 1 X TBE

- dididibkan sampai larut sempurna, kemudian didinginkan sampai suhu 50 -
60 C, lalu ditnangkan ke dalam gel apparans

Cara kerja:

1. Menumbuhkan sel bakteri E. coli JM 101 dalam 50 mi medium minimal pada
suhu 37 C selama 8 jam, kemudian sentrifugasi pada 3000 g selama 10 menit.

2. Supemnatan dibuang, kemudian ditambahkan 10 mi 2X YT ke dalam pelet dan
diinkubasi pada suhu 37 C selama 2 jam dengan pengocokkan.
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+3. 2 mi 2X YT dicampurkan ke dalam 200 pl sel hakteri E. coli IM101,
kemudian diambil kion positif lau ditumbuhkan pada suhu 37" C selama § jam.

4. Ditambahkan 200p1 2,5M NaCL, 20% PEG 6000 (polyethylene glycol 6000
dari sigma).

5. Semua campuran Jartan dipindahkan ke dalam beberapa tabung eppendorf dan
disentrifugasi 12.000 x g pada suhu 4”C selama 10 menit.

6. Supernatan dibuang dan pelet dibiarkan mengering dengan meletakkan tabung
dalam keadaan terbalik di atas tssue.

7. Pelet dilarutkan dalam larutan 200 gl TE.

8. Dilakukan ekstrasi fenol-kloroform dengan menambahkan 200 ul fenol-Tris ke
dalam tabung, vorzex 1 menit dan disentmrifugasi pada 12.000g selama 2 menit,
kemudian lapisan atas yang terbentuk dipindahkan ke dalam tabung baru dan
ditambahkan 200 pl fenol-chisam, vorrex 1 menit dan disentrifugasi pada
12.000g selama 2 menit. Pindahkan supernatan bagian atas ke dalam tabung

dan tambahkan 200 pl chisam, kemudian vorrex 1 menit dan sentrifugasi pada
12.000g selama 2 menit.

9. Supernatan bagian atas dipindahkan ke dalam tabung bare dan ditambahkan 20
pl 3 M NaAc pH 6, 400 1 100% isopropanol, kemudian vorrex 30 detik.

10. DNA diendapkan pada subu -20°C selama 1 jam, kemudizn disentrifugasi
pada 12.000 x g 4 C selama 15 menit.

11. Supemnatan dituangkan ke dalam tabung baru dan disimpan pada suhu -12°C,

kemudian ditambahkan 500 g1 100% isopropanol ke dalam tabung yang berisi

endapan DNA (jangan dicampurkan) dan disentrifugasi pada 12.000 x g 4 C
selama 15 menit

12. Supernatan dituangkan ke daiam tabung baru dan disimpan pada subu -12°C.

13. Tabung yang berisi pelét dikeringkan dalam keadaan terbalik dengan dialasi
tissue selama 40 menit.

14. Pelet dilarutkan ke dalam 10 ul TE dan disimpan pada suhu 4°C.

15. DNA dikuantitasi pada 0.8 % gel agarose (elektoforesis 100 volt
selama 1 jam).
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LAMPIRAN 8

REAKSI SIKUENSING DNA
Larutan yang dipakai:

5X Bufer sikuensing
- 200 mM Tris HCI pH 7,5
- 50 mM MgCL
- 250mM NaCl

5X reaksi labeling
- 7,5 pM dGTP
- 7,5 pM dCTP
- 7,5 pM dTTP

Pengenceran 1:5 reaksi labeling
- 2p1 reaksi labeling
- 8ul ddH:0

Pengenceran enzim sequenase
- 1pl enzim sequenase
- 7ul bufer TE

Stop solution
- 95% Formamide
- 20 mM EDTA
- 0,05% zylene cyanol FF
- 0,05% bromophenol blue

Primo 20% larutan acryl/bis
- 19 g acylamide
-1 gbis
- ditambahkan 100 ml 1X TBE
- disimpan pada suhu 4 C dan botol dintup dengan aluminium foil

Primo 6% gel acrylamide
- 48.05 g Urea
- 30 m! acryl/bis solution
- 1X TBE ditambabkan sampai volume akhir 100 ml dan diaduk pada suhu
< 55"C sampai semuza urea larut, kemudian dibiarkan dingin dalam es
sampai suhu larutan mencapai 20 C.
- untuk mejakukan polimernisasi ditambahkan:
* 438 pl Amonium Persulfate ( 10 % = 0.1 g/lml)
s 66 ul TEMED store in 4" C (dibungkus dengan alumunium foil)
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Cara kerja:

1. Reaksi random priming (Pharmacia Oligolabelling, US Biochemical
Corporation Cleveland OH):
...zl rantai tunggal DNA M13Mp18/DNA parasit (1 pg)

2 pl primer sikuensing (2,5 ng) (New England BioLabs, Beverly, MA)
2 ul 5X bufer sikuensing
7 pl ddH:0

10 pl

Reaksi dipanaskan pada suhu 65 °C selama 2 menit, kemudian didinginkan pada
sule + 25°C selama 30 menit.

2. Dipersiapkan 4 tabung yang ditandai A, T, C, G.

3. 2,5 pl ddGTP dimasukkan ke dalam tabung G, 2,5 ul ddATP ke dalam tabung
A, 2,5 pl ddCTP ke dalam tabung C, dan 2,5 gl 4dTTP ke datam tabung T.

4. Ke datam tabung baru dimasukkan 0,5 ul *S dATP (1000 Ci/mMole, 5 pCi)
dan ditambahkan;

10 pl reaksi random priming dari tahap 1
1 p10,1 M DTT
2 pl reaksi labeling (pengenceran 1:3)
2 pl enzim sequenase (T7 DNA polymerase)

semua reagensia dicampur dengan baik dan diinkubasi pada suhu suhu + 25°C
selama 5 menit.

5. 3,5 ul reaksi campuran ‘tersebut dimasukkan ke dalam tabung T, A, G, C.

Kemudian reaksi tersebut dicampur dengan baik dan diinkubasi pada 37 C
selama 5 menit.

6. Reaksi dihentikan dengan penambahan 4 ul stop  solurion ke dalam setiap
tabung, kemudian tabung disimpan dalam es sampai siap dipakai
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LAMPIRAN 9

SOUTHERN BLOT

Larutan yang dipakai:

Larutan depurinasi
- 0,25N HCI

Larutan denaturasi
- 0,5 M NaCH
- 1,5 M NaCl

Larutan ncutralisasi
- 1M Tris-HCl pH 7,5
- 1,5 M NaCl

20 x SSC
- 3M NaCl
- 0.3 M Na Citrate
- dilarutkan dalam ddH:0 (pH sebaiknya 7)

Cara kerja:
. Pada sampel dilakukan elektroforesis pada 1 % gel agarose dalam 1X TBE.

2. Gel diwarnai dalam ethidium bromide selama 5 menit dan desrair selama 15
menit dalam ddH:20 serta diambil foto dengan kamera UV.

3. Kemudian gel direndam dalam larutan depurinast selama 15 menit, sampai ada
perubahan warna pada sampel DNA dari biru menjadi kuming.

4. Gel dicuci 3 kali dengan ddH:O.

5. Gel direndam dalam larutan denaturasi selama 15 menit, sampat warna kuning
sampel DNA kembaii menjadi biru.

6. Gel dicuci 3 kali dengan ddH:Q.

7. Gel direndam dalam larutan neutralisasi selama 15 menit, kemudian larutan
dibvang dan diganti dengan larutan neutralisasi baru untuk 15 menit.
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8. Bloming dilakukan semalam pada membran nylon, seperti pada gambar di
bawah ini: :

Pemberat 0,75 kg
) Kaca

Paper towel

Kertas Whatman

Membran nylon

Gel agarose

- Gel diletakkan terbalik dengan lubang well menghadap ke bawah, dan
dihindarkan adanya udara antara gei dengan kertas filter.

- Membran nylon diletakkan di atas gel dan dihindari adanya udara di antara
gel dan membran.

- Kentas filter whatman dibasahi dengan 0,4M NaQH.

- Paper towel setebal 5-7 cm diletakkan di atas membran, kemudian glass
plate diletakkan diatasnya.

- Pemberat 0,75 kg diletakkan diatasnva.
9. Membrman dicuci dengan 5X SSC selama 1 menit.

10. Membran dikering-anginkan di atas kertas filter kemudian dikeringkan lagi
pada oven vakum suhu 70° C selama 1 jam.

11. Prehibridisasi dilakukan pada suhu 37° C selama 2 jam dan kemudian
membran dihibridisasi dengan pelacak DNA B. malayi 31 mer-fluorescein
(75ng/ml) pada subu 37 C selama semalam. Pencucian dan deteksi dilakukan

sesuai dengan protokol pada ECL 3’-oligolabelling and detection system,
Amersham.

Catatan:
Southern blot dilakukan sesuai dengan protokol dari ECL gene detection
system RPN 2101, Amersham, sedangkan penandaan pelacak DNA dengan

Jluorescein, hibridisasi, pencucian dan deteksi dilakukan sesuai dengan protokol
ECL 3’-oligolabelling and detection system, Amersham.
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LAMPIRAN !0

TES DOT BLOT .

1. Dor blot apparatus yang mempunyai lubang (well) sebanyak 96 dan vacuum
pump dipersiapkan.

Membran nitroselulosa
Pump T

Dot blot apparatus

Erlenmeyer

2. Membran nitroselulosa 0,45pm direndam dalam ddH:O selama 10 menit dan
kemudian direndam dalam 10X SSC selama 10 menit.

3. Sampel diteteskan di atas membran tersebut.

4. Membran dikering-angiﬁkan, kemudian DNA pada membran didenaturasi
dengan meletakkan membran di atas kertas filter yang sudah dibasahi dengan
0,5N NaOH selama 1 menit, dan dinetralisasi pada kertas filter yang dibasahi
dengan 1M TRIS sefama 1 menit dan 0,5M TRIS, 1,5M Na(Ci selama 1 menit.

5. Membran dikeringkan dalam oven vakum selama 1 jam pada 80" C, bertujuan
untuk menempelkan DNA pada membran.

6. Membran siap diprehibridisasi dan dihibridisasi.
Catatan:

Membran dapat dihibnidisasi back 1o back, yaiu 2 kertas yang saling

membelakangi sehingga jumlah sampel yang dapat diolah adalah 192 sampe} untuk
sekali hibridisasi.
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LAMPIRAN 11

192 Enzim PEMOTONG DNA

Aatl AGGCCT Iso= Stul, Gdil
Aat2 G,ACGT O
Acel GT MK _AC
Ace2 CG,CG : 1so PnubD2, Thal
Ace3 T CCGG, A Isc BepM2
Acyl - GRTCG, YC
Afll GYewe, ¢ Iso Ava2, Ecod7I
Af12 CYTTAN, G '
A£13 ATCRYG,T :
Ahal cCYs, GG Iso Ncil, Renl
Aha? GRYCG, YC IBo= Acyl
Aha3l TTT, AARA ISO= Dral
Alul- - AGICT Iso= Mltl, Oxal
Alwl GGATCNNNNT N,
© AlwN1 CAG, NNN"CTG
Accl CCYTNA, GG iso Cwvnl, Mst2, Saul
hoc2 G_DGCH™C Iso Bspl286, 8dul
hosl TGC] GCA ' Iso= Mstl, Fspl
Apal G, GGeeTe IBI #14090
ApaLl GTTGCA,C Iso= Snol
Apyl CCTW, GG Iso= BBENL
Agqul CYYCGR, G Iso Aval
Asel ATTTA AT ‘
Asp700 GAANNNNTTC Iso Xmnl
Asp718 GYeTAC, C
Aspal GYGTNAC, C lsc= BatE2 .
Asul G'eNC, C Iso= Apul, Bac36I, BspB2, CErdI, CfrBI
Asu2 TTYCG, AR Iaso= Fep2, Lepl, Mlal, Nap(7524)v
Aval CYYCGR,G Iso= Agul, Avrl, Nsp(7524)3
Ava2 ¢ ewe, ¢ Iso= Afll, BamNxl, Caul, Clml, Clm2, Becod
Ava3 A_TGCA'T Iso EcoT22I, Nsil
Avr2 CTCTAG, G y
Ball TGG,CCA -
BamH1 G GATC,C 1so= Aacl, Anmel, BamFl, BamKl, others
Banl GYGYRC, C Iso= HgicCl
Ban2 G RGCY™C Iso= Bvul, Hgig2
Ban3 ATYCG_AT - Iso= Clal
Bbel G,GCGC™C Iso= Naxl
Bbs 1 GAAGACNNTNNNN, :
Bbvl GCAGCNNNNNNNN™NNNN,
Beg 1 NN'NHNNNNNNNNCGANNNNNNTGCNNNNNNNNNN‘NH
Bell T GATC, A Iso= AtuCl, Cpel, 8std
Bgll GCCN, NNNTNGGC
Bgl2 A'GJLTC‘T . Iso= NBp, Macl
Bea J1 CYCNNG, G
Beal GGTCTCNYNNNN,
Bsail YACTGTHW
BsaBl GATNNINNATC
Banl GAATG,CN”
Bemal GTCTCN NNNN,
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Bgpl286T
BepEl
BepHLl
BapMl
BapM2
bBerl
BagHK2
BetBl
BBtLE2
BatNl
BatUOl
- BeLX)
BstYl
Bau36cI
verl
Cfol
CErl
CErl0l
CcEfrl3izx
Clal
Cvnl
Ddel
Dpnl
Dpn
Dral
Dra2
Dral
Dbrdl
Eael
Ragl
Earl
Bcod71
Ecod7II1X
EcoS521
EcoBlI
- BcoNl
Eco0l08T
EcoRl
EcoRlw
BEcoR2
BcoRS
BEcoT22I
Bepl
rPdiz
FnudHl
Pnub2
Fokl
Fepl
Hae2

- Hae3

G,DGCHTC"
TYCCGG, A
TTCATG, A

ACCTGCNNNNT NNNN_

T CCGG A
ACTG, GN”

G CGCa, C
TT'CG,AA
GTGTNAC,C
eCTw, GG
cGlca

CCAN, NNNNTNTGG
RYGATC, Y
CCYTNA, GG
CYTCGA, G
G,cevc
YTGGCC, R
RTCCGA, X
GYGNC,C
ATTCG_ AT
CCYTNA, GG
CYTNA,GQ
anlTC

YGATC,
TTTTAAN
RGYGNC,CY
CAC,NNNGTG
GACNN, NN”NNGTC
Y GGCC R
CYGGCC, G
CTCTTCN' NNN,
GT@WC,C
AQCTGCT
CTGGCC, 6
CCYTNA, QG
CCTNN”N_NNAQGG
RATGNC, CY
GTAATT,C
YAATT, -
YCCWGE,
GAT]ATC

" A, TGCA™T

GCTTNA, GC
TGCGCA
QCYN,GC
CG.CG

GGATGNNNNNNNNN™ NNRN,

TGC,GCA
R,GCGCTY
eelce

170

Iso hoc2, Sdul

iposchizomer of BeaPl
Ieoc FepZ2, Asu2
Asphl, Bst3lI, BstPl, others

Ino Apyl, EBcoR2, Mwval
Isao Fnub2

Iso Mst2, OxaRl

Iso PaeR7)1l, Sexl, Xhol

Ieo= FunD3, EBhal, EinGUl, others
Cfrldl, C£r38l, Baael, EcoS0l, others

Ieo B8au%6I, ESdyl, Asul

iso= Asp7071, Ban3i, Bscl, Bsplio6l
Iso Mat2, Saul

Igo= Cful, Nan2, NmuDl, NsuDl, othersd

Iso= Ahal
Iso= BcobDlDS), Pesl-

l1so Cfrl
Igo Xmae3

Iso Afll, Ava2

Iso Eagl, Xmal3

Iso Dral
Iso= EBcoB2l, Rarl, Stol, cothers

Iso= horl, Apyl, BstNl, Mvael, others
Ierz=Cagl, Eceo32)l, Nanl, Nf1lal
Iso Aval, Nsil

Ino Metl
Iso= Fbhrl

Iso= Acc2, BceFl, PepMl, Thal, others

Iao= Aosl, Hsetl
Iso= HinHl, Ngeol

Iso= Blu2, Beel, Clml, Citl, Pall, others
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Hap2
Hgal
HgiAl
Hhal
Hineg2
Hind2
Hind3
Hinfl
HinPl
Hpal
Hpa2
Hphl
Kasl
" Epnl
Hael
Mae2
Mae3
Mbol
Mbol
Mlul
Mnll
Mrol
Mpel
Mpel
Hapl
Metl
Mt
Mval
Nael
Narl
Neil
Necol
Ndel
Nde2
Nhel
Nla3
Nlad
Notl
Nrul

.-Neil

Nep{7524)1
Nep(7524})2
NspB2
NepHEl

Pacl
PaeRT7I
Pall

PEiml

- PE1MY

Plel

CTCG,. G

IBo=

GACGCNNNNNT NNNNN, .

G, WGCW™C

g, cevcC

GTY RAC
GTY,RAC
ATAGCT,T

G ANT,C

G ee, C
GTTAAC
cTea, 6
GGTGANNNNNNN, N¥
G GCGC,C
G,GTAC™C
CYTA,G
ATCG,T
YGTNAC,
YGATC,
GAAGANNNNNNN, N~
ATCoee, T
CCTCHNNNNNNN
T CCGE_ A
TGG,CCA
TYTA, A
c7CG, 6
TGC]GCA
CCTTNA, GG
CCTW, GG
GCCIGGC
GGTCG, CC
cCcTS_ GG
CTCATG,G
CATTA TG
YGATC,
GTCTAG,C
JCATG”
GGN_NCC
GCTeacc, GC
TCGICGA
A,TGCA™T
R,CATG"Y
G,DGCH™C
CMGCXG

R, CATG™Y
TTA, AT TAA
CYTCGA, G
el elel

CCAN, NNN"NTGG
CCAN, NNN"NTGG
GAGTCNNNN"N_

Ioo=
Iso=
Ipo=
laop=
Ipo=

17

Hpa2

Cfol, FPnulld, HinGUl, Mnndi, othars
Hindz

Chu2, Hinll602, Hingc2, Mnnl, othars
hap521, Bbrl, Epel, Ecof, Hsesul, othex
CviRl, HhaZ, Hcal, Nov2, others

Iso Cfol,” Hhal
Ipo=Bae?

lso=

Iso=
lao=

¥in2, Hap2, Mnol, Mapl, Sec2, cthars;

Asp7lBl, Ecoldgl,
Mjal

KpnKl4il, Nmil

iso=Ndez, S8au3il, others

Iso= Ncul, Tcel

L

Iso= Hpa2

I1se Aos, Fep 1l

Ipo Aocl, Cvnl, Saul
Iso Apvl, BetNl, BcoR2
Iso= Anil, Aprl, Migl, others
Iso=Bbel, Nun2, others
Izao= Cau2 .

Iao= NspSAl

Iso Mbol

'

I§o= Amal, Sbol3l

Iso= Aval

Ipo=NagpHl

Ino= Sdul

Ino= Nep{7534)I

"Iso Hael
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Pmll
PpuMl
Pamsl

- Patl

Pvul
Pvu2
Rmal

- Real
- RBT2

Sacl

- Smc2
- 'Szll

Saul

. Sau3al

BauSel
Scal

- ScrPl

gdul
Secl

- SfaNl

SEiL
Smal
SnaBl
Spel
Sphl
Spll
Sspl .
sstl
8st2
Stul
styl
Tagl
T£il
Thal
TehillI
Xbal
Xeml
Xhol
Xho2
Xmal
Xma3
xmnl

CACIGTG

RGYGWC, CY

RG, GNCTCY

C,TGCA™G Iso=AliAaJ), BpuBl, Cfll, -Maul, others
CG, AT CG ‘Iso= Nbll, Rshl, Repl, Xnll, Xor2
CAG,CTG Iao= Bavl, Cfr6l, M=il

CYTA, G '

QTIAC

CG™GWC, Ca

GAAGCT'C Iso= Ecolld62, Nasgl, Becol, Batl
aloflcloantelc] Iso= Bacl, Cfr37l, Sst2, others
GYTCGA,C Iso= Nopl, Rhel, Xam), others
CCYTNA, GG ~Iso= hocl, Cvnl, EcoBll, Mst2, others
YGATC,

G  GNC,C Iso Asul, CErl3I, sdyl

AGT,ACT Iso= Asp7631

CC N, GG Iso= Ecod3l, Map67l, Sso2, others

G, DGCEYC Iso= RAoc2, BspllB6)l, Nsp(7524)2
CTCNNG, G

GCATCNNNNNT NNNN_

GGCCN, NNN"NGGCC _

CCCI GGG Igo= Cfr9l, Xecyl, Xmal

TAC, GTA Iso= Ecol05l, EcolS5B2

ATCTAG,T )
G, CATG"C Iso= Pael, SpaXl

CTGTAC, G

AAT,ATT

G,AGCT"C Iso= Sacl

cec, GCTGG Iso= Sac2

AGG,CCT Iro=Aztl, Asp78l, EBcold7l, Gdil, NtaSl
CTCWWG, G Iso= Ecol30)l, EcoTldl, EcoTl04l

TVCG A Iso= T£1)l, TthHBEl

GYAAT,C

ol ) o]]

GACNTN_NGTC Iso= Faul, Ntal, 8pl2, Ttel, Ttrl
TYCTAG, A

CCANNNN, N"NNNNTGG

CYTCGA, G Iso= Abrl, BsuMl, PaeR7l, Bexl,others
RYGATC,Y Iso=M£f1ll

cYCceaa, 6 Iso= Smal

i elelo Iso=Eagl, BecoS52l

GAANN,NNTTC Iso= Asp7001

172
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KETERANGAN:

Simbol Mengenal basa

AlG
C/IG/T
C/T
AlC
AICIG
G/T
C/G
A/G/T
A/T
AICIT
A/CIG/T

ZTEgUORLZLDR
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LAMPIRAN 12

KOMPOSISI DAN CARA PEMBUATAN LARUTAN

1X Bufer TE
- 10 mM TRIS pH 8
- 1 mM disodium EDTA pH 8
- dilarutkan dalam ddH:0

5X TBE
- 60.55 g TRIS
- 30.90 g boric acid
- 20 mi 0.5 M disodium EDTA pH 8
- ditambahkan ddH:O sampai volumee akhir 1 liter dengan pH 8

Ethidium bromide
- 10 mg/ml dilarutkan dalam ddH:0

5X Loading dye
- 20% Ficoll (Pharmacia atau Sigma)
- 0.1% Bromophenol Blue
- 0.0l M TRISpH §
- 0.01 M disodium EDTA pH 8
- 0.1% xylene cyanoul FF
- dijarutkan dalam ddH:O

0.8 % gel agarose
- 0.8 g agarose
- 100 mi 1 X TBE
- dididihkan dan kemudian didinginkan sampai suhu 50 - 60°C, lalu
dituangkan

10 % SDS
- 50 g SDS
- ditambahkan ddH:0 sampai volumenya 500 ml

20 x SSC
- 3M NaCl
- 0.3 M Na Citrate
- dilarutkan dalam ddH:O (pH sebaiknya 7)
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Proteinase K (10mg/ml)
- 10 mM TRIS pH 8
- 5mM disodium EDTA pH 8
- 0,5% SDS
- diaduk dan diinkubasi pada 37" C selama 30 menit
- disimpan dalam tabung-tabung kecil 1 ml pada 20°C

2X bufer lisis
- 100 mM disodinm EDTA pH 8
- 100 mM TRIS pH 8
- 200 mM NaCl
- dilarvtkan dalam ddH:0
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dcc 1

Bakreriofag

Balkaeriogfag M13

Blunt End

Bp (base pair)

Denarurasi

176
DAFTAR KATA

: Enzim pemotong DNA vyang diisolasi dari bakteri

Acinetobacter calcoaceticus, dan memotong sikuen DNA
GT'CGAC
CAGC'TG

Hasil potongan DNA berupa sticky end.

: Suatu virus yang menginfeksi bakteri.

: Virus yang dapat menginfeksi bakteri Escherichia coli dan
ditemukan dalam bentuk rantai ganda atau tunggal dalam sel
bakteri E. coli yang terinfeksi

: Potongan rantai ganda DNA yang mempunyai ujung 5’ awau 3’

rata.

: Satuan yang dipakai untuk menyatakan panjang DNA.

: Pemutusan ikatan hidrogen pada molekul-molekui nukleotida.

Dideoksinukleotida: Suvatm nukleotida yang tidak mempunyai gugus hidroksii

- Gel Elekaroforesis :

Hha I

Isoschizomer

Klon

pada ujung 3° sehingga penempelan dideoksinukletida
pada polinukleotida dapat menghambat sintesa DNA
Dideoksinukleotida terdiri atas dCTP/dGTP/dTTP/dATP
atau dikenal pula sebagai dNTP.

Pemisahan molekul DNA pada gel yang didasarkan pada
ukuran ukurannya.

: Enzim pemotong DNA yang diisolasi dari bakteri
Haemophilus haemolyricus dan memotong sikuen DNA
GCG'C .

C'GCG

Hasil potongan DNA berupa sricky end.

: Enzim pemotong DNA yang disolasi dari bakteri berbeda

tetapi memotong pada sikuen yang sama. Contoh: enzim

Hba I dan Hin PI.

: suvatu populasi sel yang identik dan mengandung molekul DNA

rekombinan yang identik puia.
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Konsensus sikuen

Ligasi (ligarion) :

Narogram (ng) :

Mer

Plasmid

Primer

Sel komperen
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Sikuen nukleotida yang digunakan untuk menggambarkan
jumiah sikuen yang bertalian erat meskipun tidak identik.

Setiap posisi nukleotrida pada konsensus sikuen menunjukan
nukieotida yang sering ditemukan pada sikuen yang sebenarnya.

penggabungan 2 potongan DNA dengan enzim ligase, yang
berfungsi memperbaiki ikatan fosfodiester.

9

107gram atae 10® pikogram

- nuklepuda

: Enzim pemotong DNA yang diisolasi dari bakteri Neisseria

denirrificans dan memotong sikuen DNA CA’TATG

GTAT AC
Hasil potongan DNA berupa sticky end.

: Enzim pemotong DNA yang diisolasi dari bakteri Neisseria

sicca dan memotong sikuen DNA ATGCA’T

T'ACGTA
Hasil potongan DNA berupa sticky end.

: Suatu molekul DNA sirkular yang terdapat di dalam bakteri

dan hidup bebas di dalam sel tanpa pengaruh kromosom
bakteri.

: suaty rantai pendek oligonukleotida yang menempel pada

rantai tunggal DNA dan menjadi titlk permulaan dan sintesis
DNA.

: Suatu kultur bakteri yang sudah diperlakukan secara khusus

untuk meningkatkan kemampuan sel dalam mengambil molekul
DNA.

Stkuen (sequence) : urutan basa-basa (G,A,T,C) yang menyusun DNA

Sikuensing DNA

Sma 1

Digunakan untuk menentukan urutan basa-basa daiam
molekul DNA.

: Enzim pemotong DNA yang diisolasi dan bakteri Serraria

marcescens dan memotong sikuen DNA CCC’GGG

GGG’CCC
Hasil potongan DNA berupa blunt end.
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Southern blor . Suatu teknik memindahkan DNA dari gel agarose ke membran
nitroselulosa atau nylon.

Transformasi . Proses memasukkan DNA asing ke dalam sel hidup.
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