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ABSTRACT

GENETIC VARIATIONS OF Plasmodium falciparum MEROZOIT
SURFACE PROTEIN-1 (PFMSP-1) GENE FROM MALARIA PATIENTS
IN PUSKESMAS HANURA, PESAWARAN, LAMPUNG

By

ADE TRIAJAYANTI

Background: The incidence of malaria still become Indonesia even world health
problem. There has been found resistance for malaria treatment, and one of the
possible cause is genetic factors. The changes that occur in the Plasmodium
falciparum gene cause genetic variations that lead to resistance for treatment.
There is a gene with polymorphism that can be used as a marker of genetic
variation in Plasmodium falciparum, which is Plasmodium falciparum Merozoite
Protein Surface 1 (PFMSP-1).

Methods: Descriptive method with morbidity survey approach used in this study.
The study sample was 23 BBT which taken in 2016 from malaria patient in
Puskesmas Hanura, Pesawaran, Lampung, by consecutive sampling.
Identification of genetic variance of the PFMSP-1 gene was performed by nested
PCR at Laboratorium Biomolekular FK Unila. The results of this study were
processed using a computer software.

Results: There is 23 samples that successfully performed with nested PCR and
the results of identification from the entire PFMSP-1 gene allele is 69 samples.
The dominant allele that found is MAD20 (86.96%) with four band types.
Infection of two alleles were found in variation of MAD20-KI and MA20-R0O33
only in one sample.

Conclusions: There are genetic variation of PFMSP-1 gene found in territorty of
Puskesmas Hanura, Pesawaran, Lampung with the dominant alleles is MAD20.

Keywords: Genetic variation, MAD20, PFMSP-1.



ABSTRAK

VARIASI GENETIK GEN Plasmodium falciparum MEROZOIT SURFACE
PROTEIN-1 (PFMSP-1) DARI PENDERITA MALARIA DI WILAYAH
KERJA PUSKESMAS HANURA, PESAWARAN, LAMPUNG

Oleh

ADE TRIAJAYANTI

Latar Belakang: Kejadian malaria baik di Indonesia maupun dunia masih
menjadi permasalahan kesehatan. Telah ditemukan kejadian kekebalan terhadap
pengobatan malaria, salah satu kemungkinan penyebabnya adalah faktor genetik.
Perubahan yang terjadi pada gen Plasmodium falciparum menimbulkan variasi
genetik sehingga menyebabkan kekebalan terhadap pengobatan. Terdapat gen
dengan polimorfisme yang dapat dijadikan sebagai penanda variasi genetik pada
Plasmodium falciparum, yaitu gen Plasmodium falciparum merozoit surface
protein 1 (PFMSP-1).

Metode: Metode deskriptif dengan pendekatan survei morbiditas digunakan pada
penelitian ini. Sampel penelitian adalah 23 BBT yang telah diambil pada tahun
2016 dari penderita malaria di wilayah kerja Puskesmas Hanura, Pesawaran,
Lampung, dengan metode consecutive sampling. Identifikasi variasi genetik gen
PFMSP-1 dilakukan dengan cara nested PCR di Laboratorium Biomolekular FK
Unila. Hasil dari penelitian ini diolah menggunakan perangkat lunak komputer.

Hasil:  Sejumlah 23 sampel berhasil dilakukan nested PCR dengan hasil
identifikasi 69 sampel dari seluruh alel gen PFMSP-1. Alel dominan yang
ditemukan adalah MAD20 (86,96%) dengan empat jenis band. Infeksi dua alel
ditemukan pada variasi MAD20-K1 dan MAD20-R0O33, sebanyak satu sampel.

Kesimpulan:  Terdapat variasi genetik gen PFMSP-1 pada wilayah Kkerja
Puskesmas Hanura, Pesawaran, Lampung dengan alel dominan yaitu MAD20.

Kata Kunci: MAD20, PFMSP-1, Variasi genetik.



T ——

Judul Skripsi : VARIASI GENETIK GEN Plasmodium
falciparum MEROZOIT SURFACE PROTEIN-
1 (PFMSP-1) DARI PENDERITA MALARIA
DI WILAYAH KERJA PUSKESMAS
HANURA, PESAWARAN, LAMPUNG

Nama Mahasiswa : Ade Triajayanti

No. Pokok Mahasiswa : 1418011002

Program Studi : Pendidikan Dokter

Fakultas 3 Kedokteta&\\
MENYETUJUI N\

1. Komisi Yembunbmg

S ‘“ S|

Dr. dr. Jhons Fatriyadi S, S.Ked.,M.Ka. dr. Nurul Utami, S.Ked.
NIP. 19760831 2003121 003 NIP. 19900602 201504 2 006

MENGETAHUI
Nc&iﬁgkan Fakultas Kedokteran
/v LA TAS ;7%
/N Q_"‘- < "

27 "
{ ona Jaed.,

9767508 200112 1 001



MENGESAHKAN

1. Tim Penguji

Ketua - Dr. dr. Jhons Fatriyadi S, S.Ked., M.Kes.

Sekretaris pdr
S
7.
Penguji ; —
Bukan Pembimbing : Dr. dr. Kurniawan, S.Ked., M.Kes.
\\- V o
o & s
&

'llll

38 200112

Tanggal Lulus Ujian Skripsi: 12 Januari 2018




LEMBAR PERNYATAAN

Dengan ini saya menyatakan dengan sebenarnya, bahwa:

1. Skripsi dengan judul “VARIASI GENETIK GEN Plasmodium falciparum
MEROZOIT SURFACE PROTEIN-1 (PFMSP-1) DARI PENDERITA
MALARIA DI WILAYAH KERJA PUSKESMAS HANURA,
PESAWARAN, LAMPUNG” adalah hasil karya sendiri dan tidak
melakukan penjiplakan atau pengutipan atas karya penulis lain dengan cara
tidak sesuai tata etika ilmiah yang berlaku dalam masyarakat akademik atau
yang disebut plagiarisme;

2. Hak intelektual atas karya ilmiah ini diserahkan sepenuhnya kepada Fakultas

Kedokteran Universitas Lampung.

Atas pernyataan ini, apabila di kemudian hari ternyata ditemukan adanya

ketidakbenaran, saya bersedia menanggung akibat dan sanksi yang diberikan.

Bandar Lampung, 12 Januari 2018
___Pembuat pernyataan;

______________ W0

Ade Triajayanti
NPM. 1418011002

: '.' :v 2

F39AEF877718726




RIWAYAT HIDUP

Penulis dilahirkan di Depok pada tanggal 23 Februari 1996, sebagai anak ketiga
dari tiga bersaudara. Penulis merupakan anak dari Bapak Katino dan lbu Sri

Irianti Rezeki.

Pendidikan Taman kanak-kanak ditempuh selama tiga tahun dan diselesaikan
pada tahun 2002. Pendidikan Sekolah Dasar penulis dijalani di SD Negeri
Mampang 3 Depok dan diselesaikan pada tahun 2008. Pendidikan dilanjutkan di
Sekolah Menengah Pertama (SMP) Negeri 2 Depok serta dapat diselesaikan
pada tahun 2011. Sekolah Menengah Atas (SMA) diselesaikan di SMA Negeri 3

Depok pada tahun 2014.

Pada tahun 2014, penulis terdaftar sebagai mahasiswa Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung melalui jalur Seleksi Bersama Masuk Perguruan Tinggi
Negeri (SBMPTN). Selama aktif menjadi mahasiswa, penulis mengikuti
beberapa kegiatan organisasi yang terdapat di Fakultas Kedokteran Universitas
Lampung. Penulis tercatat sebagai kardiak FSI Ibnu Sina periode 2014-2015 dan
sebagai anggota kaderisasi FSI Ibnu Sina periode 2015-2017. Selain itu, penulis
juga menjadi EA BEM FK Unila tahun 2014, serta menjadi staf ahli Bidang

Pengabdian Masyarakat BEM FK Unila tahun 2015-2017. Organisasi lain yang



diikuti penulis adalah PMPATD Pakis Rescue Team dengan menjadi anggota
muda pada tahun 2014 dan menjadi anggota Divisi Pencinta Alam pada tahun
2015-2016. Selain itu, penulis juga merupakan salah satu anggota tim Asisten

Dosen Patologi Anatomi.



Sebuakh Za/ya sedertana yang Zzy@/‘@m/aé&/(
wtak Mamat, FPopah, Kakak, Mbak, Sakabat
Serta /fe/aa/y/a{a Leremila



SANWACANA

Puji serta syukur penulis panjatkan kepada Allah SWT yang telah memberikan
rahmat serta karunia-Nya selama pelaksanaan penyusunan skripsi ini. Atas
berkat rahmat dan ridho-Nya maka skripsi dengan judul “Variasi genetik gen
Plasmodium falciparum merozoit surface protein 1 (PFMSP-1) dari penderita
malaria di wilayah kerja Puskesmas Hanura, Pesawaran, Lampung” dapat

diselesaikan.

Selama proses penulisan skripsi ini, penulis mendapatkan banyak sekali bantuan,

saran, bimbingan, masukan, serta kritikan dari berbagai pihak. Pada kesempatan

ini dengan segenap kerendahan hati, penulis ingin menyampaikan rasa terima
kasih yang mendalam kepada:

1. Prof. Dr. Ir. Hasriadi Mat Akin, M.P., selaku Rektor Universitas Lampung;

2. Dr. dr. Muhartono, S.Ked., M. Kes., Sp. PA., selaku Dekan Fakultas
Kedokteran Universitas Lampung;

3. Dr. dr. Jhons Fatriyadi Suwandi, S.Ked., M.Kes., selaku Pembimbing Utama
yang telah meluangkan waktu, memberikan bimbingan, nasihat, saran,
motivasi, hingga kritik yang dapat membangun kami selama penyusunan
skripsi ini;

4. dr. Nurul Utami, S.Ked., selaku Pembimbing Kedua yang telah bersedia



10.

11.

meluangkan waktu, memberikan bimbingan, nasihat, saran, motivasi serta
selalu memberikan catatan pengingat dalam penulisan skripsi ini;

Dr. dr. Betta Kurniawan, S.Ked., M.Kes., selaku Penguji Utama (Pembahas)
yang telah meluangkan waktu, memberikan saran, ilmu serta nasihat yang
dapat membangun dalam penyusunan skripsi ini;

dr. Ricky Ramadhian, S.Ked., M.Sc., sebagai Pembimbing Akademik sejak
semester 3 hingga semester 7, yang telah memberikan bimbingan, saran
serta ilmu yang telah bermanfaat selama ini;

Kami juga berterima kasih kepada relawan yang telah bersedia ikut serta
dalam penelitian ini dengan memberikan darahnya untuk dijadikan sampel
penelitian;

Terima kasih kepada keluarga Laboratorium Biomolekular FK Unila, Ibu
Nuriyah dan Mbak Yani, atas seluruh bantuan serta bimbingan selama
pelaksanaan penelitian ini. Terima kasih atas ilmu yang selalu kalian
berikan kepada kami selama ini;

Seluruh staf dosen dan civitas akademika Fakultas Kedokteran Universitas
Lampung atas ilmu dan waktu yang telah diberikan selama perkuliahan;
Terima kasih untuk mamah (Sri Irianti Rezeki) dan Papah (Katino) yang
telah memberikan segala kasih sayang, perhatian, dukungan, nasihat serta
setiap doa yang telah dipanjatkan selama ini. Terima kasih atas perjuangan
kalian yang telah memberikan bekal terbaik untukku, baik dalam bidang
akademis atau non akademis, untuk di masa depan;

Terima kasih kepada kedua kakakku (Eka Rati Apriani dan Dwira

Setianingsih) atas doa, dukungan, motivasi dan semangat yang telah



diberikan selama ini;

12. Terima kasih kepada sahabatku, teman seperjuangan, Aprina Adha
Widiastini, Sarah Nabila Istigomah, Diva lole Humaira, Desti Diana Sari,
Firdha Yossi Chani, Dhita Dwi Nanda, Tiffani Dinda Ashar, Fahma
Azizaturrahmah dan Nurul Hasanah atas segala doa, perhatian, dukungan
serta semangat yang telah diberikan selama ini;

13. Terima kasih kepada keluarga LCS, Monika, Salwa, Fitri, Eva Narulita,
Summayah dan Raqi, atas doa, bantuan serta semangat selama ini;

14. Terima kasih untuk keluarga baruku, Ayu, Nisrina, Theodora, Sekar, Zur’an,
Dicky dan Bang Rian, atas doa, dukungan dan kebersamaan selama ini;

15. Terima kasih kepada teman seperjuangan, Devi Aprilani dan Rachman Aziz,
atas perjalanan penelitan selama ini. Terima kasih untuk doa, waktu, tenaga
dan seluruh dukungan serta semangat yang telah diberikan;

16. Keluarga besar Asisten Dosen Patologi Anatomi (Ajeng, Renti, Emme,
Bella, Ninis, Tiwi dan Gusti) atas dukungan dan kebersamaannya selama ini;

17. Teman-teman CRAN14L yang tidak dapat saya sebutkan satu persatu.
Terima kasih atas suka, duka dan kebersamaan selama 3,5 tahun, semoga
kita dapat menjadi dokter yang baik dan berguna bagi masyarakat;

18. Semua yang terlibat dalam penyusunan skripsi ini yang tidak bisa saya

sebutkan satu per satu, terima kasih atas doa dan dukungan kalian.

Penulis menyadari bahwa masih banyak kekurangan di dalam skripsi ini dan

masih jauh dari sempurna. Penulis berharap skripsi ini dapat bermanfaat serta



dapat memberikan informasi ataupun pengetahuan bagi pembacanya. Akhir

kata, mohon maaf atas segala kekurangan dan kesalahan. Terima kasih.

Bandar Lampung, 12 Januari 2018

Penulis,

Ade Triajayanti



DAFTAR ISI

Halaman

DAFTAR TSI ...ttt ettt aennesne e Vi
DAFTAR TABEL .....ooiiiiii ettt viii
DAFTAR GAMBAR ...ttt IX
DAFTAR LAMPIRAN ...ttt bbbt Xiv
BAB 1 PENDAHULUAN ..ottt ettt 1
1.1 Latar Belakang ........ccccooiiiiiiiiiiieice e 1

1.2 RUMUSAN MaSalAN .....cveiiiiiii e 6

1.3 TUJUBN. ..ttt bbbt 7

1.4 MANTAAL. .....eiviiiiiicee e 7

1.4.1 Manfaat bagi Peneliti..........ccooeiiiiiiiiiiic e 7

1.4.2 Manfaat bagi Peneliti Lain..........cccccooveieiieiieieeie e 7

1.4.3 Manfaat bagi Pemerintah............ccocooiiiiiiiiice, 8

BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA ...ttt 9
2.1 MAIATTA ... 9

2.1.1. Plasmodium falCiparum............ccocooviiiiininiiiienee e 13

2.1.2.Gen Plasmodium falciparum Merozoit Surface Protein-1....... 15

2.2 Teknik Biologi MOIEKUIET ..........cooeiiiiiiiiiieee e 22

2.2.1. Teknik PCR pada Gen PFMSP — 1.......ccccoovevviiieiiececie e 25

2.2.2. EIeKIrOTOrESIS .. ccueeieeie et 27

I T - 110 G T 1T USSR 29

2.4 Kerangka KONSEP .....c.oiiiiiiiiiiieieee ettt 30

2.5 HIPOLESIS.....uviivieiecic ettt 30

BAB 3 METODE PENELITIAN......ccoiiiiiieeese e 31

3.1 JENIS PENEITIAN ..ceieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31



3.2 Lokasi dan Waktu Penelitian..........oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 31

3.3 Subjek Penelitian.........cccccveiieiiiieiecce e 31

3.3.1 Populasi Penelitian...........ccccooeiiiiiininiecieesese e 32

3.3.2 Jumlah Sampel dan Teknik Sampling...........ccccoccevievieiiciienns 32

3.4 Rancangan Penelitian .........ccocuovrieieiiiisineeeeee e 33

3.5 Identifikasi Variabel..........coccoovviiiiiiiie e 33

3.6 Definisi Operasional Variabel ..., 34

3.7 Instrumen Penelitian.......c..cocoviviiii i 34

IR 0] F- TS 0\ 35

3.7.2 Amplifikasi PFMSP-1 dengan PCR .........ccccccoiiiiieiieciiec e, 36

R B = 1] (0] (0] (5] [ 37

3.8 Prosedur Penelitian........cccuveiiiviieiiiiiiiie et 37

3.8. 1 1S01aSE DNA ... 37

3.8.2 Amplifikasi Gen PFMSP-1 dengan PCR.........cccccceviieeiieiinnnnn, 39

3.8.3 EIEKIrOTOrESIS .. .ccvviiireic ettt 42

3.9 Teknik AnaliSiS Data..........cccocvviieiiiiiiiii e 43

I 0N LU =T o= [ T o T 44
I {1 T 1] 11 (- o 45

BAB 4 HASIL DAN PEMBAHASAN......coooii ettt 46
4.1 HaSIH PENEIITIAN oo 46

4.1.1 Optimasi Kondisi PCR..........cccccvoveiiiiicie e 46

4.1.2 AnaliSiS UNIVArial ......ccveviiiiiiiei et 47

4.2 PeMDBDANASAN ......c.vviiiiie et 50

BAB 5 KESIMPULAN DAN SARAN. ..ottt 59
5.1 KeSIMPUIAN.......cuiiiiiiiii e 59

I T: |- o TR 59
DAFTAR PUSTAKA ..ottt ettt ettt sab e saba e saraean 60

vii



DAFTAR TABEL

Tabel Halaman
1. Taxonomi PlasmodiUum SP......c.eccieiiieiieiiieiie sttt 14
2. Oligonucleated SEQUENCES .........coiiiiieieieiesie st 26
3. Definisi Operasional Variabel.............ccooooiiiiiiiiii 34
4. Suhu Amplifikasi Pertama dan Kedua...........ccoereiiiiiinieieec e 41
5. Jenis Alel pada Setiap SAMPel ........cccoovveiiiiiiicc e 48
6. Sebaran Jumlah Band tiap Alel pada Gen PFMSP-1...........ccccoeviviieivevecee, 49

7. HASH ANAIISIS UNIVAITAL ...ttt eeeaeeeeeeeeeeeeeneneeeneeenenen 50



DAFTAR GAMBAR

Gambar Halaman
1. Daur Hidup dari PIasmodium SP.. .....cccovierieiieiieieiieseeie e sie e e e eee e 11
2. Proses Perkembangan Protein MSPL. ........ccccccovveiiiieiieeis e 17
3. Protein pada Merozoit dan Eritrosit (4A); Invasi Merozoit (4B).........c............ 19
4. Kerangka Teori PENelitian...........cccoiviiiiiiie s 29
5. Kerangka Konsep PENEIILIAN. .........ccooieiiiieiiiiiieiieeeeese e 30

B, ALUE PENEIITIAN .. nnennennnn 44



Lampiran 1

Lampiran 2

Lampiran 3

Lampiran 4

Lampiran 5

Lampiran 6

DAFTAR LAMPIRAN

Tabel Hasil Optimasi Kondisi PCR Gen PFMSP-1

Foto Hasil Identifikasi Gen PFMSP-1

Foto Kegiatan Selama Penelitian

Surat 1zin Peminjaman Laboratorium

Surat 1zin Peminjaman Alat Laboratorium

Surat Etik Penelitian



11

BAB 1
PENDAHULUAN

Latar Belakang

Malaria menjadi salah satu permasalahan kesehatan di dunia. Pada tahun
2015, tercatat adanya 212 juta kasus baru malaria di seluruh negara.
Angka kematian akibat malaria pada tahun 2015 diperkirakan mencapai
429.000 jiwa. Persentase terbesar terjadi di wilayah Afrika (92%), Asia
Tenggara (6%) dan Wilayah Timur Mediterania (3%). Tingkat insidensi
malaria dari tahun 2010-2015 terhitung menurun sekitar 21%. Angka
kematian akibat malaria pun menurun cukup signifikan, yaitu 58% di
Kawasan Pasifik Barat, 46% di Wilayah Asia Tenggara, 37% di Wilayah
Amerika dan 6% di Wilayah Mediterania Timur (World Health

Organization, 2016).

Selain di tingkat dunia, malaria juga masih menjadi permasalahan
kesehatan di Indonesia.  Indonesia menggunakan Annual Parasite
Incidence (API) untuk melihat morbiditas malaria pada suatu wilayah.
Nilai APl merupakan nilai dari jumlah kasus positif terhadap malaria per
1.000 penduduk dalam satu tahun. Tren API di Indonesia dari tahun 2011-

2015 terlihat terus mengalami penurunan, hal ini menandakan



keberhasilan pemerintah dalam pengendalian kasus malaria.  Setiap
wilayah di Indonesia memiliki nilai APl yang berbeda-beda. Pada tahun
2015 Papua menduduki peringkat tertinggi, diikuti oleh Papua Barat, NTT,
Maluku, Maluku Utara dan seterusnya. Lampung sebagai salah satu
daerah endemis malaria menduduki peringkat ke-12 dari seluruh provinsi

di Indonesia (Kementrian Kesehatan RI, 2016).

Dinas Kesehatan Provinsi Lampung menyatakan pada tahun 2015 angka
kasus penderita malaria berjumlah 26.722 jiwa dengan angka kematiannya
dua jiwa. Jika dilihat dari tahun sebelumnya, hal ini mengalami
penurunan, baik kasus penderita ataupun kasus kematian akibat malaria.
Pada kabupaten atau kota Provinsi Lampung, angka API tertinggi terletak
pada Kabupaten Pesawaran (6.36), diikuti oleh Kabupaten Pesisir Barat
(3.47) dan Kota Bandar Lampung (0.58) (Dinas Kesehatan Provinsi

Lampung, 2016).

Penggunaan obat anti malaria (OAM) dalam pengobatan malaria bertujuan
untuk mematikan atau mengurangi parasitemia pada penderita. Obat anti
malaria (OAM) merupakan obat yang masih digunakan sampai saat ini,
sedangkan pada beberapa negara telah ditemukan kejadian resistensi
(kebal) terhadap OAM. Hal tersebut menjadi ancaman besar bagi upaya
dalam mengontrol hingga memberantas malaria (Cui et al., 2015).
Pemerintah, sesuai dengan petunjuk eliminasi malaria WHO dalam global

malaria programme, menetapkan pengobatan malaria dilakukan pada



semua layanan kesehatan dengan penggunaan terapi kombinasi berbasis
artemisin (artemisin combination therapy/ ACT) (Dinas Kesehatan
Provinsi Lampung, 2016). Pengobatan dengan ACT dapat memperlambat
dan mengurangi kejadian resistensi OAM serta mengurangi risiko
terjadinya pengulangan gejala klinis (recrudescence) (Simamora dan Fitri,

2007).

Penyebab resistensi yang terjadi pada pengobatan malaria dengan OAM
sudah mulai banyak diteliti. Sebagian besar penelitian mengatakan faktor
genetik menjadi penyebab resistensi OAM. Secara genetik, dapat terjadi
suatu perubahan susunan DNA vyang diakibatkan adanya tekanan
lingkungan ataupun mutasi. Perubahan DNA tersebut mengakibatkan
perubahan pada sifat yang dimiliki gen sebelumnya. Pada Plasmodium
sp., terutama Plasmodium falciparum, kejadian mutasi sangat sering
terjadi dan menimbulkan strain baru, hingga muncul variasi genetik

(Simamora dan Fitri, 2007; Handayani et al., 2012).

Pada Plasmodium falciparum terdapat beberapa gen yang dapat dijadikan
sebagai penanda berbagai proses biologis, seperti kejadian gagal obat,
variasi genetik, tingkat transmisi, infeksi multikon atau multigenotip dan
respons imunitas. Gen yang dimiliki Plasmodium falciparum tersebut
adalah gen Plasmodium falciparum Merozoit Surface Protein-1 (PFMSP-
1), PFMSP-2 dan glutamate rich protein (Glurup) (Handayani et al., 2012;

Congpuong et al., 2014; Mau dan Murhandarwati, 2016).



Dibandingkan dengan dua gen lainnya, PFMSP-1 merupakan gen dengan
variabilitas terbanyak. Variasi dari PFMSP-1 mengakibatkan terjadinya
perubahan asam amino yang pada akhirnya merubah antigen MSP secara
drastis dan mencegah terjadinya ikatan antibodi. Terdapat empat fragmen
protein dari PFMSP-1 yang diyakini memiliki fungsi penting dalam proses
invasi. Walaupun sampai sekarang belum ada mekanisme pasti dari fungsi
protein tersebut, beberapa penelitian telah menemukan peran PFMSP-1
dalam proses invasi. Salah satunya adalah pada fragmen MSP1ig
Fragmen ini merupakan protein yang berfungsi dalam melokalisasi
vakuola makanan selama perkembangan tropozoit dari Plasmodium sp.
sesaat setelah proses invasi (Holder dan Blackman, 1994; Beeson et al.,

2016).

Penelitian sebelumnya mengatakan bahwa terjadinya variasi genetik pada
Plasmodium sp. ditemukan pada fragmen MSP1i9. Variasi yang terjadi
dapat dilihat dari variasi alel yang ditimbulkan pada gen PFMSP-1 (Spring
et al., 2010). Terdapat tiga hingga empat alel yang sudah dikenali, yaitu
K1, MAD20, RO33 dan MR. Beberapa negara bahkan Indonesia telah
memulai meneliti mengenai variasi genetik berdasarkan kombinasi
pasangan alel pada gen PFMSP-1. Lokasi yang paling sering dijadikan
sebagai tujuan pengambilan sampel penelitian merupakan daerah endemis
malaria. Penelitian tersebut mengatakan bahwa, dari sampel darah yang
diteliti, didapatkan hasil kombinasi alel yang cukup signifikan. Hal

tersebut menandakan adanya variasi genetik pada sampel darah yang



diujikan (Hussain et al., 2011; Handayani et al., 2012; Congpuong et al.,

2014; Sorontou dan Pakpahan, 2015; Mau dan Murhandarwati, 2016).

Variasi genetik yang dilatar belakangi dengan alel yang dimiliki PFMSP-1
pada akhirnya menyebabkan resistensi obat akibat perubahan asam amino.
Tetapi penjelasan pasti mengenai proses terjadinya hal tersebut belum
dilaporkan. Mekanisme mengenai variasi genetik dengan resistensi dapat
dilihat dari monitoring hasil pengobatan malaria (Holder dan Blackman,

1994; Beeson et al., 2016).

Penelitian lain melaporkan hasil monitoring terhadap pengobatan malaria
dengan kejadian variasi genetik, beberapa diantaranya adalah pengobatan
dengan Kklorokuin dan dihidroartemisin-piperakuin (DHP). Hasil
monitoring keduanya menunjukkan hal yang berbeda. Pada pengobatan
klorokuin ditemukan tingginya alel MAD20 dan kombinasi antara MAD20
dengan K1, sedangkan pada pengobatan DHP tidak ditemukannya variasi
genetik, hanya terjadi infeksi tunggal. Hal tersebut dapat memperlihatkan
hubungan antara kejadian resistensi dengan variasi genetik yang terjadi.
Klorokuin akan mengganggu proses pencernaan parasit pada vakuola
makanan, sedangkan MSP1 merupakan protein yang mengatur proses pada
vakuola makanan parasit. Ketika terjadi variasi genetik, akan terjadi
perubahan pada struktur protein yang mengatur vakuola makanan sehingga
klorokuin tidak dapat lagi mengganggu proses pada vakuola makanan

parasit (Yang et al., 2007; Spring et al., 2010; Handayani et al., 2012).
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Daerah endemis merupakan salah satu tujuan utama dilakukannya
penelitian pada variasi genetik yang terjadi pada gen PFMSP-1. Lampung,
sebagai salah satu lokasi endemis (sedang) malaria, mulai mendapatkan
kasus resistensi obat anti malaria. Hal tersebut dapat dikarenakan adanya
infeksi multigenotip atau multiklon sehingga menimbulkan perubahan
pada sistem genetik Plasmodium sp. yang mengakibatkan pengobatan
dengan sistem yang ada tidak dapat lagi mengobati malaria tersebut atau

terjadinya resistensi obat (Supargiyono et al., 2013).

Sesuai dengan penjelasan tersebut, dirasa perlu dilakukan penelitian terkait
gen PFMSP-1 guna mendapatkan gambaran akan variasi genetik pada gen
PFMSP-1 yang terdapat di daerah endemis, seperti Pesawaran, Lampung,
untuk menilai adanya infeksi multigenotip yang terjadi. Bukti terdapatnya

variasi genetik dapat membantu dalam tahapan pengobatan malaria.

Rumusan Masalah

Dari uraian pada latar belakang, didapatkan beberapa poin permasalahan
sehingga dapat dirumuskan sebagai berikut; “Apakah terdapat variasi
genetik pada gen PFMSP-1 dan apa alel dominan pada gen PFMSP-1 dari
penderita malaria di wilayah kerja Puskesmas Hanura, Kabupaten

Pesawaran, Lampung?”
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1.4

Tujuan

Berikut adalah tujuan dari penelitian ini:

1. Mengetahui variasi genetik pada gen PFMSP-1 dari penderita malaria
di wilayah kerja Puskesmas Hanura, Kabupaten Pesawaran, Lampung;

2. Mengetahui jenis alel dominan pada gen PFMSP-1 yang terdapat di

wilayah kerja Puskesmas Hanura, Pesawaran, Lampung.

Manfaat

Hasil dari penelitian ini dapat dijadikan sebagai baseline data variasi
genetik gen PFMSP-1 isolat Pesawaran, Lampung. Selain itu, manfaat dari
penelitian terbagi menjadi manfaat bagi peneliti, peneliti lain dan

pemerintah.

1.4.1 Manfaat bagi Peneliti

Penelitian ini meningkatkan keterampilan peneliti dalam melakukan
penelitian pada bidang protozoologi molekuler khususnya
Plasmodium falciparum dan menjadi pengalaman yang berguna

dalam penerapan ilmu yang telah didapatkan selama perkuliahan.

1.4.2 Manfaat bagi Peneliti Lain

Penelitian ini dapat dijadikan sebagai bahan referensi bagi penelitian

selanjutnya.



1.4.3 Manfaat bagi Pemerintah

Hasil penelitian ini dapat dijadikan dasar bagi pemangku kebijakan
dalam mengambil langkah untuk pengendalian malaria khususnya
malaria falciparum di Pesawaran, sehingga dapat membantu

menurunkan angka kejadian malaria.



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Malaria

Malaria merupakan suatu penyakit infeksi yang disebabkan oleh Plasmodium
sp. dan menyerang sel darah merah (eritrosit) manusia (Harijanto, 2014).
Malaria merupakan penyakit infeksi dengan angka kejadian yang cukup
tinggi. Catatan dari laporan WHO mengatakan bahwa pada tahun 2015
terdapat 212 juta kasus baru terkait infeksi malaria. Meskipun jumlah kasus
baru memiliki angka yang besar, angka kematian akibat malaria dari tahun
2010-2015 terhitung menurun sebesar 21% (World Health Organization,
2016). Hal ini menandakan keberhasilan program pemerintah dalam
penanggulangan malaria. Selain di tingkat dunia, tren API di Indonesia juga
mengalami penurunan dari tahun 2011-2015 (Kementerian Kesehatan Rl,

2016).

Parasit penyebab malaria merupakan protozoa dari genus Plasmodium.
Plasmodium sp. yang dapat menginfeksi manusia terdiri dari beberapa jenis.
Jenis-jenis dari Plasmodium sp. tersebut adalah Plasmodium vivax (malaria
tertiana), Plasmodium falcifarum (malaria tropika), Plasmodium malariae,

Plasmodium knowlesi dan Plasmodium ovale. Lokasi penyebaran dari tiap
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jenis Plasmodium sp. ini berbeda-beda. Plasmodium falcifarum dan
Plasmodium malariae tersebar hampir di setiap negara. Plasmodium
falcifarum dan Plasmodium vivax umumnya ditemukan pada wilayah
Amerika Selatan, Asia Tenggara, Negara Oceania dan India. Pada negara
Indonesia, terutama bagian Indonesia Timur, mulai dari Kalimantan,
Sulawesi, Maluku, Irian Jaya, hingga Nusa Tenggara Timur banyak

ditemukan Plasmodium falcifarum dan Plasmodim vivax (Harijanto, 2014).

Malaria merupakan penyakit yang ditularkan melalui gigitan nyamuk. Saat
nyamuk Anopheles betina menggigit manusia, nyamuk akan melepaskan
sporoozit ke dalam pembuluh darah. Selama kurun waktu 45 menit, sebagian
besar dari sporozoit tersebut akan menuju ke hati dan sebagian kecilnya akan
mati.  Sporozoit yang berhasil masuk ke dalam hati akan mengalami
perkembangan aseksual di dalam sel parenkim hati. Setiap jenis Plasmodium
sp. memiliki waktu yang berbeda-beda dalam melakukan perkembangan
aseksual ini. Pada sel parenkim hati yang terinfeksi akan terbentuk schizont
(hasil perkembangbiakan aseksual Plasmodium sp.), yang mana jika terjadi
ruptur maka schizont tersebut akan mengeluarkan merozoit yang akhirnya
menyebar ke pembuluh darah. Merozoit yang bebas beredar di dalam
pembuluh darah akan menginfeksi eritrosit dengan masuk ke dalam eritrosit
melalui reseptor permukaan eritrosit. Di dalam eritrosit, merozoit akan
berkembang menjadi tropozoit, kemudian kembali menjadi schizont. Jika
eritrosit ruptur maka akan mengeluarkan merozoit kembali. Beberapa parasit

hasil ruptur tadi di dalam darah akan mengalami perkembangbiakan seksual
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(gametosit). Parasit dalam bentuk ini dapat kembali terambil oleh nyamuk
yang menggigit manusia terinfeksi. Di dalam tubuh nyamuk parasit akan
melanjutkan proses gametositnya, hingga menjadi schizont dan kembali siap
menginfeksi manusia (Harijanto, 2014; CDC, 2016). Proses perjalanan

Plasmodium sp. dapat dilihat pada gambar satu.
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Gambar 1. Daur Hidup dari Plasmodium sp..

Plasmodium sp. yang masuk dan menginfeksi manusia akan menimbulkan
berbagai gejala klinis. Gejala klinis ini akan timbul setelah masa inkubasi
selesai dan setiap jenis Plasmodium sp. memiliki rentang waktu inkubasi
yang berbeda-beda. Terdapat keluhan prodormal sebelum terjadinya demam,
seperti kelesuan, malaise, sakit kepala, merasa dingin di punggung, nyeri
sendi dan tulang, demam ringan, anoreksia, perut terasa tidak enak dan diare

ringan (Harijanto, 2014).
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Terdapat gejala khas yang terjadi pada penderita malaria. Gejala khas
tersebut disebut ‘trias malaria’. Trias malaria merupakan tiga gejala klinis
yang sering bahkan hampir dialami semua penderita malaria. Gejala yang
termasuk dalam trias malaria adalah demam periodik, anemia dan
splenomegali. Demam periodik yang terjadi dalam malaria terbagi menjadi
tiga periode, yaitu:

1. Periode dingin: penderita menggigil, menutup diri dengan selimut atau
bahan lainnya, saat menggigil seluruh badan akan bergetar dan gigi
akan saling terantuk, setelah itu diikuti dengan periode panas;

2. Periode panas: pada periode ini penderita akan merasakan nadi yang
cepat dan temperatur tubuh yang tetap tinggi dalam beberapa jam;

3. Periode berkeringat: saat periode ini, penderita merasakan sehat
karena sudah mulai banyak keringat yang keluar dari tubuh dan

temperatur tubuh mulai menurun (Harijanto, 2014).

World Health Organization (WHO) telah menetapkan secara global
pengobatan yang diberikan pada penderita malaria, yaitu dengan pemberian
obat Artemisin base combination Theraphy (ACT) (Cui et al., 2015).
Artemisin merupakan obat dasar yang digunakan dalam penggunaan ACT.
Indonesia menggunakan dua macam regimen ACT, vyaitu 1) Artesunat—
amodiakuin dan 2) Dihydroartemisinin—piperaquine (Departemen Kesehatan
RI, 2008). Artemisin terbukti efektif dalam mengatasi Plasmodium sp. yang
resisten terhadap pengobatan.  Selain itu, artemisin dapat membunuh

Plasmodium sp. dalam semua stadium termasuk pada saat gametosit. Jika
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pengobatan tidak dilakukan pada malaria akan timbul beberapa komplikasi
yang cukup merugikan bagi penderita. Beberapa komplikasi yang dapat
timbul akibat malaria ini adalah malaria serebral, gagal ginjal akut, kelainan
hati, hipoglikemi, black water fever, malaria algid, kecenderungan

pendarahan, edema paru dan hiponatremia (Harijanto, 2014).

Saat ini, sudah banyak laporan mengenai resistensi terhadap anti-malaria.
Sebuah penelitian melihat tingkat resistensi Plasmodium sp. terhadap anti-
malaria. Pada penelitian tersebut, di wilayah Afrika Barat, Malawi, Uganda,
Asia Selatan dan Asia Tenggara ditemukan resistensi terhadap anti-malaria.
Asia Tenggara memiliki angka resistensi tertinggi dalam penelitian tersebut.
Penilaian resistensi yang dilakukan dalam penelitian ini melalui observasi

Klinis, penilaian ex vivo atau in vitro dan studi molekular (Cui et al., 2015).

2.1.1. Plasmodium falciparum

Parasit malaria merupakan protozoa yang menginfeksi darah sebagai
target infeksinya. Parasit ini tidak hanya menyerang manusia, tetapi
juga mamalia lain seperti kera, burung, reptil, bahkan hewan pengerat.
Parasit malaria termasuk ke dalam genus Plasmodium. Penjelasan
secara taxonomi dari Plasmodium sp. dijelaskan pada tabel satu

(Bannister dan Sherman, 2009).
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Tabel 1. Taxonomi Plasmodium sp..

Klasifikasi Jenis Klasifikasi
Kingdom Protozoa
Subkingdom Baciliata
Phylum Myzozoa
Subphylum Apicomplexa
Class Aonoidasida
Ordo Haemosporina
Genus Plasmodium

Sumber: (Bannister dan Sherman, 2009; Igweh, 2012).

Terdapat lima jenis spesies dari parasit malaria yang dapat menyerang
manusia, yaitu: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium knowlesi, Plasmodium oval dan Plasmodium malariae.
Plasmodium falciparum merupakan salah satu jenis dari Plasmodium
sp. yang menimbulkan gejala berat pada penderitanya. Plasmodium
falciparum menyebabkan penyakit malaria falciparum atau malaria
tropika. Jenis Plasmodium ini ditemukan pada daerah tropis, terutama
di Afrika dan Asia Tenggara, termasuk Indonesia (Bannister dan

Sherman, 2009; Departemen Parasitologi FKUI, 2010; Igweh, 2012).

Genom pada Plasmodium sp. memiliki panjang 23-25 juta pasang
basa yang tersusun dalam 14 kromosom. Setidaknya terdapat 6000
gen yang terkode disepanjang genom tersebut. = Genom pada
Plasmodium sp. merupakan single set chromosome.  Panjang
kromosom bervariasi, mulai dari 500 Kba sampai 3 megabasa.
Terdapat variasi dari ekspresi genetik pada Plasmodium sp. yang
dipengaruhi oleh pola waktu yang berbeda pada setiap siklus hidupnya

(Bannister dan Sherman, 2009; Igweh, 2012).
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Sintesis protein yang terjadi pada Plasmodium sp. sama dengan
makhluk eukariotik lainnya, tetapi pada Plasmodium falciparum
sedikit berbeda. Materi DNA yang dimiliki Plasmodium falciparum
memiliki basa adenosin dan timin yang sangat kaya. Perbedaan
sintesis protein ini yang dapat menyebabkan gen polimorfik pada
protozoa, sehingga dapat menghambat pengenalan sistem imun

terhadap protein parasit (Bannister dan Sherman, 2009; Igweh, 2012).

Terdapat tiga gen yang dapat dijadikan penanda dalam variasi genetik
pada gen Plasmodium falciparum, yaitu gen Plasmodium falciparum
Merozoit Surface Protein (PFMSP) 1 dan PFMSP 2, serta glutamate-
rich protein (GLURUP). Diantara ketiga gen tersebut, terdapat gen
yang berperan dalam proses invasi ke eritrosit dan dapat dijadikan
bahan dalam vaksin di tahap eritosit pada malaria, gen tersebut adalah
PFMSP-1 (Hussain et al., 2011; Congpuong et al., 2014; Sorontou dan

Pakpahan, 2015).

Gen Plasmodium falciparum Merozoit Surface Protein-1

Plasmodium sp. memiliki kurang lebih 6000 gen yang terkode di
sepanjang genom yang dimilikinya. Terdapat beberapa gen yang
dapat dijadikan sebagai gen penanda dalam berbagai proses biologis,
salah satunya adalah adanya variasi genetik. Salah satu gen pada
Plasmodium falciparum yang dapat dijadikan penanda variasi genetik

adalah gen Plasmodium falciparum Merozoit Surface Protein-1
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(PFMSP-1) karena gen tersebut memiliki variabilitas yang tinggi

(Hussain et al., 2011; Igweh, 2012; Sorontou dan Pakpahan, 2015).

Gen PFMSP-1 merupakan suatu protein, antigen mayor pada stadium
aseksual darah Plasmodium sp.. Protein ini berukuran 180-200 kDa.
Secara genetik, lokasi gen ini terletak pada kromosom kesembilan dari
14 kromosom yang dimiliki oleh Plasmodium sp. (Hoffmann et al.,

2003; Lin et al., 2016).

Gen PFMSP-1 merupakan salah satu protein yang terletak di
permukaan merozoit. Protein ini diselimuti oleh protein lain yaitu
glicosyliphospatidylinositol (GPI).  Protein PFMSP-1 mengalami
perkembangan dalam tiga tahapan, yaitu sebelum, selama dan setelah
invasi ke eritrosit. Saat sebelum invasi ke eritrosit protein PFMSP-1
diperantarai oleh PFSUB1 akan mengalami proses proteolitik menjadi
empat fragmen protein, yaitu MSP1gs, MSP130, MSP13s dan MSP14>.
Selama invasi berlangsung, protein MSP1ls; akan mengalami
proteolitik yang diperantarai oleh PFSUB2 menjadi MSP1li9 dan
MSP133. Selama tahapan invasi sebagian besar protein ditinggalkan
dari tubuh merozoit dan sebagian lainnya dibawa hingga merozoit
masuk ke eritrosit. Sebagian protein yang tinggal adalah MSP11,
MSP2 dan MSP4. Pada tahap setelah invasi ke eritrosit, MSP119 akan
tetap dipertahankan. Ketiga tahapan ini dijelaskan pada gambar dua

(Beeson et al., 2016; Lin et al., 2016).
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Gambar 2. Proses Perkembangan Protein MSP1.

Proses invasi merozoit ke eritrosit dimulai dari tahapan adhesi. Tahap
ini dimulai dengan sentuhan antara merozoit dengan eritrosit pada sisi
manapun, sehingga merozoit mulai mengenali dan mengikat membran
plasma eritrosit. Penempelan ini dilakukan oleh protein permukaan
yang ada di seluruh permukaan merozoit (Farrow et al., 2011; Paul et

al., 2016).

Tahap selanjutnya adalah reorientasi, yaitu merozoit bergulir
sepanjang permukaan eritrosit sampai pada saat bagian apikal
merozoit berikatan dengan membran eritrosit. Akibat ikatan antara
merozoit dan eritrosit terjadi sekresi protein mikroenem dan rhoptry
yang dimiliki oleh merozoit. Pada tahapan ini telah diketahui

beberapa ikatan antara protein yang dimiliki merozoit dengan protein
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eritrosit. lkatan setiap protein tersebut dijelaskan pada gambar tiga A

(Farrow et al., 2011; Beeson et al., 2016; Paul et al., 2016).

Tahap ketiga dari invasi ini adalah pembentukan persimpangan yang
erat (tight-junction formation) pada lokasi kontak antara membran
yang dimiliki eritrosit dengan merozoit. Pembentukan persimpangan
ini  bertujuan memisahkan eritrosit dengan merozoit walaupun

merozoit telah masuk ke dalam eritrosit (Farrow et al., 2011).

Tahap terakhir dari invasi adalah ingress atau proses masuknya
merozoit hingga sempurna. Proses masuknya merozoit ini
dikarenakan aktifnya sistem aktin-miosin pada merozoit. Selama
merozoit masuk ke dalam eritrosit tetap terjadi pemisahan dari materi
yang terdapat dalam eritrosit dengan merozoit. Pemisahan tersebut
dilakukan dengan cara membentuk sebuah cincin yang mengelilingi
parasit sehingga terbentuk vakuola parasitoporus (VP). Vakuola
parasitoporus merupakan hasil dari pelepasan protein rhoptry yang
menyebabkan sekresi protein dan lipid pada sepanjang jalan masuknya
merozoit dari titik lokasi terbentuknya persimpangan sebelumnya

(Farrow et al., 2011; Paul et al., 2016).

Akhir dari invasi adalah masuknya merozoit secara sempurna ke
dalam eritrosit tanpa terjadinya ruptur dari eritrosit.  Perjalanan

pembentukan VP pada tahap akhir akan menjepit kedua sisi dari



19

eritrosit pada lokasi penempelannya, sehingga eritrosit tidak
mengalami kerusakan. Tahapan invasi dapat dilihat pada gambar tiga

B (Paul et al., 2016).
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Gambar 3. Protein pada Merozoit dan Eritrosit (3A); Invasi Merozoit (3B).

Selama tahapan invasi, MSP1 memegang peranan yang penting.
Penelitian sebelumnya mengatakan bahwa fungsi serta pengolahan
MSP1 memang belum diketahui secara pasti, terlebih lagi dengan
masih sedikitnya informasi mengenai struktur dari MSP1 itu sendiri.
Tetapi MSP1 menunjukkan terjadinya defect yang parah pada kejadian
kekurangan MSP1 serta terjadinya penurunan efisiensi dan
kelambatan dalam proses egress (proses rupturnya eritrosit akibat
schizont matang) saat terjadinya mutasi pada MSP1. Penelitian
terbaru mengatakan bahwa MSP1 ditemukan berperan dalam
pengikatan terhadap spektrin eritrosit sehingga dapat mencegah atau

menangani terjadinya ruptur eritrosit. Selain itu ditemukan juga
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kemungkinan peran MSP1 pada saat kontak awal invasi yaitu
terjadinya pengikatan MSP1gs dengan glikoporin A sebagai mediator
invasi, serta MSP1 dapat mengikat protein band 3. Peran lainnya dari
MSP1 diwakili oleh MSP119, protein ini turut masuk ke dalam eritrosit
selama invasi, sehingga memiliki peran dalam melokalisasi vakuola
makanan untuk berkembang selama pembentukan tropozoit (Das et

al., 2015; Beeson et al., 2016).

Selama tahapan invasi tersebut, baik sebelum, selama dan sesudah
invasi, protein yang dimiliki oleh merozit mengalami kontak langsung
atau terpapar oleh antibodi inang, sehingga tubuh host dapat
membentuk antibodi untuk melawan protein tersebut. Cara tubuh
melawan infeksi yang diakibatkan oleh invasi merozoit ini melibatkan
tiga cara utama, yaitu antibodi secara langsung menghambat invasi,
terjadi interaksi antara antibodi dengan reseptor di eritrosit untuk
cegah invasi dan melakukan penggabungan merozoit bebas di darah

setelah egress dari schizont (Beeson et al., 2016).

Gen PFMSP-1 dapat dijadikan sebagai vaksin bagi malaria pada
stadium eritrosit. Hal ini dikarenakan terdapatnya respons imun tubuh
terhadap protein PFMSP-1 seperti yang telah disebutkan sebelumnya.
Pada titer antibodi yang tinggi, maka aktivitas invasi yang dilakukan
merozoit ke eritrosit akan terhambat (Igweh, 2012; Sorontou dan

Pakpahan, 2015). Fokus vaksin pada gen PFMSP-1 terletak pada
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fragmen MSP14,, baik pada fragmen MSP119 dan MSP133 (Spring et

al., 2010).

Gen PFMSP-1 memiliki 17 variabel blok yang terbagi menjadi bagian
conserved (blok 1, 3, 5, 12 dan 17), semi-conserved (blok 7, 9, 11, 13
dan 15) dan bagian di antaranya (blok 2, 4, 6, 8. 10, 14 dan 16)
(Irawati, 2011). Blok 2, merupakan bagian gen yang dekat dengan N-
terminal dan PFMSP-1 merupakan bagian yang paling polimorfik dan
bagian paling kuat dalam variasi gen dibandingkan populasi normal.
Pada blok 2, beberapa penelitian mengatakan bahwa terdapat tiga alel
yang teridentifikasi, tetapi penelitian lain mengatakan bahwa terdapat
empat alel. Keempat alel tersebut adalah: MAD20, K1, RO33 dan
MR. Alel tersebut yang menandakan adanya variasi genetik pada satu
Plasmodium sp.. Variasi genetik ini memiliki perbedaan pada setiap
daerah endemis, seperti yang telah didapatkan pada penelitian
sebelumnya di Papua, Thailand, Myanmar, India dan Gabon (Hussain
et al., 2011; Congpuong et al., 2014; Sorontou dan Pakpahan, 2015;

Mau dan Murhandarwati, 2016).

Alel yang dimiliki gen PFMSP-1 memiliki respons imun yang sedikit
berbeda pada setiap jenisnya. Pada penelitian sebelumnya dikatakan
bahwa pada jenis alel MAD20, respons imun tubuh akan
meningkatkan titer interferon gama (IFN-y) lebih tinggi dibandingkan

pada jenis alel K1. Pada penelitian sebelumnya didapatkan urutan
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peptida yang identik antara alel MAD20 dan K1 dengan MSP133. Hal
tersebut menyatakan bahwa seharusnya tidak ada hambatan pada
target vaksin MPS1 khususnya di wilayah MSP133. Kejadian itulah
yang membuat perkembangan vaksin pada MSP1 memakan waktu

yang lama (Spring et al., 2010).

Alel yang dimiliki oleh gen PFMSP-1 dapat teridentifikasi dengan
cara Polymerase Chain Reaction (PCR). Jenis PCR yang digunakan
adalah nested PCR. Pada metode ini dilakukan dua kali amplifikasi
untuk mendapatkan hasil pasangan basa pada setiap alel. Sebelum
dilakukan PCR, dilakukan isolasi DNA terhadap sampel untuk
mendapatkan materi genetik dari setiap sampel (Hussain et al., 2011;
Handayani et al., 2012; Snounou dan Férnet, 2013; Mau dan

Murhandarwati, 2016).

2.2 Teknik Biologi Molekuler

Penelitian dalam ilmu pengetahuan, khususnya ilmu kedokteran, sudah
mencapai tahapan molekuler. Pada tahapan ini kinerja tubuh atau suatu
proses yang terjadi dapat dijelaskan dalam lingkup susunan penyusun terkecil
yaitu sel hingga tingkatan genetik, yaitu DNA. Molekuler merupakan
multidisiplin dari biokimia, biologi sel dan genetika yang mempelajari
aktivitas biologi pada level molekul, termasuk di dalamnya perbedaan tipe
DNA, RNA, protein serta biosintesisnya. Tingkatan ilmu ini merupakan hal

yang penting karena dapat menunjukkan gen yang terlibat dalam suatu proses
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tubuh sehingga memperlihatkan perannya dalam mempengaruhi suatu
penyakit genetik ataupun untuk melakukan identifikasi DNA. Hal tersebut
sangat membantu pada pengobatan dalam bidang kedokteran, karena dalam
hal ini pengobatan langsung ditunjukkan pada target gen yang mengalami
gangguan atau kerusakan (Fatchiyah et al., 2015). Saat ini perkembangan
ilmu pada tingkatan molekuler sedang berkembang pesat, sehingga
diharapkan dapat meningkatkan kinerja dalam bidang kesehatan dan bidang

ilmu lainnya.

Alat bantu diperlukan dalam melakukan penelitian pada setiap tahapan
molekular. Dibutuhkan beberapa tahapan atau proses dalam pengamatan
pada level molekul. Terdapat alat bantu yang dapat membantu dalam
pengamatannya, salah satunya adalah Polymerase Chain Reaction atau lebih
dikenal dengan PCR. Metode PCR merupakan suatu metode enzimatis
dimana terjadi amplifikasi atau perbanyakan DNA dengan cara in vitro. Pada
PCR ini memungkinkan terjadinya penggandaan suatu fragmen DNA (Yusuf,

2010).

Metode PCR dapat dilakukan menggunakan bahan DNA murni tanpa
kontaminasi bahan lainnya. Oleh karena itu, dibutuhkan proses ekstraksi
DNA atau isolasi DNA untuk mendapatkan DNA murni. Ekstraksi ini dapat
dilakukan secara konvensional atau dengan kit. Secara konvensional,
ekstraksi DNA dapat dilakukan menggunakan CTAB/ NaCl, metode SDS dan

metode fenol kloroform. Seiring berkembangnya zaman, ekstraksi DNA
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dilakukan menggunakan kit yang dipasarkan dalam berbagai brand, salah satu
kit yang sering digunakan adalah QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen) (Fitriya

etal., 2011).

Bahan ekstraksi DNA yang digunakan dalam metode PCR akan melalui tiga
tahapan penting, yaitu denaturasi, anneling dan pemanjangan (extension).
Pada ketiga tahapan tersebut, tidak hanya hasil dari ekstraksi DNA (sebagai
cetakan DNA) yang digunakan, melainkan membutuhkan oligonukleotida
primer  (amplimers) untuk  mengawali  sintesis DNA target,
deoksiribonukleotida trifosfat (dNTP) yang berfungsi untuk membantu
menempel di ujung rantai 3’ pada primer saat terjadinya pemanjangan, DNA
polimerase untuk melakukan Katalisasi reaksi pada rantai DNA dan yang

terakhir adalah komponen pendukung lain yaitu buffer (Yusuf, 2010).

Proses PCR seluruhnya terjadi dalam alat yang disebut cycler. Seluruh bahan
yang telah disebutkan sebelumnya telah tercampur pada tube, selanjutnya
akan bereaksi di dalam alat PCR dengan perbedaan suhu. Tahapan pertama
dimulai dengan denaturasi. Pada tahap ini terjadi pemisahan untaian DNA,
dari untai ganda menjadi untaian tunggal. Proses ini dibantu oleh
peningkatan suhu sampai 90 - 95°C. Proses dilanjutkan dengan tahapan
anneling yaitu penempelan primer pada template DNA dalam suhu 37 - 65°C.
Kemudian DNA polimerase berperan dalam membantu proses pemanjangan
(extension) dari DNA dengan primer yang telah ditentukan. Proses tersebut

dilakukan dalam suhu 72°C. Ketiga proses tersebut disebut dalam satu siklus,
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sementara dalam metode PCR dibutuhkan 15 - 30 siklus, sehingga proses
tersebut kemudian diulangi kembali hingga mencapai jumlah siklus yang
dibutuhkan. Setelah selesai maka, dilakukan interpretasi terhadap hasil PCR
untuk melihat gen yang diteliti menggunakan elektroforesis (Yusuf, 2010;

Hewajuli dan Nlpi, 2014).

Metode PCR yang digunakan memiliki beberapa jenis dengan fungsi dan
keunggulannya masing-masing, salah satunya adalah nested PCR. Metode ini
dilakukan menggunakan dua set primer. Primer pertama akan menargetkan
fragmen DNA tertentu dan primer kedua akan menargetkan fragmen DNA
yang lebih spesifik dari hasil amplifikasi pertama yang menggunakan primer
pertama. Hasil dari nested PCR mempunyai spesifisitas yang lebih tinggi
dibandingkan dengan metode PCR dengan satu kali amplifikasi. Sehingga
dengan metode ini, diharapkan dapat mengidentifikasi fragmen DNA yang
lebih spesifik serta mengurangi kontaminasi pada bahan penelitian (Yusuf,

2010).

2.2.1. Teknik PCR pada Gen PFMSP -1

Gen PFMSP -1 merupakan gen yang dimiliki Plasmodium falciparum.
Gen ini dapat diidentifikasi melalui sampel darah manusia yang positif
mengalami malaria. Tahapan awal sampel akan dilakukan dengan
ekstraksi/ isolasi DNA. Isolasi DNA digunakan dengan tujuan
memisahkan segmen DNA dengan bahan lainnya yang terdapat di

sekitarnya. Pada darah isolasi DNA dipisahkan dari sel-sel darah dan
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yang lainnya. Hasil isolasi DNA inilah yang akan dilanjutkan pada

proses amplifikasi (Snounou dan Farnet, 2013).

Proses amplifikasi dilakukan dengan metode nested PCR. Pada nested
PCR, terjadi reaksi amplifikasi pertama dimana reaksi dilakukan
dengan tujuan untuk mengidentifikasi atau memisahkan bagian gen
yang selanjutnya akan digunakan pada proses amplifikasi kedua. Pada
penelitian ini, reaksi amplifikasi pertama menargetkan gen PFMSP-1.
Reaksi amplifikasi kedua menghasilkan urutan basa dari setiap alel
dari gen PFMSP-1 atau hasil fragmen DNA pada reaksi pertama.
Susunan pasangan basa pada setiap primer yang digunakan pada
setiap reaksi amplifikasi dijelaskan pada tabel dua (Snounou dan

Féarnet, 2013).

Tabel 2. Oligonucleated sequences.

Jenis

Reaksi Alel Sekuensi Basa

First reaction
M1-OF 5- CTAGAAGCTTTAGAAGATGCAGTATTG -3’
M1-OR 5- CTTAAATAGTATTCTAATTCAAGTGGATCA-3’
Second reaction
K1 M1-KF 5-AAATGAAGAAGAAATTACTACAAAAGGTGC-3'
M1-KR 5-GCTTGCATCAGCTGGAGGGCTTGCACCAGA-3’
MAD20 M1-MF 5-AAATGAAGGAACAAGTGGAACAGCTGTTAC-3'
M1-MR 5-ATCTGAAGGATTTGTACGTCTTGAATTACC -3’
RO33 M1-RF 5-TAAAGGATGGAGCAAATACTCAAGTTGTTG-3’
M1-RR 5-CATCTGAAGGATTTGCAGCACCTGGAGATC-3’

Sumber: (Snounou dan Farnet, 2013).
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2.2.2. Elektroforesis

Terdapat suatu metode analisis yang dapat digunakan untuk
mengidentifikasi hasil PCR, yaitu elektroforesis. Pada metode ini
akan didapatkan band yang merupakan fragmen DNA target
penelitian dari PCR. Elektroforesis merupakan cara analisis dengan
melihat pergerakan molekul-molekul protein yang bermuatan di dalam
medan listrik. Pergerakkan ini terjadi sesuai dengan bentuk, ukuran,
besar muatan dan sifat kimia molekul, sehingga terjadi pemisahan
berdasarkan ukuran molekul tersebut. Pada metode ini besar molekul
DNA yang dapat teridentifikasi antara 500-300.000 basepaired (bp)

(The Biotechnology Education Company, 2003).

Metode ini menggunakan aliran listrik sebagai penghantar molekul
DNA. Prinsip dasar metode ini adalah perpindahan molekul (DNA
atau RNA) sesuai dengan ukuran molekul melalui medan listrik dari
kutub negatif ke kutub positif. Molekul DNA memiliki muatan
negatif sehingga dalam medan listrik (pada alat elektroforesis)
molekul DNA akan berjalan menuju kutub positif. Semakin berat
ukuran molekul maka makin lama laju perpindahan molekulnya dan

sebaliknya (Rianta, 2001).

Elektroforesis dapat dilakukan dalam beberapa media, seperti media
larutan ataupun media padat. Penelitian ini menggunakan media padat

dalam bentuk agar. Agar sebagai media dalam elektroforesis
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dibedakan menjadi gel agarose (muatan netral) dan gel agaropectin
(muatan negatif). Penggunaan gel agaropectin sebagai media pada
larutan  penyangga alkali  dapat  menyebabkan  gerakan
elektroendosmotik dan terkadang dapat menyerap protein, sehingga
pada penelitian ini digunakan gel agarose (Rianta, 2001; The

biotechnology education company, 2003).

Gel agarose dibuat menggunakan bubuk agarose yang dilarutkan
dalam larutan penyangga dan kemudian didinginkan sampai suhu Kira-
kira 55°C. Setelah mencapai suhu yang ditargetkan, cairan tersebut
dituangkan ke dalam casting tray yang berfungsi sebagai cetakan.
Pada bagian ujung cetakan diletakkan comb (berbentuk seperti sisir)
untuk membuat sumur tempat meletakkan hasil PCR (Rianta, 2001;

The biotechnology education company, 2003; Lucchi et al., 2012).

Gel agarose yang mengeras diletakkan pada bilik elektroforesis yang
terisi larutan buffer, kemudian diletakkan hasil PCR pada setiap sumur
dalam gel agarose. Setelah itu, dialirkan listrik ke dalam bilik selama
waktu yang telah ditentukan. Hasil akan didapatkan molekul DNA
yang berjalan menuju kutub positif dan berhenti pada suatu tempat
sesuai dengan ukuran molekulnya (The biotechnology education

company, 2003).



2.3 Kerangka Teori

Kerangka teori pada penelitian ini dijelaskan pada gambar empat.

MALARIA
ETIOLOGI
I
AGEN INFEKSI
|
PLASMODIUM
Plasmodium Plasmodium
knowlesi vivax
Plasmodium Plasmoldium i Plasmodium i
malariaei ovale v falciparum
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|:| : Variabel yang tidak diteliti

s
Sumber: (Congpuong et al., 2014; Sorontou dan Pakpahan, 2015)

v

: Variabel yang diteliti

: Hubungan sebab akibat

VARIASI GENETIK

Gambar 4. Kerangka Teori Penelitian.
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2.4 Kerangka Konsep

Kerangka konsep pada penelitian ini dijelaskan pada gambar lima.

Sampel Darah Penderita Malaria dalam Variasi Genetik pada gen
Bentuk BBT dari wilayah kerja —) Plasmodium falciparum merozoit
Puskesmas Hanura, Pesawaran, Lampung surface protein — 1 ( PFMSP-1)

Sumber: (Hussain et al., 2011; Sorontou dan Pakpahan, 2015; Mau dan Murhandarwati, 2016)

Gambar 5. Kerangka Konsep Penelitian.

2.5 Hipotesis

Pada sebuah penelitian diperlukan sebuah jawaban sementara terhadap
penelitian yang akan dilakukan, hal tersebut adalah hipotesis. Hipotesis dapat
dibuat menurut teori-teori yang sudah dijelaskan sebelumnya. Hipotesis pada
penelitian ini, yaitu “Terdapat variasi genetik pada gen Plasmodium
falciparum PFMSP-1 di wilayah kerja Puskesmas Hanura, Kabupaten

Pesawaran, Lampung”.



3.1

3.2

3.3

BAB 3
METODE PENELITIAN

Jenis Penelitian

Jenis penelitian kuantitatif dengan metode survey deskriptif dipilih dalam
melakukan penelitian ini. Penelitian akan dilakukan dengan mengidentifikasi
variasi genetik dari sampel darah penderita malaria di wilayah Kkerja

Puskesmas Hanura, Pesawaran, Lampung.

Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biomolekular Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung. Pelaksanaan penelitian telah dimulai dari bulan

Agustus sampai Desember 2017.

Subjek Penelitian

Pada penelitian ini, subjek yang digunakan adalah penderita malaria yang
terdapat pada wilayah kerja Puskesmas Hanura, Pesawaran, Lampung. Bahan
yang digunakan dalam penelitian adalah bahan biologi tersimpan (BBT) dari
sampel darah penderita positif malaria pada wilayah kerja Puskesmas Hanura

yang telah diambil pada tahun 2016.
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3.3.1 Populasi Penelitian

Populasi dalam suatu penelitian dibagi menjadi dua, yaitu populasi
target dan populasi terjangkau. Populasi target dalam penelitian ini
adalah penderita malaria pada wilayah kerja Puskesmas Hanura,
Pesawaran, Lampung. Populasi terjangkau dalam penelitian ini adalah
bahan biologi tersimpan (BBT) dari darah penderita malaria di wilayah
kerja Puskesmas Hanura. Terdapat kriteria inklusi dan eksklusi untuk
penentuan sampel yang akan dipilih dalam penelitian guna

meminimalisir bias.

3.3.1.1 Kiriteria Inklusi

1. Sampel BBT memiliki DNA yang dapat digunakan dalam
pemeriksaan PCR;

2. Volume sampel mencukupi dalam penelitian.

3.3.1.2 Kriteria Eksklusi

Sampel BBT sudah terkontaminasi dengan bahan kimia lain.

3.3.2 Jumlah Sampel dan Teknik Sampling

Sampel dari penelitian ini adalah BBT dari penderita malaria pada
wilayah kerja Puskesmas Hanura, Pesawaran, Lampung. Jumlah

sampel darah yang telah terambil pada tahun 2016 yaitu 23 BBT.



3.4

3.5

33

Teknik pengambilan sampel pada penelitian ini adalah consecutive
sampling, yaitu pengambilan sampel dilakukan secara berurutan dan
sampel yang memenuhi kriteria akan dimasukkan dalam sampel

penelitian.

Rancangan Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian kuantitatif dengan metode survey deskriptif.
Digunakan pendekatan survey morbiditas untuk mengidentifikasi kejadian
variasi gen PFMSP-1 pada penderita malaria di wilayah kerja Puskesmas
Hanura, Pesawaran, Lampung. Hasil penelitian menunjukkan variasi alel
pada gen PFMSP-1. Hasil tersebut dapat dimanfaatkan untuk memberikan
gambaran dalam memperbaiki cara penanganan ataupun pengobatan pada
malaria di daerah endemis, seperti wilayah kerja Puskesmas Hanura,

Pesawaran, Lampung (Notoadmodjo, 2012).

Identifikasi Variabel

Penelitian ini memiliki satu variabel, yaitu gen Plasmodium falciparum
Merozoit Surface Protein-1 (PFMSP-1). Gen PFMSP-1 memiliki tiga jenis
alel yang akan diidentifikasi pada penelitian ini, yaitu MAD20, K1 dan

RO33.
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3.6 Definisi Operasional Variabel

Pada penelitian ini didapatkan satu variabel, yaitu gen Plasmodium
falciparum Merozoit Surface Protein-1 (PFMSP-1). Variabel ini memiliki
tiga alel yang akan diidentifikasi dari sampel yang diteliti. Ketiga alel
tersebut, K1, MAD20 dan RO33, yang akan dijadikan indikator dalam
penentuan adanya variasi genetik. Penjelasan variabel penelitian dijelaskan

pada tabel tiga.

Tabel 3. Definisi Operasional Variabel.

No Variabel Definisi Si:ﬁ, L'JA\IL?Jtr Hasil Ukur Skala
1 Gen Gen marker Amplifikasi PCR dan Fragmen Kategorik
PFMSP-1 dalam infeksi segmen gen elektrofor DNA gen (hominal)

multigenotip PFMSP-1 esis PFMSP-1
pada
Plasmodium
falciparum

2 MAD20 Jenis alel Amplifikasi PCR dan Segmen alel Kategorik
yang dimiliki elektrofor MAD20 gen (nominal)
gen PFMSP-1 esis PFMSP-1

3 RO33 Jenis alel Amplifikasi PCR dan Segmen alel Kategorik
yang dimiliki elektrofor RO33  gen (nominal)
gen PFMSP-1 esis PFMSP-1

4 K1l Jenis alel Amplifikasi PCR dan Segmen alel Kategorik
yang dimiliki elektrofor K1 gen (nominal)
gen PFMSP-1 esis PFMSP-1

Sumber: (Handayani, Salwati dan Tjitra, 2012; Mau dan Murhandarwati, 2016).

3.7 Instrumen Penelitian

Penelitian ini dilakukan dalam dua tahapan, yaitu isolasi atau ekstraksi DNA
dan amplifikasi gen PFMSP-1 dengan PCR konvesional. Alat dan bahan
yang digunakan dibedakan sesuai dengan tahapan yang akan dilakukan.

Berikut adalah alat dan bahan yang digunakan dalam setiap tahap penelitian.
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3.7.1 Isolasi DNA

Pada penelitian ini, isolasi DNA merupakan tahap pertama yang harus
dilakukan. Isolasi DNA merupakan suatu prosedur yang bertujuan
untuk memisahkan materi genetik suatu mahluk hidup dari materi
yang ada disekitarnya. Proses isolasi DNA adalah suatu cara untuk
melisiskan materi yang melindungi DNA suatu mahkuk hidup hingga
DNA tersebut terpisahkan sempurna dan pada akhirnya dapat
diidentifikasi. Beberapa bahan dibutuhkan dalam melakukan proses
tersebut. Isolasi DNA dapat dilakukan dalam dua cara, yaitu bahan-
bahan yang digunakan didapatkan secara terpisah, atau bahan yang
diperlukan sudah dikemas dalam satu kemasan, atau disebut dengan
kit. Seluruh prosedur serta bahan yang digunakan dalam isolasi DNA

telah tertera dalam kit tersebut.

Isolasi DNA pada penelitian ini menggunakan QlAamp® DNA Mini
Kit (Qiagen). Bahan-bahan yang diperlukan dalam isolasi DNA
adalah QIAmp® DNA Mini Kit, yang terdiri dari; proteinase K; buffer
AL; buffer AW1,; buffer AW2; dan buffer AE, etanol absolut (100%),
sampel darah dan air murni (aquabidest). Penggunaan setiap bahan,
baik pengenceran dan cara penggunaan, sudah termasuk di dalam

QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, 2016).

Adapun alat yang dibutuhkan pada penelitian ini adalah pulse-

vortexing, spindown, QIAamp spin column, collection tube 2 ml,
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centrifuge, microcentrifuge tube, mikropipet 100-1000 pul, mikropipet
10-100 pl, blue tips, yellow tips, stopwatch dan waterbath 56°C

(Qiagen, 2016).

3.7.2 Amplifikasi PFMSP-1 dengan PCR

Hasil isolasi DNA dari sampel akan dilanjutkan dengan tahapan
amplifikasi, yaitu proses yang bertujuan untuk memperbanyak
fragmen DNA target yang sudah diisolasi. Proses amplifikasi pada
penelitian ini menggunakan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR)
konvensional. Alat PCR yang digunakan pada penelitian ini adalah

Rotor-Gene® Q (Qiagen).

Selama amplifikasi dibutuhkan bahan serta lingkungan yang tepat,
agar penggandaan fragmen DNA target dapat terjadi. Bahan-bahan
yang akan dipakai dalam amplifikasi sudah terkemas menjadi satu dan
disertai dengan perkiraan suhu yang dapat dipakai dalam menjalankan
setiap tahapan pada proses amplifikasi. Pada penelitian ini digunakan
dua kit untuk dilakukan amplifikasi, yaitu KAPA HiFi HotStart PCR
Kit (Kapabiosystem) dan MyFi™ DNA Polymerase (Bioline). Selain
itu, dalam amplifikasi juga dibutuhkan aqua for injection, primer
DNA target (primer forward dan reverse) dan DNA template

(KapaBiosystems, 2013; Bioline, 2017).
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Adapun alat yang dibutuhkan dalam proses amplifikasi adalah Rotor-
Gene® Q (Qiagen), mikropipet 0,5-10 ul, mikropipet 10-100 pl, small
tips, yellow tips, 0,2 pl microsentrifuge tube, nampan, rak dingin, ice

box, lemari pendingin, vortex dan spindown.

3.7.3 Elektroforesis

Elektroforesis merupakan suatu cara untuk membaca atau
menginterpretasikan hasil PCR. Bahan yang diperlukan untuk
melakukan elektroforesis adalah sebagai berikut gel agarose 1% (gel
agarose 1 gr dengan TBE 1x 100 ml), loading dye 6%, TBE 1x, gel

red dan aquabidest.

Adapun alat yang digunakan dalam elektroforesis adalah satu set alat
elektroforesis, solatip, parafilm, tabung erlenmayer, hot plate,

stabillizer, mikropipet 0,5-10 pl, small tips dan UV transilluminator.

3.8 Prosedur Penelitian

Adapun prosedur penelitian ini terbagi menjadi tiga tahap, yaitu isolasi DNA,

amplifikasi dan elektroforesis. Berikut adalah prosedur pada tiap tahapan.

3.8.1 Isolasi DNA

1. Memasukan 20ul QIAGEN Protease (atau K Proteinase) ke dalam

1.5 ml microcentrifuge tube;
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Menambahkan 200ul sampel ke microcentrifuge tube;
Menambahkan 200ul buffer AL ke dalam sampel, kemudian di
vortex selama 15 detik;

Menginkubasi selama 10 menit dalam suhu 56°C pada waterbath;
Melakukan spindown 1.5 ml microcentrifuge tube untuk
menghilangkan cairan yang terdapat pada tutup tube;

Menambahkan 200ul etanol (100%) ke dalam sampel, kemudian
divortex menggunakan pulse-vortexing selama 15 detik. Setelah itu,
kembali melakukan spindown untuk menghilangkan cairan yang
terdapat pada tutup tube;

Campuran larutan tersebut dipindahkan ke QlAamp Spin Column (2
ml collection tube) tanpa membasahi pinggiran tube, menutup tube,
lalu dicentrifuge dalam 6000 x g (8000 rpm) selama satu menit.
Kemudian membuang hasil filter yang terdapat pada collection
tube;

Menambahkan 500l buffer AW1 pada QIAamp Spin Column tanpa
membasahi pinggiran tabung. Melakukan centrifuge dalam 6000 x
g (8000rpm) selama satu menit. Membuang hasil filter yang
terdapat pada collection tube;

Menambahkan 500l buffer AW2 pada QIAamp Spin Column tanpa
membasahi pinggiran tabung.  Melakukan centrifuge dalam
kecepatan penuh 20000 x g (14000rpm) selama tiga menit;
Meletakkan QIAamp Spin Column kedalam 1.5ml microcentrifuge

tube dan menyingkirkan collection tube yang terdapat filter.



39

Menambahkan 200ul buffer AE pada QIlAamp Spin Column.
Menginkubasi dalam suhu ruangan (15-25°C) selama satu menit,
lalu melakukan centrifuge dalam 6000 x g (8000rpm) selama satu
menit;

11. Membuang QIAamp Spin Column dan menutup 1,5 mi
microsentrifuge tube, hasil ekstraksi dapat disimpan pada lemari

pendingin.

3.8.2 Amplifikasi Gen PFMSP-1 dengan PCR

Proses amplifikasi dengan penggunaan kit yang berbeda memiliki
prosedur yang sama, hanya saja campuran dari bahan yang diperlukan
pada setiap kit berbeda. Pada prosedur amplifikasi ini, perbedaan
terletak pada prosedur nomor dua.

1. Amplifikasi Pertama

a. Membuat campuran reaksi dengan perhitungan: 25 pL per
reaksi x (total nomor reaksi + 1);

b. Menghitung jumlah setiap bahan yang dibutuhkan pada setiap
reaksi, volume setiap bahan dikalikan dengan reaksi (total
nomor reaksi + 1). Volume yang dibutuhkan pada setiap Kit,
berikut rincian volume pada masing-masing Kit:

1) KAPA HotStart PCR Kit (Kapabiosystem)
5X KAPA HiFi Buffer (MgCly) : 5uL
10 mM KAPA dNTP Mix : 0,75 uL

10 uM Forward Primer : 0,75 uL
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10 uM Reverse Primer : 0,75 uL
DNA Template »1lul

1 U/ul KAPA HiFi Hotsrat DNA Polymerase : 0,5 uL
Aqua for Injection : 16,25 uL;

2) MyFi™ DNA Polymerase (Bioline)

5X MyFi Reaction Buffer :5uL
20 uM Forward Primer : 0,5uL
20 uM Reverse Primer : 0,5puL
DNA Template » 1l
MyFi DNA Polymerase » 1l
Aqua for Injection o 17 L

. Mencampurkan setiap bahan dengan volume sesuai dengan
perhitungan total reaksi ke dalam microsentrifuge tube, kecuali
DNA template. Selama pengerjaan, seluruh bahan diletakkan
pada nampan dan rak dingin, untuk menjaga suhu;

. Melakukan aliquot campuran reaksi tersebut sebanyak 24 pL
pada setiap 0,2 ml microsentrifuge tube;

. Menambahkan DNA template sebanyak 1 pL pada setiap tube,
sesuai dengan kode sampel;

. Menempatkan tube ke dalam rotor, kemudian memasukkan
rotor ke dalam Rotor-Gene® Q (Qiagen);

. Menjalankan reaksi PCR sesuai dengan kondisi PCR yang

telah ditentukan.
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2.  Amplifikasi Kedua (Nested)
a. Melakukan kembali langkah satu sampai empat seperti pada
amplifikasi pertama;
b. Menambahkan 1 uL hasil amplifikasi pertama pada setiap tube,
sesuai dengan kode sampel;
c. Menempatkan tube ke dalam rotor, kemudian memasukkan
rotor ke dalam Rotor-Gene® Q (Qiagen);
d. Menjalankan reaksi PCR sesuai dengan kondisi PCR yang
telah ditentukan.
3. Cycling Parameters
Pada tahap ini, terjadi tiga proses utama yaitu denaturasi, annealing
dan extension dari materi genetik sampel. Setiap tahapan pada
PCR ini membutuhkan suhu tertentu yang berbeda-beda. Suhu
serta waktu yang dibutuhkan pada setiap tahapan, baik pada

amplifikasi pertama dan kedua dijelaskan pada tabel empat.

Tabel 4. Suhu Amplifikasi Pertama dan Kedua.

No Proses Suhu (°C) Waktu
1  Predenaturasi 95 5 menit
2  Denaturasi 94 1 menit
3 Anneling X 2 menit
4 Extension 72 2 menit
5  Final Extension 72 5 menit

Keterangan:

X : 58°C (Amplifikasi 1)

61°C (Amplifikasi 2)
Sumber: (Snounou dan Farnet, 2013).
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Tahap denaturasi, anneling dan extension diulangi sebanyak 25
siklus pada amplifikasi pertama dan 30 siklus pada amplifikasi
kedua dengan menggunakan KAPA HotStart PCR Kit. Pada
penggunaan MyFi™ DNA Polymerase Bioline, dilakukan
pengulangan sebanyak 30 siklus baik pada amplifikasi pertama
ataupun amplifikasi kedua. Setelah selesai seluruh tahapan, hasil
dapat didiamkan pada suhu ruangan atau disimpan pada lemari

pendingin (Snounou dan Férnet, 2013).

3.8.3 Elektroforesis

Pada tahapan elektroforesis terbagi menjadi dua tahap. Pada tahap

pertama, dilakukan pembuatan gel agarose dan tahap kedua adalah

melakukan proses elektroforesis dengan memberikan arus listrik pada

gel tersebut.

1.

Pembuatan Gel agarose

Gel agarose dibuat dengan konsentrasi 1%. Pembuatan gel dimulai
dengan mencampurkan 1 gram bubuk gel agarose dengan 100 ml
TBE 1x kemudian campuran dididihkan dalam pemanas selama 25
menit pada + 80°C. Campuran dibiarkan hingga suhunya turun
sampai 55°C, serta tambahkan gel red pada gel agarose. Selagi
menunggu turunnya suhu gel agarose, dipersiapkan bilik
elektroforesis dengan memasang pembatas pada setiap sisi baki
sebagai pencetak gel agarose (casting tray). Setelah mencapai

suhu yang sesuai, gel agarose dituangkan ke dalam baki tersebut
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dan di letakkan comb pada salah satu ujung sisi baki (pada kutub

negatif). Gel agarose dibiarkan hingga mengeras menjadi gel yang

padat. Setelah mengeras sempurna, comb dicabut kemudian

pembatas baki pada setiap sisi dilepaskan dan baki diletakkan ke

dalam bilik elektroforesis yang telah terisi larutan TBE 1X (Rianta,

2001; The biotechnology education company, 2003; Lucchi et al.,

2012).

2. Elektroforesis

a.

b.

Menyiapkan kertas parafilm atau solatip pada meja;
Meletakkan 2 uL loading dye pada parafilm atau solatip;
Mengambil 3 puL hasil amplifikasi kedua, kemudian

mencampurkannya dengan loading dye;

. Mengambil 5 pL hasil campuran tersebut, kemudian

memasukkannya ke dalam sumur pada gel agarose;
Menyambungkan alat elektroforesis dengan sumber listrik
dengan pengaturan pada alat elektroforesis, yaitu 100 V, 50
Watt dan 250 mA selama 55 menit;

Setelah selesai, mengangkat gel agarose dari bilik dan
meletakkannya pada alat UV transilluminator untuk

divisualisasikan (Snounou dan Farnet, 2013).

3.9 Teknik Analisis Data

Penelitian ini akan menghasilkan sejumlah data mengenai susunan alel gen

PFMSP-1 pada sampel yang diujikan. Data yang didapatkan dari penelitian
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ini merupakan jenis data kategorik, yaitu nominal. Data tersebut telah

dianalisis menggunakan perangkat lunak komputer, untuk melihat pesebaran

alel yang muncul pada setiap sampel

3.10 Alur Penelitian

Penelitian ini dilakukan sesuai dengan tahapan atau alur yang dijelaskan

pada gambar enam.

Perizinan Pengguanaan Laboratorium

A

y

Persiapan Alat dan Bahan Penelitian

\

y

Isolasi DNA pada 20 Sampel dalam Bentuk BBT

A

y

Melakukan optimasi kondisi PCR

\

y

Melakukan Nested PCR pada Sam

terhadap gen Pf MSP-1

pel yang Telah dilakukan Isolasi DNA

}

Pembacaan Hasil Amp

MSP-1) menggunakan elektroforesis

lifikasi DNA target (Pf

A

y

Pengolahan dan Analisis Data

\ 4

Hasil dan Kesimpulan Penelitian

Gambar 6. A

lur penelitian
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3.11 Etik Penelitian

Etik penelitian ini telah disetujui oleh bagian etik dari Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung dengan nomor surat No. 3677/UN26.8/DL/2017.

Bukti persetujuan etik terlampir pada lampiran enam.



BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah:

1. Terdapat variasi genetik dari gen PFMSP-1 pada penderita malaria di
wilayah kerja Puskesmas Hanura, Kabupaten Pesawaran, Lampung;

2.Jenis alel dominan pada gen PFMSP-1 di wilayah kerja Puskesmas

Hanura, Pesawaran, Lampung adalah MAD20.

5.2 Saran

Adapun saran yang dapat diberikan mengenai penelitian ini adalah sebagai

berikut:

1. Penelitian ini dapat dilanjutkan dengan sequencing untuk mengetahui
perbedaan susunan basa nukleotida pada setiap Segmen yang
diamplifikasi;

2. Penelitian ini dapat dilanjutkan untuk melihat kekerabatan Plasmodium

falciparum berdasarkan gen PFMSP-1 isolat Peswaran, Lampung.
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