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Malaria masih menjadi masalah kesehatan dunia terutama di negara-negara
berkembang. Data World Malaria Report 2020, kasus malaria di dunia tahun
2019 mencapai 229 juta kasus dengan total kematian mencapai 409.000 jiwa.
Kematian tertinggi terjadi pada pasien usia balita yang mencapai 272.000 jiwa.
Angka kematian akibat malaria berat di dunia sangat tinggi sehingga perlu
berbagai pendekatan penanganan termasuk vaksin malaria. Domain Cysteine-rich
Interdomain Regions 1a-Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1
(CIDR1a-PfEMP1) merupakan kandidat vaksin malaria karena berperan penting
dalam pathogenesis malaria. Pengembangan vaksin malaria berbasis CIDR1a-
PfEMP1 dilakukan melalui teknologi rekombinan DNA dimana tahapan yang
sangat penting adalah transformasi. Tujuan penelitian ini untuk mengoptimasi
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kondisi transformasi gen CIDR1a-PfEMP1 pada Escherichia coli BL21(DE3)
menggunakan metode heat shock guna mendapatkan efisiensi transformasi
tertinggi. Variable yang dianalisis adalah durasi heat shock selama 30, 50, dan 70
detik dan volume plating 100 pL dan 200 pL. Hasil penelitian menunjukkan
efisiensi transformasi tertinggi sebesar 1,9 x 102 CFU/ug dicapai pada kondisi
heat shock selama 50 detik dan volume plating 200 pL. Ini adalah kondisi
optimum transfomasi gen CIDR1a-PfEMP1 yang dapat digunakan untuk
penelitian lanjutan guna mengembangkan vaksin malaria.

ABSTRACT

Malaria is still a world health problem, especially in developing countries. Data from the World Malaria Report 2020,
malaria cases in the world in 2019 reached 229 million cases with a total death of 409,000 people. The highest mortality
occurred in patients under five, which reached 272,000 people. The high mortality rate of severe malaria worldwide
needs multiple approaches including the malaria vaccine. Cysteine-rich Interdomain Regions 1a-Plasmodium falciparum
Erythrocyte Membrane Protein 1 (CIDR1a-PfEMP1) is a candidate for malaria vaccine due to its important role in
malaria pathogenesis. The development of CIDR1a-PfEMP1-based malaria vaccine is conducted by DNA recombinant
technology where transformation is a pivotal step. The study aimed to optimize the transformation of CIDR1a-PfEMP1
into Escherichia coli BL21(DE3) using heat shock method to find out the highest transformation efficiency. The variables
were duration of heat shock in 30, 50, and 70 secs and plating volume of 100 uL and 200 uL. The results showed that the
highest transformation efficiency was 1.9 x 102 CFU/ug, it was achieved by 50 secs heat shock and 200 uL plating volume.
This was an optimum transformation condition that can be used further for cloning of CIDR1a-PfEMP1 gene to develop a
malaria vaccine.

1. PEMBAHASAN

Malaria masih menjadi masalah kesehatan dunia terutama di negara-negara berkembang. Data
World Malaria Report 2020, kasus malaria di dunia tahun 2019 mencapai 229 juta kasus dengan total
kematian mencapai 409.000 jiwa. Kematian tertinggi terjadi pada pasien usia balita yang mencapai
272.000 jiwa (WHO., 2020). Prevalensi malaria di Indonesia tahun 2018 mencapai 202.176 kasus dengan
penyebab utama adalah Plasmodium falciparum. Prevalensi malaria menunjukkan sedikit peningkatan
pada tahun 2019, tetapi terdapat penurunan sejak tahun 2020 sampai 2021. Beberapa program
pengendalian malaria sesuai rekomendasi WHO antara lain diagnosis dini, terapi yang tepat dan cepat,
pengendalian vektor, surveillans dan advokasi telah dilakukan oleh pemerintah Indonesia tetapi tujuan
eliminasi malaria masih belum tercapai. Pendekatan pengunaan vaksin malaria sebagai salah satu upaya
pencapaian eliminasi malaria belum dilakukan karena tantangan pengembangan vaksin malaria yang
kompleks (Riskesdas., 2018; WHO. 2020). Pengembangan vaksin malaria dilakukan dengan
menggunakan protein penting dalam proses patogenesis dan progresivitas malaria. Progresivitas malaria
yang mengakibatkan kematian pasien sering disebabkan oleh malaria berat dengan manifestasi klinis
berupa asidosis metabolik, koma, anemia berat, hipoglikemia, gagal ginjal akut, dan edema paru akut

*Corresponding author.

E-mail addresses: sulistyaningsih.fk@unej.ac.id ( Erma Sulistyaningsih)


mailto:sulistyaningsih.fk@unej.ac.id
https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/

Jurnal Sains dan Teknologi, Vol. 12, No. 1, 2023, pp. 95-101 96

(Nureye & Assefa, 2020; Wassmer et al.,, 2015). Patogenesis malaria berat diinduksi oleh mekanisme
cytoadherence, yaitu adhesi Infected Red Blood Cell (IRBC) pada endotel pembuluh darah, dan rosetting,
kondisi IRBC yang berikatan dengan eritrosit normal lainnya, yang mengakibatkan obstruksi
mikrosirkulasi organ vital (Gay et al., 2012; Goel et al., 2015; Lee & Hsueh, 2020; Niang et al., 2014).
Mekanisme patogenesis ini diperantarai oleh protein Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane
Protein 1 (PfEMP1). PfEMP1 merupakan suatu protein antigen yang diekspresikan pada permukaan IRBC
(Cutts et al, 2017; De Koning-Ward, Dixon, Tilley, & Gilson, 2016). Protein ini memperantarai
cytoadherence dan rosetting melalui pembentukan ikatan dengan berbagai reseptor pada tubuh manusia
(Githinji & Bull, 2017; Jensen, Adams, & Hviid, 2020; Jespersen et al.,, 2016; Mkumbaye et al.,, 2017).
Individu dengan antibodi spesifik terhadap PfEMP1 secara signifikan mengalami penurunan risiko
terjadinya malaria simtomatis sehingga PfEMP1 berpotensi menjadi kandidat vaksin malaria. Akan tetapi,
pengembangan vaksin malaria berbasis PfEMP1 menghadapi beberapa tantangan, antara lain
kompleksitas dan variabilitas struktur PfEMP1 karena protein ini merupakan protein kompleks yang
dikode oleh var gene family, sekelompok gen yang terdiri dari kurang lebih 60 var gene (Bull & Abdi, 2016;
Claessens et al., 2014). Tantangan kompleksitas dan variabilitas struktur PfMEP1 dapat dipecahkan
dengan menggunakan bagian conserved protein ini, yang dapat ditemukan pada head structure PfEMP1.
Salah satu bagian conserved head structure PfEMP1 yang selalu diekspresikan pada setiap variasi struktur
PfEMP1 adalah domain ekstraseluler Cysteine-rich Interdomain Regions 1a (CIDR1a) (Jespersen et al.,
2016; Rask, Hansen, Theander, Pedersen, & Lavstsen, 2010). Sekuens gen pengkode CIDR1a-PfEMP1 dari
isolat Indonesia telah diidentifikasi sepanjang 525 bp dan memiliki tingkat similaritas tinggi dengan isolat
lain yang menginfeksi manusia & hewan (Dewi, Ratnadewi, Sawitri, Rachmania, & Sulistyaningsih, 2018;
Sulistyaningsih, Fitri, Loscher, & Berens-Riha, 2013). Oleh karena itu, domain ini menjadi kandidat
potensial untuk pengembangan vaksin malaria yang bersifat universal dalam pencegahan malaria berat.

Saat ini pendekatan pengembangan vaksin sering dilakukan dengan menggunakan teknik
rekayasa genetika. Pengembangan vaksin malaria berbasis CIDR1a-PfEMP1 dilakukan melalui kloning gen
dengan salah satu tahapan penting adalah mentransformasikan gen CIDR1a-PfEMP1 pada Escherichia coli
BL21(DE3). Proses ini sangat esensial untuk memasukkan gen target ke dalam sel inang guna
mendapatkan klon yang diinginkan. Ada beberapa teknik proses transformasi gen dan teknik yang sering
digunakan adalah heat shock method karena memiliki prosedur sederhana, murah, serta dapat dilakukan
dalam jumlah banyak sekaligus (Ren, Karna, Lee, Yoo, & Na, 2019). Beberapa faktor mempengaruhi
keberhasilan transformasi gen. Tingkat keberhasilan proses transformasi diukur dengan menghitung
efisiensi transformasi yang dinyatakan dalam satuan CFU/pg (Chan, Verma, Lane, & Gan, 2013). Efisiensi
transformasi dipengaruhi oleh jenis kation, suhu dan durasi heat shock, ukuran DNA yang
ditransformasikan, serta volume plating kultur bakteri transforman (Rivera, Gomez-Lim, Fernadez, &
Loske, 2014). Beberapa penelitian sebelumnya menunjukkan pentingnya proses optimasi untuk setiap
proses transformasi terutama berkaitan dengan durasi heat shock dan volume plating kultur bakteri
transforman (Chan et al., 2013; Rahimzadeh, Sadeghizadeh, Najafi, Arab, & Mobasheri, 2016; Singh, Yadav,
Ma, & Amoah, 2010; Zhou et al, 2018). Tujuan penelitian ini adalah melakukan optimasi proses
transformasi gen CIDR1a-PfEMP1 pada E. coli BL21(DE3) untuk melakukan kloning gen rekombinan
CIDR1a-PfEMP1 menggunakan metode heat shock. Variabel proses transformasi yang digunakan adalah
durasi heat shock dan volume plating sedangkan indikator keberhasilan transformasi adalah nilai efisiensi
transformasi tertinggi. Kondisi optimum transformasi gen CIDR1a-PfEMP1 sangat penting dalam tahapan
pengembangan vaksin malaria terutama yang berbasis protein rekombinan.

2. METODE

Penelitian dilaksanakan di UPT Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (CDAST)
Universitas Jember dan Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Jember pada bulan
Januari-Maret 2021. Penelitian ini telah memperoleh perizinan etik dari Komisi Etik Penelitian Kesehatan
Fakultas Kedokteran Universitas Jember dengan Nomor: 1.114./H25.1.11/KE/2017 dan
1.506/H25.1.11/KE/2021. Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah autoclave, water bath,
spectrophotometry, Laminar Air Flow (LAF), incubator, shaker incubator, Hitachi CF15RXIl centrifuge,
horizontal electrophoresis, dan ultraviolet transluminator. Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian
ini adalah bakteri E. coli BL21(DE3) dari Thermofisher Scientific, plasmid kontrol pUC19 (Thermofisher),
plasmid klon pET-30a-CIDR1a, Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC) medium
(Thermofisher), Lactose Broth (LB) medium (Merck), Agar Bacto (Merck), kanamisin & ampisilin
(Thermofisher), Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research), enzim endonuklease BamHI dan Xhol
(Thermofisher), agarose gel (Thermofisher), DNA Ladder CSL-mDNA-1Kb (Cleaver Scientific), dan
ethidium bromide (Thermofisher). Pembuatan sel kompeten E. coli BL21(DE3) (Thermofisher Scientific)
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dilakukan dengan metode CaClz (Mandel & Higa, 1970). Empat tube E. coli BL21(DE3) (6 x 108 CFU/mL)
digunakan pada transformasi plasmid klon pET-30a-CIDR1a dan plasmid kontrol pUC19 menggunakan
metode heat shock sesuai protokol transformasi (Thermofisher Scientific) dengan modifikasi durasi heat
shock dan volume plating kultur bakteri transforman. Sebanyak 1 pL pUC19 (10 pg/pL) ditransformasikan
pada tube 1 dengan pemberian heat shock 42°C selama 30 detik. Sebanyak 1,5 pL pET-30a-CIDR1a (100
ng/uL) ditransformasikan pada tube 2, 3, dan 4 dengan pemberian heat shock 42°C selama 30, 50, dan 70
detik berturut-turut (Chan et al,, 2013; Dewi et al., 2018; Rahimzadeh et al., 2016; Singh et al,, 2010; Zhou
et al, 2018). Bakteri transforman dikultur pada media LB-agar selektif dengan penambahan antibiotik
ampisilin dan kanamisin menggunakan dua volume plating (100 pL & 200 pL) sesuai protokol
Thermofisher Scientific. Kultur bakteri transforman diinkubasi pada suhu 37°C selama 16 jam. Koloni
bakteri transforman dihitung dengan colony counter dan dikonversi menjadi nilai efisiensi transformasi
menggunakan rumus pada protokol transformasi Thermofisher Scientific sebagai berikut:

Jumlah Koloni 1x10° pg 300 pL

Efisiensi Transformasi (CFU = :
( /ug) DNA rekombinan (pg) ug Volume Platting

Konfirmasi kloning dilakukan pada empat koloni bakteri transforman dari media LB-agar
kanamisin dengan nilai efisiensi transformasi tertinggi. Isolasi plasmid klon pET-30a-CIDR1a dilakukan
sesuai protokol Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research). Sebagian plasmid klon hasil isolasi dipotong
pada satu titik restriksi menggunakan BamHI (Thermofisher Scientific) dan sebagian lainnya dipotong
pada dua titik restriksi menggunakan BamHI (Thermofisher Scientific) dan Xhol (Thermofisher Scientific).
Plasmid klon hasil isolasi dan hasil pemotongan secara enzimatik divisualisasikan menggunakan agarose
gel DNA electrophoresis 1%.

3. HASIL DAN BAHASAN
Hasil

Bakteri E. coli BL21(DE3) hasil transformasi plasmid klon pET-30a-CIDR1a dan plasmid kontrol
pUC19 kemudian dikultur pada media LB-agar selektif. Hasil perhitungan koloni bakteri transforman pada
media LB-agar kemudian dikonversi menjadi nilai efisiensi transformasi dan diurutkan dari nilai tertinggi
hingga terendah, hal ini dapat dilihat pada

No Bakteri Transforman Jumlah Koloni Efisiensi Transformasi

1 Tube 1, plating 200 uL 298 4,47 x 107 CFU/pg

2 Tube 1, plating 100 uL 136 4,08x 107 CFU/pg

3 Tube 2, plating 200 pL 5 5x10 CFU/pg

4 Tube 2, plating 100 pL 1 2x10 CFU/pg

5 Tube 3, plating 200 uL 19 1,9x102CFU/pg

6 Tube 3, plating 100 uL 2 4x10CFU/pg

7 Tube 4, plating 200 pL 0 0 CFU/ug

8 Tube 4, plating 100 pL 0 0 CFU/pg

Keterangan:

Tube 1: pUC19, heat shock 30 detik

Tube 2: pET-30a-CIDR1q, heat shock 30 detik
Tube 3: pET-30a-CIDR1q, heat shock 50 detik
Tube 4: pET-30a-CIDR1q, heat shock 70 detik

Konfirmasi Kloning

Konfirmasi kloning dilakukan pada empat koloni bakteri transforman dari media LB-agar
kanamisin dengan nilai efisiensi transformasi tertinggi. Visualisasi electrophoresis plasmid klon hasil
isolasi yang terdapat pada , menunjukkan keberadaan pET-30a-CIDR1a berupa band DNA
pada lane 1, 2, 3 dan 4. Pada lane 2 didapatkan visualisasi single band, sedangkan pada lane 1, 3, dan 4
didapatkan visualisasi double band. Visualisasi hasil electrophoresis plasmid klon dengan pemotongan
satu enzim terlihat pada , menunjukkan band DNA dengan ukuran * 5900 bp pada lane 1, 2, 3
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dan 4 yang sesuai dengan ukuran pET-30a-CIDR1a (5913 bp). Sebagian plasmid klon juga dipotong pada
dua titik restriksi menggunakan enzim restriksi BamHI (Thermofisher Scientific) dan Xhol (Thermofisher
Scientific) dengan tujuan memisahkan plasmid pET-30a dengan gen CIDR1a sesuai map pET-30a-CIDR1a.
Visualisasi hasil electrophoresis, yang dapat diamati pada Gambar 2c menunjukkan keberadaan dua band
DNA berukuran #5400 (plasmid pET-30a) dan #525 bp (CIDR1a) pada seluruh lane. Untuk Map DNA
rekombinan pET-30a-CIDR1a. Konfirmasi kloning dilakukan restriksi DNA rekombinan pada titik
pemotongan BamHI (689 bp) dan XhOI (158 bp) dapat dilihat pada Gambar 3.

M 1 2 3 4

10,000 bp
8000 bp
6000 bp

10.000 bp 5000 bp.
8000 bp —] 4000 bp
6000 bp
5000 bp —] 3000 bp
4000 bp 2500 bp
3000 bp 2000 bp
2500 bp
2000 bp 1500 bp
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1000 bp
750 bp 500 bp —
500 bp
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250 bp
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Pembahasan

Transformasi gen adalah proses introduksi atau memasukkan gen target dari satu organisme ke
organisme lain yang memungkinkan munculnya sifat gen yang dibawa ke dalam organisme baru tersebut.
Prose ini sangat krusial dalam rekayasa genetika. Tingkat keberhasilan proses transformasi dapat diukur
dengan nilai efisiensi transformasi (Rahimzadeh et al,, 2016). Pada penelitian ini variabel transformasi
dari metode heat-shock yang diuji adalah durasi heat-shock dan volume plating. Hasil penelitian
menunjukkan adanya perbedaan nilai efisiensi transformasi akibat perlakuan yang berbeda. Perbedaan
nilai efisiensi transformasi pada masing-masing perlakuan menunjukkan adanya pengaruh durasi heat
shock dan volume plating terhadap efisiensi transformasi gen CIDR1a-PfEMP1 pada E. coli BL21(DE3).
Hasil tersebut didukung penelitian sebelumnya yang menyatakan nilai efisiensi transformasi dipengaruhi
durasi heat shock dan volume plating (Chai & Kong, 2017; Kelechi et al., 2021)

Durasi heat shock sangat menentukan keberhasilan transformasi. Durasi heat shock yang terlalu
singkat menyebabkan kurang terbukanya membran sel dengan baik sehingga DNA eksogen tidak dapat
masuk ke dalam sel dengan maksimal, akan tetapi pemberian heat shock yang terlalu lama juga dapat
menyebabkan stress dan kerusakan membran sel bakteri (Singh et al., 2010). Efisiensi transformasi gen
CIDR1a-PfEMP1 pada E. coli BL21(DE3) paling optimum didapatkan pada kombinasi heat shock selama 50
detik dan volume plating 200 pL dengan nilai efisiensi transformasi mencapai 1,9 x 102 CFU/pg. Nilai
efisiensi tersebut lebih tinggi daripada kondisi heat shock 30 detik dan volume plating 200 pL yang hanya
mencapai 5 x 10 CFU/pg. Pada pemberian heat shock 70 detik tidak didapatkan pertumbuhan bakteri
pada volume plating 200 pL ataupun 100 pL. Paparan heat shock 70 detik telah menyebabkan stress dan
kerusakan membran sel E. coli BL21(DE3) sehingga bakteri mengalami kematian. Hasil tersebut didukung
beberapa penelitian sebelumnya yang menyatakan nilai efisiensi transformasi terbaik pada E. coli
didapatkan pada durasi heat shock 30-50 detik dan mulai menurun pada pemberian heat shock lebih dari
60 detik (Singh et al,, 2010; Wang et al., 2020).

Faktor lain yang mempengaruhi nilai efisiensi transformasi adalah volume plating kultur bakteri
transforman. Semakin besar volume plating maka semakin banyak bakteri transforman yang dikultur
pada media, akan tetapi apabila densitas koloni terlalu tinggi juga dapat menurunkan pertumbuhan
bakteri akibat adanya kompetisi dalam mendapatkan nutrisi. Pada penelitian ini digunakan dua volume
plating (100 pL dan 200 pL) pada masing-masing perlakuan sesuai protokol Thermofisher Scientific. Hasil
penelitian menunjukkan nilai efisiensi transformasi yang lebih tinggi pada volume plating 200 pL
daripada 100 pL, sesuai dengan teori yang menyatakan jumlah koloni sebanding dengan volume plating
Penelitian ini menunjukkan nilai efisiensi transformasi gen CIDR1a yang paling optimum didapatkan pada
kombinasi durasi paparan heat shock 50 detik dan volume plating 200 pL dengan nilai efisiensi
transformasi 1,9 x 102 CFU/pg, sedangkan nilai efisiensi transformasi kontrol (pUC19) sebesar 4,47 x 107
CFU/ug. Perbedaan nilai efisiensi transformasi kontrol dan perlakuan disebabkan oleh perbedaan ukuran
pET-30a-CIDR1a (5913 bp) dan pUC19 (2686 bp), Plasmid klon pET-30a-CIDR1a yang berukuran dua
kali lipat plasmid kontrol pUC19 lebih sulit menembus membran sel sehingga memiliki nilai efisiensi
transformasi yang lebih rendah, sesuai dengan penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa
penurunan nilai efisiensi transformasi terjadi seiring dengan peningkatan ukuran DNA yang
ditransformasikan (Inoue, H., & Okayama, n.d.; Kuo, Walker, Schroder, & Belland, 2014).

Hasil konfirmasi kloning melalui visualisasi electrophoresis (tanpa restriksi enzim) menunjukkan
keberadaan pET-30a-CIDR1a berupa single band DNA dengan ukuran yang sesuai pET-30a-CIDR1la
(5900 bp) dan double band DNA dengan ukuran yang lebih pendek. Visualisasi double band tersebut
terjadi akibat konformasi plasmid klon pET-30a-CIDR1a yang berbentuk circular supercoiled DNA,
dimana circular supercoiled DNA dapat tervisualisasi dengan ukuran band yang lebih pendek dari ukuran
yang sebenarnya akibat konformasi DNA pada agarose gel yang menyebabkan circular supercoiled DNA
bergerak lebih cepat dibanding linear DNA (Cebrian et al, 2015; Stellwagen & Stellwagen, 2009).
Keberadaan circular supercoiled DNA dapat menyebabkan bias karena ukuran band yang terbentuk tidak
sesuai dengan ukuran yang sebenarnya. Oleh sebab itu, dilakukan pemotongan plasmid klon pada satu
titik restriksi menggunakan enzim restriksi BamHI (Thermofisher Scientific) guna mengubah bentuk
plasmid klon yang circular menjadi linear. Visualisasi hasil electrophoresis plasmid klon dengan
pemotongan satu enzim menunjukkan band DNA dengan ukuran * 5900 bp pada seluruh lane yang sesuai
dengan ukuran pET-30a-CIDR1a (5913 bp). Sebagian plasmid klon juga dipotong pada dua titik restriksi
menggunakan enzim restriksi BamHI (Thermofisher Scientific) dan Xhol (Thermofisher Scientific) dengan
tujuan tujuan memisahkan plasmid pET-30a dengan gen CIDR1a sesuai map pET-30a-CIDR1a (

)- Visualisasi hasil electrophoresis dengan restriksi dua enzim (BamHI & Xhol) menunjukkan keberadaan
dua band DNA berukuran +5400 (plasmid pET-30a) dan #525 bp (CIDR1a) pada seluruh lane. Hasil
tersebut mengonfirmasi bahwa koloni rekombinan mengandung insert gene CIDR1a-PfEMP1.
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4. SIMPULAN

Kondisi optimum transformasi gen CIDR1a-PfEMP1 pada E. coli BL21(DE3) menggunakan
metode heat shock dicapai pada kombinasi durasi paparan heat shock 50 detik dan volume plating bakteri
transforman 200 pL yang menghasilkan nilai efisiensi transformasi tertinggi sebesar 1,9 x 102 CFU/pg.
Kondisi optimum transformasi ini dapat digunakan untuk penelitian lanjutan biomolekuler dalam rangka
pengembangan vaksin malaria.
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