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Abstract

Positive control of Plasmodium spp. is needed in identification of malaria species using Polymerase 
Chain Reaction (PCR) method. The limitedness of malaria positive control encourages us to 

develop the cloning method to multiply Plasmodium spp. DNA particularly P.vivax, P. malariae, 

and P. ovale that are still unable to be cultured continuously. DNA product of single round and 
nested PCR were used as DNA target for cloning method. The cloning method consisted of several 

processes which are ligation of DNA target into TOPO vector, transformation into competent 

Escherichia coli DH5α, and selection of transformation product using selective media. In the end 
of the process, PCR was done to check the success rate of cloning method. Single round PCR 

resulting 200-300 bp of DNA product, while nested PCR resulting 100-200 bp of DNA product. 

The advantages of cloning method are produce large amount of products in such a shorter time 

in process with just small amounts of sample required. However, compared to continuous culture 

and blood specimen, DNA producted by cloning process can only be used for a spesific PCR 
method. Furthermore, other test is still required to examine stability of cloning product.
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ABSTRAK

Keterbatasan kontrol positif untuk pemeriksaan spesies malaria secara molekuler dengan teknik 

Polymerase Chain Reaction (PCR), mendorong kita mencari cara alternatif dengan metode 

kloning. Metode kloning  dilakukan untuk perbanyakan DNA Plasmodium spp. terutama spesies 

yang belum dapat dikembangbiakkan secara kultur berkesinambungan. Amplifikasi DNA 
Plasmodium spp. menggunakan metode single round dan nested PCR yang selanjutnya produk 

PCR tersebut digunakan sebagai DNA target dalam proses kloning. Proses kloning meliputi ligasi 

ke dalam TOPO vektor, transformasi ke dalam host Escherichia coli DH5α kompeten, dan seleksi 
hasil transformasi pada media selektif. Selanjutnya dilakukan lagi PCR spesiasi sebagai tahap 

akhir untuk mengecek keberhasilan kloning. Metode single round PCR menghasilkan produk 

DNA dengan ukuran panjang basa 200-300 bp, sedangkan metode nested PCR menghasilkan 

produk DNA berukuran 100-200 bp. Keuntungan metode kloning adalah dapat menghasilkan 

produk DNA dengan jumlah banyak dari volume sampel yang sedikit dan waktu yang relatif 

singkat. Jika dibandingkan dengan DNA parasit dari hasil kultur berkesinambungan, penggunaan 

DNA hasil kloning sebagai kontrol positif hanya terbatas pada satu metode PCR saja. Selain itu 

tes lanjutan untuk menguji stabilitas produk kloning juga sangat diperlukan.

Kata kunci: Plasmodium spp., kloning, single round PCR, nested PCR.
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PENDAHULUAN

Malaria merupakan salah satu masalah kese-

hatan di dunia, khususnya di negara dengan iklim 

tropis seperti Indonesia. Pada tahun 2010, laporan 

kesehatan dunia menunjukkan ter dapat 106 negara 

yang termasuk dalam negara endemis malaria.1 

Meningkatnya kasus malaria menyebabkan 

diperlukan metode diagnostik yang cepat dan 

akurat, salah satu metode yang telah dikembangkan 

untuk mendiagnosis penyakit malaria adalah 

metode Polymerase Chain Reaction (PCR).2 Prinsip 

metode ini adalah identifikasi dan amplifikasi gen 
spesifik yang dimiliki oleh Plasmodium spp. dengan 

menggunakan sepasang primer dengan bantuan 

enzim polimerase untuk diagnosis keberadaannya 

pada sampel darah pasien.3 

Pemeriksaan sampel darah yang diduga 

mengan dung parasit malaria memerlukan 

kebe radaan kontrol positif untuk memastikan 

keakuratan pemeriksaan. Kontrol positif yang 

biasa digunakan  di Laboratorium Parasitologi, 

Badan Litbang Kesehatan, Kementrian Kesehatan  

adalah DNA hasil ektraksi dari sampel darah yang 

sudah dipastikan positif mengandung Plasmodium 

spp. berdasarkan pemeriksaan mikroskop sebagai 

gold standard dalam pemeriksaan parasit 

malaria. 

Dalam memperbanyak biakan Plasmodium 

falciparum, telah ditemukan metode kultur 

secara in vitro yang memungkinkan parasit 

ditumbuhkan di media artifisial RPMI-1640 
yang diberikan penambahan serum dan darah 

manusia. Sedangkan untuk P. vixax, P. malariae, 

dan P. ovale belum ditemukan kondisi yang 

optimal untuk perbanyakan parasit menggunakan 

media artifisial4. Penggunaan kontrol positif secara 

terus-menerus menyebabkan mulai terbatasnya 

stok kontrol positif, khususnya untuk spesies 

Plasmodium yang sampai saat ini belum dapat 

diperbanyak dengan metode kultur in vitro. Oleh 

karena itu di Laboratorium Parasitologi, Badan 

Litbang Kesehatan dikembangkan metode kloning 

untuk memperbanyak kontrol positif P. vivax, P. 

malariae dan P. ovale dengan perbanyakan situs 

DNA spesifik sebagai penanda infeksi malaria.

BAHAN DAN METODE

Kloning merupakan suatu metode yang 

akan menghasilkan salinan DNA dengan sifat 

genetik dan biologis yang sama. Kloning untuk 

per banyakan kontrol positif malaria  dilakukan 

dengan beberapa tahap yaitu: PCR spesiasi 

untuk menentukan Plasmodium spp., visualisasi 

produk PCR, ekstraksi produk PCR dari gel 

agarosa, ligasi deoxyribonucleic acid (DNA) 

produk PCR ke TOPO vektor, transformasi 

plasmid (TOPO vektor) rekombinan ke sel 

E.coli DH5α kompeten, seleksi koloni E.coli 

transforman pada media Luria Bertani (LB) agar, 

purifikasi plasmid E.coli dan terakhir amplifikasi 
DNA plasmid dengan spesiasi PCR yang sama 

dengan awal kloning untuk mengecek hasil.

1. PCR Spesiasi dan Visualisasi

PCR spesiasi menggunakan dua metode 

yaitu metode single round PCR dan metode 

nested PCR. Metode single round PCR dikem-

bangkan oleh Marfurt dkk dari Menzies School 

of Health Research / MSHR dan telah digunakan 

di Laboratorium Parasitologi Badan Litbangkes 

dengan sedikit modifikasi pada volume reagen 
dan suhu amplifikasi5,6. Metode nested PCR 

dikem  bangkan oleh Snounou dkk (1993) 

yang dimodifikasi oleh Singh dkk (1999) dan 
dikembangkan juga di Laboratorium Parasitologi 

Badan Litbangkes dengan sedikit perubahan pada 

jenis dan volume reagen7,8. Kedua amplifikasi 
PCR berdasarkan pada ukuran fragmen dari 

small subunit 18S rRNA. Hasil positif dan spesies 

malaria ditentukan berdasarkan ukuran amplikon 

yang dihasilkan. Metode single round PCR 

akan menghasilkan produk DNA dengan ukuran 

panjang basa sekitar 200-300 bp, sementara 

metode nested PCR menghasilkan produk DNA 

berukuran sekitar 100-200 bp.

Spesiasi dengan single round PCR

Komponen master mix terdiri dari buffer 

PCR 10x, MgCl
2
 25 mM, Tag DNA polimerase  

5U/ µl (Applied Biosystem-N808024), dNTP 

10mM (AB- N8080260) serta primer Pv, Pm, 

Po, dan revmal (1st base) (Tabel 1) dengan 

volume total sebanyak 25 ul6.   Kondisi PCR 

yang digunakan pada amplifikasi DNA adalah 
predenaturasi 95 ºC-10 menit, diikuti dengan 43 

siklus amplifikasi yang terdiri dari denaturasi 
95 ºC-45 detik, Annealing 55 ºC-90 detik, dan 

elongasi 72 ºC- 5 menit5.
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Tabel 1. Urutan primer untuk single round PCR dan ukuran produk amplifikasi.

Primer Segmen Gen (5’®3’) Ukuran Produk

Pv Forward

5’- CGG CTT GGA AGT CCT TGT  -3’

276 bp

Pm Forward

5’- CGT TAA GAA TAA ACG CCA AGC G  -3’

412 bp

Po Forward

5’- CTG TTC TTT GCA TTC CTT ATG C  -3’

375 bp

RevMal Reverse

5’- GTA TCT GAT CGT CTT CAC TCCC  -3’

Tabel 2. Urutan primer untuk nested PCR tahap pertama dan ukuran produk amplifikasi.

Primer Segmen Gen (5’®3’) Ukuran Produk 

rPLU-1 Forward

5’- TCA AAG ATT AAG CCA AAG TGA -3’

1640 bp

rPLU-5 Reverse

5’- CCT GTT GTT GCC TTA AAC TTC -3’

rVIV-1 Forward

5’- CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAC TGA TAC -3’

117 bp

rVIV-2 Reverse

5’- ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAG TCC TTA 

-3’

rMAL-1 Forward

5’- ATA ACA TAG TTG TAC GTT AAG AAT AAC CGC -3’

144 bp

rMAL-2 Reverse

5-‘ AAA ATT CCC ATG CAT AAA AAA TTA TAC AAA -3’

Spesiasi dengan nested PCR

Identifikasi Plasmodium spp. dengan 

nested PCR melalui 2 kali tahap PCR. PCR tahap 

pert ama digunakan untuk mengidentifikasi genus 
Plasmodium, sedangkan PCR tahap kedua (nested) 

digunakan untuk mengidentifikasi Plas modium 

spp.. Komposisi reagen PCR tahap 1 adalah 12,5 µl 

Gotag green master mix (Promega-7122) ditambah 

2,5 µl primer rPLU-1 dan rPLU-5 (Sigma), 1 µl 

DNA sample serta nuclease free water (NFW) 

hingga volume akhir 25 µl. Sedangkan komposisi 

reagen PCR tahap 2 terdiri 12,5 µl Gotag green 

master mix (Promega-7122), 2 µl primer rVIV-1, 

rVIV-2, rMAL-1 dan rMAL-2 (1st base) dengan 

konsentrasi 2.5 mM,  2 µl produk PCR tahap 

pertama, dan NFW hingga mencapai volume total 

20 µl7,8. Sekuen primer yang digunakan pada PCR 

tahap pertama dan kedua serta ukuran produk 

amplifikasi dengan metode nested PCR disajikan 
pada Tabel 2. 

Tabel 3. Kondisi PCR tahap pertama dengan 

metode nested PCR.

Tahap Suhu Waktu

Pre-denaturasi 94 ºC 4 menit

Denaturasi 94 ºC 1 menit

30 siklusAnnealing 55 ºC 1 menit

Elongasi 72 ºC 2 menit

Post-elongasi 72 ºC 5 menit

Hold 4 ºC �

Tabel 4. Kondisi PCR tahap kedua dengan 

metode nested PCR.

Tahap Suhu Waktu

Pre-denaturasi 94 ºC 4 menit

Denaturasi 94 ºC 30 detik

45 siklus
Annealing 58 ºC 1 menit

Elongasi 72 ºC 45 detik

Post-elongasi 72 ºC 5 menit

Hold 4 ºC �
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Visualiasi produk PCR

Produk PCR dipisahkan berdasarkan uku-

ran basa menggunakan gel ultrapure ™ agarose 

(Invitrogen) 2% (b/v) yang telah ditambah etidium 

bromida (EtBr) 3 µl/100 ml buffer Tris-Acetate 

EDTA-1x (TAE-1x). DNA di dalam gel kemudian 

dijalankan pada voltase 100 volt selama 35 menit. 

Hasil DNA yang telah dipisahkan divisualisasikan 

di bawah sinar UV menggunakan gel doc (Biorad) 

disertai dengan penanda ukuran panjang basa/ 

ladder (Invitrogen)

2. Ekstraksi Gel

Setelah hasil elektroforesis PCR spesiasi 

divisualisasi, pita DNA kemudian dipotong 

menggu nakan cutter steril, selanjutnya diekstraksi 

menggunakan Purelink™: Quick Gel Extraction 

Kit (Invitrogen- K210010). Prosedur ekstraksi 

gel sesuai dengan protokol pada kit ekstraksi 

yang digunakan9.

3. Transformasi TOPO vektor ke Esche­

richia coli DH5α kompeten

DNA hasil ekstraksi dari gel ditrans-

formasikan ke One Shot� Chemically Competent 
E.coli DH5α™-Ti dengan perantaraan TOPO 
vektor. Penyisipan DNA hasil purifikasi ke 
dalam TOPO vektor dengan menggunakan 

TOPO TA Cloning� Kit (Invitrogen-450641). 

Komposisi reaksi kloning TOPO terdiri dari 4 

µl DNA, 1 µl larutan garam, 1 µl TOPO vektor 

yang dicampurkan dalam vial dan diinkubasi 

selama 5 menit pada suhu ruang (22-23 ºC), 

kemudian diletakkan di atas es. Sebanyak 2 µl 

reaksi kloning TOPO ditambahkan ke tabung 

vial yang berisi E. coli DH5α kompeten tanpa 
diaduk, selanjutnya diinkubasi di atas es selama 

30 menit. Proses heat shock dilakukan pada suhu 

42 ºC selama 30 detik, kemudian tabung vial 

dipindahkan kembali di atas es. Sebanyak 250 

µl SOC medium ditambahkan ke dalam tabung 

vial dan dilanjutkan dengan proses inkubasi 

pada suhu 37 ºC menggunakan rotary shaker 

dengan kecepatan 200 rpm selama 1 jam.

4. Seleksi Escherichia coli transforman pada 

media LB Agar

Escherichia coli DH5α kompeten hasil 
trans formasi yang telah diinkubasi selama 1 

jam disebar pada 3,2% prewarmed selective 

agar (b/v) yang telah ditambah antibiotik 

kanamisin (50 µg/ml), dan substrat ultra pure™ 
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside 
(X-gal) 40 mg/ml (Invitrogen-15520-034) yang 

sebelumnya telah dilarutkan dalam dimethyl 
sulfoxide (DMSO). E.coli hasil transformasi 

disebar dengan volume 10-50 µl pada media LB 

agar (Invitrogen-22700-025) untuk mendapatkan 

koloni dengan penyebaran yang merata. Plate 

agar yang telah diinokulasi diinkubasi pada suhu 

37 ºC selama 24 jam. Koloni yang berwarna putih 

dipilih untuk ditumbuhkan pada media LB cair 

dan diinkubasi pada suhu 37 ºC di rotary shaker 
dengan kecepatan 2000 rpm selama 24 jam. 

Waktu inkubasi pada media LB yang terlalu lama 

dapat menyebabkan tingginya angka produk 

(yield) suspensi bakteri dan dapat menyebabkan 

hasil yang kurang baik pada proses PCR.

5. Purifikasi plasmid
Escherichia coli yang telah diperbanyak dalam 

media LB cair dipurifikasi untuk men dapatkan 
plasmid yang membawa target DNA Plasmodium 

spp.. Purifikasi plasmid menggunakan PureLink™: 
Quick Plasmid Miniprep Kit (Invit rogen-K2100-10). 

Metode purifikasi plasmid sesuai dengan protokol 
yang terdapat pada kit10. Plasmid DNA yang telah 

dipurifikasi diamplifikasi menggunakan metode 
single round PCR dan nested PCR untuk mengecek 

hasil kloning yang nantinya akan digunakan sebagai 

kontrol positif spesies Plasmodium spp. yaitu P. 

vivax,  P.  malariae dan P.  ovale.

HASIL 

Keberhasilan transformasi dapat diketahui 

dengan tumbuhnya koloni sel E. coli berwarna 

putih pada media LB agar. Sedangkan koloni 

E coli yang berwarna biru menunjukkan 

bahwa plasmid yang masuk ke dalam bakteri 

tidak mengandung gen yang disisipkan. Hasil 

transformasi plasmid yang mengandung gen P. 

malariae tampak pada Gambar 1. 
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Gambar 1.  Seleksi koloni sel E coli DH5α 
dengan metode seleksi biru-putih 

pada P. malariae.

Untuk mengetahui keberhasilan transformasi 

vektor plasmid ke sel E. coli DH5α maka dilakukan 
ekstraksi DNA plasmid dan elektroforesis pada 

agarose 2%. Gambar 2 menunjukkan visualisasi 

plasmid hasil kloning pada P. vivax, P. malariae 

dan P. ovale dengan metode single round PCR. 

Plasmid diperoleh dari 4 koloni yang masing-

masing diperbanyak dalam 1 tabung. Hasil visua-

lisasi menunjukkan adanya plasmid hasil kloning 

dengan ukuran panjang basa lebih dari 3000 bp.

Gambar 2.  Visualisasi plasmid hasil klon-

ing dengan metode single round 

PCR pada gel agarosa 2% (M: 

ladder 100 bp, Pv: P. vivax, Pm: 

P.malariae, Po: P ovale).

Untuk memastikan hasil kloning mengan-

dung gen sub unit 18s-rRNA, maka dilanjutkan 

pemeriksaan spesies Plasmodium dengan metode 

PCR baik single round PCR maupun nested PCR. 

Hasil visualisasi kloning gen sub unit 18s-rRNA P. 

vivax dengan metode single round PCR tampak 

pada gambar 3. Hasil positif P. vivax bila 

menunjukkan pita dengan ukuran 276 bp.

Gambar 3. Visualisasi kloning gen sub unit 

rRNA pada P. vivax dengan 

metode single round PCR pada gel 

agarosa 2% ( M: Ladder 100 bp; 

1&2: hasil kloning P.vivax tabung 

1&2; +: kontrol positif P.vivax; -: 

kontrol negatif).

Gambar 4 dan 5 menunjukkan hasil visua-

lisasi kloning gen sub unit rRNA pada P. malariae 

dan P. ovale dengan metode single round PCR. 

Hasil positif menunjukkan pita berukuran 412 bp 

untuk P. malariae dan 375 bp untuk P. ovale.

 

    

Gambar 4. Visualisasi kloning gen sub unit 

rRNA pada P. malariae dengan 

metode single round PCR pada 

gel agarosa 2%. (M: Ladder 100 

bp; 1&2: hasil kloning P.malariae 

tabung 1&2; +: kontrol positif 

P.malariae; -: kontrol negatif).
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Sedangkan dengan metode nested PCR 

visualisasi gen sub unit rRNA menunjukkan 

hasil positif pada ukuran 117 bp untuk P. vivax 

dan 144 bp untuk P. Malariae, seperti yang 

tampak pada Gambar 6 dan 7.

PEMBAHASAN

Dalam mendeteksi malaria secara mole-

kuler menggunakan teknik PCR dibutuhkan 

kontrol positif, sehingga untuk pemeriksaan 

Plasmodium spp. yang rutin memerlukan stok 

kontrol positif yang cukup.  Dari kelima spesies 

tersebut, yang telah berhasil dikembangbiakan 

secara in vitro dengan metode kultur berke-

sinam bungan hanya P. falciparum. Metode 

kloning dipilih untuk perbanyakan kontrol positif 

Plasmodium spp. terutama yang belum dapat 

dibiakkan secara kultur berkesinambungan dan 

kasus pun jarang ditemukan seperti P. malariae 

dan P. ovale. 

Pada proses kloning, tahap penyisipan 

DNA target ke dalam plasmid dan E.coli dengan 

metode heat shock merupakan tahap yang krusial, 

sehingga waktu dan suhunya harus sangat 

diperhatikan. DNA target yang disisipkan ke 

Gambar 6.  Visualisasi kloning gen sub unit 

rRNA pada P. vivax dengan metode 

nested PCR pada gel agarosa 2%. 

(M: Ladder 100 bp; 1&2: hasil 

kloning P.vivax tabung 1&2; +: 

kontrol positif P.vivax;  -: kontrol 

negatif).

Gambar 7. Visualisasi kloning gen sub unit rRNA 

pada P. malariae dengan metode 

nested PCR pada gel agarosa 2%. (M: 

Ladder 100 bp; 1&2: hasil kloning 

P.malariae tabung 1& 2; +: kontrol 

positif P.malariae;  -: kontrol negatif).

Gambar 5. Visualisasi kloning gen sub unit 

rRNA pada P. ovale dengan 

metode single round PCR pada 

gel agarosa 2%. (M: Ladder 100 

bp; 1&2: hasil kloning P.ovale 

tabung 1&2; +: kontrol positif 

P.ovale; -: kontrol negatif).
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dalam plasmid TOPO vektor sendiri merupakan 

bagian dari gen small subunit 18s-rRNA yang 

biasa digunakan untuk mengetahui keragaman 

Plasmodium spp. karena sifatnya yang conserved 

pada tiap spesies. Setelah proses heat shock, 

bakteri ditumbuhkan dalam media SOC pada 

suhu 37 ºC yang merupakan kondisi optimum 

pertumbuhan untuk bakteri E.coli. Kultur bakteri 

kemudian disebar dan ditumbuhkan dalam 

media selektif yang telah diberikan penambahan 

antibiotik kanamisin dan substrat X-gal. 

Adanya Open Reading Frame (ORF) 

resistensi antibiotik kanamisin pada basa nomor 

1319-2113 dalam peta plasmid TOPO vektor 

menyebabkan E.coli DH5α yang membawa 
plasmid rekombinan akan dapat tumbuh pada 

media selektif yang telah diberi penambahan 

antibiotik kanamisin. Substrat X-gal yang ditam-

bahkan pada media LB agar dan kanamisin ber-

tujuan untuk menyeleksi apakah E.coli DH5α yang 
membawa plasmid rekombinan mengandung 

insert DNA target yang diinginkan. Pada proses 

kloning ini, X-gal berfungsi untuk mengetahui 

terekspresi atau tidaknya enzim β-galaktosidase, 

dengan metode yang biasa disebut seleksi biru-

putih11. 

Metode ini merupakan metode screening 

untuk mengetahui keberhasilan proses kloning. 

TOPO vektor membawa segmen pendek 

dari E.coli termasuk sekuens regulator yang 

mengkodekan informasi 146 asam amino pertama 

dari β-galaktosidase. β-galaktosidase dikodekan 

oleh gen LacZ yang terdapat pada operon lac di 

dalam TOPO vektor11. Dalam metode screening 

ini, host bakteri merupakan mutan delesi lacZ 

(lacZΔM15), sementara plasmid vektor membawa 

sekuens lacZα. Dalam keadaan normal, kedua 

fragmen pada host bakteri dan plasmid vektor 

berada dalam keadaan non-aktif. Namun asosiasi 

keduanya akan menghasilkan bentuk protein 

aktif β-galaktosidase. Bentuk komplementasi 

ini disebut α-complement12. Host E.coli trans-

forman yang membentuk α-complement ini 

akan mengaktifkan β-galaktosidase yang dapat 

memecah substrat kromogenik X-gal pada 

media LA+kanamisin dan akan menghasilkan 

koloni berwarna biru13. Namun dalam proses 

kloning, penyisipan insert DNA target pada 

situs poli-kloning di vektor kloning akan 

menyebabkan tidak terbentuknya α-complement 

dan β-galaktosidase tetap dalam keadaan inaktif. 

Sehingga E.coli transforman yang membawa 

plasmid rekombinan akan tumbuh pada media 

dan membentuk koloni berwarna putih11. 

Plasmid TOPO vektor dipurifikasi dari 
suspensi bakteri dan kemudian dielektroforesis 

untuk dicek keberhasilannya. Keberhasilan 

transformasi plasmid TOPO vektor ke dalam 

bakteri E.coli ditandai dengan munculnya 

pita DNA berukuran  ± 3,9 kbp yang posisinya 

terletak diatas band marker. Keberhasilan proses 

kloning ditandai dengan adanya pita DNA 

target yang yang dibandingkan dengan kontrol 

positif untuk tiap spesies. DNA target adalah 

gen 18s-rRNA yang merupakan salah satu RNA 

struktural dalam small subunit ribosom dari 

eukariotik. Hasil kloning dengan metode single 

round PCR menghasilkan basa DNA dengan 

ukuran 276 bp untuk P.vivax, 412 bp pada P. 

malariae, dan 375 bp pada P. ovale. Sedangkan 

dengan metode nested PCR menghasilkan basa 

DNA berukuran 117 bp pada P vivax dan 144 

bp pada P. malariae. Small subunit 18s-rRNA 

merupakan gen yang banyak digunakan untuk 

studi filogenetik dan sebagai target random 
reaksi PCR dalam screening keanekaragaman 

spesies Plasmodium spp.14. Teknik kloning yang 

dioptimasi di lab parasitologi Badan Litbangkes 

ini pada prinsipnya sama dengan teknik 

serupa yang dikembangkan beberapa peneliti 

mancanegara yaitu dengan menggunakan bakteri 

sebagai host untuk perbanyakannya. Beberapa 

penelitian lain menggunakan gen yang berbeda 

sebagai target kloning sesuai dengan tujuan yang 

ingin didapatkan antara lain kloning pada gen 

circumsporozoite (CS) protein dari Plasmodium 

spp. untuk studi mengenai pengembangan 

antibodi monoklonal15,16

Metode kloning untuk perbanyakan kontrol 

positif dapat digunakan untuk semua Plasmodium 

spp., ini sangat menguntungkan jika dibandingkan 

dengan perbanyakan menggunakan metode kultur 

yang hingga saat ini hanya dapat digunakan untuk 

perbanyakan P. falciparum. Selain itu metode 

kloning hanya menggunakan jumlah sampel 

yang sedikit dan waktu yang lebih singkat namun 

dapat menghasilkan produk kloning dengan 

jumlah yang banyak, jika dibandingkan dengan 

metode kultur yang harus dilakukan secara ber-

kesinambungan. Bahan yang digunakan pun 
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lebih mudah didapat karena sudah banyak dijual 

dalam bentuk produk komersial. Namun masih 

ada beberapa keterbatasan dari perbanyakan 

DNA dengan metode kloning dibandingkan 

dengan metode kultur dan penggunaan spesimen 

darah penderita malaria salah satunya adalah 

DNA produk kloning hanya dapat digunakan 

untuk keperluan tertentu dengan metode tertentu. 

Selain itu masih perlu dilakukan tes lanjutan 

untuk menguji stabilitas DNA hasil kloning.

KESIMPULAN 

Metode kloning dapat digunakan sebagai 

alternatif untuk mengatasi keterbatasan kontrol 

positif dalam pemeriksaan spesies parasit 

malaria secara molekuler. Metode ini cukup 

menguntungkan karena volume sampel yang 

dibutuh kan lebih sedikit, waktu lebih singkat 

dengan produk yang lebih banyak. Meskipun 

dengan keterbatasan bahwa kontrol positif ter-

sebut hanya dapat digunakan untuk satu metode 

pemeriksaan saja. Uji lanjut masih diperlukan 

untuk  mengetahui stabilitas DNA Plasmodium 

spp. hasil kloning.
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