ABSTRAK

ISOLASI, OPTIMASI AMPLIFIKASI DAN KLONING GEN
phoQ PADA Salmonella typhi

Patrisia Puspapriyanti, 2008. Pembimbing | : Ernawati A.Girirachman, Ph.D.
Pembimbing Il : Johan Lucianus, dr., M.Si.

Salmonella typhi adalah bakteri penyebab demam tifoid. Masalah utama dari
terapi demam tifoid adalah adanya resistensi obat. PhoP-PhoQ two component
system adalah regulator berbagai faktor virulensi dari Salmonella typhi yang dapat
digunakan sebagai target untuk antibiotik baru.

Tujuan utama dari penelitian ini adalah melakukan isolasi DNA, optimasi
amplifikasi dan kloning dari gen phoQ yang akan digunakan untuk sistem
screening antibiotik baru dalam terapi demam tifoid.

DNA S.typhi diisolasi menggunakan Wizard Isolation Kit dan dilakukan PCR
untuk mengamplifikasi gen phoQ menggunakan primer PhoQFWD dan
PhoQREV, kemudian dilakukan kloning menggunakan vektor pGEM-T easy.
Hasil kloning dikultur pada medium LB agar yang mengandung ampicillin, IPTG
dan X-gal, dan dianalisis menggunakan metode lisis cepat.

Isolasi DNA digunakan untuk mendapatkan kromosom Salmonella typhi. PCR
dilakukan dengan jumlah siklus 30 siklus, tahap denaturasi 94°C selama 1 menit,
tahap annealing 53°C selama 1 menit, tahap ekstensi 72°C selama 2 menit, dan
kemudian hasilnya memperlihatkan pita diantara 1000 dan 1500 pb, mendekati
ukuran yang diharapkan yaitu 1464 pb. Hasil kloning adalah 37 koloni putih dan
11 koloni biru. Setelah dilisis cepat, diperkirakan koloni 9, 18, 24 dan 34
mengandung DNA sisipan.

Kata kunci : Salmonella typhi, PhoP-PhoQ two component system, isolasi
DNA, PCR, kloning.
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Salmonella typhi is a cause of typhoid fever. The major problem in the therapy
is drug resistancy. PhoP-PhoQ two component system is regulator of many
virulent factors of Salmonella typhi that can be used as a target for new
antibacterial agents.

The main goal of this research is to isolate the DNA, optimate phoQ gene
amplification, and clone the gene, which will be used as a part of novel screening
system for searching new antibacterial agents against Salmonella typhi.

S. typhi genome was isolated by Wizard Isolation Kit, and then PCR was done
using PhoQFWD and PhoQREV as primers. phoQ was cloned using pGEM-T
easy vector. The result was grown in LB agar medium contains ampicillin, IPTG
and X-gal, and plasmid with DNA insert was characterized with fast lysis method.

The result of DNA isolation is total cell DNA from Salmonella typhi. PCR was
performed in 30 cycles, denaturation at 94°C for a minute, annealing at 53°C for
a minute, extension at 72°C for 2 minutes, and the result shown a band between
1000 and 1500 bp which is closed to the expected size 1464 bp. The result of
cloning were 37 white colonies and 11 blue colonies. After fast lysis, the colony
number 9, 18, 24 and 34 are predicted to be inserted with DNA target.

Keywords : Salmonella typhi, PhoP-PhoQ two component system, DNA
isolation, PCR,cloning.
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