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Abstract

This study was aimed to determine the sensitivity of Sagl and Bagl Probe to detect Toxoplasma gondii in
free-rearing chicken using dot blot hybridization method. Thirty serologically free-rearing chicken
toxoplasmosis DNA were used as samples in this study. Sagl and Bagl probes were labeled by non-radioactive
Dig-11-dUTP. The success of detection was based on the establishment of colored dot on the nylon membrane
after detected with antibody-antiDig. The Sensitivity test of Sagl and Bagl probes in detection were
conducted by making serial dilutions of the dot blot hybridization positive free-rearing chicken DNA. The
results showed that 19 positive samples detected by Sagl and Bagl probe by dot blot hybridization method.
The sensitivity of 5.87 pg/ul Bagl probe to detect free-range chicken DNA was 0.23 ng/ul, and sensitivity
of'6.72 pg/ ul Sagl Probe was 0.45 ng/ pl. From the resuls above it can be concluded that the Bagl probe was
more sensitive than that of the Sag1 probe to detect Toxoplasma gondii of free-range chicken DNA.
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Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan sensitivitas Probe Sagl dan Bagl dalam mendeteksi
Toxoplasma gondii pada ayam buras menggunakan metode Aibridisasi dot blot. Sejumlah 30 DNA ayam buras
secara serologis terdeteksi toksoplasmosis, digunakan sebagai sampel pada penelitian ini. Probe Sagl dan Bagl
dilabel Dig-11-dUTP. Keberhasilan deteksi berdasarkan terbentuknya dot berwarna pada membran nylon yang
dideteksi dengan antibodi-antiDig. Sensitivitas Probe Sagl dan Bagl dalam mendeteksi Toxoplasma gondii
dilakukan dengan pembuatan serial pengenceran DNA ayam buras yang positif terdeteksi dengan hibridisasi
dot blot. Hasil penelitian menunjukkan 19 sampel positif terdeteksi oleh Probe Sagl dan Bagl. Sensitivitas
Probe Bagl 5,87 pg/ul mampu mendeteksi 0,23 ng/pl DNA ayam buras, sedangkan Probe Sagl 6,72 pg/ul
mampu mendeteksi 0,45 ng/ul DNA ayam buras. Simpulan bahwa Probe Bagl lebih sensitif dari Probe Sagl

dalam mendeteksi Toxoplasma gondii pada ayam buras.

Kata kunci : 7Toxoplasma gondii, hibridisasi, Sagl dan Bagl, Dig-11-dUTP, ayam buras.

20



Pendahuluan

Diagnosis merupakan salah satu tahapan yang
penting dalam penanganan toksoplasmosis. Banyak
metode yang dapat dilakukan untuk diagnosis
toksoplasmosis, seperti diagnosis pada level
molekuler dengan metode Polymerase Chain
Reaction (PCR) (Susanto dkk., 2002; Priyowidodo,
2003). Walaupun memberi hasil yang sangat
spesifik, metode PCR ini membutuhkan biaya
mahal dan memerlukan peralatan khusus. Diagnosis
berdasar gejala klinis toksoplasmosis tidak
menunjukkan gejala yang spesifik (Bastien, 2002),
tidak

praktis karena memerlukan waktu lama. Berdasar

sementara dengan uji biologis, metode ini

beberapa metode diatas, perlu diupayakan
membuat metode diagnosis yang sensitif dan akurat

namun sederhana tidak memerlukan peralatan yang

canggih.

Diagnosis suatu penyakit, secara bioassay dan
serologis maupun molekuler masing-masing
mempunyai kelemahan yang dapat menjadi kendala
dalam hal interpretasi hasil. Mengatasi masalah
tersebut, maka metode teknik hibridasi dengan DNA
Akin,
2001, Aidawati dkk., 2007, Sarova dan Saigopal,

probe perlu dikembangkan (Weiss, 1995,

2010).

Probe adalah molekul yang hanya dapat
bereaksi secara kuat dengan molekul targetnya.
Ikatan ini sama seperti interaksi antigen-antibodi,
avidin-biotin, latex-karbohidrat dan interaksi untai
tunggal dengan komplementernya, seperti ikatan
antara G=C atau A=T (Keller dan Manak, 1989).
Deoxyribonucleic acid Probe panjangnya relatif
kecil (10 — 1000 basa), dan molekulnya single
stranded DNA yang dapat mengenali dan terikat
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DNA dari molekul
DNA yang besar. Deoxyribonucleic acid probe

pada segmen komplementer

bereaksi sangat spesifik dengan sekuen DNA target
(Alcamo, 2001).
Penggunaan DNA Probe untuk deteksi parasit
dilakukan dengan pemberian label pada probe
tersebut. Target sekuen parasit dilinierisasi lebih
dahulu, lalu dihibridisasikan dengan probe yang
telah terlabel (Weiss, 1995). Tanda positif (terjadi
hibridasi) terbaca atas peran molekul label yang
berikatan dengan sekuen target dalam membran
kertas saring , membran nitroselulose atau nilon
(Weiss, 1995; Herzer dan Englert, 2001).
Penggunaan label non radioaktif, seperti biotin,
digoksigenin-dUTP, fosfatase alkali banyak dipilih,
karena lebih aman dan stabil (Weiss, 1995; Indri,
1999; Yuwono, 2006). Digoxigenin-dUTP lebih
banyak digunakan karena molekul ini didapat dari
tanaman Digitalis sehingga lebih bersifat alamiah.
Demikian pula dengan label digoxigenin-dUTP ini
lebih sedikit diperlukan DNA dalam optimalisasi
hibridasi pada metode dot blot yang mampu
membentuk dot lebih jelas pada membran (Yang
dkk., 1999; Herzer dan Englert, 2001; Kruchen dan
Rueger, 2001).
Keller dan Manak (1989) menyatakan bahwa

suatu gen dapat digunakan sebagai probe jika
memenuhi beberapa syarat antara lain : panjang
nukleotida harus diantara 100 -300 basa. Probe
yang lebih panjang akan mengakibatkan waktu
hibridasi lebih lama, sedangkan bila terlalu pendek
akan menurunkan spesifitasnya. Sumartono dkk.,
(2005) dan Sumartono dkk., (2007) menggunakan

DNA probe dengan panjang 54 bp dan 80 bp
berhasil mendeteksi DNA komplementernya dalam

sampel.  Demikian pula Pratama (2009)
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menggunakan probe toxo-103 bp berhasil
mendeteksi DNA komplementernya dalam sampel.
Sementara Samuelson dkk. (1989) dengan sequen
clone rekombinan Entamoeba histolitica dengan
panjang 145 bp berhasil membuat probe untuk
diagnosis parasit Entamoeba. Sebelumnya Palmer
dkk. (1991) menggunakan fragmen DNA 5 kb
sebagai probe berhasil melakukan colony
hybridization dengan genom komplemennya.
Komposisi basa G dan C harus jumlahnya antara 40
—60%, karena bila persentase diluar kisaran tersebut
akan menyebabkan hibridasi tidak kuat. Hal yang
harus dihindari pula yaitu sekuen yang mengandung
empat atau lebih basa yang sama secara berurutan,
misalnya AAAA, GGGG atau yang lain. DNA probe
harus bebas dari sekuen gena hospes, agar tidak

terjadi false positif (Brown, 2000; Yuwono, 2006).
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Gambar 1. Deteksi Toxoplasma gondii pada sampel DNA ayam buras berasal dari 9 kabupaten di Bali menggunakan
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Probe Sag-1 konsentrasi 6,72 pg/ul dengan metode Hibridisasi Dot Blot. Keterangan : K.DNA Takizoit, (A)
konsentrasi 1433,3 ng/ul, (B) konsentrasi 143,3ng/ul, (C) konsentrasi 14,33ng/ul,(D) blanko 1.DNA ayam
Badung, (1A)DNA ayam Bdg.6, (1B).DNA ayam Bdg.7, (1C).DNA ayam Bdg.13, (1D).DNA ayam Bdg.17.
2.DNA ayam Bangli, (2A).DNA ayam Bgl.2, (2B).DNA ayam Bgl.5, (2C).DNA ayam Bgl.20, (2D).DNA
ayam Bgl.23, 3.DNA ayam Buleleng, (3A)DNA ayam BIlL.3, (3B).DNA ayam BILS, (3C).DNA ayam BI11.22,
4.DNA ayam Denpasar, (4A).DNA ayam Dps.2, (4B).DNA ayam Dps.10, (4C).DNA ayam Dps.17, 5.DNA
ayam Gianyar, (5A).DNA ayam Gyr.10, (5B).DNA ayam Gyr.13, (5C).DNA ayam Gyr.18, 6.DNA ayam
Karangasem, (6A).DNA ayam KA.5, (6B).DNA ayam KA.17, (6C).DNA ayam KA30, 7.DNA ayam
Klungkung, (7A).DNA ayam Klk.4, (7B).DNA ayam Klk.13, (7C).DNA ayam Klk.19, (7D).DNA ayam
Klk.23, 8.DNA ayam Negara, (§8A).DNA ayam Ngr.2, (§8B).DNA ayam Ngr.10, (8C).DNA ayam Ngr.17,
(8D).DNA ayam Ngr.24, 9.DNA ayam Tabanan, (9A).DNA ayam Tbn.4, (9B).DNA ayam Tbn.6, (9C).DNA
ayam Tbn.11, N. DNA mencit sehat
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Gambar?2. Deteksi Toxoplasma gondii pada sampel DNA ayam buras berasal dari 9 kabupaten di Bali menggunakan Probe

Bag-1 konsentrasi 5,87 pg/ul dengan metode Hibridisasi Dot Blot. Keterangan : K.DNA Takizoit, (A)
konsentrasi 1433,3 ng/ul, (B) konsentrasi 143,3ng/ul, (C) konsentrasi 14,33ng/pl, (D) blanko. 1.DNA ayam
Badung, (1A)DNA ayam Bdg.6, (1B).DNA ayam Bdg.7, (1C).DNA ayam Bdg.13, (1D).DNA ayam Bdg.17.
2.DNA ayam Bangli, (2A).DNA ayam Bgl.2, (2B).DNA ayam Bgl.5, (2C).DNA ayam Bgl.20, (2D).DNA ayam
Bgl.23, 3.DNA ayam Buleleng, (3A)DNA ayam BI1.3, (3B).DNA ayam BI1.8, (3C).DNA ayam Bl1l.22, 4. DNA
ayam Denpasar, (4A).DNA ayam Dps.2, (4B).DNA ayam Dps.10, (4C).DNA ayam Dps.17, 5.DNA ayam
Gianyar, (5A).DNA ayam Gyr.10, (5B).DNA ayam Gyr.13, (5C).DNA ayam Gyr.18, 6.DNA ayam
Karangasem, (6A).DNA ayam KA.5, (6B).DNA ayam KA.17, (6C).DNA ayam KA30, 7.DNA ayam
Klungkung, (7A).DNA ayam Klk.4, (7B).DNA ayam Klk.13, (7C).DNA ayam Klk.19, (7D).DNA ayam
Klk.23, 8.DNA ayam Negara, (§8A).DNA ayam Ngr.2, (8B).DNA ayam Ngr.10, (8C).DNA ayam Ngr.17,
(8D).DNA ayam Ngr.24, 9.DNA ayam Tabanan, (9A).DNA ayam Tbn.4, (9B).DNA ayam Tbn.6, (9C).DNA
ayam Tbn.11, N. DNA mencit sehat

Hasil deteksi Toxoplasma gondii sampel DNA
ayam buras menggunakan Probe Sag-1 dan Bag-1
dengan hibridisasi dot blot, seperti disajikan pada
Gambar 1 dan 2. Ternyata Probe Sagl dan Bagl
sangat spesifik dapat mendeteksi Toxoplasma gondii
pada ayam buras. Kedua probe yang digunakan
untuk mendeteksi (Probe Sag-1 dan Bag-1) pada 30
sampel DNA, dapat terdeteksi 19 (63,3%) DNA
positif pada hibridisasi dot blot. Jadi dengan

pengenceran 1000 x Probe Sagl (6,72 pg/ul) dan
Bagl (5,87 pg/ul) spesifik dapat mendeteksi
Toxoplasma gondii 63,3 % dari sampel lapangan
pada ayam buras.

Uji sensitivitas probe Sagl dan Bagl dalam
mendeteksi Toxoplasma gondii dilakukan
pembuatan serial pengenceran pada DNA sampel
ayam yang positif terdeteksi pada hibridisasi dot
blot. Serial pengenceran seperti disajikan pada Tabel
1.

Tabel 1. Serial Pengenceran DNA sampel Ayam Buras

Pengen  Faktor DNA dengan konsentrasi ng/ul
cer pengenc
eran Bdg Bgl Bll Dps Gyr KA Klk Ngr Tbn
1 1:1 240 135 60 173 68 30 278 165 173
2 1:3 80 45 20 57,67 22,67 10 92,67 55 57.67
3 1:30 8,0 4,5 2,0 5,77 2,27 1,0 9,27 55 5,77
4 1:300 0,80 0,45 020 0,576 0,23 0,10 093 0,55 0,58

Keterangan : Bdg. DNA ayam Badung, Bgl. DNA ayam Bangli, BIl. DNA aya Buleleng,
Dps. DNA ayam Denpasar, Gyr. DNA ayam Gianyar, KA, DNA ayam Karangasem,

Klk. DNA ayam Klungkung, Ngr. DNA ayam Negara, Tbn. DNA ayam Tabanan.

25



Ida Ayu Pasti Apsari et al.

Gambar 3.

Gambar4.
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Deteksi Toxoplasma gondii pada sampel DNA ayam buras dengan berbagai serial pengenceran dan deteksi
kuantifikasi hibridisasi dot blot dengan Probe Sag-1. Keterangan : 1.serial pengenceran 3x, 2.serial pengeceran
30x, 3 serial pengenceran 300x, Bdg. DNA ayam Badung, Bgl. DNA ayam Bangli, Bll. DNA ayam Buleleng,
Dps. DNA ayam Denpasar, Gyr. DNA ayam Gianyar, KA.DNA ayam Karangasem, Klk. DNA ayam
Klungkung, Ngr. DNA ayam Negara, Tbn. DNA ayam Tabanan

K Bdg Bgl Bl Dps Gyr KA Klk Ngr Tbn
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Deteksi Toxoplasma gondii pada sampel DNA ayam buras dengan berbagai serial pengenceran dan deteksi
kuantifikasi hibridisasi dot blot dengan Probe Bag-1. Keterangan : l.serial pengenceran 3x, 2.serial
pengeceran 30x, 3 serial pengenceran 300x, Bdg. DNA ayam Badung, Bgl. DNA ayam Bangli, Bll. DNA ayam

Buleleng, Dps. DNA ayam Denpasar, Gyr. DNA ayam Gianyar, KA.DNA ayam Karangasem, Klk. DNA ayam

Klungkung, Ngr. DNA ayam Negara, Tbn. DNA ayam Tabanan

Probe Sag-1 dan Bag-1 sangat spesifik (63,3%)
dapat mendeteksi Toxoplasma gondii pada sampel
DNA ayam buras dengan hibridisasi dot blot seperti
disajikan pada Gambar 1 dan 2. Setelah dilakukan
uji kuantifikasi ternyata Probe Sag-1 sensitif deteksi
DNA ayam buras sampai konsentrasi 0,45 ng/ul
(Gambar 3), sedangkan probe Bag-1 mampu deteksi
sampai konsentrasi 0,23 ng/pl (Gambar 4). Hasil ini
ternyata 5,87 pg/ul Probe Bag-1 mampu mendeteksi
sampai 0,23 ng/ul DNA ayam buras, yang lebih
sensitif dari 6,72 pg/ul Probe Sag-1 mampu
mendeteksi 0,45 ng/ul DNA ayam.

Hasil ini sebagai indikasi bahwa Probe Bag-1
lebih sensitif untuk mendeteksi DNA stadium
bradizoit 7 gondii yang ada pada sampel lapangan.
Sampel lapangan berasal dari organ jantung dan otak

ayam buras, yang mana jantung dan otak merupakan
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jaringan muscular dan neural yang menjadi
kecenderungan tempat sista lebih banyak ada dengan
stadium bradizoit di dalamnya (Weiss dan Kim,
2000).

Sesuai implementasi penggunaan metode
hibridisasi dot blot untuk diagnosis suatu penyakit di
lapangan, bahwa metode hibridisasi dot blot lebih
sensitif dari pada uji komersial dalam mendiagnosis
bovine spongiform encephalitis (Polak dkk., 2003).
Hal yang sama juga oleh Mudenda dkk, (2011)
dengan menggunakan metode yang sama dalam
mendeteksi Sa/monella Inv.A dan Inv.C dari sampel
lapangan, lebih sensitif daripada teknik cu/ture.

Sensitivitas sampai 0,45 ng/ul untuk Probe
Sagl dan 0,23 ng/ul untuk Probe Bagl mampu
mendeteksi DNA ayam buras dengan metode
hibridisasi dot blot.



Disarankan menggunakan Probe Sagl dan
Bagl dengan metode hibridisasi dot blot untuk
melakukan deteksi Toxoplasma gondii pada sampel

lapangan dari ayam buras.
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