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Abstrak

Toxoplasma gondii adalah protozoa intraselular yang dapat menyelmltkksoplasmosis. Pada orang sehat
(imunokompeten) infeksi biasanya tidak disertaiageklinis, sedangkan pada penderita imunokomprensutama
pada penderita AIDS infeksi dapat berakibat fdtefeksi primer pada wanita hamil dapat mengakibattexjadinya
transmisi melalui plasenta ke janin. Karena itu peksaan laboratorium mutlak diperlukan untuk meunkasn adanya
infeksi T.gondii, sehingga pengobatan dapat diberikan dengan semeguk menghindari kerusakan lebih lanjut.
Penelitian ini bertujuan untuk menentukan apaRalymerase chain reaction (PCR) dengan menggunakan gen P30
dapat mendeteksi DNA.gondii. Pada DNA yang diisolasi dilakukan PCR terhadagetagen P30 menurut metode
menurut metode Weiss dkk. dan Chang & Ptomer gen P30 terdiri dari oligo 1 : 55CACACGGTTGTATGTCGGICGCT3

dan oligo 2 : 5TCAAGGAGCTCAATG TTACAGCCT3. Samp&NA yang digunakan untuk PCR dengan target gen
P30 terdiri dari berbagai macam bahan yaitu : ()ADmurni T.gondii dengan berbagai konsentrasi, (b) campuran
DNA murni T.gondii dengan DNA darah manusia sehat, (c) DNA dari takizang berasal dari campuran @Rdarah
manusia sehat denganullsuspensi takizoit yang masing-masing mengand®§,100, 50, 40, 30, 20 dan 10 takizoit.
PCR dengan target gen P30 yang dilakukan menurtadméNeiss dkk. memberikan pita yang tidak spesPi&da
metode Chang & Ho penggunaan siklus sebanyak 3@i@B8an 45 siklus tidak memberikan gambaran pgdangkan
penggunaan 50 siklus baru memberikan hasil pitssifipeT.gondii pada elektroforesis. Hasil yang diperoleh
menunjukkan bahwa konsentrasi minimal DNAyondii yang masih terdeteksi pada sampel DNA murigondii
adalah 1 pg, pada sampel DNA mufigondii yang dicampur dengan DNA manusia sehat adalatbh@2alan pada
sampel darah manusia sehat yang dicampur dengpersiisakizoit adalah DNA yang berasal dari mini@@kakizoit.
Dengan demikian dapat disimpulkan PCR dengan mertaggun target gen P30 dapat digunakan untuk mersietek
DNA T.gondii.

Abstract

Detection of P30 gene to diagnosis of toxoplasmosis by using polymerase chain reaction. Toxoplasma gondii is an
intracellular protozoan which causes toxoplasmdsishealthy persons (immunocompetent) the infectomsually
asymptomatic; however in immunocompromised patjezgpecially AIDS patients, the infection can belfaPrimary
infection in pregnant women can be transmittedhi® fetus via the placenta. Therefore laboratoryrémation is
absolutely neccesary to assess the preseritgafdii infection hence prompt treatment can be giverréegnt further
damage. The aim of this study is to know whetheusing P30 gene as target fr@ymerase chain reaction (PCR) can
detectT.gondii DNA in Indonesia. The PCR was performed on the DM#Ach had been isolated against P30 gene as
target by using the method described by Weiss edl Chang & Ho. The P30 gene primers consistealigd 1:
5'CACACGGTTGTATGTCGGTTTCGCT3' and oligo 2: 5TCAAGEGCTCAATGTTAC GCT3. The DNA
samples used in the PCR with P30 gene as targetdegived from the following materials: (a) pdrgondii DNA of
various concentrations, (b) a mixture of pdrgondii DNA and normal human blood DNA, (c) tachyzoite DNA
derived from the mixture of 9@l normal human blood and {dl tachyzoite suspension with the following amoufit o
tachyzoites :1000,100, 50, 40, 30, 20 and 10 tasitez It was shown that no specific bands weretes! in the PCR
with P30 gene as target (performed according tontle¢hod described by Weiss et al). The PCR acogrttinthe
method described by Chang & Ho did not show anydhalnen 30, 35, 40 and 45 cycles of PCR were useever, by
using 50 cycles a specific band was observed. &dts obtained showed that the minimal DNA conegioins which
still could be detected using P30 gene as targst a& follows : 0.001 ng DNA in 5@ PCR solution from samples of
pure DNA, 0.025 ng DNA in 5@I PCR solution from samples of pure DNA mixed withrmal human blood and the
amount of DNA originated from at least 20 tachyesitlt was concluded that the assay using P30 geterget could
be used for detectinfgondii DNA in Indonesia.
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Pendahuluan

Toxoplasma gondii adalah suatu protozoa yang
hidupnya secara intraselular. Infek$igondii pada
manusia dapat menyebabkan toksoplasmosis. Infeksi
pada individu yang imunokompeten biasanya
asimtomatik.  Sebaliknya, toksoplasmosis pada
penderita imunokompromais dapat berakibat fatal
Diagnosis toksoplasmosis biasanya dilakukan dengan
pemeriksaan serologi yaitu dengasnzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) untuk mendeteksi
adanya zat anti 1IgG dan IgM terhadamondii di
dalam serum. Pemeriksaan serologi ini memberikan
hasil yang memuaskan pada penderita imunokompeten
bila dilakukan pada infeksi primer atau reaktivaisit,
namun pada penderita imunokompromais pemeriksaan
serologi ini tidak memberikan hasil yang memuaskan
Selain itu, produksi IgM spesifik terhadapgondii
kadang-kadang dapat menetap bertahun-tahun sehingga
menimbulkan kesulitan dalam menentukan waktu
terjadinya infeksi?>. Pada kasus tersebut, diagnosis
toksoplasmosis dilakukan dengan cara isolagondii
yang diperoleh melalui inokulasi mencit. Walaupun
inokulasi mencit ini cukup sensitif, namun memeaok
waktu yang lama yaitu 3-6 mingyu®. Akhir-akhir ini
telah dikembangkan suatu teknik reaksi rantai
polimerase folymerase chain reaction/PCR) yang
digunakan untuk mendiagnosis toksoplasmosis *akut
PCR adalah suatu tekni vitro untuk memperbanyak
DNA secara enzimatis, sehingga DNA dalam jumlah
sedikitpun dapat terdeteksi. PCR merupakan teknik
yang terpilih karena PCR bersifat sensitif dan iies
serta dapat mendeteksi adanya DNA4ondii dalam
waktu 10 jam Savva dkk telah melakukan penelitian
untuk mendeteksi.gondii dengan menggunakan gen
P30 sebagai target. Dengan menggunakan teknik PCR
Sawva dkK dapat mendeteksi 10 pg DNA murni
T.gondii.

Sampai saat ini pemeriksaan yang banyak dilakukan
untuk  diagnosis  toksoplasmosis akut adalah
pemeriksaan serologi untuk mendeteksi adanya zat an
IgG dan IgM terhadap.gondii di dalam serum. namun
pemeriksaan serologi ini tidak memberikan hasilgyan
memuaskan terutama pada bayi dan penderita
imunodefisiensi. Oleh karena itu perlu pemeriksaan
alternatif yaitu PCR yang bersifat sensitif danssfie
Amplifikasi DNA dengan menggunakan gen P30
sebagai target telah dilakukan oleh beberapa piefieli
namun belum pernah dilakukan di Indonesia.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah
teknik PCR dengan target gen P30 dapat mendeteksi
DNA T.gondii dan menentukan konsentrasi minimal
DNA murni T.gondii dan DNAT.gondii dalam darah
yang masih terdeteksi oleh PCR dengan target gén P3

M etode Penedlitian

Sebanyak 0,02 ml cairan yang mengandung takizoit
T.gondii strain RH yang diperoleh dathstitute for
Medical Research, Malaysia diinokulasikan ke dalam
rongga peritoneum mencit albino yang berumur 4-6
minggu. Setelah 4 hari, mencit tersebut dimatikan
dengan kloroform lalu direntangkan di atas gabus
dengan fiksasi pada ke-4 kakinya. Kulit abdomen
mencit diangkat dengan pinset kemudian digunting
selebart 1 cm. Selanjutnya, melalui lubang tersebut
cairan peritoneal diambil dengan pinset dan dibilas
dengan cairan NaCl 0,9% steril. Cairan bilasanapest
diperiksa dan apabila ternyata mengandung takizoit
maka pembilasan dilakukan berulang kali sampai
cairan bilas terlihat jernih. Cairan bilas ini aitpung
dalam tabung sentrifus. Setelah itu cairan bilpsikia

ke luar dari spuit 50 ml melalui jarum ukuran 2&alg
sel makrofag yang mengandung takizoit rusak selingg
didapat takizoit bebas. Cairan yang mengandung
takizoit bebas ini kemudian disaring melalui filigng
mempunyai pori dengan ukuran 3 mikron, lalu
disentrifus 600 x g selama 10 menit. Supernatan
dibuang dan endapan dicuci sebanyak 3 kali dengan
NaCl 0,9%. Ke dalam endapan takizoit ditambahkan
gliserol 20% dalanphosphate buffer saline (PBS) pH
7,4. Jumlah takizoit dihitung dengan hemositometer.
Setelah itu disimpan pada suhu °Z0 sampai
digunakan untuk isolasi DNA takizoit yang dilakukan
menurut metode Supali dKk,

Ke dalam masing-masing tabung Eppendorf 1,5 ml
dimasukkan 99ul darah manusia sehat yang telah
diberi antikoagulan EDTA dan dicampur dengad 1
suspensi takizoit T.gondii yang masing-masing
mengandung 1000, 100, 50, 40, 30, 20, 10, 5 dan 1
takizoit. Setelah itu dilakukan pencucian dengan
menambahkan 50Ql larutan Tris-EDTA (TE) ke
dalam tabung tersebut dan dikocok dengan vorteks
selama 1 menit serta disentrifus dengan kecepatan
14.000 x g selama 2 menit. Supernatan dibuang dan
prosedur ini dilakukan sebanyak 3 kali. Setelahkiu
dalam pelet ditambahkan 5Q@ larutan RCLB dan
dilakukan pencucian seperti larutan TE sebanyak 3
kali. Setelah pencucian terakhir dengan larutan RCL
supernatan dibuang dan ke dalam pelet dimasukkan
200pl larutan DSP dan dikocok dengan vorteks selama
1 menit. Suspensi ini kemudian diinkubasi selama 4
jam di dalamwaterbath dengan suhu 66 dan dikocok
dengan vorteks setiap jam. Setelah inkubasi selama
jam, suhu ditingkatkan sampai mencapai 96295
selama 10-15 menit. Suspensi disentrifus sebegtar a
mengendap di dasar tabung. Larutan ini kemudian
disimpan dalanfreezer -20°C sampai siap digunakan
pada reaksi rantai polimerase.
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Isolasi DNA darah manusia sehat dilakukan dengan
cara mengambil 5 ml darah manusia sehat diambil
sebanyak 5 ml dan dicampur dalam EDTA dengan
konsentrasi akhir 100 mM EDTA. Ke dalam tabung
Eppendorf 1,5 ml dimasukkan 1Q0 darah manusia
sehat tersebut. Setelah itu dilakukan isolasi DNA
seperti yang dilakukan untuk isolasi DNA takizoit
T.gondii. Berbagai macam konsentrasi pengenceran
DNA murni T.gondii (stok bagian Parasitologi FKUI
dengan konsentrasi 150 p8)/ dimasukkan ke dalam
100 pl darah manusia sehat yang sudah diisolasi.
Larutan ini kemudian disimpan dalafreezer -20°C
sampai siap digunakan untuk reaksi rantai polingeras

Ke dalam tabung Eppendorf 0,5 ml dimasukkan0,5
10 x larutan dapar, 2 mM Mg&lmasing-masing 200
UM deoksinukleosida trifosfat, masing-masing 15 pmol
oligo 1 (6'°CACACGGTTGTATGTCGGTTTCGCT3)
dan oligo 2 (5 TCAAGGAGCTCAATGTTACAGCC
T3’) primer gen P30, suspensi DNA dan 2,5 unit taq
polimerase dalam 5@l larutan PCR. Oligo 1 adalah
oligonukleotida untuk daerah 326-350 dan oligo 2
adalah oligonukleotida untuk daerah 649-672.
Perbanyakan DNA dengan target gen P30 dilakukan
menurut Weiss dkk® dengan jumlah siklus sebanyak
30 dan menurut Chang & Hbdengan jumlah siklus
sebanyak 30, 35, 40, 45 dan 50 di dalam mesin DNA
thermal cycler (Perkin-Elmer Cetus). Suhu reaksi yang
digunakan oleh Weiss dRkadalah sebagai berikut:
denaturasi awal pada suhu®°@5selama 1 menit,
penempelarprimer pada suhu 4& selama 2 menit
dan sintesis DNA pada suhu®@selama 3 menit dan
dilanjutkan degan inkubasi akhir pada suhu’C72
selama 10 menit. Menurut Chang & Houhu
denaturasi awal adalah @ selama 10 menit
kemudian untuk setiap siklus diikuti dengan tahap
denaturasi %€ selama 1 menit, tahap penempelan
primer 60°C selama 15 detik, sintesis DNA ‘T2
selama 45 detik dan dilanjutkan dengan inkubasirakh
pada suhu 72 selama 7 menit.

Pemeriksaan hasil PCR dilakukan dengan cara
memasukkan campuranuB sampel DNA dan 21 5 x
loading dye ke dalam sumur-sumur agarose gel 2%.
Sebagai petandanérker) digunakan 1Ql ¢x 174 Hae

Il dengan konsentrasi 20 nd/ Setelah itu dilakukan
elektroforesis 65 volt selama 2 jam. Setelah itarage

gel diwarnai dengan etidium bromida (10 mg/ml)
selama 1 menit dan dicuci dengan akuades. Selgajutn
gel difoto dengan pencahayaan ultraviolet
menggunakan transiluminator.

Dalam penelitian ini yang dimaksud dengan
sensitivitas adalah konsentrasi DNA terkecil yang
masih memberikan pita spesifik DNAgondii pada
pemeriksaan elektroforesis. Sedangkan spesifisitas
dalam penelitian ini adalah sifgtrimer gen P30

T.gondii yang hanya dapat membentuk DNAgondii
saja dan tidak dapat bereaksi dengan DNA manusia
(Promega, USA) dan DNA manusia yang diisolasi.

Has| dan Pembahasan

Pada analisis hasil amplifikasi (elektroforesis ghemn
agarose gel 2%, pewarnaan etidium bromida)
didapatkan bahwa fragmen hasil amplifikasi gen P30
yang ditentukan dengan menggunakan petawdar4
Hae 1ll menunjukkan panjang 347 pasangan blaase (
pairsbp)menurut  metode  Weiss  dkk, yang
menggunakan 3Giklus, ternyata memberikan hasil
sebanyak 3 pita yaitu 1 pita spesifik yang berukura
347 bp untuk gen P30.gondii dan 2 pita lain : 1 pita
berukuran kurang dari 347 bp dan 1 pita yang
berukuran lebih dari 347 bp (gambar 1), sedangkan
amplifikasi menurut metode Chang & Hoang
menggunakan 30, 35, 40 dan 45 siklus tidak
memperlihatkan pita pada elektroforesis. Hasil fifosi
baru didapat bila digunakan sebanyak 50 siklus.

Terbentuknya pita tidak spesifik mungkin disebabkan
oleh suhuannealing yang tidak cukup. Bila suhu
annealing terlalu rendah, penempelan yang tidak
spesifik akan meningkat, namun pada suhu yanduerla
tinggi, penempelaprimer tidak akan terjadi Tm dari
primer gen P30 adalah 70-%®, sedangkan suhu
annealing yang digunakan pada penelitian ini adalah
45°C. Menurut Newtotf suhu annealing yang
diperlukan untuk tahap penempelagmimer adalah
3-5°C di bawah Tm yang ditentukan. Jadi seharusnya
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Gambar 1. Hasil  elektroforesis dari  PCR
terhadap DNA darah manusia sehat
yang dicampur suspensi takizoit
dengan target gen P30 menurut
metode Weiss dkk. °
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suhu annealing yang digunakan pada penelitian ini
adalah 67-7%. Oleh karena suhannealing yang
digunakan pada metode Weiss dkki terlalu rendah
maka dihasilkan produk sebanyak 3 pita di mana
terdapat 2 pita yang tidak spesifik untdkgondii.
Dengan menggunakan suhuannealing 60°C
berdasarkan metode Chang & *Huoaka dapat terlihat
hasil positif, namun jumlah siklus yang digunakan
harus 50 siklus.

Penentuan konsentrasi minimal DNA muihgondii

yang masih dapat terdeteksi dengan PCR pada target
gen P30 dilakukan juga dengan amplifikasi berbagai
konsentrasi DNA murnt.gondii yaitu : 1 ng; 0,5 ng;
0,25 ng; 0,1 ng; 1 pg dan 0,1 pg dalambQarutan

PCR dan pada elektroforesis pita spesifik DNA
T.gondii dapat terlihat sampai konsentrasi 0,1 pg
(Gambar 2).

Untuk menentukan sensitivitas PCR dengan target gen
P30 maka dilakukan amplifikasi pada pengenceran
serial DNAT.gondii murni dan ternyata dapat dideteksi
hingga 1,5 pg DNA yang setara dengan 10 organisme.
Bila DNA T.gondii dicampur dengan {ig DNA limpa
tikus maka dapat dideteksi 0,015 ng DNAgondii
yang setara dengan 100 organidn®edangkan pada
penelitian ini pengenceran DNA murni masih dapat
dideteksi sampai 0,1 pg dan bila dilakukan
pengenceran dengan DNA manusia maka hasil
positif masih dapat dideteksi sampai pengenceran
0,025 ng.

1 2 3 4 5 6
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Gambar 2. Hasil elektroforesis dari PCR terhadap DNA

murni T.gondii dengan target gen P30. Kolom 1:
petanda @ 174 Hae Ill, kolom 2: kontrol
negatif, kolom 3: kontrol positif, kolom 4: 1 ng,
kolom 5: 0,5 ng DNA, kolom 6: 0,25 ng DNA,
kolom 7: 0,1 ng DNA, kolom 8: 0,01 ng DNA,
kolom 9: 1 pg DNA, kolom 10: 0,1 pg DNA.

1 23 45 6 7 8 910

Gambar 3. Hasil elektroforesis dari PCR terhadap
DNA darah manusa sehat yang
ditambahkan DNA murni T.gondii dengan
target gen P30. Kolom 1: petanda @x 174
Haelll, kolom 2: kontrol negatif, kolom 3:
kontrol positif, kolom 4: 5 ng DNA, kolom
5: 1 ng DNA, kolom 6: 0,25 ng DNA, kolom
7: 0,05 ng DNA, kolom 8 : 0,01 ng DNA,
kolom 9: 0,025 ng DNA, kolom 10 : 0,005
ng DNA.

Pada pengenceran campuran DNA muihgondii
dengan DNA darah manusia sehat terdapat konsentrasi
akhir DNA murniT.gondii yaitu : 5 ng, 1 ng; 0,25 ng;
0,05 ng; 0,01 ng, 0,025 ng dan 0,005 ng dan teanyat
pita spesifik terlihat sampai pengenceran 0,025 ng
(Gambar 3).

Untuk menentukan sensitivitas PCR dengan target gen
P30 Sawva dkR, telah melakukan penelitan pada
berbagai konsentrasi DNAgondii strain RH. Setelah
amplifikasi sebanyak 30 siklus sebuah fragmen DNA
sepanjang 914 bp masih terlihat hingga konsentrasi
DNA Toxoplasma sebesar 10 pg. Dengan cara
amplifikasi yang sama DNAoxoplasma dicampur
dengan DNA manusia (&g DNA manusia yang setara
dengan 1,5 x TODNA leukosit), namun pada reaksi ini
tidak ditemukan pita tersebut di atas, karena tigptu
oleh DNA manusia. Pada penelitian yang telah
dilakukan dengan DNAoxoplasma murni didapatkan
pita spesifik DNAT.gondii yang dapat terlihat sampai
konsentrasi DNAToxoplasma sebesar 1 pg. Hal ini
mungkin disebabkan oleh metode yang digunakan
berbeda misalnya perbedaan dalam suhu siklus dan
jumlah siklus. Pita spesifik DNA.gondii terlihat juga
sampai konsentrasi 0,025 ng walaupun dilakukan
pencampuran DNA Toxoplasma dengan DNA
manusia, sehingga hasil yang diperoleh menunjukkan
bahwa DNA manusia tidak menutupi DNA
Toxoplasma dengan cara penelitian yang dilakukan.



MAKARA, KESEHATAN, VOL. 5, NO. 1, JUNI 2001

Pada 99ul darah manusia sehat yang dicampur dengan
1 W suspensi takizoit yang masing-masing
mengandung 1; 5; 10; 20; 30; 40; 50; 100 dan 1.000
takizoit didapatkan pita spesifik yang masih texih
sampai 20 takizoit (Gambar 4).

Wastling dkk'* melakukan penelitian perbandingan 2
metode amplifikasi gen untuk mendeteksi adanya DNA
T.gondii pada domba yang diinfeksi secara
eksperimental. Amplifikasi gen B1 dilakukan dengan
metode Burg dkk? yang dimodifikasi. Dengan metode
ini dapat dideteksi 0,05 pg DNAgondii.

Gambar 4. Hasil elektroforesis dari PCR terhadap
darah manusia sehat yang dicampur
suspensi takizoit dengan target gen P30.
Kolom 1 : petanda @« 174 Hae ll1, kolom
2 : kontrol negatif, kolom 3 : kontrol
positif, kolom 4 : 1000 takizoit, kolom 5 :
100 takizoit, kolom 6 : 50 takizoit, kolom
7 . 40 takizoit, kolom 8 : 30 takizoit,
kolom 9 : 20 takizoit, kolom 10 : 10
takizoit.

Gambar 5. Hasil elektroforesis dari PCR terhadap
DNA manusia yang diekstraksi dan DNA
manusia (Promega,USA) dengan target gen
P30. Kolom 1: petanda ¢x 174 Hae IlI,
kolom 2: DNA manusia yang diekstraksi,

kolom 3: DNA manusia (Promega,USA).

Amplifikasi gen P30 dilakukan menurut metode Savva
dkk® dan dapat mendeteksi DNA.gondii sampai
konsentrasi 0,1 pg. Pada penelitian ini DNA murni
masih dapat dideteksi dengan target gen P30 hingga
konsentrasi 0,025 ng.

Pada penelitian ini amplifikasi yang dilakukan tethp

gen P30 untuk mendeteksi adanya DNAgondii
membutuhkan  konsentrasi yang lebih  kecil
dibandingkan dengan peneliti lainnya. Hal ini mungk
disebabkan karena metode yang digunakan untuk
isolasi DNA tidak menggunakan fenol, dan ini sesuai
dengan pendapat Rolfs dkgang mengatakan bahwa
fenol dapat menghambat kerja enzim DNA polimerase.
Dengan demikian maka metode isolasi DNA cacing
filaria dapat digunakan untuk isolasi DNAgondii
dengan hasil yang cukup baik. van de Ven kk,
berpendapat bahwa heme, heparin dapat menghambat
reaksi PCR dan sebagai antikoagulan pada penelitia
ini digunakan EDTA.

Pada penentuan spesifisitas ternyata tidak didapatk
adanya reaksi antanarimer yang digunakan dengan
DNA manusia (Promega, USA) maupun DNA manusia
sehat yang diekstraksi dengan target gen B1 dan gen
P30 pada penelitian ini (Gambar 5).

Ini membuktikan bahwarimer yang digunakan untuk
mendeteksi gen P30.gondii sangat spesifik. Pada
penelitian lainnya, Weiss dkktidak mendapatkan
adanya reaksi antargorimer gen P30 dengan
Trypanosoma cruzi danLeishmania donovani.

Kesimpulan

PCR dengan menggunakasrimer gen P30 dapat
mendeteksi konsentrasi minimal 0,1 pg DNA murni
T.gondii, 0,025 ng DNA murni yang dicampur dengan
darah manusia sehat serta DNA yang berasal dari 20
takizoit.
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