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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan menentukan adanya Toxoplasma gondii pada ayam kampung secara
molekuler dengan metode Polymerase chain reaction (PCR) berdasarkan gen stage spesifik takizoit
dan bradizoit. Gen SAG1 merupakan gen stage spesifik takizoit sedangkan gen BAG1 merupakan
gen stage spesifik bradizoit. Primer untuk SAG1 dan BAG1 dirancang menggunakan program
Web-base Primer 3. Isolasi DNA dari jantung dan otak ayam kampung menggunakan pure-link
genomic isolation kit. Amplifikasi DNA dengan metode PCR menggunakan sepasang primer SAG1
dan BAG1 sebagai dasar diagnosis. Hasil  penelitian menunjukkan bahwa primer SAG1 dan BAG1
berhasil mengamplifikasi DNA  T. gondii pada ayam kampung.

Kata Kunci :    Toxoplasma gondii; SAG1 dan BAG1; Takizoit; Bradizoit; ayam kampung

ABSTRACT

The aims of this study was to determine the presence of Toxoplasma gondii in free-range
chicken using Polymerase Chain Reaction (PCR) method based on the tachyzoite and bradyzoite
stage specific genes. SAG1 and BAG1 are the tachyzoite and bradyzoite stage-specific gene respectively.
The primers for SAG1 and BAG1 were designed using Web-base Program Primer 3. Genomic DNA
from free-range chicken heart and brain was isolated using  Pure-Link Genomic Isolation Kit.
DNA amplification by PCR using primers for SAG1 and BAG1 genes was used for diagnosis of
T.gondii. The results showed that the DNA amplification using primers for SAG1 and BAG1 genes
was successfully applied to determine  of Toxoplasma gondii in free-range chicken.
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PENDAHULUAN

Kasus toksoplasmosis pada hewan dan
manusia baik di dunia maupun di Indonesia
sangat tinggi.  Kasus  pada  manusia  berkisar
antara 40–85%,  sedangkan  pada  hewan
berkisar  antara 5–80% (Subekti et al.,2005).
Tingginya kasus toksoplasmosis pada hewan dan
manusia, maka teknik diagnosis merupakan hal

yang sangat mendasar untuk dikembangkan.
Diagnosis toksoplasmosis secara molekuler
dengan menggunakan metode PCR sudah
banyak dilakukan (Owen et al., 1998; Susanto
et al., 2002, dan Priyowidodo, 2003) memberi
hasil yang sangat spesifik dan sensitif.  PCR
sebagai suatu metode diagnosis terutama untuk
toksoplasmosis keberhasilannya sangat
ditentukan oleh salah satu syarat yaitu primer.
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Sekuen oligonukleotida primer  berupa urutan
yang dapat berhibridisasi secara spesifik dengan
molekul DNA cetakan (Yuwono, 2006).

Keberadaan T.gondii stadium takizoit pada
inang menimbulkan infeksi akut, sedangkan
stadium bradizoit yang berada di dalam sista
jaringan inang, menetap seumur hidup
(dormant) di dalam sel inang dan menimbulkan
infeksi laten (Jones et al., 2003; Dubey, 2007).
Deferensiasi takizoit ke bradizoit terjadi
bersamaan dengan pembentukan kekebalan
protektif (Darcy dan Santoro, 1993). Sebaliknya,
perubahan bradizoit menjadi takizoit terjadi bila
sistem imun terganggu, misalnya pada keadaan
imunokompromais (Luft et al., 1993).

Diagnosis secara molekuler dengan
menggunakan metode PCR  sebagai metode
diagnosis toksoplasmosis ternyata memberikan
akurasi yang tinggi (spesifisitas 100% dan
sensitivitas 97,4) (Hohlfeld et al., 1994;
Chiabchalard et al., 2005). Diagnosis molekuler
bertujuan untuk menentukan keberadaan
parasit, sedangkan diagnosis serologis bertujuan
untuk evaluasi respons imun dan penetapan
status infeksi (Subekti et al., 2005).

Kajian diagnosis toksoplasmosis selama ini
kebanyakan dari stadium takizoit tetapi hanya
sedikit yang mengkaji stadium bradizoit.
Diketahui pula bahwa ada gen stage spesifik
tachyzoite dan gen stage spesifik bradyzoite
(Zhang et al.,1999; Weiss dan Kim, 2000; Ajioka
et al.,2001). Sampai saat ini, eksplorasi kedua
gen tersebut untuk tujuan diagnosis belum
pernah dilakukan. Berkaitan dengan hal itu
maka metode diagnosis berdasarkan sekuen
DNA spesifik  takizoit dan bradizoit, perlu
dikembangkan.  Sarva dan Holliman (1989)
melaporkan keberhasilan metode PCR  untuk
mendeteksi T.gondii pada jaringan domba dan
manusia. Metode ini dilaporkan dapat melacak
satu T.gondii  dalam 10 6  sel inang. Burg et al.,
(1989) melaporkankan bahwa metode PCR
mempunyai sensitifitas 10 takizoit / 105  sel
leukosit. Muller et al., (1996)  menggunakan
fragmen gen B1 T.gondii  pada PCR,  ternyata
dapat menurunkan potensi terjadinya reaksi
silang dengan sampel yang mengandung DNA
dari Sarcocystis spp., Hamondia hamondi,
Neospora caninum. Diagnosis toksoplasmosis
dengan metode PCR pada cairan amnion dapat
dikerjakan dengan cepat, aman dan akurat serta
memberi angka sensitivitas 97,4% dan
spesifisitas 99,7% (Hohlfeld et al.,1994). Owen
et al., (1998) menggunakan PCR untuk
mendiagnosis abortus pada domba akibat

toksoplasmosis. Primer gen B1 pada metode PCR
dapat mendeteksi 10 takizoit, metode ini lebih
akurat dibanding dengan uji bioassay. Peneliti
yang menggunakan gen B1 sebagai primer
memberikan hasil yang sangat sensitif untuk
mendeteksi T.gondii di jaringan maupun cairan
amnion (Owen et al.,1998; Susanto et al.,2002;
Priyowidodo, 2003).

Tujuan penelitian  untuk mendeteksi
T.gondii pada ayam kampung berdasarkan gen
SAG1 dan BAG1 T. gondii dengan metode PCR.

METODE PENELITIAN

Sampel penelitian berupa organ jantung dan
otak ayam kampung berumur sekitar enam
bulan berasal dari sembilan kabupaten di Bali
(Badung, Bangli, Buleleng, Kota Denpasar,
Gianyar, Jembrana, Karangasem, Klungkung,
Tabanan). Pemilihan sampel jantung dan otak
karena  organ  ayam kampung ini paling banyak
terdeteksi T.gondii (Suwanti, 2005)

Jantung dan otak ayam kampung dari
masing-masing kabupaten diambil sekitar 50 mg
dicacah dengan scalpel. Dimasukkan kedalam
tabung ependorf 1,5 ml.  Pada penelitian ini tiap
10 jantung dan otak ayam kampung dari
masing-masing kabupaten digabung menjadi
satu untuk dilakukan isolasi DNA.  Jaringan
yang telah tercacah dihomogenkan dengan
menggunakan pastel. Selanjutnya jaringan
yang telah homogen, DNA diisolasi sesuai
prosedur “pure-link genomic isolation kit”
(Invitrogen). Hasil isolasi DNA ini disimpan pada
-200C sampai digunakan.

Untuk desain primer, gen yang telah
ditentukan  (SAG1, BAG1) diakses sekuennya
di Gene Bank (NCBI). Sekuen nukleotida yang
telah diakses, dianalisis sesuai program “Web-
base Primer 3”.  Hasil analisis diperoleh Primer
SAG1  yaitu :
Forward : 52 - CACCTGTAGGAAGCTGTAGTCACTG - 32

Reverse:  52 - TCACTGTGACCATACAACTCTGTG - 32

Primer BAG1  yaitu :
Forward : 52 - AGGAGAGAAGACCTCGAAAGAAG - 32

Reverse : 52 -  TGAACGCTAGGTTTCTGGATACG  - 32

Metode PCR komponen utama yang
diperlukan adalah DNA cetakan; oligonukleotida
primer yaitu sekuen oligonukleotida pendek 15–
25 bp yang untuk mengawali sintesis rantai
DNA; deoksiribonukleotida trifosfat (dNTP)
terdiri atas dATP, dCTP, dGTP, dTTP;  enzim
DNA polimerase yaitu enzim yang melakukan
katalisis reaksi sintesis rantai DNA dan
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senyawa buffer yang mengandung MgCl2
(Purwanto et al., 1997; Yuwono, 2006; Sudjadi,
2008).

Amplifikasi sekuen spesifik dilakukan
dengan menggunakan primer yang telah
didesain untuk gen SAG1 dan BAG1 seperti di
atas dengan metode  PCR (Yuwono, 2006;
Sudjadi, 2008).  Polymerase Chain Reaction
dilakukan dengan R-reaction mix 2xPCR
(Invitrogen) yang telah mengandung 0,2 mM
dNTP, 1,6 mM MgSO4 dan buffer. Formulasi
PCR pada penelitian ini diatur sebagai berikut :
tabung ependorf mini  ke dalamnya dimasukkan
sebanyak 1 µl DNA (5µg/µl) yang telah diisolasi
dari jantung dan otak ayam kampung dan
ditambahkan primer forward (1 pmol) 0,6µl dan
reverse (1 pmol) 0,6µl  yang telah ditentukan
(SAG1 atau BAG1), ditambahkan R-mix
(10xbuffer dan 0,2 mM dNTP) 5 µl. Setelah
penambahan  enzim  Taq polymerase (1 unit)
0,25 µl dan terakhir ditambahkan aquabides
sehingga volume akhir menjadi 10 µl, tabung
PCR dimasukkan ke dalam Thermocycler
eppendorf mastercycler personal atau PTC-
100TM. Mesin penyiklus panas diprogram sesuai
metode PCR Yuwono (2006) dan Sudjadi (2008)
dengan kondisi 950C selama 1 menit
(denaturasi), kemudian diturunkan 940C selama
45 detik, selanjutnya pengaturan suhu
annealing diatur sesuai hasil optimasi
pengaturan suhu annealing  primer yang
digunakan. Untuk primer SAG1 digunakan suhu
annealing 550C sedangkan primer BAG1 suhu
450C selama 30 detik . Elongasi dengan suhu
720C selama 1 menit. Siklus dengan kondisi ini
diulang 35 kali. Pada bagian akhir diinkubasi
pada suhu 720C selama lima menit sampai
selesai mencapai 220C.  Langkah selanjutnya
dilakukan elektroforesis pada gel agarose 1%
yang telah diisi ethidium bromide dengan
konsentrasi 25 µg/ml dengan tegangan 100 V
selama 30 menit. Visualisasi  DNA dilakukan
dengan ultraviolet (UV)  dan didokumentasi
dengan kamera digital.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil amplifikasi DNA T.gondii dengan
primer SAG1 dan BAG1 pada ayam kampung
adalah seperti disajikan  pada Gambar 1 dan
Gambar 2.

Pada Gambar 1 disajikan ke sembilan  ayam
kampung  positif mengandung T. gondii dengan

munculnya pita DNA. Pita DNA hasil
amplifikasi DNA takizoit dengan primer SAG1
mempunyai panjang 600-700 bp, DNA takizoit
merupakan DNA murni T.gondii. Hasil
sekuensing amplifikasi gen SAG1 takizoit isolat
lokal adalah 612 bp.

Pita DNA hasil amplifikasi T.gondii pada
ayam kampung dengan primer SAG1 (Gambar
1), tampak posisinya lebih rendah dari DNA
kontrol positif (DNA takizoit). Hal ini
kemungkinan sekuen T.gondii pada ayam
kampung teramplifikasi sedikit lebih pendek
dari DNA takizoit isolat lokal. Hasil ini tidak
jauh berbeda dengan hasil penelitian
Priyowidodo (2003) bahwa DNA T.gondii dapat
diamplifikasi dengan primer gen B1 dari sampel
cairan asites dan serum darah pada ± 600bp,
sedangkan dengan gen yang sama Groâ et
al.,(1992) DNA T.gondii  dapat diamplifikasi
pada 634 bp. Berbeda dengan hasil penelitian
Pratama (2009) yang menggunakan primer
repetitif region 529 bp untuk diagnosis molekuler
toksoplasmosis pada sapi, kambing, babi, dan
ayam sebagai uji konfirmasi dengan PCR
melaporkan T.gondii terdeteksi amplifikasi pada
434 bp. Perbedaan yang diperoleh sebagai
indikasi bahwa jumlah kopi gen menentukan
kepekaan gen tersebut untuk dapat
mengamplifikasi DNA cetakan menghasilkan
pita yang spesifik. Gen B1 mempunyai jumlah
kopi 35, repetitif region mempunyai jumlah kopi
600, sedangkan gen SAG1 mempunyai jumlah
kopi gen hanya satu. Walaupun demikian
ternyata dari hasil penelitian ini berhasil
mengamplifikasi DNA T.gondii  sebagai dasar
untuk mendiagnosis T.gondii pada ayam
kampung.

Pita DNA hasil amplifikasi T. gondii pada
ayam kampung dengan primer BAG1 (Gambar
2), tampak posisinya lebih tinggi dari DNA
kontrol (DNA takizoit Isolat lokal). Hal ini
kemungkinan sekuen T gondii pada ayam
kampung teramplifikasi sedikit lebih panjang
dari sekuen takizoit isolat lokal. Hasil
sekuensing dari amplifikasi gen BAG1 takizoit
isolat lokal adalah 470 bp. Hasil penelitian
Susanto et al.,2002 dengan amplifikasi gen B1
dan P30 T.gondii menggunakan metode PCR
memberi hasil pita yang spesifik dan tidak
spesifik tergantung siklus yang digunakan dan
penentuan suhu annealing. Pada Gambar 2
disajikan  pita kontrol takizoit paling jelas
kemungkinan karena DNA takizoit murni
T.gondii, sedangkan pita pada lajur 2, 4, 6, 7, 8
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dan 9  terlihat tidak jelas kemungkinan karena
DNA T.gondii bercampur dengan DNA ayam
kampung. Savva et al., (1990) melaporkan
bahwa pita DNA T.gondii hasil amplifikasi gen
P30 menjadi tidak jelas karena tercampur
dengan DNA manusia. Hasil yang sama juga
terjadi pada penelitian Susanto et al.,2002
menggunakan gen P30 T.gondii, dan pita DNA
T.gondii tidak muncul  karena tertutup oleh
DNA manusia. Mengatasi hal tersebut maka
Savva et al., (1990) melakukan Southern
Hybridisation menggunakan DNA probe dilabel
biotin, sedangkan Susanto et al., (2002)
mengubah metode yang digunakan yaitu dengan
mengatur suhu dan jumlah siklus menjadi 50

kali. Pada penelitian ini digunakan suhu
anealing 450C dengan siklus 35 kali. Berdasarkan
hasil yang diperoleh maka untuk penelitian
selanjutnya agar diperoleh hasil yang maksimal
perlu dirubah pengaturan suhu dan jumlah
siklus.

SIMPULAN

Disimpulkan bahwa primer SAG1 dan
BAG1 dengan metode PCR berhasil
mengamplifikasi DNA T. gondii  sebagai dasar
diagnosis toksoplasmosis pada ayam kampung.

Gambar 2 :Hasil amplifikasi DNA T gondii pada ayam buras dengan primer BAG1. Keterangan :
M. Marker; 1.Ayam Karangasem; 2.Ayam Badung; 3.Ayam Kota Denpasar; 4.Ayam Tabanan;
5.Ayam Bangli; 6.Ayam Klungkung; 7.Ayam Buleleng; 8.Ayam Gianyar; 9.Ayam Jembrana; 10.
Kontrol negatif; K.Takizoit.

Gambar 1 : Hasil Amplifikasi DNA T gondii pada ayam kampung dengan primer   SAG1. Keterangan
: M. Marker; 1.Ayam Karangasem; 2.Ayam Badung; 3.Ayam Kota Denpasar; 4.Ayam Tabanan;
5.Ayam Bangli; 6.Ayam Klungkung; 7.Ayam Buleleng; 8.Ayam Gianyar; 9.Ayam Jembrana;
10.Kontrol negatif; K.Takizoit.
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SARAN

Disarankan untuk melakukan sekuensing
terhadap produk PCR dari T. gondii pada ayam
kampung, baik dari hasil amplifikasi dengan
primer SAG1 dan BAG1. Melakukan penelitian
lanjutan mendeteksi T.gondii  menggunakan
primer SAG1 dan BAG1 dengan PCR  pada
berbagai organ berbeda seperti hati, jantung,
otak dan daging ayam kampung sebagai dasar
diagnosis dan mengatur ulang program PCR
terutama dalam pengaturan suhu dan jumlah
siklus.
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