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ABSTRAK

Gen surface antigen (Sag 1) Toxoplasma gondii merupakan gen spesifik stadium takizoit dan gen
bradizoit antigen-1 (bagl) merupakan gen spesifik stadium bradizoit. Tujuan penelitian adalah untuk
menganalisis sekuen gen sagl dan gen bagl takizoit Toxoplasma gondii isolat lokal sebagai kandidat
DNA probe. Gen sagl dan bagl Toxoplasma gondii isolat lokal diamplifikasi menggunakan metode PCR
dengan primer dirancang berdasar kedua gen tersebut, selanjutnya disekuensing. Hasil penelitian
menunjukkan sekuen fragmen gen sagl Toxoplasma gondii isolat lokal 612 bp dan bagl 470 bp. Analisis
sekuen sebagai kandidat probe berdasarkan jumlah nukleotida, 4 urutan nukleotida yang tidak sama,
persentase GC, sifat karakteristik (hasil BLAST tidak bereaksi silang dengan genom hospes dan parasit
lain). Simpulan hasil penelitian probe sagl 136 dan probe bagl 98 nukleotida sebagai kandidat pemindai
DNA.

Kata Kunci : gen sagl, gen bagl, takizoit, Toxoplasma gondii, DNA probe.

ABSTRACT

Sagl and bagl is a gene specific-stage for Toxoplasma gondii tachyzoite and bradyzoite. The purpose
of this study was analyze the sequences of sagl and bagl tachyzoite genes of local of Toxoplasma gondii
isolate as deoxyribonucleic acid probe candidate. Tachyzoite of local of Toxoplasma gondii isolate used on
this study. Gene sagl and bag1 gene of Toxoplasma gondii were amplified by PCR, and then sequenced. The
results showed sagl fragment gene contained 612 bp and bag I contained 470 bp in length. BLAST analysis
of sagl and bagl gene fragments as probe candidate showed that high specific for Toxoplasma gondii and
no significant cross-reaction fragment with host and other parasites. The sequences 136 bp and 98 bp
fragments as DNA probe candidate of Toxoplasma gondii sagl and bagl respectively.

Keywords: Sagl gene, Bagl gene, tachyzoite, Toxoplasma gondii, DNA probe

PENDAHULUAN

Toksoplasmosis merupakan penyakit
zoonosis yang tersebar di seluruh dunia,
disebabkan oleh Toxoplasma gondii (Tenter et
al.,2000). T. gondii adalah parasit intraseluler
obligat yang merupakan parasit paling unik di
antara famili Apicomplexa (Ajioka et al., 2001).
Parasit tersebut dapat menginfeksi semua
vertebrata termasuk manusia dan berbagai

hewan kesayangan, seperti anjing, kucing serta
hewan ternak seperti sapi, kambing, domba,
babi dan unggas serta hewan berdarah panas
lainnya (Tenter et al., 2000 ; Dubey dan Jones,
2008). T gondii menginfeksi semua sel berinti,
termasuk makrofag yang seharusnya berfungsi
memfagositosis dan mengeliminasi patogen (Ahn
et al.,2006).

Berdasar karakter genetik pada 7. gondii,
terdiri dari tiga tipe genetik, yaitu tipe I, IT dan
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III (Darde, 2004). Tipe tersebut terkait dengan
virulensi T.gondii pada mencit. Isolat yang
berasal dari hewan, kebanyakan termasuk tipe
II dan IIT (Dubey et al., 2006). Toxoplasma
dengan virulensi rendah cenderung membentuk
sista jaringan lebih banyak daripada yang
virulensi tinggi (Weiss et al., 1998). Sista
Toxoplasma lebih banyak terdapat di dalam sel
neural dan jaringan muskular, seperti: otak,
jantung, dan otot rangka (Dubey et al.,1998;
Weiss dan Kim, 2000; Cristina et al., 2004).
Sista mengandung 1000-2000 bradizoit. Besar
kecilnya ukuran sista tergantung umur sista,
tempat sista berada, dan strain 7. gondii (Weiss
and Kim, 2000).

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). Penelitian
Artama et al., (2009) pada orang di Yogyakarta
ditemukan bahwa seroprevalensi 7. gondii di
kota Yogyakarta sebesar 54,76%, di Sleman 60%,
Bantul 48,57%, Gunung Kidul 20,48%, dan
Kulon Progo 77,14%. Berikut survei epidemiologi
di Brazil pada hewan diperoleh bahwa prevalensi
toksoplasmosis pada kambing mencapai 95%
(Faria et al.,2007), sedangkan di Italia prevalensi
toksoplasmosis pada domba dicatat 77,8% (Fusco
et al.,2007). Beberapa peneliti yang meneliti
prevalensi T.gondii pada hewan di Indonesia
juga menemukan prevalensi yang tinggi yaitu
pada kucing 5-40%, kambing 23-61%, domba 32-
71%, sapi perah 21% dan sapibali 7,1%, kerbau
27,3%, ayam 19,6-52,5%, itik 6,1%, babi 20,5-
32% (Priyana, 2000; Subekti et al.,2005;
Suratma, 2008, Artama et al.,2009). Mengingat
tingginya kasus dan variatifnya faktor yang
terkait dengan insiden toksoplasmosis, baik pada
manusia maupun hewan, maka diagnosis
merupakan hal yang sangat mendasar dan perlu
dikembangkan untuk diagnosis dini dan
pencegahan baik pada manusia maupun hewan
(Subekti et al.,2005; Artama et al., 2009).
Diagnosis molekuler bertujuan untuk
menentukan keberadaan parasit, sedangkan
diagnosis serologi sangat terkait dengan evaluasi
profil respons imun dan penetapan status infeksi
(Subekti et al.,2005). Pengembangan diagnosis
molekuler pada penelitian ini bertujuan
menyatukan dua tujuan diagnosis tersebut.
Diagnosis adanya infeksi 7'.gondii pada manusia
dan hewan prinsipnya sama, yaitu secara
langsung dan tidak langsung (Tenter et
al.,2000). Deteksi secara langsung adalah
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dengan ditemukannya parasit atau materi
genetik (Montoya dan Liesenfeld, 2004). Deteksi
secara tidak langsung berdasar uji immunologi
(IFAT, MAT, Immunobloting, ELISA) yaitu
dengan mendeteksi antibodi berdasar reaksi
imunologi.

Diagnosis penyakit infeksi pada umumnya
dapat dilakukan berdasar gejala klinis, namun
tidak berlaku untuk toksoplasmosis, karena
toksoplasmosis secara klinis tidak menunjukkan
gejala dan bila muncul gejala tidak spesifik
(Bastien, 2002). Diagnosis menggunakan hewan
laboratorium untuk uji biologi, juga tidak
praktis karena memerlukan waktu yang lama,
sedangkan diagnosis untuk mendeteksi adanya
antibodi dapat memberi hasil negatif palsu
terutama pada individu yang immunosupresif.
Sehubungan dengan hal tersebut, diperlukan
suatu diagnosis konfirmatif untuk mendeteksi
keberadaan bradizoit (sista) dalam jaringan
(daging atau otak) atau deteksi takizoit yang
beredar dalam tubuh penderita. Diagnosis secara
histologi, keberhasilan pemeriksaannya sangat
rendah atau sensitivitas rendah karena
keberadaan parasit tidak menyebar secara
merata pada jaringan, sehingga pada tingkat
infeksi yang rendah pemeriksaan metode ini
tidak realistis. Diagnosis dengan cara isolasi
parasit dapat dilakukan dengan metode digesti
dan dilanjutkan dengan uji bioassay (Dubey et
al., 1995; Dubey, et al.,1998), tetapi metode ini
memerlukan waktu cukup lama, sehingga tidak
praktis. Adanya hal tersebut maka diperlukan
suatu metode diagnosis baru yang lebih cepat,
lebih mudah aplikasinya dan dapat memberi
sensitivitas hasil yang tinggi dan spesifisitas
yang akurat, serta tidak terjadi positif palsu.
Diagnosis toksoplasmosis secara molekuler
dengan menggunakan metode Polymerase Chain
Reaction (PCR) sudah banyak dilakukan (Owen
et al., 1998; Susanto et al. 2002; Priyowidodo,
2003). Walaupun memberi hasil yang sangat
spesifik, namun metode ini biayanya mahal dan
memerlukan peralatan yang canggih. Berdasar
hasil yang spesifik dari metode ini, perlu
diupayakan membuat metode diagnosis yang
sensitif dan akurat namun sederhana tidak
memerlukan peralatan yang canggih.

Pendekatan diagnosis molekuler terhadap
parasit dapat dilakukan dengan pemindai/probe
molekuler. Sumartono et al., (2005) dan
Sumartono et al.,(2007) mencoba menggunakan
pemindai molekuler untuk mendiagnosis
koksidiosis dan toksoplasmosis berdasar sekuen
repetitif genom parasit-parasit tersebut. Jin et
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al., (2005) menggunakan Fast Dipstick untuk
mendiag-nosis toksoplasmosis pada manusia,
tetapi menggunakan whole takizoit. Kebanya-
kan peneliti lebih memfokuskan kajian pada
stadium takizoit Toxoplasma gondii dan sangat
sedikit peneliti yang memfokuskan pada stadium
bradizoit (Cristina et al., 2004; Kazemi et al.,
2007). Menurut Zhang et al.,(1999), Ajioka et
al.,(2001) dan Kazemi et al., (2007) ada gen yang
spesifik pada stadium takizoit dan gen spesifik
pada stadium bradizoit. Sampai saat ini,
eksplorasi kedua gena tersebut untuk tujuan
diagnosis belum banyak dilakukan. Berkaitan
dengan hal metode diagnosis, maka diagnosis
berdasarkan sekuen gen spesifik stadium
takizoit dan bradizoit tersebut perlu dikembang-
kan. Pengembangan diagnosis tersebut
diarahkan dengan menggunakan pemindai
DNA. Penggunaan pemindai DNA sebagai
diagnosis, maka harus mempunyai sekuen
sebagai kandidat pemindai. Penelitian ini
bertujuan untuk menganalisis sekuen gen
spesifik stadium takizoit dan bradizoit 7. gondii
isolat lokal sebagai kandidat pemindai DNA .

METODE PENELITIAN

Primer yang digunakan dalam penelitian
ini dirancang berdasarkan gen sagl dan bagl
T. gondii. Gen yang telah ditentukan (sagl dan
bagl) untuk diakses sekuennya di GeneBank
(NCBI). Sekuen nukleotida yang telah diakses,
dianalisis sesuai program “Web-base Primer 3”.
Hasil analisis diperoleh primer Sagl yaitu :

forward 5-CACCTGTAGGAAGCTGTA-

GTCACTG-3 dan

Reverse 5-TCACTGTGACCATACAACTC-

TGTG-3.

Primer Bagl adalah :
forward 5-AGGAGAGAAGACTCGAAA-
GAAG-3 dan
Reverse 5-TGAACGCTAGGTTTCTGGA-
TACG-3.

Bahan penelitian ini adalah DNA takizoit
T. gondiiisolat lokal yang diperoleh dari koleksi
Prof Wayan Tunas Artama (Bagian Biokimia
FKH UGM Yogyakarta). T. gondii isolat lokal
adalah isolat yang pertama kali berhasil diisolasi
dari otot diafragma domba (Iskandar, 1998). T.
gondii isolat ini berhasil dikembangkan di Balai
Besar Penelitian Veteriner Bogor dan
dikarakterisasi (Yowani et al., 2007). Amplifikasi
DNA takizoit dengan menggunakan primer
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Sag1 dan Bag(hasil rancangan) dengan metode
Polymerase Chain Reaction. PCR dilakukan
dengan R-Reaction Mix 2xPCR (Invitrogen)
(vang telah mengandung 0,2 mM dNTP, 1,6 mM
MgSO4 dan buffer) ditambah enzim Taq
Polymerase (Invitrogen). Mesin PCR
(Thermocycler eppendorf mastercycler) diatur
dengan suhu annealing 55°C dengan siklus 35
kali. Elektroforesis dengan pengecatan Ethidium
bromide dilakukan untuk melihat hasil PCR,
dan visualisasi dengan ultraviolet (UV)
selanjutnya didokumentasi dengan kamera
digital.

Sekuensing pita DNA produk PCR yang
terpilih dikirim ke Yayasan Genetika Eijkman
Jakarta. Hasil sequensing dari produk PCR
(sekuen sagl dan bagl) disejajarkan dengan
sekuen sagl dan bagl T. gondii dari berbagai
strain yang ada di genebank dengan
menggunakan program Mega 4. Berdasarkan
dari hasil penjajaran tersebut dilihat bagian
yang conserve. Sekuen pada bagian yang
conserve tersebut ditetapkan sebagai kandidat
pemindai/probe. Sekuen kandidat pemindai/
probe ini dipilih dan dikarakterisasi secara
deskriptif berdasarkan persentase jumlah GC,
jumlah nukleotida, ada tidaknya nukleotida
yang sama dan berurutan (Keller dan Manak,
1989; Leitch et al., 1994). Sekuen kandidat
pemindai/ probe terpilih yang telah memenuhi
syarat kemudian dianalisis menggunakan
program BLAST yang dapat diakses pada situs
NCBI: http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.
Sekuen kandidat pemindai/probe yang dipilih
adalah yang tidak memailiki homologi dengan
genom parasit lain dan berbagai individu yang
dapat sebagaiinang 7. gondii, tetapi mempunyai
homologi yang tinggi dengan berbagai strain 7.
gondii.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil amplifikasi fragmen DNA takizoit 7.
gondii dengan primer yang dirancang
berdasarkan gen spesifik stadium takizoit dan
bradizoit (sagl dan bagl) T. godii dan hasil
elektroforesis pada gel agarose 1%, seperti tersaji
pada Gambar 1. Hasil in1 mengindikasikan
bahwa fragmen spesifik takizoit T. gondii
berhasil diamplifikasi menggunakan primer
sekuen spesifik stadium takizoit (sagl) dan
sekuen spesifik stadium bradizoit (bagl). Sesuai
prediksi dari rancang primer bahwa primer sagl
menghasilkan pita DNA antara 600-00 bp dan
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primer bagl menghasilkan pita DNA berada di
antara 400- 500 bp. Keberhasilan amplifikasi
suatu fragmen DNA dipengaruhi oleh primer
yang digunakan dan adanya site primer pada
DNA cetakan (McPherson et al.,1992; Yuwono,
2006). Kusumawati et al. (2011) berhasil
mengamplifikasi mature sag-1 gene T. gondii
pada 500-800 bp, hasilnya sesuai dengan hasil
penelitian ini. Priyowidodo (2003) menggunakan
primer gene BI mengamplifikasi DNA T. gondii
isolat lokal diperoleh pita + 600 bp, sedangkan
primer yang dirancang berdasarkan gene repeat
region 529 bp, berhasil mengamplifikasi DNA
takizoit 7. gondiiisolat lokal pada 400 — 500 bp
(Pratama, 2009) dan Susanto et al.(2002)
mengamplifikasi DNA 7. gondii dengan target
gen P30 memberi hasil pita pada 250 — 400 bp.
Berdasar beberapa hasil penelitian tersebut
mengindikasikan bahwa T. gondii isolat lokal
mempunyai site gene Bl, gene repeat region,
gene P30, gene sagl dan gene bagl. Takizoit T.
gondii mempunyai gen spesifik sagl (stadium
takizoit) dan gen spesifik bagl (stadium
bradizoit). Sesuai dengan pendapat Zhang et al.,
(1999) bahwa gen bagl stadium spesifik bradizoit
dapat memengaruhi pembentukan sista, yang
mana dalam sista terkandung sejumlah
bradizoit. Ajioka et al.,(2001) dan Kazemi et al.,
(2007) mengemukakan bahwa gen spesifik sagl
mengkode protein permukaan P30 stadium
takizoit.

Setelah dilakukan sekuensing pada produk
PCR sagl dan bagl diperoleh hasil panjang
sekuen sagl 612 bp, sedangkan bagl 470 bp
dengan sekuen sebagai berikut:

Sekuen sagl:
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700 bp
600 bp
500 bp
400 bp

> 612 bp

> 470 bp

M 1 2 3

Gambar 1. Elektroforesis hasil amplifikasi DNA
takizoit dengan primer Sagl dan Bagl
Keterangan. M: Marker, 1: Hasil PCR DNA
takizoit dengan Primer Sag1 (612 bp), 2: Kontrol
negatif (tanpa template), 3: Hasil PCR DNA
takizoit dengan Primer Bagl (470 bp).

Sekuen sagl dan bagl produk PCR
dilakukan aligment dengan sekuen sagl dan
bagl T. gondii dari berbagai strain yang ada di
GeneBank. Hasil aligment dengan program
BLAST (NCBI) 612 nukleotida sag! diperoleh
nilai identity homology 96-100% dengan sekuen
gen sagl strain T. gondii yang ada di GeneBank

GACGACCGGAGTACAGTTTTTGTGGGCAGAGCCGTTGTGCAGCTTTCCGTTCTTCTCGGTTGTG
TCACATGTGTCATTGTCGTGTAAATACACGGTTGTATGTCGGTTTCGCTGCACCACTtCATLAT
TTCTTCTGGTTTTTTGACGAGTATGTTTCCGAAGGCAGTGAGACGCGCCGTCACGGCAGGGGTG
TTTGCCGCGCCCACACTGATGTCGTTCTTGCGATGTGGCGTTATGGCATCGGATCCCCCTCTTG
TTGCCAATCAAGTTGTCACCTGCCCAGATAAAAAATCGACAGCCGCGGTCATTCTCACACCGAC
GGAGAACCACTTCACTCTCAAGTGCCCTAAAACAGCGCTCACAGAGCCTCCCACTCTTGCGTAC
TCACCCAACAGGCAAATCTGCCCAGCGGGTACTACAAGTAGCTGTACATCAAAGGCTGTAACAT
TGAGCTCCTTGATTCCTGAAGCAGAAGATAGCTGGTGGACGGGGGATTCTGCTAGTCTCGACAC
GGCAGGCATCAAACTCACAGTTCCAATCGAGAAGTTCCCCGTGACAACGCAGACGTTTGTGGTC
GGTTGCATCAAGGGAGACGACGCACAGAGTTGTATGG.

Sekuen bag!:

AGACCTCGAAAGAAGCGGAGAAAGTGGATGATGGCAAAACAAAGAACATTTTGACTGAGCGAGT
GTCCGGTTATTTTGCGCGCCGGTTCCAGCTCCCGAGTAATTACAAGCCCGACGGAATCAGTGCG
GCAATGGACAACGGCGTTCTACGTGTCACGATCAAGGTCGAGGATTCAGGGGGCGCARAAGCAAC
AAATCAGCGTGAAGTAGAGGCAGCGATGCCGTTCGTGGGGCAGGGGAACACGGAGGAACCTCAT
GAAAATGTAAAGGTGTGGGGAAACTGTTGACAGTGCAAGATAATAAATAGTACGAGTAGGATTG
CAAAGAAGACCTCCCGTTTGCTGGCGCCAGCCGAGAAAACCTGGTTGATGGGCAGCCTCATGCG
TGACGGTTTTTCTTTAGAGGACTTGTCCGTCGAGGTAGTGCGTATCGCGTGTCTGCGGTTTATC

GTCGCAGCGCGTATCCAGAAACC
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(NCBI) dan 470 nucleotida bag1 diperoleh nilai
identity homology 97-99% dengan sekuen gen
bagl strain T. gondii yang ada di GeneBank
(NCBI). Hasil ini menunjukkan bahwa sag! dan
bagl hasil sekuensing 7. gondii isolat lokal
sangat conserve dengan sekuen yang ada di
GeneBank dengan homologi tinggi.

Sesuai dengan hasil penelitian sebelumnya,
sekuen mature sagl geneT. gondii isolat lokal
sangat spesifik dan mature sagl gene berhasil
di kloning (Hartati et al., 2003; Hartati et al.,
2006). Seperti tersaji pada Tabel 1 dan 2, hasil
ini mengindikasikan bahwa sekuen 612 sag dan
sekuen 470 bagl T. gondii isolat lokal bersifat
sangat spesifik, terlihat hanya nukleotida
urutan 46 dan 134, sedangkan sekuen bag-1
nukleotida 16 dan 17 saja yang berbeda dengan
sebagian besar sekuen sag-1 dan bag-1 strain
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T.gondii di geneBank. Sagl merupakan gen
spesifik stadium takizoit (Ajioka et al., 2001;
Kazemi et al., 2007) dan bagl merupakan gen
spesifik stadium bradizoit (Zhang et al.,1999).
Sekuen yang spesifik sangat memungkinkan
untuk dikembangkan sebagai pemindai/probe
molekuler.

Sagl sebagai gen dapat mengekspresikan
protein 30 kDa (P30) surface antigen (Kazemi
et al., 2007), merupakan gen spesifik stadium
takizoit (Ajioka et al., 2001) yang menjadi
petanda pada infeksi akut dan kongenital
(Budijanto, 1995). Protein P18 yang terdapat
pada permukaan bradizoit, dikode oleh gen bagl
menjadi petanda pada infeksi kronis (Susanto
et al., 1999; Zhang et al., 1999). Gen spesifik
stadium takizoit (sagl) menjadi petanda infeksi
akut dan gen spesifik stadium bradizoit (bag)

Tabel 1. Asam nukleat polimorfik gen sagl Toxoplasma gondii isolat lokal dibandingkan dengan

isolat yang diperoleh di GeneBank

3

Nama Isolat

Urutan Nukleotida ke

S
(o]
[0'¢]
©

134 140

T.gondit RMS-2000-ROU- Sag!
T.gondii RMS-1998-BOU -Sag1
T.gondii RMS-1999-GUI -Sag1
T.gondii RMS-1999-BOR -Sag1
T.gondii RMS-1999-BOUC- Sag1
T.gondii RMS-2000-PER- Sag!
T.gondit RMS-2000-GIL -Sag1
T.gondii RMS-1998-ROB -Sag1
T.gondii RMS-2000-CON- Sag1
10 T.gondii RMS-1994-COE -Sagl
11 T.gondii RMS-1999-RUN -Sagl
12 T.gondii RMS-2000-DAF - Sagl
13 T.gondii RMS-1992-RUB- Sag1
14  T.gondii RMS-2000-BAR- Sagl
15 T.gondii RMS-1992-CUI - Sagi
16  T.gondii RMS-2000-TRA- Sagl
17  T.gondii RMS-1997-PAR - Sagl
18 T.gondii RMS-1998-DAY- Sagl
19 T.gondii RMS-1999-BES - Sagl
20 T.gondii RMS-2000-WAU - Sagl
21  T.gondiit RMS-1987-MER - Sagl
22 T.gondii RMS-1999-LIN - Sagl
23 T.gondit RMS-1995-ABE- Sagl
24  T.gondii RH - Sagl

25 T.gondii PRU - Sagl

26 T.gondii RMS-1994-LEF - Sagl
27 T.gondii Chennai - Sagl

28 T.gondii Izatnagar — Sagl

29 T.gondii Isolat Lokal

O©CRIJDH Ok W

o 3 T I T R - S I R N )
%% %k % XY % %k % % % % % % %k % % % % ok % %k % % % % % % (D)
e R A B e T A S N T I B R N I A e
QY % % % % % %k % % % % % % %k % % % % ok % %X % X % % % % (D)

Keterangan : * nukleotida sama dengan yang diatas
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menjadi petanda infeksi kronis. Sekuen spesifik
dari stadium-stadium tersebut dengan demikan
diharapkan bisa untuk mendiagnosis toksoplas-
mosis akut atau kronis secara molekuler.
Hasil penjajaran sekuen sagl dan bagl T.
gondii isolat lokal dengan berbagai strain di
GeneBank, diperoleh bagian sekuen sagl yang
conserve adalah sebagai berikut:
ATOGGATCCCCCTCTITGTTGCCAATCAAGTTGTCAC-
CTGCCCAGATAAAAAATCGACAGCCGCGGTCATT-
CTCACACCGACGGAGAACCACTTCACTCTCAAG-
TGOOCTAAAACAGOGCTCACAGAGCCTCOCACTCTITG-
CGTACTCACCCAACAGGCAAATCTGCCCAGCGG-
GTACTACAAGTAGCTGTACATCAAAGGCTGTA-
ACATTGAGCTCCTTGATTCCTGAAGCAGAAGATA-
GCTGGTGGACGGGGGATTCTGCTAGTCTOGACACGG
CAGGCATCAAACTCACAGTTOCAATOGAGAAGTTCOCOG
TGACAACGCAGACGTTTGTGGTCGGTTGCATCAAGG-
GAGACGACGCACAGAGTTGTATGG
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Sekuen bag-1 Toxoplasma gondii isolat
lokal 470 nukleotida bagian yang conserve
dengan berbagai strain yang diperoleh di
GeneBank adalah sebagai berikut:
CATTTTGACTGAGCGAGTGTCCGGTTATTTTGCG-
CGCOGGTTCCAGCTOCOGAGTAATTACAAGCCOGACG-
GAATCAGTGCGGCAATGGACAACGGCGTTCTACG-
TGTCACGATCAAGGTCGAGGATTCAGGGGGCGC-
AAAGCAACAAATCAGCGTGAAGTAGAGGCAGC-
GATGCOGTTCGTGGGGCAGGGGAACACGGAGGAA-
CCTCATGAAAATGTAAAGGTGTGGG
AACTGTTGACAGTGCAAGATAATAAATAGTACGAG-
TAGGATTGCAAAGAAGACCTOCOGTTTGCTGGOGCCA-
GCCGAGAAAACCTGGTTGATGGGCAGCCTCATGCG-
TGACGGITITICITTAGAGGACTTGIOOGIUGAGGTAGIGO
TATCGCGTGTCTGCGGTTTATCGTCGCAGCGCGT-
ATCCAGAAACC

Tabel 2 : Asam nukleat polimorfik gen bagl T. gondii isolat lokal dibanding dengan isolat yang

diperoleh di GeneBank

No Nama Isolat

Urutan nukleotida ke

16 17
1 T.gondii ME 49 ME 49 TGME 49 A G
2  T.gondii NTE hsp30 Bagl * *
3  T.gondii NTE Bagl * *
4  T.gondiilsolat Lokal G A

Keterangan : * nukleotida sama dengan yang diatas

Tabel 3. Hasil penjajaran kandidat pemindai/probe dengan parasit lain dan genom inang

Kandidat probe Spesies parasit homologi Inang homologi
Sagl Neospora sp 0% Bos taurus 0%
Jml. Sekuen : 136 Sarcocystis sp 0% Equus cabalus 0 %
dml. GC =52,2 % Hammondia hammondi 0% Capra hircus 0%
Cryptosporidium sp 0% Ovis aries 0%
Schistosoma sp 26 % Sus scrofa 0%
Canis familiar 0%
Mus musculus 13%
Ratus norvegicus 13 %
Galus domesticus 0 %
Human 13 %
Bagl Neospora caninum 83 % Bos taurus 0%
Jml. Sekuen : 98 Sarcocystis sp 0% Equus cabalus 0%
Jdml. GC=57,58%  Hammondia hammondi 0% Capra hircus 0%
Cryptosporidium sp 0% Ovis aries 0%
Schistosoma sp 0% Sus scrofa 0%
Canis familiar 0%
Mus musculus 0%
Mouse 0%
Galus domesticus 0%
Human 0%
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Sekuen bagian yang conserve dipilih sebagai
kandidat pemindai/probe sesuai syarat untuk
pemindai/probe yaitu tidak ada empat
nukleotida yang sama dan berurutan, jumlah
nukleotida dan persentase jumlah GC (Keller
dan Manak, 1989). Panjang ideal probe 100-300
nukleotida serta jumlah GC antara 40-60%
(Leitch et al., 1994). Syarat probe berdasar
jumlah nukleotida dan persentase jumlah GC
(40-60%) maka masing-masing sekuen gen sagl
dan bagl mempunyai 3 sekuen yang memenuhi
syarat sebagai kandidat probe. Gen sagl sekuen
1 jumlah 57 nukleotida dengan 57,9% GC,
sekuen 2 jumlah 136 nukleotida dengan 52,2 %
GC dan sekuen 3 jumlah 120 nukleotida dengan
52,2% GC. Gen bagl sekuen 1 jumlah 98

Vol. 13 No. 4: 330-339

nukleotida dengan 57,6% GC, sekuen 2 jumlah
78 nukleotida dengan 47,4% GC dan sekuen 3
jumlah 72 nukleotida dengan 56,9% GC.
Pemindai/probe dipilih yang mempunyai
nukleotida panjang yaitu sekuen sag-1 136 dan
bag-1 98 nukleotida. Probe yang ideal 100-300
nukleotida (Leitch et al., 1994) hal tersebut
terkait dengan spesifisitasnya (Brown, 2006;
Pruitt et al., 2005), karena probe yang panjang
memberi spesifisitas yang tinggi (Herzer dan
Englert, 2001). Penjajaran probe sagl dan bagl
dengan T. gondii yang ada di genebank memberi
hasil homology identity 99-100%. Hasil ini
memenuhi syarat probe, karena probe dipilih
dari sekuen bagian yang conserve berasal dari
masing-masing gen spesifik. Uji homologi

Tabel 4. Hasil penjajaran probe sag-1 dan bag-1 dengan genom hospes dan parasit.

Probe Genom

Hasil

Schistosoma

i ermmklnudnmmmmum Schistosoma sp.

g i Bt § S
P Proce sagt

Query I Kj2735

Description Nene
Molecube type nudesc 30d
Query Lesgth 135

LoEnii wann

Datebase Name v

B0 sequences (bt no EST, STS,
GSS, emaronmental sampbes of phase 0, 1 of 2 HIGS sequences)
Program BUASTN 2.2.26+  75iic

[ o signilicant sindlarity found. For veasoms why,clii bere

Mus

| You searchis limited 1o reco'ds makching entrez query: lhes msculus,

Probesagl

Query (D Icl|32247
Description None
Nalecule type rrdex 2d
QuerylLength 135

musculus

Databaie Mamee 1
i Ml k+EMBL+DOBNPE but oo E3T, 575,
G55, ervircrmertal samples or phese 0, 1 r 2 HTGS sequernces)
Megram BLASTH 2.2.26+ SLRED

[ Hosinicnt simarity fomnd. For reasons why lick bere

Sag-1
Lol ol SreStahsiigss  Lu

novegicus Probe sagh

oummmsm

| Mo significant similarity found. For reasoms why,dick here

Ratus i Vwrm-shunuwﬁsmumgmxmlamsnmw;

ubasemme o
ion AL Ger ek »ENEL +DOBPOB Sequ ibuk no EST, SIS,
GSS ervcronmenkal samphes ox phase O, 1o 2 HIGS sequences)

Program BLASIN 2226+ (v i

Human

Probe sag?

Qoery 1D Kij43301
Description fone
Malecule type nudex 3od
Query Length 135

‘ TYour search is limited to records marching entre2 query: Homae,

tptan vt Sie S Roleges D omaingpam (G

phesd

Database Mame v
Description Al GenBank+Ex8L+081+PDB sequences ibut mo EST, STS,
GSS,envircamental sampis or phase 0. 1 of 2 HTGS sequences’
Program BLASTN 2.2.26+  (ilabee

" o sipeficast siasdarity fowsd. For reasons why,glick bave

l Your search is limited 1o records maaching entrez query: Neospors canimem.

Probe Bag!

Quary ID 135235
Description None
Nelecule type rucder: aod
Query Length %

Bag-1  Neospora

caninum

Database Hame rr
Description Al GenBank+EMBL+DOR)+PDB sequences (but ro EST, TS,
G55, emircemental samples or phase 0, 1 ar 2 HTGS sequences)
Programs ELASTH 2226+ 5o

[ No siguificant similarity fosnd. For reasans why,glick bere
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(somewhat similar sequences/blastn, NCBI)
probe sagl 136 dan bagl 98 nukleotida dengan
genom inang dan parasit lain, seperti tersaji
pada Tabel 3. Hasil ini terlihat masih ada
homologi dengan parasit lain (Neospora sp. 83%,
Schistosoma sp. 26%) dan inang (Human, Mus
musculus, Ratus norvegicus masing-masing
13%). Setelah dilakukan uji homologi yang lebih
akurat (highly similar sequences/megablast),
ternyata hasilnya tidak ada kesamaan sekuen
yang signifikan (Tabel 4). Probe sag-1 dan bag-
1 berdasarkan hasil uji homologi yang lebih
akurat, sudah memenuhi syarat sebagai
pemindai/probe.

Aplikasi probe untuk mendeteksi suatu agen
patogen dalam sampel klinis, pemindai/probe
harus memiliki kemiripan genetik tinggi dengan
agen patogen dan kemiripan genetik yang
rendah dengan genom inang dan parasit lain
(Rueue, 1998; Brown, 2006).

SIMPULAN

Sekuen fragmen gen sagl takizoit 7T. gondii
isolat lokal 612 bp dan bagl 470 bp, analisis
masing-masing sekuen ditetapkan 136 dan 98
nukleotida sebagai kandidat pemindai DNA

SARAN

Disarankan memilih sekuen sagl 136 dan
sekuen bagl 98 nukleotida sebagai DNA probe.
Selanjutnya perlu dilakukan uji aplikasi
pemindai/probe untuk dapat mendiagnosis
toksoplasmosis akut maupun kronis pada hewan
atau pada manusia.
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