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Abstract

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan that causes zoonotic diseases. The prevalence
of toxoplasmosis in humans in Indonesia ranges from 9.7-70%. This parasite is difficult to find in tissues, and
testing using a serological approach is the most commonly used method to determine the stage of infection.
Previous studies have reported that agglutination testing with acetone-fixed tachyzoites is only positive for
acute infections. The aim of this study was to determine the relationship between acetone-fixed tachyzoites
and the detection of IgG and IgM seropositivity and to identify specific proteins recognized by IgG and IgM.
Tachyzoites were fixed with acetone (A) and PBS (P). After the fixation process, tachyzoites were made
into smear preparations to observe their morphology and sonicated to obtain Soluble Toxoplasma Antigen
(STA). STA was then subjected to SDS-PAGE and western blotting. The addition of acetone fixation will
result in changes in morphology, protein and protein concentration. Even though changes occur, acetone-fixed
tachyzoites can still be IgG-seropositive. Protein bands that can be used as markers for IgG seropositivity in
western blot testing are bands measuring 20, 24, 27, 73, and 110 kDa, and the combination of acetone fixation
with anti-goat IgM conjugate will produce a specific IgM seropositive band measuring 86 kDa.

Key words: acetone, SDS PAGE, seropositive, Toxoplasma gondii, western blot.

Abstrak

Toxoplasma gondii merupakan protozoa obligat intraseluler yang menyebabkan penyakit zoonosis.
Prevalensi toxoplasmosis pada manusia di Indonesia berkisar antara 9,7-70%. Parasit ini sulit ditemukan di
jaringan, pengujian dengan pendekatan metode serologi adalah yang paling umum digunakan untuk menentukan
stadium infeksi. Penelitian terdahulu menyatakan pengujian aglutinasi dengan takizoit yang difiksasi aseton
hanya positif untuk infeksi akut. Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui keterkaitan antara takizoit yang
difiksasi aseton dengan deteksi seropositif IgG dan IgM, serta mengidentifikasi protein spesifik yang dikenali
IgG dan IgM. Takizoit difiksasi dengan dua bahan: aseton (A) dan PBS (P). setelah proses fiksasi, takizoit dibuat
preparat ulas untuk melihat morfologi dan disonikasi untuk mendapatkan Soluble Toxoplasma Antigen (STA).
STA kemudian dilakukan SDS PAGE dan western bloting. Penambahan fiksasi aseton akan mengakibatkan
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perubahan secara morfologi, kosentrasi protein dan protein. Walaupun terjadi perubahan, tetapi takizoit yang
difiksasi aseton tetap dapat seropositif [gG. Pita protein yang dapat digunakan sebagai penanda seropositif IgG
pada pengujian western blot yaitu pita berukuran 20, 24, 27, 73, 110 kDa, dan kombinasi penggunaan fiksasi
aseton dengan konjugat anti goat [gM akan mendapatkan pita spesifik seropositif [gM yaitu ukuran 86 kDa.

Key words: aseton, SDS PAGE, seropositif, Toxoplasma gondii, western blot.

Pendahuluan

Toxoplasma  gondii  adalah  obligat
parasit intraseluller yang berasal dari filum
Apicomplexa yang menginfeksi satu per tiga
populasi dunia (Lourido, 2019). Toxoplasma
gondii dapat membentuk kista pada jaringan,
yang dapat menginfeksi semua hewan berdarah
panas (mamalia dan burung) dan manusia (
Tenter et al.,, 2000). Prevalensi toksoplasmosis
pada manusia dilaporkan di beberapa wilayah
Indonesia dengan prevalensi berkisar antara 9,7-
70% (Terazawa et al.,, 2003; Retmanasari et al.,,
2017; Konishi et al.,, 2000; Tuda et al.,, 2017;
Durfee et al.,, 1976, Febianingsih et al.,, 2017).
Sementara itu, studi seroprevalensi pada hewan
di Indonesia (ayam, bebek, sapi, kambing,
domba dan kerbau) berkisar antara 10-92,65%
(Wulandari et al.,, 2019; Hanafiah et al.,, 2010;
Riyanda et al.,, 2019; Dewi et al.,, 2013; Hadi,
2022).

Parasit Toxoplasma gondii seringkali sulit
ditemukan di bagian jaringan, tetapi mungkin
terlihat di bagian otak dan plasenta terutama
toksoplasmosis pada manusia (WOAH, 2018).
pengujian dengan pendekatan metode serologi
adalah yang paling umum digunakan untuk
menentukan stadium infeksi (Sensini, 2006).
Teknik pengujian yang pertama kali berkembang
untuk diagnosa toxoplasmosis adalah Sabin
Feldman dye test (DT). DT dianggap sebagai
standar dalam pengujian serologis untuk
Toxoplasma, namun pengujian ini memiliki
keterbatasan dan resiko yang tinggi karena
sulitnya memperoleh dan menyimpan organisme
serta potensi risiko bagi pegawai laboratorium
(Wyrosdick dan Schaefer, 2015). Beberapa
teknik dignosis yang saat ini berkembang antara
lain PCR dan histopatologi untuk mendeteksi

antigen, I[FAT, ELISA, DAT/MAT untuk
mendeteksi antibodi (WOAH, 2018).
Terdapat perbedaan hasil pada uji

aglutinasi menggunakan takizoit yang difiksasi
dengan formalin dan aseton, uji aglutinasi

dengan takizoit yang difiksasi dengan aseton
hanya positif dengan serum dari pasien
pada tahap infeksi akut, sedangkan takizoit
terfiksasi formalin, hasil positif diperoleh pada
tahap infeksi akut dan kronis (laten) (Suzuki
et al, 1988). Hal tersebut juga dipertegas
oleh hasil penelitian Ali dan Habib (2012)
yang menyatakan bahwa uji aglutinasi aseton
dan formalin dapat dianggap sebagai alat
yang berguna untuk membedakan antara
toxoplasmosis eksperimental akut dan kronis.
IgM diproduksi sebagai respons imun primer,
yang meningkat pada awal infrksi, sedangkan
IgG sebagian besar disintesis dalam respons
imun sekunder, yang diproduksi mengikuti
IgM dan kemudian menggantikannya (Justiz,
et al., 2023; Nieman, et al., 1991. Oleh karena
itu, penelitian ini bertujuan untukmengetahui
keterkaitan antara takizoit yang difiksasi aseton
dengan deteksi seropositif IgG dan IgM, serta
mengidentifikasi protein spesifik yang dikenali
IgG dan IgM.

Materi dan Metode

Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan
etik dari Komisi Etik Hewan Sekolah Kedokteran
Hewan dan Biomedis IPB University, dengan
Nomor: 071/KEH/SKE/VI1/2023.

Propagasi Takizoit Toxoplasma gondii

Takizoit dari Toxoplasma gondii galur RH
diperbanyak dengan cara disuntikkan secara
intraperitoneal ke mencit Balb/c umur 6-8
minggu. Takizoit diperoleh dari stok milik Balai
Besar Pengujian Standar Instrumen Pertanian
Veteriner Bogor. Setelah 4 hari, takizoit
kemudian dipanen dari cairan peritoneum dan
disentrifus dengan kecepatan 3350 g selama 10
menit pada suhu 4 °C. Supernatan kemudian
dibuang dan peletnya diresuspensi dalam 1 ml
larutan Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma
Chem., USA) dengan pH 7,2 (konsentrasi akhir
adalah 10° takizoit/ml).
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Suspensi takizoit Toxoplasma gondii yang telah
dipurifikasi difiksasi menggunakan aseton, yaitu
takizoit diberikan aseton 30% dalam PBS pH 7,2
pada suhu 4 °C selama 72 jam (Suzuki ef al.,, 1990).
Suspensi takizoit disentrifus dengan kecepatan 3350
g selama 10 menit, kemudian dilakukan pemisahan
antara supernatan dan endapan. Endapan kemudian
dicuci tiga kali dengan PBS pH 7,2 dan disentrifus
dengan kecepatan 3350 g selama 10 menit. Takizoit
tanpa fiksasi, PBS hanya digunakan untuk pencucian
tiga kali dan disentrifus dan langsung diproses untuk
isolasi protein (Valinata et al.,, 2020).

Evaluasi Morfologis Takizoit

Cairan yang mengandung takizoit setelah
selesai proses fiksasi, diambil sebanyak 10 pl
dan diteteskan ke atas gelas objek kemudian
dibuat preparat ulas. Preparat ulas selanjutnya
diberi kode dan dikeringkan. Setelah itu preparat
dilakukan pewarnaan dengan pewarna MDT dan
diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran
1000x.

Purifikasi Protein dari Takizoit Toxoplasma
gondii

Protein Toxoplasma gondii diisolasi dengan
cara sonikasi menggunakan Q-Sonica 500
dengan pulse 10:0,5, (AMP) 80% dengan siklus
pengulangan lima kali selama 1,5 menit. Hasil
sonikasi kemudian disentrifus pada kecepatan
5000 rpm selama 20 menit dan dipisahkan
supernatannya sebagai Soluble Toxoplasma
Antigen (STA) (Valinata et al, 2020). STA
kemudian dikuantifikasi untuk menentukan
kadar proteinnya menggunakan metode
Bradford.

SDS PAGE dan Immunoblotting (Western Blot)

Sekitar 10 pg STA dicampur (1:1) dengan
laemmli sampel buffer (Bio-Rad, USA). Setiap
sampel dimasukkan ke dalam lajur dari gel Bolf™ Bis-
Tris Plus Mini Protein Gels, 4-12% (Invitrogen™,
USA) pada konsentrasi 10 pg/lajur bersama dengan
marka protein (Broad Range Spectra Multicolor,
Thermo  Scientific). Elektroforesis  dilakukan
dengan menggunakan mini gel tank Thermofisher,
nvitrogen™, USA).ipada 100 volt sekitar 1 jam.
Hasil elektroforesis kemudian ditransfer pada
membran PVDF menggunakan transblot turbo (Bio-
Rad, USA). Hasil transfer pada membran dicuci
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dengan akuades, kemudian dilakukan pewarnaan
dengan menggunakan Pierce™ Reversible Protein
Stain Kit for PVDF membranes (Invitrogen™, USA)
dan dipotong setiap lajurnya. Setelah itu membran
di blocking dengan Pierce™ Protein-Free (TBS)
bocking buffer (Thermo Scientific™, USA) selama
24 jam, dan kembali dicuci dengan PBS-Tween 20,
kemudian masing-masing direaksikan dengan serum
pada pengenceran 1:400 serta diinkubasi selama 60
menit. Selanjutnya membran kembali dicuci dengan
PBS-Tween 20 dan selanjutnya direaksikan dengan
konjugat rabit anti goat IgM dan rabit anti goat
IgG, (Sigma-Aldrich, USA) dengan pengenceran
1:20.000 serta diinkubasi pada suhu ruang selama
satu jam. Terakhir, membran dicuci kembali dengan
PBS-Tween 20 dan direaksikan dengan substrat
Pierce™ [-Step Ultra TMB Blotting solution
(Thermo Scientific™, USA) sekitar 3-5 menit
apabila telah tervisualisasi, maka membran PVDF
dicuci dengan akuades.

Analisa Data

Analisis  data  pengukuran  takizoit
menggunakan uji-t pada SPSS  26.0.
Penghitungan berat molekul protein dilakukan
dengan cara melakukan pengukuran marka
terlebih dahulu, yang selanjutnya dibuat regresi
polinomial. Selanjutnya dilakukan pengukuran
migrasi dari tiap protein, kemudian nilai tersebut
akan dimasukkan kepersamaan dari regresi
polinomial untuk mendapatkan berat molekul
tiap protein. Aplikasi yang digunakan untuk
mengukur jarak mingrasi adalah ImageJ dan
pembuatan regresi polinomial pada Microsoft
Excel. Hierarchical cluster analysis (HCA)
menggunakan metoda Ward Linkage dilakukan
untuk menganalisis hasil western blot..

Hasil dan Pembahasan

1. Morfologi Takizoit Toxoplasma gondii

Berikut dibawah ini adalah gambar dari takizoit
yang telah diberi aseton, PBS dan takizoit murni.

Pemeriksaan mikroskopis dilakukan dengan
melakukanpemeriksaan preparat ulas dari cairan yang
mengandung takizoit yang diamati menggunakan
mikroskop cahaya perbesaran 1000x. Selanjutnya
dilakukan pengukuran takizoit untuk mengetahui
perbedaan Toxoplasma gondii yang diberi fiksasi
aseton dan PBS dan dibandingkan dengan takizoit
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Gambar 1. Gambaran takizoit yang difiksasi dengan (a) PBS, (b) aseton,
(c) takizoit murni dari peritonerum mencit diwarnai dengan
pewarnaan MDT dan diamati dengan perbesaran 1000x.

yang diambil langsung dari peritoneum mencit tanpa
ada pemerosesan.

Pengamatan secara morfologi takizoit yang
diberi aseton dan PBS memiliki bentuk yang
berbeda. Takizoit yang murni diambil secara
langsung dari peritoneum (Gambar 1.c) dan
langsung diwarnai, telihat bentuknya seperti
pisang atau bulan sabit yang terlihat melengkung.
Takizoit yang diberi aseton dan PBS (Gambar 1.a
dan b), gambaran takizoit berubah tidak seperti
gambaran bulan sabit, takizoit tampak lebih
menggembung pada bagian tengah, terutama
pada takizoit yang diberi aseton. Hal tersebut
terbukti dari hasil pengukuran takizoit, takizoit
yang diberi aseton memiliki ukuran lebar yang
lebih besar dibandingkan takizoit murni dan
takizoit yang diberi PBS (Tabel 1).

Takzoit yang difiksasi aseton tidak terlalu
jelas gambarnya dibandingkan dengan PBS,
dengan dinding yang tidak terlalu tegas (Gambar

1). Pemberian aseton dan PBS dalam pemerosesan
takizoit akan mempengaruhi dan mengakibatkan
perubahan ukuran takizoit. Menurut Hoetelmans
et al, (2001) fiksasi aseton mengakibatkan
hilangnya integritas struktur intraseluler dan dapat
merusak struktur subseluler. Pemberian PBS
mengakibatkan ukuran takizoit berubah menjadi
lebih kecil Pada penelitian ini, pemberian PBS
sebagai pembanding terhdap takizoit yang
diberi aseton. Menurut Budi e al, (2024) PBS
adalah larutan isotonik yang tidak beracun bagi
sel, dan mempertahankan osmolalitas sehingga
ideal untuk proses pencucian dalam kultur sel dan
uji imunologi seperti ELISA dan imunohistokimia
dan penggunaan larutan PBS sebagai media pencuci
tidak menyebabkan kerusakan membran sel.

2. Immunoblotting

Jumlah takizoit yang dibutuhkan untuk
mendapatkan konsentrasi 10 pg/ pl protein pada

Tabel 1. Hasil pengukuran panjang dan lebar takizoit yang diberi bahan fiksasi aseton dan PBS

Volume (ul)/ Konsentrasi Jumlah takizoit/

Fiksasi Panjang takizoit (um)  Lebar takizoit (um)  Jumlah takizoit protein 10pg 10ug
PBS 4,24+0,46 1,55+0,27 6,6x108 9,14 7,22 x107
Aseton 4,67+0,24 2,3140,24 18,8x10* 6,32 2,97x10%
Murni 4,75+0,49 1,64+0,44 - - i,
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perlakuan dengan difiksasi aseton lebih banyak
4 kali dibandingkan dengan takizoit yang diberi
PBS yaitu 2,97 x 10® pada takizoit yang difiksasi
aseton sedangkan takizoit yang hanya diberi
PBS memerlukan seperempat jumlah takizoit
yaitu 7,22 x 107. Menurut Suvarna et al., (2019)
agen fiksasi seperti aseton, mendenaturasi
protein dengan memutus ikatan hidrofobik yang
bertanggung jawab untuk mempertahankan
struktur tersier protein. Sebagian besar protein
menjadi kurang larut dalam lingkungan organik,
dan 13% protein dimungkinkan hilang (Horobin
(1982) dalam Suvarna et al, (2019)). Pada
penelitian ini konsentrasi protein yang difiksasi
aseton berkurang 35% dibandingkan dengan
PBS. Protein hasil sonikasi kemudian dilakuakan
SDS PAGE dan western blot. Hasil SDS PAGE
dan western blot dapat dilihat pada Gambar 2.

Pada SDS PAGE (Gambar 2) terdapat 18
pita protein pada fiksasi PBS dan 16 pita pada
fiksasi aseton. Perbedaan tersebut terletak
pada pita berukuran 56 dan 91 hanya terdapat
pada gel hasil SDS PAGE protein takizoit
dengan fiksasi PBS (P). Hasil dari western blot
(Gambar 2 dan Gambar 3), protein ukuran 56
kDa pada kelompok P tidak bereaksi terhadap
sampel serum, sehingga tidak ditemukannya
pita protein tersebut, Pita berukuran 56 kDa
ini, bukanlah protein imunogenik sehingga
tidak bereaksi terhadap antibodi serum. Protein
ukuran 91 kDa yang tidak terlihat pada hasil
SDS PAGE takizoit yang difiksasi aseton, saat
dilakukan western blot terdapat reaksi terhadap
dua sampel serum yang menggunakan konjugat
IgG. Menurut Schagger (2006) pewarnaan
coomassie cocok untuk protein minimum 0,2
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Gambar 2. Hasil SDS PAGE dan western blot protein Toxoplasma yang difiksasi PBS dan aseton

dengan konjugat anti goat IgG dan IgM. P : Takizoit yang difiksasi PBS, A: Takizoit
yang difiksasi aseton, G: Menggunakan konjugat anti goat IgG, M: Menggunakan
konjugat anti goat IgM, 1-4 : kode sampel.
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Gambar 3. Jumlah positif pita protein Toxoplasma gondii yang difiksasi PBS dan Aseton
dengan konjugat anti goat IgG dan IgM pada pengujian western blot. P :
Takizoit yang difiksasi PBS, A: takizoit yang difiksasi aseton, G: Menggunakan
konjugat anti goat 1gG, M: Menggunakan konjugat anti goat IgM.
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Gambar 4. Dendrogram hasil HCA metode Ward linkage .dari immunoblotting, a= Kelompok
perlakuan dengan PBS, b = Kelompok perlakuan dengan aseton, ¢ = gabungan antara a
dan b., P : Takizoit yang difiksasi PBS, A: takizoit yang difiksasi aseton, G: Menggunakan
Konjugat anti goat 1gG, M: Menggunakan konjugat anti goat IgM, 1-4 : kode sampel.

pg, sensitivitas protokol pewarnaan coomassie
ini relatif tinggi, jumlah protein yang jauh lebih
kecil dapat divisualkan pewarnaan perak. Hal
ini dimungkinkan konsentrasi protein 91 lebih
kecil dari 0,2 pg, sehingga tidak tervisualisasi.
Takizoit kelompok P  menunjukkan
beberapa protein yang hanya bereaksi terhadap
konjugat IgG, yaitu protein berukuran 20, 24,
27, 32, 73, dan 110 kDa. Protein lainnya yaitu
yang berukuran 19, 30, 35, 40, 42, 47, 60, 66, 77,
86, 91, dan 121 kDa juga dapat bereaksi dengan
kedua jenis konjugat. Pada kelompok A protein
yang hanya berekasi terhadap konjugat IgG,
antara lain protein ukuran 20, 24, 27, 32, 35,
40, 42, 91, dan 121 kDa. Protein lainnya yaitu
yang berukuran 19, 30, 47, 52, 60, 66, dan 77
kDa bereaksi dengan kedua jenis konjugat. Hasil
western blot kelompok A dan P, protein spesifik
yang hanya bereaksi terhadap konjugat IgG yaitu
pita berukuran 20, 24, 27, 73 dan 110 kDa. Dari
ke-5 protein tersebut, protein ukuran 24 kDa
adalah yang paling banyak hasil positif terhadap
konjugat anti goat IgG, yaitu 7 dari 8 sampel.
Protein ukuran 24 kDa banyak diidentifikasi
sebagai Granule-1 (GRAI1) yang merupakan
potein antigen eksresi dan sekresi. Protein ini
terletak pada dense granule yang terdapat pada
bentuk takizoit dan bradizoit yang disekresikan
oleh vakuola parasitiporus (Sibley et al., 1995).
Menurut Muflikhah dan Artama (2017) protein
rekombinan GRA1 diketahui memiliki aktivitas
immunogenik yang tinggi pada penderita
toksoplasmosis dan dapat digunakan sebagai
penanda untuk diagnosis toksoplasmosis.

Pada kelompok P tidak ada protein khusus
yang hanya bereaksi terhadap konjugat IgM.
Sedangkan, takizoit kelompok A terdapat
protein yang hanya bereaksi pada konjugat IgM
yaitu protein berukuran 86 kDa. Pada kelompok
P protein ukuran 86 kDa bereaksi terhadap
kedua konjugat. Oleh karena itu, kombinasi
penggunaan fiksasi aseton dan konjugat anti
goat 1gM akan mendapatkan hasil pemeriksaan
spesifik terhadap infeksi akut. Menurut Son
dan Nam (2001) protein 86 kDa kemungkinan
besar terlabel pada struktur mikroneme takizoit.
Menurut Soldati et al., (2001) pada sebagian
besar Apicomplexa, gerakan meluncur dan
invasi sel inang terkait erat dengan pelepasan
protein mikroneme di ujung apikal parasit
dan redistribusinya ke kutub posterior.
Menurut Céréde et al, (2005) Apicomplexa
menyerang sel melalui mekanisme unik yang
melibatkan keluarnya vesikel sekretori yang
disebut mikroneme. Protein mikroneme (MIC)
mencakup protein transmembran dan protein
larut yang mengekspresikan domain perekat
berbeda. Domain chitin binding—like (CBL)
pada microneme terutama MIC3 sebagai pemain
kunci dalam toksoplasmosis yaitu peran sinergis
MIC dalam virulensi. Parasit Toxoplasma
telah mengembangkan banyak interaksi ligan-
reseptor untuk memastikan invasi pada jenis sel
yang berbeda selama perjalanan infeksi.

Kesimpulan

Penambahan  fiksasi  aseton  akan
mengakibatkan perubahan secara morfologi,
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konsentrasi protein, dan protein. Protein takizoit
yang fiksasi aseton dapat juga mendeteksi
seropositif Toxoplasma Pita protein yang dapat
digunakan sebagai penanda seropositif IgG pada
pengujian western blot yaitu pita berukuran 20,
24, 27, 73, 110 kDa. Kombinasi penggunaan
fiksasi aseton dengan konjugat anti goat IgM
untuk mendapatkan pita spesifik seropositif IgM
yaitu 86 kDa.
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