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RINGKASAN

SISCA VALINATA. Perbandingan Perlakuan Fiksasi Formalin, Aseton,
dan PBS Terhadap Takizoit Toxoplasma gondii untuk Deteksi Seropositif IgG
dan IgM. Dibimbing Oleh UMI CAHYANINGSIH dan ARIFIN BUDIMAN
NUGRAHA.

Toxoplasma gondii merupakan protozoa obligat intraseluler yang
menyebabkan penyakit zoonosa. Prevalensi toksoplasmosis pada manusia di
Indonesia berkisar antara 9,7-70%. Parasit ini sulit ditemukan di jaringan, oleh
karena itu pengujian serologis merupakan metode yang paling umum untuk
mendeteksi antibodi terhadap Toxoplasma. Antibodi yang sering digunakan
sebagai kriteria pengujian adalah IgG dan IgM. Penelitian terdahulu menyatakan
terdapat perbedaan hasil pengujian aglutinasi dengan takizoit yang difiksasi
aseton dan formalin. Takizoit yang difiksasi aseton hanya positif untuk infeksi
akut, sedangkan takizoit yang difiksasi formalin bereaksi terhadap antibodi kronis.
Tujuan dari penelitian ini adalah melihat perubahan mikroskopis takizoit yang
difiksasi aseton, formalin dan PBS, mendapatkan gambaran profil protein dengan
pemberian fiksasi aseton dan formalin, serta mendeteksi protein spesifik untuk
IgG dan IgM terhadap toksoplasmosis. Takizoit difiksasi dengan aseton (A),
formalin (F) dan PBS (P). Selanjutnya, setelah proses fiksasi takizoit dibuat
preparat ulas untuk melihat morfologi dan disonikasi untuk mendapatkan Soluble
Toxoplasma Antigen (STA). STA dikarakterisasi proteinnya dengan SDS PAGE
dan western blot. Panjang dan lebar takizoit diukur menggunakan aplikasi ImageJ
dan dilanjutkan dengan analisis deskriptif menggunakan Microsoft Excel. Berat
molekul protein menggunakan aplikasi ImageJ dan dibuat regresi poliniomial
pada Microsoft Excel. Selanjutnya dilakukan analisis hierarchical clustering
metode Ward linkage menggunakan SPSS 26.0. Fiksasi dengan PBS adalah yang
paling mendekati morfologi takizoit tanpa perlakuan. Takizoit yang difiksasi
aseton memiliki dimensi terbesar, dinding sel tidak terlalu tegas dan warna inti
yang samar. Fiksasi dengan aseton memengaruhi hilangnya lipid yang merupakan
penyusun membran maupun organel. Bentuk takizoit yang difiksasi formalin
tampak lebih kecil dibandingkan dengan takizoit lainnya, dengan dinding takizoit
tampak tegas, takizoit menjadi berwarna lebih gelap. Hal tersebut dikarenakan
formalin mengakibatkan kondensasi sel. Fiksasi menggunakan formalin
mengakibatkan takizoit sulit dipecahkan dengan sonikator, sehingga tidak ada
protein yang dihasilkan saat dilakukan SDS PAGE. Penggunaan fiksasi aseton
mengakibatkan sedikit perubahan pita protein yaitu pada protein ukuran 56 dan 91
kDa yang tidak ada pada hasil SDS PAGE. Walaupun terjadi sedikit perubahan,
takizoit yang difiksasi aseton juga dapat mendeteksi IgG berdasarkan hasil
analisis hierarchical clustering. Pita protein yang dapat digunakan sebagai
penanda seropositif IgG pada pengujian western blot yaitu pita berukuran 20, 24,
27, 73, 110 kDa, dan protein ukuran 24 kDa adalah yang terbaik. Kombinasi
penggunaan fiksasi aseton dengan konjugat anti goat IgM untuk mendapatkan pita
spesifik seropositif IgM yaitu 86 kDa.
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SUMMARY

SISCA VALINATA. Comparison of Formalin, Acetone and PBS Fixation
Treatments on Tachyzoite Toxoplasma gondii to Detect IgG and IgM
Seropositivity. Supervised by UMI CAHYANINGSIH and ARIFIN BUDIMAN
NUGRAHA.

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan that causes
zoonotic diseases. The prevalence of toxoplasmosis in humans in Indonesia
ranges from 9.7-70%. Parasites are difficult to detect in tissues; therefore,
serological testing is the most common method for detecting antibodies against
Toxoplasma. Antibodies are often used as the testing criteria for IgG and IgM
antibodies. Previous research stated that there were differences in the results of
agglutination testing with acetone- and formalin-fixed tachyzoites. Acetone-fixed
tachyzoites are only positive for acute infection, while formalin-fixed tachyzoites
react to chronic antibodies. This study aimed to observe the microscopic changes
of tachyzoites treated with acetone, formalin and PBS, get a picture of the protein
profile with acetone and formalin fixation, and detect specific proteins for IgG
and IgM against toxoplasmosis. Tachyzoites were fixed with acetone (A),
formalin (F) and PBS (P). After fixation, tachyzoites were prepared to observe
their morphology and sonicated to obtain Soluble Toxoplasma Antigen (STA).
STA was then subjected to SDS-PAGE and western blotting. The length and
width of the tachyzoites were measured using ImageJ, followed by descriptive
analysis using Microsoft Excel. Protein molecular weight was determined using
ImageJ, and polynomial regression was performed using Microsoft Excel.
Hierarchical clustering analysis using the Ward linkage method was performed
using SPSS 26.0. Fixation with PBS was closest to the morphology of untreated
tachyzoites. Acetone-fixed tachyzoites have the largest dimensions, less defined
cell walls and pale nuclear colour. Acetone fixation causes a loss of lipids, which
are the constituents of membranes and organelles. Formalin-fixed tachyzoites
appear smaller than the other tachyzoites, the tachyzoite walls appear firm, and
the tachyzoites become darker in colour. This is because formalin causes cell
condensation. Fixation with formalin made it difficult to break the tachyzoites
with a sonicator, so no protein was produced during SDS PAGE. The use of
acetone fixation resulted in slight changes in the protein bands, namely the 56 and
91 kDa proteins, which were not present in the SDS-PAGE results. Despite the
slight changes, acetone-fixed tachyzoites can also detect IgG based on the results
of hierarchical clustering analysis. Protein bands that can be used as IgG
seropositive markers in western blot testing are bands of 20, 24, 27, 73, 110 kDa,
and 24 kDa protein size is the best. The combination of using acetone fixation
with anti goat IgM conjugate to obtain an IgM seropositive specific band is 86
kDa.

Key words: Acetone, Formalin, SDS PAGE, T. gondii, Western blot.
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