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LATAR BELAKANG

Toksoplasmosis adalah salah satu jenis penyakit zoonosis yang dapat ditularkan dari hewan ke tubuh
manusia melalui protozoa bersel tunggal yang diketahui dengan nama Toxoplasma gondii (T.gondii)

Tersebar luas di Indonesia. Penyebaran bisa terjadi sebab kurangnya
kehati-hatian dalam pengerjaan makanan di dapur, termasuk kebersihan
sehingga meningkatkan risiko penyebaran telur toxoplasma.
Infeksi tersebut sangat membahayakan pada manusia terutama pada ibu
hamil dapat menyebabkan lahir mati, kelahiran prematur, keguguran atau

Toxoplasma gondii \ kelainan bentuk tubuh lainnya /

4 Pencegahan toxoplasmosis dapat dilakukan dengan memakai sarung\
tangan ketika bercocok tanam, menyisihkan tempat kotoran yang tidak
digunakan, memperhatikan tangan agar bersih, membersihkan tangan

dengan menggunakan sabun setelah menyentuh daging maupun sisa-
sisa bangkai Y,




RUMUSAN MASALAH, TUJUAN PENELITIAN & MANFAAT PENELITIAN

Rumusan Masalah Tujuan Penelitian Manfaat Penelitian

1. Berapakah hasil tingkat positif dan Menentukan hasil analisis Mengetahui metode indirect
negatif analisis T.gondii terhadap T.gondii menggunakan flotasi dan PCR (Polymerase
feses kucing di Pasar Larangan metode indirect flotasidan  Chain Reaction) untuk
Sidoarjo menggunakan metode PCR dengan marka gen P30 mendeteksi T.gondii.

Indirect flotasi dan PCR dengan terhadap feses kucing di
marka gen P30? Pasar Larangan Sidoarjo.

2. Bagaimanakah perbandingan hasil Menentukan perbedaan antara Mengetahui perbedaan antara
positif dan negatif analisis T.gondii hasil analisis T.gondii metode indirect flotasi dengan
terhadap feses kucing di Pasar terhadap feses kucing di PCR marka gen P30 untuk
Larangan Sidoarjo dibandingkan Pasar Larangan Sidoarjo mendeteksi T.gondii terhadap
dengan hasil analisis metode Indirect ~ dengan metode indirect feses kucing.
flotasi dan metode PCR dengan marka ~ flotasi dan metode PCR

dengan marka gen P30.
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METODE PENELITIAN

Desain Penelitian 4

Deskriptif eksploratif
J

Teknik Pengambilan Sampel
Insidental sampling dengan waktu
selama 2 bulan yaitu 2 minggu sekali

/

4 Tempat & Waktu Penelitian

Tempat : Laboratorium Biologi Metode Pengumpulan Data
Molekuler D-1V TLM Survei

Waktu : Mei - Juni 2024

/

Ve A Variabel Penelitian
PODUI&}S:' <t Selet] Pene_lltla_n Variabel bebas : Metode indirect flotasi ZnSO4
Populasi : Sampel feses kucing liar dan PCR menggunakan marka gen P30

Sa;; Eaerl I:_Zreasr?sal;ugig%a:lr?cr) 3(;229 :neLarSi?elr?:“ Variabel terikat : Hasil deteksi T.gondii pada
J J J feses kucing

feses segar J S
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ALAT DAN BAHAN

Mikroskop, obyek glass, cover glass, Sampel feses kucing yang diperoleh dari
penyaring teh, batang pengaduk, rak tabung, Pasar Larangan Sidoarjo, lidi, DNA kit
elektroforesis gel, UV transilluminator, (ddH,0, instagen), DNA (hasil isolasi), PCR
waterbath, thermal cycler, vortex, mix, primer Forward

erlenmeyer, beaker glass, gelas ukur, tabung (5’TTGCCGCGCCCACACTGATG’) dan
eppendorf. Primer Reverse

(5’CGCGACACAAGCTGCGATAG’),
agarose gel 1%, buffer TBE dan EtBr.
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TAHAPAN PENELITIAN

Mengambil feses kucing lalu memasukkan pada tabung reaksi kemudian
menambahkan larutan ZnSO4 hingga hampir penuh lalu diamkan 30-60 menit
Pengamatan Mikroskopis agar telur mengapung pada permukaan. Setelah itu, pipet permukaan sampel

menggunakan pipet tetes kemudian diletakkan pada obyek glass dan ditutup
dengan cover glass. Kemudian amatipada mikroskop menggunakan perbesaran
40X

Melakukan isolasi DNA dengan cara mengambil feses kucing sebanyak 0,3 gr dan
masukkan dalam tube 1,5 ml. Menambahkan 1 ml NaCL jenuh lalu vortex selama
10 detik dan inkubasi selama 15 menit. Ambil supernatant sebanyak 750ul
kemudian sentrifus dengan kecepatan 12000 rpm selama 3 menit. Buang
supernatant, sisakan pellet. Tambahkan instagen sebanyak 100ul, inkubasi dalam
waterbath dengan suhu 56°C selama 15 menit kemudian vortex selama 10 detik.
Inkubasi lagi dengan waterbath dengan suhu 100°C selama 8 menit kemudian
vortex selama 10 detik lalu sentrifus dengan kecepatan 12000 rpm selama 3
menit. Ambil supernatant 100ul untuk digunakan proses PCR

Isolasi DNA Metode
Resin
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TAHAPAN PENELITIAN

Tahapan PCR

Tahapan Elfo

Proses PCR dilakukan dengan volume 20ul yang terdiri dari 10ul PCR, 5ul DNA, 0,6ul
Primer Forward 5 TTGCCGCGCCCACACTGATG’ dan 0,6ul Primer Reverse 5’
CGCGACACAAGCTGCGATAG?’. Proses tersebut dilakukan menggunakan alat thermal
cycler biorad T100 beserta tahapan predenaturasi 95°C selama 5 menit, denaturasi 95°C
selama 1 menit, annealing 60°C selama 1 menit, elongasi 72°C selama 1 menit serta post
elongasi 72°C selama 3 menit sebanyak 40 siklus. Produk PCR kemudian dilakukan
elektroforesis menggunakan gel agarosa 1%.

Menimbang 0,4 gram gel agarosa 1%, lalu ditambahkan 4 ml larutan TBE serta 36 ml
aquades dalam erlenmeyer. Tutup erlenmeyer dengan aluminium foil lalu masukkan dalam
microwave dengan waktu 1 menit. Pada saat hangat, tambahkan etbr sebanyak 1,5 pl lalu
homogenkan. Tuang kedalam cetakan dengan sisir untuk menimbulkan sumur-sumur.
Setelah gel mengeras, masukkan ke dalam chamber lalu tuangkan TBE hingga merendam
seluruh gel di dalam chamber. 1l DNA ladder, 1ul loading dye, 4ul ddh, O dimasukkan ke
dalam sumur gel agarose sebagai marker. 5ul ddh,0 , 1l loading dye sebagai kontrol
negatif. 3ul hasil PCR, 1ul loading dye, 2ul ddh,0 sebagai sampel. Running elektroforesis
selama 30 menit. Gel agarosa yang sudah dilakukan elektroforesis, diamati menggunakan

UV Transilluminator. Kemudian hitung nilai panjang pita DNA (band).
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HASIL DAN PEMBAHASAN

_ Diagram Hasil Pengambilan Sampel Feses Kucing
6

Flotasi ZnSO4

Minggu 1 Minggu 2 Minggu 3 Minggu 4
PCR
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HASIL DAN PEMBAHASAN

ML L2 13 14 15.-271° 2.2 2.3 S-S M 41 42 43 TC

Ket. M : marker, TC : kontrol negatif. Panah putih
menunjukkan band target gen P30 550bp.
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SIMPULAN

Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan
bahwa terdapat perbedaan identifikasi antara

metode flotasi ZnSO4 dan PCR dalam
mendeteksi toksoplasma
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