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Abstract. Toxoplasmosis is a zoonotic pathogen caused by parasites. The purpose of this study was to identify Toxoplasma
gondii using direct and PCR methods with the P30 gene marker in cat feces at Pasar Larangan Sidoarjo. Pasar
Larangan is a traditional market located in Larangan Village, Sidoarjo Regency. This study uses a Descriptive
Exploratory research type. This research was conducted at the Parasitology and Molecular Biology Laboratory,
Faculty of Health Sciences, Muhammadiyah University of Sidoarjo, carried out from May to June 2024. The sampling
technique used in this study was incidental sampling at Pasar Larangan Sidoarjo every 2 weeks for 2 months. The
analysis methods used were the direct method and the PCR method with the P30 gene marker. Based on the results of
the study, 13 samples of stray cat feces were obtained. Based on observations using the direct method, the results
showed that no T.gondii was found. However, the examination using PCR and the results obtained in electrophoresis
1 sample showed a DNA band with a length of 550bp, 8 smear DNA band samples, and 4 samples did not see the DNA
band. This study found differences in the results of T.gondii identification between the direct method and the PCR
method.
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Abstrak. Toksoplasmosis termasuk patogen zoonosis yang disebabkan oleh parasit. Tujuan penelitian ini umtuk
mengidentifikasi Toxoplasma gondii menggunakan metode direct dan PCR dengan marka gen P30 pada feses kucing
di Pasar Larangan Sidoarjo. Pasar Larangan merupakan pasar tradisional yang terletak di Desa Larangan,
Kabupaten Sidoarjo. Penelitian ini menggunakan jenis penelitian Deskriptif Eksploratif. Penelitian ini dilakukan di
Laboratorium Parasitologi dan Biologi Molekuler Fakultas IImu Kesehatan Universitas Muhammadiyah Sidoarjo
dilaksanakan pada bulan Mei hingga Juni 2024. Teknik pengambilan sampel yang digunakan penelitian ini incidental
sampling di Pasar Larangan Sidoarjo setiap 2 minggu sekali selama 2 bulan. Metode analisis yang digunakan adalah
metode direct dan metode PCR dengan marka gen P30. Berdasarkan hasil penelitian, didapatkan 13 sampel feses
kucing liar. Berdasarkan pengamatan menggunakan metode direct, didapatkan hasil tidak ditemukannya T.gondii.
Akan tetapi, pemeriksaan menggunakan PCR dan didapatkan hasil pada elektroforesis 1 sampel terlihat pita DNA
dengan panjang 550bp, 8 sampel pita DNA smear, dan 4 sampel tidak terlihat pita DNA. Pada penelitian ini
didapatkan perbedaan hasil identifikasi T.gondii antara metode direct dengan metode PCR.
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|. PENDAHULUAN

Toksoplasmosis termasuk patogen zoonosis yang secara umum tersebar di seluruh dunia yang menunjukkan variasi
prevalensi pada manusia di beberapa negara. Di Indonesia seroprevalensi toksoplasmosis mencapai angka 58% di
Surabaya; 70% di Jakarta; 61,5% di Yogyakarta [1]. Pada hewan, prevalensi toksoplasmosis yang didapatkan
mencapai 35-73% kucing; 11-36% babi; 11-61% kambing; 75% anjing dan kurang dari 10% pada hewan ternak
lainnya [2].

Toksoplasmosis merupakan infeksi yang berasal dari parasit Toxoplasma gondii, parasit ini bisa menginduksi infeksi
pada sistem syaraf maupun sumsum tulang belakang dan dihubungkan dengan kenaikan kasus gangguan psikologis.
T.gondii adalah parasit yang hanya dapat bertahan di dalam sel dan memiliki afinitas neurotropis yang tinggi.
Toksoplasmosis dapat menyerang manusia dan hewan. Toksoplasmosis seringkali menular pada wanita dan pria,
khususnya pada ibu hamil. Toksoplasmosis yang terjadi secara turunan pada manusia bisa mengakibatkan kretinisme,
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hidrosefalus, epilepsi dan saat bayi baru lahir dapat mengakibatkan gangguan mental. Pada hewan, toksoplasma bisa
mengakibatkan kelainan bawaan, keguguran, kematian mendadak, dan memiliki potensi penularan ke manusia [3].

Toksoplasmosis pada manusia bisa disebarkan dengan beberapa metode, termasuk memakan sayuran dan
buah mentah yang tidak dicuci secara bersih, tidak membersihkan tangan terlebih dahulu sebelum makan, dan
mengonsumsi makanan serta minuman yang terkontaminasi ookista. Ketika manusia berinteraksi dengan kucing
secara langsung dapat menjadi sumber penyebaran toksoplasma secara zoonosis, sebab mereka berperan sebagai
hospes primer serta dapat memproduksi ookista yang dapat bertahan di lingkungan untuk batas waktu yang lama.
Penyebaran toksoplasmosis terjadi ketika feses yang mengandung ookista dapat menginfeksi hewan lainnya seperti
anjing, sapi, kambing dan mamalia lainnya yang berperan sebagai hospes intermediate. Penyebaran toksoplasmosis
dapat terjadi akibat vektor mekanik seperti tikus, lalat dan lipas. Manusia yang sering mengonsumsi daging mentah
atau setengah matang dapat menyebabkan infeksi toksoplasmosis [4].

Pasar Larangan merupakan pasar tradisional yang terletak di Desa Larangan, Kabupaten Sidorajo. Hubungan
erat antara T.gondii dengan kondisi pasar dan populasi kucing liar. Pasar Larangan sering dijadikan tempat kucing liar
untuk mendapatkan makanan dan tempat tinggal. Keadaan pasar tersebut yang tidak bersih bisa mengakibatkan risiko
kontaminasi pada makanan dan minuman. Tingginya jumlah populasi kucing liar di pasar dapat mempengaruhi
tingginya penyebaran parasit T.gondii [3]. Sampel feses kucing yang diambil di Pasar Larangan Sidoarjo didapatkan
sebanyak 13 sampel yang ditemukan di dalam pasar maupun di luar pasar. Lingkungan pasar yang tidak bersih dapat
menyebabkan terjadinya infeksi pada kucing sehingga menjadi penyebaran dari penyakit toksoplasmosis. Penelitian
ini memiliki tujuan yakni mengetahui kemampuan metode direct dan metode PCR dengan marka gen P30 dalam
deteksi T.gondii.

Metode direct merupakan uji mikroskopis yang umumnya dipakai untuk deteksi T.gondii. Metode ini bersifat
kualitatif yang dipergunakan untuk deteksi parasit maupun cacing pada tinja. Metode direct mempunyai sejumlah
kelebihan serta kekurangan. Kepekaan dan ketepatan tinggi serta waktu memeriksa yang singkat merupakan
keunggulan utamanya. Namun, metode ini memerlukan perlatan dan bahan tertentu dan membutuhkan keterampilan
yang tinggi. Proses metode direct pada sampel tinja dipakai langsung tanpa tindakan tambahan, selanjutnya untuk
meningkatkan kontras antara parasit yang diamati dengan latar belakang sampel maka ditambahkan reagen lugol atau
eosin [5]. Sedangkan, metode PCR dengan marka gen P30 termasuk uji molekular yang umumnya dipakai untuk
deteksi T.gondii. PCR (Polymerase Chain Reaction) adalah proses amplifikasi atau penggandaan rantai ganda DNA
yang melibatkan enzim DNA polimerase serta perubahan karakteristik fisik DNA sesuai suhu [6]. PCR yakni teknik
molekular yang sangat peka, sehingga siklus suhu dalam duplikasi satu molekul DNA. Kesensitifan tinggi ini
membuat PCR sangat cocok untuk deteksi patogen karena memiliki kecepatan dan sensitivitas yang tinggi [7].

Menurut penelitian terdahulu, deteksi T.gondii dilakukan menggunakan metode mikroskopis yaitu direct.
Temuan penelitian menunjukkan tingkat infeksi parasit pada feses kucing liar cukup tinggi daripada kucing yang
dipelihara. Sebagian telur cacing juga ditemukan [8]. Sebagai alternatif, teknik PCR bisa digunakan, dan penelitian
sebelumnya menunjukkan bahwa metode ini memiliki sensivitas dan spesifitas 100%, sehingga bisa digunakan untuk
deteksi parasit T.gondii [7]. PCR dengan penggunaan marka gen P30 yang merupakan marka gen kuat dibanding
marka gen lainnya, tetapi juga dapat dinyatakan marka gen yang tidak spesifik karena sering terjadi munculnya pita
yang tidak spesifik pada hasil elektroforesis [9].

Il. METODE

Desain penelitian yang digunakan adalah Deskriptif Eksploratif dimana penelitian ini untuk mengidentifikasi T.gondii
menggunakan metode direct dan Polymerase Chain Reaction (PCR) pada feses kucing di Pasar Larangan Sidoarjo.
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Parasitologi dan Biologi Molekuler Fakultas llmu Kesehatan Universitas
Muhammadiyah Sidoarjo, pada bulan Mei hingga Juni 2024.

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu feses kucing liar. Sampel penelitian ini didapat dari pasar larangan
Sidoarjo yang merupakan populasi dari penelitian ini. Dalam teknik pengambilan sampling dilakukan dengan
incidental sampling yakni teknik pengambilan sampel yang dibatasi oleh waktu dan penentuan sampel berdasarkan
kebetulan. Pengambilan sampel ini dilakukan dengan waktu 2 bulan yaitu 2 minggu sekali. Pengambilan sampel
dilakukan dengan cara mencari sampel feses kucing di Pasar Larangan Sidoarjo, ketika ditemukan sampel feses kucing
maka dilakukan persiapan seperti memakai handscoon kemudian melakukan pengambilan menggunakan sendok
plastik yang bersih dan dimasukkan ke dalam pot sampel feses. Setelah itu dilakukan penulisan pada pot sampel yang
terdiri dari kode sampel, tanggal dan waktu pengambilan. Sampel feses tersebut diletakkan dalam coolbox dan dibawa
ke Laboratorium untuk dilakukan pemeriksaan.

Proses mikroskopis menggunakan metode direct yang dilakukan dengan pengambilan sampel feses secukupnya,
diletakkan diatas objek glass kemudian ditetesi lugol sebanyak 1 tetes. Sebelum ditutup dengan cover glass, sampel
dihomogenkan. Pengamatan dilakukan dengan mikroskop (Olympus CX21) perbesaran 40x10.
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Isolasi DNA dilakukan dengan metode resin. Proses PCR dilakukan menggunakan alat thermal cycler (Bio-Rad T100)
dengan volume 20 pl yakni 10 pl PCR mix, 5 pl DNA, 0,6 pl Primer Forward TTG CCG CGC CCA CAC TGA TG,
0,6 pl Primer Reverse CGC GAC ACA AGC TGC GAT AG. Proses PCR dilakukan dengan Biorad T100
thermocycler dengan rincian Predenaturasi 95°C selama 5 menit, Denaturasi 95°C selama 1 menit, Annealing 60°C
selama 1 menit, Elongasi 72°C 1 menit, Post Elongasi 72°C selama 3 menit sebanyak 40 siklus. Produk PCR kemudian
dilakukan Elektroforesis menggunakan gel agarosa 1%.

I11. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pencarian sampel feses kucing selama 2 bulan (2 minggu sekali) di Pasar Larangan Sidoarjo terdapat
13 sampel. Pada minggu ke 1 ditemukan sampel sebanyak 5 sampel, minggu ke 2 ditemukan 3 sampel, minggu ke 3
ditemukan 2 sampel dan minggu ke 4 ditemukan sebanyak 3 sampel yang dapat dilihat pada Gambar 1.

Minggu ke-1 Minggu ke-2 Minggu ke-3 Minggu ke-4

Jumlah Sampel
o [l N w £ (&3] »

Gambar 1. Diagram Hasil Pengambilan Sampel Feses Kucing di Pasar Larangan Sidoarjo.

Gambar 2. Kondisi Lingkungan Pasar Larangan Sidoarjo

Pasar Larangan merupakan pasar tradisional yang terletak di Desa Larangan, Kecamatan Candi, Kabupaten
Sidoarjo. Kondisi lingkungan Pasar Larangan yang terdapat beberapa sampah yang berserakan mengakibatkan risiko
kontaminasi pada makanan dan minuman dapat dilihat pada Gambar 2. Tingginya jumlah populasi kucing liar di
pasar dan kehidupan kucing yang liar dengan memakan tikus, makanan mentah dari para pedagang dapat
mempengaruhi tingginya penyebaran parasit T.gondii.

Tabel 1. Kondisi Feses Kucing yang Ditemukan di Pasar Larangan Sidoarjo
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Kode Ditemukan Keterangan Gambar Kode Ditemukan Keterangan Gambar
Sampel pada Sampel pada
minggu minggu

1 Ke-1 Feses 8 Ke-2 Feses
berwarna berwarna
hitam, kuning
tekstur kecoklatan,
padat. tekstur

cair.

2 Ke-1 Feses 9 Ke-3 Feses
berwarna berwarna
coklat, coklat,
tekstur tekstur
padat. padat.

3 Ke-1 Feses 10 Ke-3 Feses
berwarna berwarna
coklat, coklat,
tekstur tekstur
lembek. lembek.

4 Ke-1 Feses 11 Ke-4 Feses
berwarna berwarna
coklat, coklat,
tekstur tekstur
lembek. padat.

5 Ke-1 Feses 12 Ke-4 Feses
berwarna berwarna
coklat, coklat,
tekstur tekstur
padat. padat.

6 Ke-2 Feses 13 Ke-4 Feses
berwarna berwarna
coklat, coklat,
tekstur tekstur
padat. padat.

7 Ke-2 Feses
berwarna
coklat,
tekstur
padat.

Pada Tabel 1 menunjukkan kondisi dari sampel yang ditemukan sebanyak 13 sampel tersebut dengan melihat
warna dan tekstur pada feses. Pada minggu ke-1 ditemukan 5 sampel, pada kode sampel 1 didapatkan di dalam pasar
dengan kondisi feses berwarna hitam, tekstur padat, bau feses yang menyengat dan tidak terdapat lendir maupun darah.
Kode sampel 2 dan 5 didapatkan di dalam pasar dengan kondisi feses berwarna coklat, tekstur padat, bau feses yang
menyengat dan tidak terdapat lendir maupun darah. Kode sampel 3 dan 4 didapatkan di dalam pasar dengan kondisi
feses berwarna coklat, tekstur lembek, bau feses yang menyengat dan tidak terdapat lendir maupun darah. Pada minggu
ke-2 ditemukan 3 sampel, pada kode sampel 6 dan 7 didapatkan di luar pasar (area parkiran) dengan kondisi feses
berwarna coklat, tekstur padat, bau feses yang menyengat dan tidak terdapat lendir maupun darah. Kode sampel 8
didapatkan di dalam pasar dengan kondisi feses berwarna kuning kecoklatan, tekstur cair, bau feses yang menyengat
dan tidak terdapat lendir maupun darah. Pada minggu ke-3 ditemukan 2 sampel, pada kode sampel 9 didapatkan di
luar pasar (area parkiran) dengan kondisi feses berwarna coklat, tekstur padat, bau feses yang menyengat dan tidak
terdapat lendir maupun darah. Kode sampel 10 didapatkan di dalam pasar dengan kondisi feses berwarna coklat,
tekstur lembek, bau feses yang menyengat dan tidak terdapat lendir maupun darah. Pada minggu ke-3 ditemukan 2
sampel, pada kode sampel 11,12,13 didapatkan di luar pasar (area parkiran) dengan kondisi feses berwarna coklat,
tekstur padat, bau feses yang menyengat dan tidak terdapat lendir maupun darah.
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Pada kondisi sampel yang telah dijelaskan pada Tabel 1, terdapat beberapa kondisi sampel yakni feses yang
hitam menunjukkan adanya gangguan pada proses pencernaan pada kucing. Tekstur feses yang cair menunjukkan
adanya gangguan pencernaan seperti diare pada kucing. Bau yang menyengat pada feses kucing dan tidak terdapat
adanya lendir maupun darah merupakan hal yang normal. Bila bau feses yang terlalu menyengat menunjukkan bahwa
terdapat permasalahan pola makan pada kucing. Kondisi feses kucing normal yaitu warna feses yang coklat atau
kuning, tekstur yang padat atau lembek, bau menyengat dan tidak adanya lendir maupun darah pada feses [10].

Sampel feses yang ditemukan diperiksa dengan metode direct menggunakan mikroskop dengan perbesaran
40x10 yakni tidak ditemukannya parasit T.gondii pada 13 sampel yang diperoleh. Tidak ditemukannya parasit T.gondii
pada penelitian ini dapat dikaitkan dengan beberapa faktor, salah satunya adalah metode pemeriksaan yang digunakan.
Metode direct yang digunakan dalam penelitian ini memiliki sensitivitas yang relatif rendah dalam mendeteksi parasit
T.gondii yang jumlahnya sedikit atau berada dalam tahap awal perkembangan. Tetapi metode direct memiliki waktu
pemeriksaan yang cepat, mudah dilakukan dan bahan yang digunakan harganya terjangkau [11]. Tetapi harus
diketahui bahwa T.gondii merupakan parasit yang dapat ditularkan oleh berbagai hewan lainnya yang berperan sebagai
inang intermediet, maka parasit zoonosis ini harus menjadi perhatian atau kewaspadaan bagi masyarakat [12].

4= 550bp

Gambar 3. Hasil Elektroforesis gen P30 pada sampel feses kucing. Konsentrasi gel agarose 1%. Ket. M :
Marker, kode TC : kontrol negatif, panah putih menunjukkan band target P30.

Berdasarkan hasil elektroforesis pada Gambar 3, didapatkan 13 sampel feses kucing yang diambil dari Pasar
Larangan Sidoarjo yang digunakan dalam penelitian ini. Terdapat 1 sampel pada penelitian ini menunjukkan adanya
pita DNA spesifik dengan panjang 550bp. Hasil elektroforesis pada Gambar 3, pita DNA yang terlihat pada kode
sampel 10, kode sampel 1,2,3,4,8,9,11,12,13 didapatkan hasil smear dan kode sampel 5,6 dan 7 didapatkan hasil pita
DNA yang tidak terlihat.

Jika dilihat dari Gambar 3, dapat diperhatikan hasil pada kode sampel 10 dinyatakan positif karena terdapat
1 pita spesifik yang berukuran 550bp untuk gen P30 dalam deteksi T.gondii. Hasil positif tersebut didapatkan karena
suhu annealing yang digunakan 60°C sehingga terjadi keberhasilan dalam pengamplifikasi dari gen P30 dari sampel
DNA yang dianalisis dan konsentrasi pengenceran primer yang digunakan 15 pmol sehingga pita spesifik terlihat jelas.

Pada hasil elektroforesis tersebut terdapat pita smear maupun pita tidak terlihat. Keberadaan smear pada hasil
elektroforesis dapat dinyatakan karena adanya beberapa faktor masalah yakni terjadi degradasi DNA oleh nuklease,
kondisi elektroforesis yang kurang tepat, terlalu banyak penggunaan DNA yang diletakkan dalam sumur elektroforesis
dan juga gel elektroforesis yang tidak terbentuk dengan sempurna. Pita DNA yang tidak terlihat dapat disebabkan
karena penggunaan jumlah DNA yang terlalu sedikit, pewarnaan yang kurang, DNA yang terdifusi ke dalam gel, DNA
tertutup oleh loading dye atau DNA yang terlepas dari sumur di gel [13]. Penelitian ini menggunakan konsentrasi
primer 15 pmol untuk membantu proses amplifikasi DNA, sehingga hasil elektroforesis yang didapatkan yakni pita
DNA yang jelas [14].

Penelitian ini menggunakan metode direct yang memiliki beberapa keunggulan maupun kelemahan.
Keunggulan yaitu metode ini yang mudah dilakukan, bahan yang digunakan harganya terjangkau dan tidak memakai
waktu yang lama. Sedangkan kelemahannya yaitu memiliki sensitivitas yang rendah dalam mendeteksi parasit
T.gondii yang jumlahnya sedikit atau berada dalam tahap awal perkembangan [11]. Metode PCR dengan marka gen
P30 yang digunakan dalam penelitian ini memiliki beberapa keunggulan dibandingkan dengan metode direct. Metode



6 | Page

PCR memiliki sensitivitas yang lebih tinggi, sehingga dapat mendeteksi parasit T,gondii dalam jumlah yang lebih
kecil. Metode PCR lebih spesifik, sehingga dapat membedakan antara parasit T.gondii dengan parasit lain [7].

Penelitian ini menemukan 1 sampel feses kucing yang dinyatakan positif T.gondii menggunakan metode PCR
dengan marka gen P30. Hal ini sejalan dengan penelitian sebelumnya oleh Nurcahyo pada tahun 2012 yang juga
menemukan hasil positif T.gondii dengan marka gen P30 dengan panjang 550bp [15]. Penelitian ini memiliki beberapa
perbedaan dengan penelitian sebelumnya. Penelitian ini menggunakan sampel feses kucing liar yang didapatkan di
Pasar Larangan Sidoarjo, sedangkan penelitian sebelumnya menggunakan jaringan atau sel. Penelitian ini tidak
menggunakan DNA murni, sedangkan penelitian sebelumnya menggunakan DNA murni. Penelitian ini didapatkan
hasil elektroforesis 2 pita yakni pita spesifik dan tidak spesifik, sedangkan penelitian sebelumnya mendapat hasil
elektroforesis 1 pita yakni pita spesifik. Hal itu terjadi karena dipengaruhi oleh DNA digunakan murni atau tidak.
Penelitian lain yakni penelitian oleh Simamora pada tahun 2015, menemukan 35 sampel feses kucing yang diambil
dari sejumlah pasar di Denpasar dan didapatkan hasil 1 sampel positif T.gondii. Penelitian ini memiliki perbedaan
dengan penelitian sebelumnya. Penelitian ini menggunakan metode direct dan PCR dengan marka gen P30, sedangkan
metode penelitian sebelumnya menggunakan metode pengapungan. Kucing liar di Pasar dapat menyebarkan penyakit
toksoplasmosis karena lingkungan pasar yang kurang bersih, hal ini harus menjadi perhatian bagi masyarakat yang
sering mengunjungi pasar, terutama bagi ibu hamil [16]. Penelitian ini menunjukkan bahwa metode PCR dengan
marka gen P30 adalah metode yang sensitif dan spesifik untuk mendeteksi T.gondii pada feses kucing di Pasar
Larangan Sidoarjo.

V. SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, telah ditemuakn sebanyak 13 sampel dari Pasar Larangan Sidoarjo. Berdasarkan
analisis identifikasi Toxoplasma gondii, terdapat perbedaan hasil antara metode direct dan PCR dengan marka gen
P30. Pada metode direct didapatkan hasil yakni tidak ditemukannya parasit T.gondii sedangkan metode PCR dengan
marka gen P30 didapatkan 1 sampel positif pada hasil elektroforesis dengan panjang 550bp, 8 sampel pita DNA smear,
dan 4 sampel tidak terlihat pita DNA.
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