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ABSTRACT

Toxoplasmosis infection can cause abortus in pregnant women and can cause defects in the fetus. Transmission
of toxoplasmosis can occur through the habit of consuming raw or half-cooked meat, cat feces, human-to-human
transmission occurs from the mother to the fetus it contains or blood transfusions and organs infected with these
parasites. Pregnant women also need folic acid, the presence of this nutrient has long been known to be
important as a health preserver for all ages, especially for pregnant women because of its many benefits for
babies in the womb, where one of the functions of folic acid is to prevent defects in newborns. In addition to
these reasons, the treatment carried out in the case of Toxoplasmosis has so far had a teratogenic and even
abortus effect on the fetus. Therefore, it is necessary to conduct preliminary research to see the extent of folic
acid's ability to prevent defects in the fetus of experimental animals infected with toxoplasmosis judging by its
histopathological picture. This research method is an experimental laboratory with post test only control group
design to find out the extent of the picture of histopathology mice after disinfection toxoplasmosis and
molecularly. The study subjects numbered 25 mice using simple random sampling, there were 5 treatments each
consisting of 5 replays and using female mice (Mus musculus) as experimental animals. Treatment consists of
group P0 (not infected), P1 (disinfection), P2 (administration of folic acid one day before infection), P3
(administration of folic acid in conjunction with infection) and P4 (administration of folic acid two days after
infection), with a dose of folic acid administration of 1 ml containing 0.015 mg /tail and an infectious dose of 10
takizoit / tail, four days after the mice infection was sacrificed, then molecular examination was carried out after
that also observation and calculation of necrosis index in the histopathology of the fetal brain mice using
staining HE (Hemaxtocilin Eosin). on the HE examination showed the presence of necrosis cells in the treatment
of P1, P2 and P3 and P4 while in P0 there was no damage to brain tissue. On the PCR examination showed that
the treatment infected by toxoplasma gondii in the organ there was evidence of toxoplasmosis infection in
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accordance with the positive control, while in the negative control treatment group that was only given aquades
did not show any evidence of toxoplasmosis infection in the brain.

Keywords : toxoplasma gondii, toxoplasmosis therapy, brain histopathology, folic acid

ABSTRAK

Infeksi Toxoplasmosis dapat menyebabkan abortus pada ibu hamil serta dapat menimbulkan cacat pada janin.
Transmisi toxoplasmosis dapat terjadi melalui kebiasaan mengkonsumsi daging mentah atau setengah matang,
kotoran kucing, penularan dari manusia ke manusia terjadi dari ibu kepada janin yang dikandungnya atau
transfusi darah dan organ tubuh yang terinfeksi parasit ini. Ibu hamil juga memerlukan asam folat, keberadaan
nutrisi ini sudah sejak lama diketahui penting sebagai pemelihara kesehatan bagi semua usia, terutama bagi ibu
hamil karena banyak manfaatnya untuk bayi dalam kandungan, dimana salah satu fungsi asam folat adalah
mencegah kecacatan pada bayi yang baru lahir. Selain alasan tersebut pengobatan yang dilakukan pada kasus
Toxoplasmosis selama ini memberikan efek teratogenik dan bahkan abortus pada janin. Oleh karena itu perlu
dilakukan penelitian awal untuk melihat sejauh mana kemampuan asam folat mencegah kecacatan pada janin
hewan coba yang diinfeksi toxoplasmosis dilihat dari gambaran histopatologinya. Metode penelitian ini adalah
eksperimental laboratorium dengan post test only control group design untuk mengetahui sejauh mana
gambaran histopatologi mencit setelah diinfeksi toxoplasmosis dan secara molekuler. Subyek penelitian
berjumlah 25 ekor mencit dengan menggunakan simple random sampling, terdapat 5 perlakuan masing-masing
perlakuan terdiri dari 5 ulangan serta menggunakan mencit betina (Mus musculus) sebagai hewan
coba. Perlakuan terdiri dari kelompok P0 (tidak diinfeksi), P1 (diinfeksi), P2 (pemberian asam folat
satu hari sebelum infeksi), P3 (pemberian asam folat bersamaan dengan infeksi) dan P4 (pemberian asam folat
dua hari setelah infeksi), dengan dosis pemberian asam folat sebesar 1  ml  yang me ngandung 0 ,015
mg/ekor dan dosis infeksi sebesar 10 takizoit/ekor, empat hari setelah infeksi mencit dikorbankan,
kemudian dilakukan pemeriksaan secara molekuler setelah itu dilakukan juga pengamatan dan perhitungan
indeks nekrosis pada histopatologi otak janin mencit menggunakan pewarnaan HE (Hemaxtocilin Eosin).
Pada pemeriksaan HE menunjukkan adanya sel yang mengalami nekrosis pada perlakuan P1, P2 dan P3 serta
P4 sedangkan pada P0 tidak terdapat kerusakan pada jaringan otak. Pada pemeriksaan PCR menunjukkan pada
perlakuan yang diinfeksi oleh toxoplasma gondii pada organ tersebut terdapat bukti infeksi toxoplasmosis
sesuai dengan control positifnya, sedangkan pada kelompok perlakuan control negative yang hanya diberikan
aquades tidak menunjukkan adanaya bukti infeksi toxoplasmosis pada otak.

Kata Kunci : toxoplasma gondii, toxoplasmosis therapy, otak histopathology, asam folat

1. PENDAHULUAN

Toxoplasma gondii adalah protozoa intraseluler yang bisa hidup di semua sel host.

Toxoplasma gondii memiliki host definitif keluarga Felidae, sementara manusia dan hewan berdarah

panas adalah inang perantara (Hokelek., 2009). Toksoplasmosis merupakan penyakit zoonosis yang

dapat menyebabkan berbagai masalah bagi manusia dan hewan, terutama saat kehamil. Infeksi ini

dapat menyebabkan gangguan pada wanita terutama proses reproduksi dan mengakibatkan kecacatan
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janin, kebutaan, kelahiran prematur, lahir mati, dan aborsi. Infeksi primer yang terjadi pada trimester

pertama kehamilan menyebabkan janin menjadi terinfeksi secara transplasenta dan menderita kelainan

bawaan, ini dapat menyebabkan kelahiran prematur untuk aborsi (Bayat et al., 2013). Infeksi primer

pada wanita hamil, fase parasitemia yang akan terjadi pertama kali, maka darah ibu yang memasuki

plasenta akan menginfeksi plasenta (plasentitis). Infeksi parasit dapat ditularkan ke janin secara

vertikal. Takizoit akan berkembang biak dan menghasilkan fokus nekrotik yang menyebabkan

nekrosis plasenta dan jaringan sekitarnya termasuk otak janin sehingga membahayakan janin yang

berakibat kecacatan dan aborsi (Suparman, 2012). Toxoplasma gondii yang mencapai janin bisa

menghambat asupan nutrisi, terutama asam folat dan asam amino dari induk ke anak sehingga bisa

menjadi faktor penyebab rendahnya berat badan janin tikus (Sinar, 2016).

Hingga saat ini, terapi yang sudah dilakukan adalah dengan memberikan kombinasi obat-

obatan dari sulfonamide dan pyrimethamine. Obat ini tidak boleh digunakan saatmtrimester pertama

karena berpotensi teratogenik. Efek dari kedua obat tersebut menyebabkan leukopenia dan

trombositopenia. Terapi ini menghasilkan depresi dosis terkait reversibel sumsum tulang dan

karenanya harus dikombinasikan dengan asam folat. Kombinasi sulfonamid dan pirimetamin

menghasilkan penurunan yang signifikan keparahan penyakit (Janvier, 2013). Selain kedua obat ini,

ada spiramisin yang bisa digunakan dengan aman. Spiramisin memiliki toksisitas dan dosis efektif

minimal yang dpat diserap oleh secara pemberian oral, menyebar dengan cepat ke jaringan untuk

membunuh tachyzoite dan mengurangi parasit atau mencegah penyebaran parasit melalui plasenta ke

janin (Wei et al., 2015). Spiramisin adalah antibiotik makrolida yang tidak mudah melewati plasenta,

dan karenanya tidak dapat diandalkan untuk pengobatan infeksi janin. Spiramycine ditujukan

mencegah transmisi vertikal parasit ke janin, dan itu diindikasikan hanya sebelum infeksi janin

(Janvier, 2013).

2. METODE

Dalam penelitian ini penelitian ini menggunakan 20 tikus betina dan dibagi menjadi 4

kelompok dan setiap perlakuan memiliki 5 tikus betina. Perawatan dimulai pada hari ke – 13

kehamilan. Keempat perawatan itu adalah: Kelompok Kontrol Negatif Kelompok P0: 5 ekor tikus

diberi perlakuan aquadest 0,5 ml / ekor / hari untuk terlihat gambaran histopatologi otak normal janin

mencit.Kelompok Kontrol Positif , Kelompok P1: 5 tikus yang terinfeksi tachyzoites dari T. gondii
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dengan dosis 5 sampai intraperitoneal dan diobati dengan aquadest 0,5 ml / ekor / hari untuk dilihat

mengubah gambaran histopatologi otak janin mencit.Kelompok Perlakuan Dua Kelompok P2: 5 tikus

terinfeksi tachyzoites dari T. gondii dengan dosis 5 sampai intraperitoneal dan diobati dengan

Spiramycine 130 mg / kg tubuh berat / hari dan Asam Folat diberikan 0,052 μg / g berat badan / hari 5

hari terlihat perubahan gambaran histopatologi otak janin mencit. Kelompok Perlakuan Tiga,

kelompok P3: 5 tikus yang terinfeksi tachyzoites dari T. gondii dengan dosis 5 sampai intraperitoneal

dan diobati dengan Asam Folat 0,052 μg / g tubuh berat / hari diberikan selama 5 hari untuk melihat

perubahan gambaran histopatologi otak janin mencit.

Ekstraksi DNA

Otak yang diperoleh dimasukkan ke dalam microcentrifuge tube 1,5 ml sebanyak 200 µl,

kemudian dilakukan ekstraksi DNA menggunakan DNA Extraction Kit(Geneaid). Ekstraksi dilakukan

dengan melakukan sonikasi  terhadap otak yang sebelumnya sudah disentrifugasi.Sonikasi dilakukan

sebanyak 5 x 30 detik dengan jeda satu menit. Otak yang telah disonikasi kemudian ditambahkan

proteinase K sebanyak 20 µldan enzim tripsin sebanyak 10 µl kemudian diinkubasi dalam waterbath

dengan suhu 60°C overnight (12 jam).Selesai inkubasi sampel ditambahkan GSB Buffer sebanyak 200

µl dengan absoluteethanol sebanyak 200 µl kemudian dipindahkan dalam GS column yang

dibawahnya sudah dipasang collection tube 2 ml, kemudian sampel disentrifugasi dengan kecepatan

14.000 rpm selama satu menit. Cairan dalam collection tube dibuang. Proses pencucian dilakukan

dengan menambahW1 buffer sebanyak 400 µl, kemudian disentrifugasi lagi dengan kecepatan 14.000

rpm selama 30 detik. Cairan dalam collection tube dibuang. Kemudian ditambah dengan wash buffer

sebanyak 600 µl. kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 30 detik. Cairan dalam collection tube

dibuang.Kemudian disentrifugasi lagi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 3 menit. Setelah itu

dielusi dengan pre-heated elution buffer sebanyak 90 µl untuk mendapatkan DNA. Selanjutnya DNA

diukur konsentrasinya dengan spectrophotometer Maestro Gendan disimpan pada suhu - 20°C.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) dilakukan dalam 25 µl campuran yang terdiri dari 5 µl

sampel DNA. Primer B1 Forwarddan Reverse. Campuran PCR mengandung master mix (Bioline)

12,5 µl, primer forward 2 µl, primer reverse 2 µl, dan nuclease free water sebanyak 3,5 µl.

Amplifikasi dilakukan dengan setting suhu predenaturasi pada 94°C 10 menit, dilanjutkan
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denaturation 94°C 1 menit, annealing 60°C 15 detik, extention 72°C 45 detik sebanyak 40 siklus,

dilanjutkan dengan elongation 72°C 7 menit.

Skor Inflamasi

Masing-masing Tingkat inflamasi, peningkatan sel glia serta nekrosis pada sel neuron dinilai

dengan skor 0 – 4 (ringan hingga paling berat) dengan rincian sebagai berikut :

SKOR PENILAIAN

0 Tidak terdapat perubahan

1 Perubahan 0-25 % dari seluruh Lapangan

Pandang (LP)

2 Perubahan hingga 50 % dari seluruh

Lapangan Pandang (LP)

3 Perubahan hingga 75 % dari seluruh

Lapangan Pandang (LP)

4 Perubahan lebih dari 75% dari seluruh

Lapangan Pandang (LP)

Sumber : Klopfleisch, 2013

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengamatan dilakukan pada lapisan korteks cerebrum yang teramati dari seluruh lapangan

pandang dengan pembesaran 400x . Pemeriksaan ini menggunakan mikroskop cahaya biasa merk

Nikon E100 yang dilengkapi dengan digital camera Optilab Advance Plus 12 megapixel dan soft

ware pengolah gambar Image Raster
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Gambar 1. Sel Bodi Neuron (Piramid) pada korteks cerebri. (HE. 1000x)

Gambar 2. Sel glia otak. Oligo Dendrosit(Merah), Astrosit P.(Kuning). (HE. 1000x)

KODE INFILTRASI

NEUTROFIL

NEURON

NEKROSIS

GlIOSIS JUMLAH

T- 1 0 0 2 2

T- 2 0 1 1 2

T- 3 0 1 1 2

T- 4 1 1 2 4

AF.1 2 2 2 6

AF.2 3 2 3 8

AF.3 2 1 1 4

AF.4 2 1 3 6

AF.5 3 1 3 7

T+ 1 2 3 3 8

T+ 2 4 4 3 12

T+ 3 4 3 4 11

Sp.TAF 1 1 2 3 6

Sp.TAF 2 4 2 3 9

Sp.TAF 3 2 2 2 6
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Sp.TAF 4 2 1 3 6

Sp.TAF 5 2 2 2 6
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Gambar 3. Perbandingan gambaran neutrofil ( ), sel neuron ( ) dan sel glia ( ) pada korteks

cerebrum otak tikus pada tiap kelompok. (Hematoxylin-eosin : 400x)
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Gambar 4. Menunjukkan hasil pembacaan PCR pada organ yang diberikan perlakuan

Pada hasil pemeriksaan PCR menunjukkan pada perlakuan yang diinfeksi oleh toxoplasma gondii pada

organ tersebut terdapat bukti infeksi toxoplasmosis sesuai dengan control positifnya, sedangkan pada

kelompok perlakuan control negative yang hanya diberikan aquades tidak menunjukkan adanaya bukti

infeksi toxoplasmosis.

4. KESIMPULAN

Diharapkan dengan adanya penelitian ini dapat menjadikan alternatif untuk pengobatan

toxoplasmosis menjadi lebih bervariasi dan ke depannya menghasilkan sebuah produk.
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