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Anisakiasis is a disease caused by Anisakis sp. and classified as a
dangerous zoonosis. The main source of infection in humans is consuming
raw fish containing Anisakis sp. Larvae. Various diagnostic techniques are
being developed to detect the incidence of anisakiasis. Diagnostic techniques
currently used are the Rapid test and the molecular test. Molecular techniques
have recently been developed as effective tools not only for the diagnosis of
individual cases but also for the taxonomic and evolutionary study of anisakis
nematodes. This literature study aims to determine the methods and work
procedures as well as the level of accuracy of the various methods used to
detect Anisakis sp .. Reference sources are taken in the form of articles, theses,
journals, and e-books related to the title of the literature study being explored.
via Google Scholar and with the help of the Mendeley app. Based on a review
of literature studies, it can be seen that the method used to detect Anisakis sp.
with a low level of accuracy namely KIT, LAMP Assay and SEM, while the
methods with a high level of accuracy are PCR-RFLP and RT-PCR and the
most effective methods are used to detect Anisakis sp. are PCR-RFLP and RT-
PCR because the processing time is fast and can provide accurate results.
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PENDAHULUAN

Anisakiasis adalah penyakit
yang disebabkan oleh  cacing
Anisakis sp. dan tergolong zoonosis
yang berbahaya. Sumber infeksi
utama pada manusia  karena
mengkonsumsi ikan mentah yang
mengandung larva Anisakis sp.
(Acha & Szyfres, 2003). Memakan
ikan yang tidak masak atau setengah
masak yang terinfeksi  dapat
menyebabkan penyakit Anisakiasis
(Bircher et al., 2000). Potensi utama
bahaya oleh tertelannya larva
nematoda yaitu pertama, tanpa
sengaja melalui  konsumsi ikan
mentah atau setengah matang dapat
menyebabkan infeksi lambung dan
usus (Audicana & Kennedy, 2008)
dan kedua, larva nematoda dalam
keadaan matipun masih  dapat
menyebabkan reaksi alergi (Moneo
et al., 2007).

Kasus anisakiasis di
Indonesia pertama kali dilaporkan
oleh Uga di Sidoarjo Jawa Timur
akibat mengonsumsi ikan mentah
atau kurang masak (Muttagin &
Abdulgani, 2013).

penelitian  lainnya  yaitu telah

Beberapa

melakukan penelitian tentang infeksi

Anisakis sp. di berbagai wilayah di
Indonesia diantaranya Hadidjaja et
al. (1978) di teluk Jakarta, Palm et
al. (2008) di Pantai Jawa dan Bali,
Setyobudi et al. (2011) di Pantali
Selatan Jawa, serta Anshary et al.
(2014) di Selat Makassar. Tingkat
kejadian Anisakis sp. di NTT terakhir
kali dilaporkan di
yaitu Hibur et al. (2016) dan Detha et
al. (2018).

Kota Kupang

Selain itu di  beberapa
wilayah Indonesia bagian timur dan
tengah  masyarakatnya  memiliki
kebiasaan konsumsi ikan mentah.
Beberapa  peneliti  menemukan
infeksi larva nematoda pada ikan-
ikan  konsumsi  dari  perairan
Indonesia, umumnya teridentifikasi
sebagai  Anisakis sp. dengan
ditemukannya infeksi anisakis pada

ikan-ikan yang dikonsumsi maka

Anisakiasis berpeluang untuk
berkembang di Indonesia
(Soewarlan, 2016). Berbagai
pengembangan  teknik  diagnosa
untuk mendeteksi kejadian
anisakiasis pun semakin

dikembangkan, namun demikian

penelitian tentang infeksi parasit
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Anisakis masih sangat terbatas.
Teknik diagnosa yang digunakan
yaitu teknik diagnosa dengan uji
Rapid dan uji Molekuler. Teknik
molekuler baru-baru ini
dikembangkan sebagai alat yang
efektif tidak hanya untuk diagnosis
kasus individu tetapi juga untuk studi
taksonomi dan evolusi nematoda
anisakis. Teknik molekuler dapat
dengan mudah membedakan 2 jenis
larva (Mattiucci & Nascetti, 2008).
Namun informasi mengenai teknik
diagnosa  anisakis  berdasarkan
prinsip tingkat akurasi dan prinsip
masih minim.

kerjanya sangat

Dengan demikian penulis
menganggap perlu dilakukan kajian
mengenai “TEKNIK DIAGNOSIS

ANISAKIASIS Anisakis sp”.

METODOLOGI
Waktu Kajian Studi Literatur
Kajian Studi literatur ini

dikerjakan pada bulan September
sampai dengan Oktober 2020 yang
resume dan

meliputi  pembuatan

kerangka studi literatur secara
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umum, penelusuran dan

pengumpulan berbagai
referensi/pustaka yang berhubungan
erat dengan judul diambil dari
skripsi, jurnal, dan e-book yang
terkait dengan judul.
Materi Kajian Studi Literatur
Alat dan bahan

Alat digunakan untuk
membantu dalam penyusunan kajian
studi literatur ini antara lain laptop,
gadget, flashdisk, alat tulis-menulis,
dan bahan yang digunakan meliputi
sumber  referensi/pustaka  berupa
artikel, skripsi, jurnal, dan e-book
yang terkait dengan judul kajian

studi literatur dari penulis.

Melakukan

pengumpulan

penelusuran  dan
berbagai
sumber/pustaka acuan.

Sumber acuan/pustaka
diambil berdasarkan hubungan atau
relasinya dengan judul studi literatur
yang akan dikaji. Sumber pustaka
tersebut  berupa artikel, skripsi,
jurnal, dan e-book yang terkait
dengan judul kajian studi literatur.

Sumber/pustaka ini juga dibantu
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lewat penelusuran melalui Google
Scholar dan dengan bantuan aplikasi
Mendeley namun apabila
sumber/pustaka tidak terdapat secara
otomatis dalam aplikasi Mendeley
maka akan diinput secara manual

oleh penulis.

Membuat resume dan kerangka
studi literatur secara umum.
Pembuatan  resume  dan
kerangka studi literatur secara umum
memuat hal-hal penting yang akan
dikaji  didalam  studi literatur
berdasarkan  judul yang telah
ditentukan mulai dari latar belakang,
tinjauan pustaka, metodologi kajian,
hasil  dan  pembahasan, serta
kesimpulan dan saran dengan tujuan
memudahkan

membantu penulis

dalam penyusunan studi literatur

Melakukan  penyusunan  studi
literatur.

Tahap berikut setelah
mengumpulkan  berbagai  sumber

pustaka acuan adalah  mulai
menyusun  studi literatur sesuai

dengan kerangka yang telah disusun

VoL. VI No. 9

dan berdasarkan informasi-informasi
yang diperoleh dari berbagai sumber
acuan yang telah  didapatkan
sebelumnya untuk kemudian
dianalisis dan dievaluasi, dan

dilanjutkan ~ dengan  pembuatan
kesimpulan serta saran.
Analisis Data

Data yang diperoleh dari
sumber acuan/pustaka yang berasal
dari skripsi, jurnal, dan e-book yang
terkait dengan judul akan dianalisis
dibahas

berdasarkan hasil riset/penelitian dari

secara  deskriptif  dan
berbagai sumber yang memiliki
hubungan dengan judul kajian studi

literatur.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Prevalensi Kejadian Anisakiasis di
Indonesia

Tingkat penularan penyakit
pada umumnya dinyatakan dengan
prevalensi Prevalensi
adalah

terinfeksi

kejadian.
persentase  ikan  yang
dibandingkan  dengan
seluruh ikan contoh yang diperiksa

(Awilia, 2002). Prevalensi dalam
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suatu habitat di perairan dipengaruhi
oleh komponen-komponen habitat
suhu, tekanan,

seperti kandungan

oksigen dan lain-lain (Gutiérrez-
Ramos et al., 2000). Suhu perairan
yang tinggi mempengaruhi kecepatan
laju metabolisme dan respirasi ikan
di perairan, sehingga kebutuhan akan
oksigen terlarut juga meningkat.
Meningkatnya kebutuhan oksigen
menurunkan

terlarut  ini  dapat

kadungan oksigen di perairan yang

dapat mempengaruhi
organisme  kecil  di
(Rukminasari, 2011).

Faktor lainnya yang dapat

kehidupan

perairan

mempengaruhi  prevalensi  dalam

habitat adalah salinitas. Salinitas
diperairan dipengaruhi oleh suhu,
kandungan  oksigen dan letak
geografis perairan. Data prevalensi
Anisakis di wilayah Indonesia dapat

dilihat pada tabel 2.

Tabel 2. Prevalensi Anisakis di Wilayah Indonesia

Lokasi Jenis Ikan Prevalensi Parasit Referensi
(%)
Perairan Auxis 33.3 Anisakis spp.  Anshary, 2011
Makassar thazard
Rastrelliger 3.1
kanargurta
Jawa Timur Epinephelus 100 Anisakis sp. Arifudin  dan
sexfasciatus Abdulgani,
2013
Upeneus 36 Anisakis Amrina, 2014
Sulphureus simplex
Euthynnus 6.67 Anisakis Kurniawati,
affinis simplex 2014
Rastrelliger 9.6 Anisakis Herman, 2014
brachysoma simplex
Lutjanus 66-80 Anisakis sp. Muttagin  dan
malabaricus Abdulgani,
2013
Lutjanus 11.67 Anisakis Anggraeni,
sanguineus simplex 2014
Aceh Barat Euthynnus 100 Anisakis sp. Bahri, 2016

VoL. VI No. 9
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affinis
Kupang, NTT  Katsuwonus 16 Anisakis sp. Hibur et al.,
pelamis 2016
Auxis thazard 20 Anisakis sp.
Perairan Euthynnus 43.3 Anisakis sp. Hafid dan
Sulawesi affinis Anshary, 2016
Barat

Informasi  yang  tersedia
tentang parasit ini masih sangat
langka. Kasus pertama penyakit
anisakid dijelaskan pada tahun 1876
oleh Leuckhart. Namun penyakit ini
baru dikenali secara luas pada tahun
1960-an, ketika epidemi anisakidosis
terjadi di Belanda dengan konsumsi
ikan herring asin ringan (Aibinu et
al., 2019).

Kasus anisakiasis juga telah
dilaporkan oleh Aibinu et al. (2019)
termasuk di Korea (Sohn et al,
2015), China (Qin et al., 2013),
Malaysia (Amir et al., 2016), Taiwan
(Li et al., 2015) , Inggris Raya
2008),
Spanyol (Herrador et al., 2018).,

Italia (Mattiucci et al., 2018;

(Audicana dan Kennedy,

Guardone et al., 2018), Prancis
2008),

Jerman (Audicana dan Kennedy,

(Audicana dan Kennedy,

VoL. VI No. 9

2008), Denmark (Andreassen dan
Jorring, 1970), Norwegia (Jacobsen
1969),
(Mladineo et al., 2016), Amerika
Serikat 2013),
Amerika Selatan (Borges et al.,
2012; Eiras et al., 2018), Mesir
2008),
(Audicana dan

dan  Berland, Kroasia

(Kojima et al.,

(Audicana dan
Afrika  Selatan
Kennedy, 2008), dan
(Shamsi dan Butcher, 2011). Data

terbaru

Kennedy,

Australia

yang ditunjukkan oleh
Orphanet (Orphanet, 2016) seperti
yang dilaporkan oleh Guardone dan
rekannya dalam studi epidemiologi
retrospektif baru-baru ini tentang
anisakiasis manusia (Guardone et al.,
2018),
global 0,32/ 100.000.

Menurut Shamsi & Sheorey

memperkirakan  kejadian

(2018) konsumsi makanan laut

mentah atau setengah matang ini
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meningkatkan risiko infeksi ketika
parasit yang hidup hadir. Dalam studi
terbaru  kasus
dilaporkan antara 2000 dan 2017 di
Uni Eropa, total 236 kasus

anisakiasis  yang

dilaporkan dengan insiden tertinggi
di Spanyol, diikuti oleh Italia (Aibinu
etal., 2019).

Kasus di Indonesia tentang
Anisakiasis belum banyak
dilaporkan. Penelitian yang pernah
dilakukan di

sekitar perairan Pulau Seribu Jakarta,

Indonesia yaitu di

yang dilakukan pada tahun 1978.
Penelitian
Hadidjaja et al., (1978) tersebut

mengambil sampel dari tiga jenis

yang dilakukan oleh

ikan vyaitu Rastrelliger kanagurta,
Decapterus russelli, dan Sardinella
sirm dan menemukan bahwa tingkat
infeksi larva Anisakidae pada ikan
tersebut berkisar antara 40 sampai
dengan 50%. Lebih lanjut dilaporkan
bahwa ada dua jenis Anisakis yang
ditemukan yaitu larva Anisakis type |
dan Terranova type B. Hasil
penelitian yang dilakukan oleh

peneliti Uga et al. (1996) dengan

VoL. VI No. 9

pendekatan seroepidemiologi

menunjukkan adanya kasus
Anisakiasis yang relatif tinggi di
Sidoardjo, Jawa Timur. Kasus ini
kemungkinan besar disebabkan oleh
A. typica, yang memiliki penyebaran
luas di daerah dengan suhu air tropis
(Mattiucci &  Nascetti, 2006).
Penelitian  akhir-akhir ini  yang
dilakukan oleh Jakob & Palm 2006
pada Pantai Barat Jawa terhadap 5
spesies ikan komersial menemukan
tingkat infeksi Anisakis sp mencapai
70-100%.

dilakukan akhir-akhir ini adalah dari

Penelitian yang telah

ikan-ikan yang berasal dari perairan
Bali dan perairan Jawa (Palm et al.,
2008) dan menemukan 3 spesies
Anisakis spp., vyaitu A. typica,
Anisakis sp. 1 dan Anisakis sp. Hasil-
hasil penelitian tersebut

menunjukkan bahwa produk
perikanan dari laut memiliki resiko
besar menyebarkan penyakit pada
manusia, sehingga perlu menghindari
konsumsi ikan mentah atau setengah
matang untuk meminimalkan infeksi

anisakiasis.
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Teknik Diagnosa

Identifikasi secara akurat
terhadap Anisakis pada setiap stadia
siklus hidupnya merupakan hal yang
sangat penting untuk dapat dapat
melakukan diagnosa secara tepat dan

cepat dan merupakan salah satu hal

yang sangat penting  dalam

melakukan surveilans dan

monitoring  serta  pengendalian
penyakit anisakiasis. Tingkat akurasi
teknik dignosa dapat diukur dengan
beberapa parameter penentu tingkat
akurasi, yang dapat dilihat pada tabel

3.

Tabel 3. Parameter tingkat akurasi teknik diagnosa (Simundic, 2008)

No. Parameter

Keterangan

1. Sensitifitas dan

spesifisitas

Sensitifitas berkaitan dengan potensi
alat tes mengenali subjek yang
mengidap penyakit.

Spesifisitas berkaitan dengan
kemampuan tes untuk mengenali subjek
tanpa penyakit.

2. Nilai prediktif positif dan
negatif

Nilai  prediktif ~ positif ~ memiliki
probabilitas  keadaan/penyakit yang
diminati pada subjek dengan hasil
positif (+).

Nilai  prediktif — negatif — memiliki
probabilitas tidak adanya penyakit pada
subjek dengan hasil tes negatif (-).

3. Rasio kemungkinan

Rasio kemungkinan hasil tes yang

4, Area di bawah KOPKA

diharapkan pada subjek dengan
keadaan atau penyakit tertentu terhadap
subjek tanpa penyakit.

Ukuran global dari akurasi diagnostik
sebagai  penilaian  umum  untuk
membandingkan dua atau lebih tes
diagnostik.

VoL. VI No. 9
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Indeks Youden

Ukuran global untuk evaluasi kekuatan
diskriminatif keseluruhan dari prosedur
diagnostik dan untuk perbandingan satu
tes dengan tes lainnya.

Rasio peluang diagnostik

Parameter

prosedur

yang digunakan
estimasi umum kekuatan diskriminatif
diagnostik
perbandingan akurasi diagnostik antara
dua atau lebih tes diagnostik.

dan

untuk

untuk

Dalam banyak kasus, stadia larva parasit ini (Anshary,
identifikasi larva Anisakis masih 2011). Berikut ini merupakan tabel
sangat sulit dilakukan  secara metode yang digunakan untuk
morfologi karena terbatasnya deteksi anisakiasis.
karakteristik taksonomi yang dimiliki
Tabel 4. Metode mendeteksi Anisakiasis
Metode | Tingkat | Fungsi Prinsip Kerja Kelebihan Kekurangan
Akurasi
KIT Rendah | Mendeteksi Menyesuaikan Ketersediaan alat | Pemeriksaan
kadar suatu | dengan protokol, | uji kit  pada | dengan KIT
senyawa dengan | desain laboratorium memiliki
cukup  akurat | eksperimental, publik dan swasta | kelemahan  bisa
yang mudah | dan metode | menyediakan alat | memberikan hasil
digunakan dan | perhitungan uji yang siap | “false negative”
dioperasikan yang dijelaskan | dipakai dan | yakni tampak
oleh  berbagai | untuk  validasi | mudah negatif meski
kalangan. kualitatif. diaplikasikan. sebenarnya
Uji  spesifikasi | poositif.
mampu
membedakan
Anisakis dan
Pseudoterranova.
LAMP Rendah | Teknik LAMP | Prinsip metode | Teknik Teknik ~ LAMP
Assay mengidentifikasi | LAMP amplifikasi kurang  sensitif

VoL. VI No. 9
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sekuens bakteri | merupakan DNAnya relatif | daripada PCR
dengan metode baru dan cukup | untuk sampel
mekanisme modifikasi sederhana, mudah | yang  kompleks,
rolling  circle | amplifikasi PCR | dibaca dan lebih | karena perbedaan
amplification pada suhu tetap | hemat biaya, | enzim polimerase
(RCA). dengan proses LAMP | yang digunakan.
menggunakan memakan waktu
empat  sampai | yang relatif lebih
enam pasang | singkat dibanding
primer dari gen | PCR, yaitu
dengan sekuens | sekitar 1 jam.
highly conserved | Hasil amplifikasi
pada spesies | LAMP lebih
target. efisien dan
sensitif, serta
mudah dibaca.

SEM Rendah | Untuk Penerapannya Kerugian dari
menyelidiki yang luas, | mikroskop
permukaan dari pencitraan  tiga | elektron mulai
objek solid dimensi dan | dari ukuran dan
secara langsung topografis  yang | biaya. SEM

terperinci, mudah | mahal, berukuran
dioperasikan dan | besar dan harus
bekerja cepat | ditempatkan i
dalam waktu | area yang bebas
kurang dari lima | dari kemungkinan
menit. gangguan listrik,
magnet, atau
getaran,
memerlukan
kondisi  vakum,
hanya mampu
menganalisa
permukaan saja,
memiliki resolusi
yang lebih
rendah,  sampel
yang digunakan
harus bahan yang
konduktif
PCR- Tinggi | Teknik yang | Membandingkan | Murah,  mudah | Kelemahan dalam
RFLP banyak profil  pita-pita | didesain, berlaku | metode PCR-
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digunakan yang dihasilkan | untuk analisis | RFLP adalah
dalam setelah polimorfisme membutuhkan
mempelajari dilakukan nukleotida waktu yang
variasi inter | pemotongan oleh | tunggal serta | panjang  karena
maupun  antar | enzim  restriksi | mikroindel, tidak | melalui dua tahap
spesies dengan | terhadap DNA | ada persyaratan | analisis yaitu
memanfaatkan | target atau | untuk instrumen | PCR itu sendiri
enzim restriksi. | individu  yang | mahal, tidak ada | dan pemotongan
berbeda. persyaratan untuk | DNA hasil PCR
pelatihan dengan enzim
ekstensif  untuk | restriksi.
staf laboratorium.
RT-PCR | Tinggi | Menggandakan | Mendeteksi dan | Kemampuan
jumlah molekul | mengkuantifikasi | untuk mendeteksi
DNA pada | reporter organisme tanpa
target  tertentu | fluoresen. pembiakan
dengan sebelumnya,
menganalisis waktu pengerjaan
molekul DNA yang lebih cepat,
baru yang potensi hasil yang
berkomplemen tinggi dan
dengan molekul kemampuan
DNA target untuk
melalui  enzim mengidentifikasi
dan spesies atau strain
oligonukleotida patogen.
sebagai primer
dalam suatu
thermocycle.
Kit protokol, desain eksperimental, dan

Test kit merupakan suatu alat
yang dapat digunakan untuk mendeteksi
kadar suatu senyawa dengan cukup
akurat yang mudah digunakan dan
dioperasikan oleh berbagai kalangan
(Sulistyarti et al., 2015). Prinsip kerja

seluruh kit dilakukan sesuai dengan

VoL. VI No. 9

metode perhitungan yang dijelaskan
untuk validasi kualitatif (OIE, 2016).

Untuk memvalidasi kit komersial

("uji
Anisakis/

deteksi

DNA

PATHfinder

Pseudoterranova'™)

ini

didasarkan pada RT-PCR multipleks

untuk deteksi kualitatif Anisakis dan
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Pseudoterranova, menggunakan  uji
TagMan Probe, yang ditargetkan pada
pengatur jarak internal yang
ditranskripsi dari DNA ribosom nuklir.
Kit "PATHfider
Anisakis/Pseudoterranova DNA
detection assay” menunjukkan akurasi
100% karena kemampuan untuk
mengidentifikasi bahan referensi yang
sudah dikarakterisasi dengan benar
(Cavalleroa et al., 2017).

LAMP Assay (Loop-Mediated
Isothermal Amplification)

Mediated
(LAMP)
adalah salah satu teknik diagnostik

Metode Loop
Isothermal  Amplification
molekuler yang telah dikembangkan
dari tahun 1999 di Jepang. Teknik
LAMP menggunakan amplifikasi DNA
pada suhu tetap, sehingga penggunaan
alat thermocycler yang mahal tidak
diperlukan. Proses amplifikasi pada
metode LAMP menggunakan enzim
yang dapat menjadi substrat selama
proses reaksi amplifikasi berlangsung
(Notomi et al., 2000; Tortora et al.,
2004).

VoL. VI No. 9

Uji LAMP dianggap komersial
untuk Anisakis spp. Deteksi DNA
dioptimalkan dan divalidasi untuk
mendapatkan alat yang sederhana,
cepat, dan murah, yang dapat
mengidentifikasi kemungkinan risiko
terhadap kesehatan konsumen akibat
adanya organisme tersebut dalam
produk olahan ikan (Cammilleri et al.,
2020). Analisis hasil metode LAMP ini
sangat sederhana karena dapat dideteksi
secara visual dengan melihat endapan
(pada proses reaksi ditambahkan reagen
pengendap) atau  dapat  berupa
perubahan warna fluoresensi (pada
proses reaksi ditambahkan reagen
fluoresensi)  dengan
bantuan sinar UV (Notomi et al., 2000).

Metode LAMP

metode uji diagnostik molekuler cara

menggunakan

merupakan

langsung berdasarkan uji identifikasi
asam nukleat bakteri (Notomi et al.,
2000).

Prinsip metode LAMP
merupakan metode modifikasi
amplifikasi PCR pada suhu tetap
dengan menggunakan empat sampai

enam pasang primer dari gen dengan
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sekuens highly conserved pada spesies
target (Hanaki et al., 2011).

Teknik LAMP mengidentifikasi
sekuens bakteri dengan mekanisme
rolling circle amplification (RCA) yang
merupakan metode gabungan dari
multiplex PCR dan nested PCR, dimana
menggunakan minimal 2 set primer
(multi  primer) serta outer primer
(standard primer) dan inner primer
(nested primer) serta reagen amplifikasi

yang sesuai (Baddour et al., 2007).

Sensitivitas LAMP Assay

Menurut Cammilleri et al. (2020)
sensitivitas atau inklusivitas ditetapkan
sebagai kemampuan metode LAMP
untuk mendeteksi DNA Anisakis sp..

Menurut Cammilleri et al. (2020)
metode LAMP yang diusulkan mampu
memperkuat Anisakis spp. DNA dari
sampel ikan yang diinfestasi secara
artifisial, memberikan sensitivitas 100%
untuk setiap jenis sampel yang
dianalisis. Selain itu, metode ini juga
dapat mendeteksi setiap sampel yang

terkontaminasi  A. simplex ss, A.
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pegreffii, A. physeteris, A. ziphidarum ,
dan DNA A. typica.

Kelebihan Teknik LAMP

LAMP adalah teknik amplifikasi
DNA vyang relatif baru dan cukup
sederhana, mudah dibaca dan lebih
hemat biaya, sehingga teknik ini
memiliki banyak kelebihan. Proses
LAMP memakan waktu yang relatif
lebih singkat dibanding PCR, vyaitu
sekitar 1 jam (Nagamine et al., 2002).
LAMP dapat digunakan sebagai alat
untuk survei skrining di lapangan atau
di fasilitas kesehatan di lapangan,
karena LAMP lebih bagus digunakan
untuk diagnosis (Parida et al., 2008).
Beberapa studi menunjukkan LAMP
berhasil mendeteksi patogen pada
sampel yang diproses secara sederhana,
seperti sampel darah yang dipanaskan
atau material biologis lain (Curtis et al.,
2008).

Keterbatasan Teknik LAMP
Teknik LAMP
kurang sensitif daripada PCR untuk

disebutkan

sampel yang kompleks, karena
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perbedaan enzim polimerase yang
digunakan (pada LAMP digunakan Bst
DNA polymerase, dan Tag polymerase
pada PCR).

SEM (Scanning Electron Microscopy)

SEM adalah sebuah mikroskop
elektron  yang  didesain untuk
menyelidiki permukaan dari objek solid
secara  langsung, yang memiliki
perbesaran 10 — 3000000x, depth of
field 4 — 0.4 mm dan resolusi sebesar 1
— 10 nm (Yudi, 2011). Komponen
utama alat SEM ini pertama adalah tiga
pasang lensa-lensa elektromagnetik
yang berfungsi memfokuskan berkas
elektron menjadi sebuah titik kecil, lalu
olen dua pasang scan coil discan-kan
dengan  frekuensi  variabel pada
permukaan sampel. Semakin kecil

berkas difokuskan semakin besar

resolusi lateral yang dicapai (Sujatno et
al., 2015).

Prosedur kerja dengan metode
SEM vyaitu setelah menyelesaikan molt
ke L4, larva dikeluarkan dari kultur
untuk studi SEM selama 1-9 minggu.
Selain itu, L3 yang baru dikumpulkan
dari ikan juga diperiksa dengan SEM
untuk dibandingkan dengan L4. Semua
larva yang terkumpul dimasukkan ke
dalam etanol 70% (v / v) panas dan
diawetkan untuk persiapan pemeriksaan
dengan SEM. Larva yang diikat
menjalani pengeringan titik kritis dan
dipotong menjadi 3 bagian, sehingga
menghindari distorsi larva yang terjadi
jika dipotong saat segar atau hanya
diikat. Bagian anterior dan posterior
dipisahkan untuk persiapan SEM
sementara bagian silinder kecil dari
bagian  tengah  digunakan  untuk

identifikasi molekuler (Molina-

Fernandez et al., 2018).

Tabel 5. Kelebihan dan kekurangan SEM (Sumber: Choudhary dan Priyanka (2017).

No. | Kelebihan

Kekurangan

1. Penerapannya yang luas

Harganya mahal, berukuran besar dan
harus ditempatkan di area yang bebas
dari kemungkinan gangguan listrik,

VoL. VI No. 9
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magnet, atau getaran.

pencitraan tiga dimensi dan topografis
yang terperinci dan  informasi
serbaguna yang dikumpulkan dari
berbagai detector

Memerlukan pelatihan khusus untuk
mengoperasikan SEM serta dalam
menyiapkan sampel. Persiapan sampel
dapat menghasilkan artefak.

mudah dioperasikan dengan pelatihan

yang tepat dan kemajuan dalam
teknologi  komputer dan perangkat
lunak terkait membuat

pengoperasiannya mudah digunakan

SEM terbatas pada sampel anorganik
padat yang cukup kecil untuk muat di
dalam ruang vakum yang dapat
menangani tekanan vakum sedang.

Instrumen ini bekerja cepat, seringkali
menyelesaikan analisis SEI, BSE dan

membawa risiko kecil paparan radiasi
yang terkait dengan elektron yang

EDS dalam waktu kurang dari lima | tersebar dari bawah permukaan

menit sampel.

Selain itu, kelemahan teknik yang relatif singkat. Keuntungan
SEM memiliki menurut Lubis (2015), menggunakan PCR dalam

antara lain memerlukan kondisi vakum,
hanya mampu menganalisa permukaan
yang lebih
rendah dari TEM dan sampel yang

saja, memiliki resolusi
digunakan harus bahan yang konduktif,
jika tidak konduktor maka sampel perlu

dilapisi dengan logam seperti emas.

PCR-RFLP Chain
Raction-Restriction Fragment Length

(Polymerase

Polymorphism)

PCR-RFLP merupakan teknik RFLP
yang memanfaatkan amplifikasi DNA
dengan PCR yang mampu mendeteksi

adanya variasi genetik dalam waktu

VoL. VI No. 9

mengamplifikasi DNA adalah dapat
menghasilkan DNA dalam jumlah yang
banyak meskipun hanya dari beberapa
atau bahkan satu molekul DNA saja
dalam waktu vyang relatif
(White, 1996). PCR-RFLP

efektif dan efisien dalam mendeteksi

singkat

sangat

adanya variasi genetik.

Menurut Anshary (2011) uji
PCR-RFLP dilakukan
menggunakan 3 jenis enzim restriksi
yaitu Taq | (Takara), Hinf | (Roche) dan
Cfo/Hha I (Roche),
mengidentifikasi parasit Anisakis spp

dengan

untuk

menurut kriteria genetik yang telah

dikembangkan oleh D’Amelio et al.,
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2000. Hasil PCR diukur menggunakan
enzim restriksi dengan  mengikuti
protokol  pabrikan. Metode yang
digunakan untuk masing-masing enzim
restriksi  adalah  sebagai  berikut
(Anshary, 2011) :

1. Tag I (10 U/ul) (DNA hasil
PCRS8 ul, 10 x Taq I Buffer2
pl,0.1% BSA 2 pupl, Enzim
Restriksi Taq I1 pl, MiliQ7 pl).
Semua bahan-bahan tersebut
dicampur  dan  selanjutnya
dilakukan inkubasi pada suhu
65C selama 3-4 jam.
Selanjutnya ditambahkan 1/10
volume 10 x loading buffer
untuk  menghentikan  reaksi
enzim lalu diambil sebanyak 5
pl untuk elektroforesis pada Gel
untuk melihat fragmen-fragmen
DNA.

2. Hinf 1(10 U/ul) (DNA hasil
PCRS8 pl, 10 x SuRE/Cut Buffer

Tabel 6. Kelebihan dan kekurangan

Erwanto et al. (2012)).

H2 pl, Mili Q9.9 ul, Enzim
Restriksi0.1 pl). Diinkubasi pada
suhu 37C selama 3-4 jam.
Selanjutnya ditambahkan 1/10
volume 10 x loading buffer
untuk  menghentikan  reaksi
enzim lalu diambil sebanyak 5
pl untuk elektroforesis pada Gel
untuk melihat fragmen-fragmen
DNA.

3. Hha I (Cfo I) (10 U/ul)(DNA
hasil PCR8 pl, 10 x SuRE/Cut
Buffer L2 pl, MiliQ9.9 ul,
Enzim Restriksi0.1 pl). Inkubasi
pada suhu 37C selama 3—4 jam,
Selanjutnya ditambahkan 1/10
volume 10 x loading buffer
untuk  menghentikan  reaksi
enzim lalu diambil sebanyak 5
pl untuk elektroforesis pada gel
untuk melihat fragmen-fragmen
DNA.

PCR-RFLP (Sumber: Rasmussen (2012);

No. | Kelebihan

Kekurangan

1. | Harganya murah

Mengharuskan variasi menghasilkan atau
menghapus batasan tempat pengenalan

VoL. VI No. 9
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enzim
2. | Mudah didesain Beberapa enzim restriksi mahal harganya
3. | Berlaku untuk analisis | Genotipe yang tepat tidak dapat dicapai
polimorfisme nukleotida | jika terdapat lebih dari satu variasi
tunggal serta microindel nukleotida dalam tempat pengenalan
enzim restriksi.
4. | Tidak ada persyaratan untuk | Membutuhkan waktu yang relatif banyak
instrumen mahal
5. | Tidak ada persyaratan untuk | Waktu yang lama dari awal hingga
pelatihan ekstensif untuk | penyelesaian analisis
staf laboratorium
6. Tidak cocok untuk analisis hasil yang
tinggi
7. Membutuhkan waktu yang panjang karena

melalui dua tahap analisis penting yaitu
PCR itu sendiri dan pemotongan DNA
hasil PCR dengan enzim restriksi.

VoL. VI No. 9
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RT - PCR (Real Time-Polymerase
Chain Raction)

Polymerase Chain Reaction (PCR)
merupakan salah satu teknik amplifikasi
asam nukleat in vitro yang paling banyak
dipelajari dan digunakan secara luas.
PCR digunakan untuk menggandakan
jumlah  molekul DNA pada target
tertentu dengan menganalisis molekul
DNA baru yang berkomplemen dengan
molekul DNA target melalui enzim dan
oligonukleotida sebagai primer dalam
suatu thermocycler (Widayat et al.,
2019).

Prinsip kerja PCR real time adalah
mendeteksi dan mengkuantifikasi
reporter fluoresen. Sinyal fluoresen akan
meningkat seiring dengan bertambahnya
amplifikasi DNA PCR dalam reaksi
(Pardal, 2010).

Pengujian Real-Time PCR (RT-
PCR) dari sampel yang sama yang
dianalisis dengan LAMP juga dilakukan
untuk tujuan perbandingan dan sebagai
metode konfirmasi untuk hasil pengujian
LAMP. Amplifikasi RT-PCR dilakukan
dengan menggunakan bahan dan
mengikuti protokol tervalidasi yang
dijelaskan oleh (Cavalleroa et al., 2017).

Sensitivitas diagnostik

didefinisikan sebagai ukuran derajat

VoL. VI No. 9

untuk mendeteksi patogen target dalam
sampel, yang dapat menghasilkan
respons negatif palsu. Ini berkaitan
dengan jumlah patogen terendah yang
dapat dipercaya terdeteksi per pengujian
atau sampel (Lbépez et al., 2003).
Sensitivitas yang terlalu rendah sering
kali menyebabkan kesalahan palsu.
Dengan demikian, tingkat akurasi
diagnostik yang tinggi dicirikan oleh
kemampuan untuk mendeteksi, benar,
dan tepat mikro organisme target dari
sampel tanpa gangguan dari komponen
non target. Tingkat sensitivitas yang
tinggi dari metode molekuler
memungkinkan deteksi pra-gejala dan
kuantifikasi patogen (Alemu, 2014).
PCR  waktu nyata  memberikan
sensitivitas  tinggi untuk mendeteksi
DNA atau RNA karena kombinasi
amplifikasi yang dilakukan oleh langkah
PCR dan sistem deteksi (Bustin, 2000).
Spesifisitas teknik pemeriksaan RT-
PCR vyaitu

diagnostik didefinisikan sebagai ukuran

memiliki  kekhususan
sejauh mana metode dipengaruhi oleh
komponen non target yang ada dalam
sampel, yang dapat menghasilkan
respons positif palsu.

Salah satu keunggulan utama RT-

PCR adalah kecepatannya dalam
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menyediakan data yang andal. Ini
menguntungkan karena efisiensi dan laju
reaksi dapat dilihat (Schena et al., 2004).
Tes diagnostik molekuler ini
memberikan keuntungan yang signifikan
dan seringkali melengkapi teknik
tradisional mikroskop dan identifikasi
patogen berbasis kultur. Keuntungan dari
termasuk

diagnostik molekuler

kemampuan untuk mendeteksi
organisme tanpa pembiakan sebelumnya,
waktu pengerjaan yang lebih cepat,
potensi  hasil yang tinggi dan
kemampuan untuk  mengidentifikasi
spesies atau strain patogen (Chilvers,

2012).

SIMPULAN

Kesimpulan yang dapat diambil pada
studi literatur ini adalah metode yang
digunakan untuk mendeteksi Anisakis sp.
dengan tingkat akurasi rendah yaitu KIT,
LAMP Assay dan SEM, sedangkan
metode dengan tingkat akurasi tinggi
yaitu PCR-RFLP dan RT-PCR.

Metode yang paling efektif digunakan
untuk mendeteksi Anisakis sp. adalah
PCR-RFLP dan RT-PCR karena waktu
pengerjaannya cepat dan memberikan

potensi hasil yang tinggi.

VoL. VI No. 9

Saran

Saran yang dapat diberikan dari hasil
kajian studi literatur ini adalah perlu
dilakukan  kajian lebih  mendalam
mengenai metode lain yang dapat
digunakan untuk mendeteksi Anisakis,
bagi peneliti lain yang ingin mendeteksi
Anisakis dapat menggunakan metode
PCR-RFLP dan RT-PCR Kkarena
memberikan hasil yang cukup akurat
dalam waktu yang cepat dan bagi
pemerintah diharapkan dapat
menyediakan laboratorium rujukan dan
tambahan alat yang dapat mendukung
proses deteksi Anisakis sp..
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