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INTISARI

Tujuan penelitian yang dilakukan yaitu : 1) Menganalisis kesesuaian profil darah
dan gambaran kinis patognomonis sapi yang mengalami parasitemia karena
Babesiosis, Theileriosis dan Anaplasmosis, 2) Mendiagnosa secara molekuler
Babesia, Theileria dan Anaplasma pada sapi di Gorontalo menggunakan single
PCR dan Multiplek PCR dan 3) Mengkarakterisasi secara molekuler Babesia,
Theileria dan Anaplasma pada sapi di Gorontalo untuk menilai karakteristik
molekuler dengan protozoa darah pada sapi di daerah lain. Untuk mencapai tujuan
tersebut maka metode penelitian yang digunakan yaitu meliputi 4 tahapan
penelitian yaitu tahap ke-1 pemeriksaan ulas darah tipis, tahap ke 2 pemeriksaan
derajat parasitemia, tahap ke-3 pemeriksaan menggunakan single PCR dan
multiplek PCR, yang sebelumnya didahului dengan melakukan : 1) isolasi DNA
protozoa darah, dan 2) desain primer. Penelitian terakhir atau tahap ke-4
melakukan sequencing Babesia sp., Theileria sp., dan Anaplasma sp. pada sapi
isolat Gorontalo.

Kata kunci : parasite darah, babesia, theileria, anaplasma, sapi, PCR, gorontalo,

viii



1. PENGANTAR

1.1 Latar Belakang

Protozoa darah seperti Babesia, Theileria, Trypanosoma dan Anaplasma
merupakan agen penyakit yang berpredileksi dalam sel darah dan hidup sebagai
parasit dalam tubuh host seperti sapi, kerbau dan kambing. Pada umumnya, agen
penyakit tersebut akan mengakibatkan sel darah merah (eryfrosyf) maupun sel
darah putih (leukosit) mengalami kerusakan. Kerusakan pada sel darah merah
akan berdampak secara klinis pada hewan, dimana hewan tersebut akan
mengalami kekurangan sel darah merah (anemia). Komponen sel darah merah
sangat penting peranannya dalam membawa nutrisi, oksigen, hormon dan zat lain
yang diperlukan tubuh untuk melakukan metabolisme. Pada saat kondisi anemia,
maka metabolisme nutrisi makanan dan hormon akan terganggu sehingga hewan
yang terpapar protozoa darah tersebut akan mengalami kesulitan untuk tumbuh
berkembang dan bereproduksi secara baik.

Sapi yang mengalami anemia pada saat diukur jumlah sel darah merahnya
menggunakan alat hematology analyzer akan mengalami penurunan jumlahnya.
Roland et al. (2014) menyatakan bahwa kisaran normal sel darah merah sapi bali
berkisar 4,9-10x106 pl. Dalam pemeriksaan secara klinis sapi yang mengalami
anemia bagian mukosa kelopak mata bagian dalam dan mukosa mulut akan
terlihat putih pucat yang berbeda dengan sapi normal, mukosa akan terlihat

kemerahan (Aziz et al., 2019).



Beberapa referensi meginformasikan bahwa agen penyakit tersebut akan
mengakibatkan penyakit yang mengakibatkan peternak sapi menderita kerugian.
Babesiosis merupakan penyakit oleh protozoa darah yang menimbulkan dampak
kerugian ekonomi yang besar pada usaha ternak sapi dan menjadi salah satu
penyakit parasit darah penting dibanding dengan penyakit parasit lainnya.
Babesiosis menyebabkan hemolitik anemia, anoreksia, penyakit kuning, demam,
gejala syaraf pusat, dan hemoglobinuria. Beberapa spesies sangat pathogen
sehingga menyebabkan kematian akibat infeksi (Anbu et al., 2020).

Anaplasmosis yang disebabkan oleh Anaplasma Marginale sangat patogen
terutama pada ternak muda sampai dengan umur dua tahun. Ternak penderita akan
mengalami anemia dan kekuningan. Gejala  klinis pada ruminansia
berupa anemia, demam, kehilangan berat badan, kekuningan (jaundice),
hemoglobinuria, penurunan produksi susu, abortus, dan akhirnya mengalami
kematian. Whittier et al. (2019) menyatakan bahwa Anaplasmosis pada sapi
potong dan sapi perah ditandai adanya demam, anemia, dan kekuningan.

Theileriosis menyebabkan kerugian ternak cukup besar, terutama peternakan
di daerah sub tropis dan tropis, akibat penurunan berat badan, terlambatnya proses
pencapaian target berat badan, penurunan produki dalam satu generasi/ keturunan,
penurunan kualitas daging, pengafkiran karkas atau organ, penurunan produksi
susu dan kanker atau kerusakan kulit (Tretina et al., 2015). Theileriosis juga
mengakibatkan anemia hemolitik, hipoksia dan vaskulitis (Fartashvand et al.,

2013).



Penularan ketiga agen parasit tersebut diketahui dapat terjadi melalui perantara
vektor mekanik maupun vektor biologi. Vektor mekanik misalnya melalui alat
suntik, alat bedah dan vektor biologi bisa melalui ektoparasit seperti caplak.
Keberadaan caplak sebagai vektor sangat berperan penting dalam penularan
penyakit tersebut. Hasil penelitian tentang ragam ektoparasit pada sapi di
Kabupaten Gorontalo Utara yang dilakukan oleh Solang (2015), telah menemukan
adanya infestasi ektoparasit pada tubuh sapi disana. Dari hasil kegiatan
pengabdian yang dilakukan oleh penulis juga telah menemukan dari 58 sapi yang
diberikan pelayanan kesehatan hewan, 35 ekor sapi diantara terdapat infestasi
ektoparasit baik di dada, telinga, gelambir maupun bagian tubuh lainnya.

Patut diduga adanya infestasi caplak tersebut telah membawa dan menularkan
agen parasit darah. Pada tahun 2015 dan 2016, sebagai tindak lanjut dari hasil
penelitian dan pengabdian, Sayuti dan Nugroho melakukan penelitian tentang
situasi penyakit parasiter pada sapi di Gorontalo dan salah satu hasilnya telah
menemukan adanya Babesia sp., Theileria sp., dan Anaplasma sp., pada sapi di
Gorontalo. Keberadaan protozoa darah pada sapi di Gorontalo tersebut, secara
tidak langsung berpotensi menjadi salah satu faktor penghambat dalam
pengembangan peternakan sapi di Gorontalo.

Upaya pengendalian penyakit oleh agen parasit darah pada sapi di Gorontalo perlu
dilakukan. Hal ini penting, karena ternak sapi merupakan salah satu hewan ternak yang
menjadi pioritas unggulan pemerintah Provinsi Gorontalo untuk dikembangkan dan

diharapkan dapat meningkatkan kesejahteraan masyarakat Gorontalo.



Apabila ditinjau dari program pelayanan kesehatan hewan yang dilakukan oleh
pemerintah daerah melalui dinas terkait, belum terlihat penanganan yang khusus
di programkan dalam rangka melakukan eliminasi agen protozoa darah. Hal
tersebut dapat terjadi karena tidak adanya data diagnosa laboratorium yang akurat
terkait adanya penyakit protozoa tersebut pada sapi.

Program surveilans secara berkelanjutan merupakan salah satu upaya yang
baik dalam upaya pencegahan secara dini munculnya penyakit parasit darah.
Surveilans penyakit parasit darah salah satunya bisa dilakukan dengan melakukan
pemeriksaan ulas darah tipis dengan mengamatinya langsung menggunakan alat
bantu mikroskop. Pemeriksaan ulas darah mengalami kekurangan apabila
parasetemia yang terjadi belum parah, sehingga hewan yang baru terpapar
protozoa pada saat diperiksa akan diperoleh hasil negatif dan lolos dari program
eliminasi. Perlu dilakukan upaya diagnosa yang memiliki sensitifitas dan
spesifitas yang tinggi untuk mendeteksi adanya agen protozoa darah tersebut.

Secara molekular, diagnosa parasit darah dapat dilakukan dengan
menggunakan metode pemeriksaan berbasis DNA parasit yaitu Polimerase Chain
Reaction (PCR) dengan berbagai macam penanda molekular yang spesifik.
Metode diagnosa ini dapat mengatasi kekurangan dari metode pemeriksaan ulas
darah tipis. Sapi yang baru terinfeksi parasit darah, akan memerlukan waktu
beberapa hari untuk mencapai parasitemia yang parah, sehingga sapi yang baru
terifeksi pada saat dilakukan pemeriksaan darah menggunakan ulas darah tipis

sulit terdeteksi. Pengamatan Anaplasma sp., pada sediaan ulas darah juga dapat



dikelirukan dengan artifact di preparat ulas darah sehingga berpotensi

menghasilkan diagnosa negatif palsu.

Munculnya penyakit dapat dipengaruhi oleh tiga faktor yaitu host, agen dan
lingkungan. Adanya perbedaan lingkungan secara bertahap akan menyebabkan
host dan agen mengalami adaptasi. Adaptasi yang terjadi bisa mengakibatkan
adanya perbedaan karakter di host dan agen antara daerah yang satu dengan
daerah lainnya. Demikian halnya dengan kondisi sapi di Gorontalo, perbedaan
lingkungan dan cara pemeliharaan ternak yang rata-rata masih bersifat ekstensif
akan mengakibatkan adanya adaptasi dari sapi dan penyakit parasiter yang
menyerangnya. Permasalahan yang sering muncul dalam pemeliharaan ternak sapi
dilapangan yaitu sulit membedakan secara klinis seekor sapi yang menderita
Babesiosis, Theileriosis maupun Anaplasmosis. Sapi yang mengalami kekurusan
dan secara kasat mata terlihat bulu kusam, anemia dan terdapat infestasi
ektoparasit belum bisa diketahui status kondisinya secara pasti. Oleh sebab itu,
penelitian ini berusaha mengetahui beberapa permasalahan, yaitu:

a. Bagaimana keseuaian profil darah dan gambaran klinis patognomonis sapi
yang mengalami parasitemia karena Babesiosis, Theileriosis dan
Anaplasmosis ?

b. Bagaimana keberadaan Babesia, Theileria dan Anaplasma yang dikonfirmasi
menggunakan single PCR dan Multiplek PCR?

c. Bagaimana karakteristik molekuler dari Babesia, Theileria dan Anaplasma

pada sapi di Gorontalo ?



1.2 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian yang dilakukan yaitu :

a. Menganalisis kesesuaian profil darah dan gambaran kinis patognomonis sapi
yang mengalami parasitemia karena Babesiosis, Theileriosis dan
Anaplasmosis.

b. Mendiagnosa secara molekuler Babesia, Theileria dan Anaplasma pada sapi
di Gorontalo menggunakan single PCR dan Multiplek PCR.

C. Mengkarakterisasi secara molekuler Babesia, Theileria dan Anaplasma pada
sapi di Gorontalo untuk menilai karakteristik molekuler dengan protozoa

darah pada sapi di daerah lain.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Kajian Pustaka
a. Penyakit Parasit Darah Pada Sapi

Penyakit parasit darah merupakan masalah kesehatan karena menimbulkan
kerugian ekonomi pada ternak sapi. Kerugian tersebut berupa pertumbuhan yang
terhambat, penurunan berat badan, penurunan daya Kkerja, penurunan daya
reproduksi, penurunan produksi susu dan abortus. Apabila mengalami infeksi
berat dan tidak dilakukan pengobatan, dapat menyebabkan kematian, terutama
pada hewan muda. Beberapa penyakit parasit darah tersebut diantaranya adalah

Babesiosis, Theileriosis dan Anaplasmosis.

b. Babesiosis, Theileriosis dan Anaplasmosis

Babesiosis, Theileriosis dan Anaplasmosis adalah penyakit menular pada sapi
yang disebabkan oleh protozoa darah yang merusak sel darah merah dan sel darah
putih sapi. Ketiga penyakit tersebut merupakan penyakit parasit penting di daerah
tropis seperti Indonesia dan sering menyerang sapi-sapi yang dipelihara secara
ekstensif seperti digembalakan lapangan, perkebunan padang rumput. Cara
penularannya dapat melalui perantara gigitan caplak, alat suntik dan alat bedah.

Cara penularan ketiga penyakit ini memiliki kesamaan yaitu melalui hewan
perantara atau vektor yang hidup bebas di tubuh sapi seperti caplak dan lalat.
Infestasi caplak dan ektoparasit lainnya sangat mudah ditemui pada sapi-sapi yang

dipelihara dengan cara melepasliarkan di padang penggembalaan, lapangan



perkebunan kelapa dan persawahan. Vektor tersebut dapat dengan mudah
menularkan penyakit karena siklus hidup dari ketiga protozoa darah tersebut
terdapat dalam tubuh vektor. Berdasarkan tahap reproduksinya, perkembangan
protozoa darah ini dapat dibagi menjadi 3 kelompok, yaitu 1) Gamogoni (formasi
dan fusi gamet di dalam usus caplak); 2) Sporogoni (reproduksi aseksual dalam
kelenjar ludah); dan Merogoni (reproduksi aseksual pada inang vertebrata) seperti

yang tersaji pada Gambar 1.
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Gambar 1. Siklus hidup dari Babesia sp., Theileria sp., dan Anaplasma sp
(Hakimi et al., 2021)

Siklus hidup dari ketiga protozoa darah ini hamper serupa, yaitu dimulai dari
sporozoit yang berada di dalam kelenjar ludah vektor (caplak) akan berpenetrasi

ke dalam sel darah merah host, selanjutnya protozoa ini akan berkembang di



dalam sel darah merah dan berubah menjadi bentuk tropozoit, yang kemudian
berdiferensiasi dan bertunas dua atau empat membentuk merozoit. Bentukan
merozoit yang telah tumbuh sempurna akan merusak sel darah merah dan pindah
ke sel darah merah yang baru. Siklus ini terus berlanjut sampai tingkat
parasitemianya tinggi dan menyebabkan kematian host. Siklus berikutnya terjadi
di dalam tubuh vektor dimana sel darah host yang mengandung merozoit terhisap
masuk kedalam tubuh vektor. Dalam tubuh vektor terjadi perubahan menjadi
zygote, Kinete dan terakhir menjadi sporozoit lagi yang siap menginfeksi host lain
melalui perantara gigitan vektor.

Penelitian tentang protozoa darah tersebut pada sapi di Gorontalo pernah
dilaporkan oleh Sayuti dan Nugroho (2018) pada tahun 2015. Hasil penelitian
menemukan adanya Babesiosis, Theileriosis dan Anaplasmosis dengan prevalensi
yang cukup tinggi. Pakaya (2016) melakukan penelitian tentang investigasi
Babesiosis pada sapi di Kabupaten Gorontalo Utara dan hasil yang diperoleh
menemukan adanya kasus penyakit tersebut dengan proporsi positif sebesar 73%.
Nugroho et al. (2022) juga melaporkan adanya kasus Theileriosis pada sapi di
Kabupaten Pohuwato dengan proposi positif sebesar 31 %. Beberapa penelitian
lain tentang penyakit protozoa darah di Indonesi juga pernah dilaporkan oleh
Anggraini et al. (2019) yang melaporkan adanya kasus Theileriosis sebasar 0,5%,
dan Anaplasmosis sebesar 11%.

Dari hasil beberapa laporan penelitian diatas, metode diagnosa penyakit yang

digunakan yaitu melalui pemeriksaan ulas darah tipis yang selanjutnya diamati
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menggunakan mikroskop pembesaran 1000 kali. Seiring kemajuan teknologi,
diagnosa parasite darah berbasis DNA juga telah banyak dilakukan, contohnya
seperti Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) atau Polymerase Chain

Reaction (PCR).

c. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Dalam buku Teori dan Aplikasi Polymerase Chain Reaction (PCR) oleh
Yuwono (2006), menjelaskan bahwa reaksi berantai polimerase (PCR) adalah
suatu metode enzimatis untuk melipatgandakan secara eksponensial suatu sekuen
nukleotida tertentu dengan cara in vitro. Metode PCR sangat sensitive.
Sensitivitas tersebut membuatnya dapat digunakan untuk melipatgandakan satu
molekul DNA. Kelebihan lain dari metode PCR adalah bahwa reaksi ini dapat
dilakukan dengan menggunakan komponen dalam jumlah sangat sedikit, misalnya
DNA cetakan yang diperlukan hanya sekitar 5 pg, oligonukleotida yang
diperlukan hanya sekitar 1 mM dan reaksi ini biasa dilakukan dalam volume 50-
100 pl. DNA cetakan yang digunakan juga tidak perlu dimurnikan terlebih dahulu
sehingga metode PCR dapat digunakan untuk melipatgandakan suatu sekuen
DNA dalam genom bakteri hanya dengan mencampurkan kultur bakteri di dalam
tabung PCR.

Konsep asli teknologi PCR mensyaratkan bahwa bagian tertentu sekuen DNA

yang akan dilipatgandakan harus diketahui terlebih dahulu sebelum proses



11

pelipatgandaan tersebut dapat dilakukan. Sekuen yang diketahui tersebut penting
untuk menediakan primer, yaitu suatu sekuen dalam reaksi berantai polimerase.

Prinsip dasar PCR memerlukan empat komponen utama pada prosesnya, yaitu
1) DNA cetakan, yaitu fragmen DNA vyang akan dilipatgandakan, 2)
Oligonukleotida primer, yaitu suatu sekuen oligonukleotida pendek (15-25 basa
nukleotida) yang digunakan untuk mengawalisintesis rantai DNA, 3)
deoksiribonukleotida trifosfat JdNTP), terdiri atas dATP, dCTP, dGTP, dTTP, dan
4) enzim DNA polimerase, yaitu enzim yang melakukan katalisis reaksi sintesis
rantai DNA. Komponen lain yang juga penting adalah senyawa buffer.

Reaksi pelipatgandaan suatu fragmen DNA dimulai dengan melakukan
denaturasi DNA template (cetakan) sehingga rantai DNA yang berantai ganda
(double stranded akan terpisah menjadi rantai tunggal (single stranded).
Denaturasi DNA dilakukan dengan menggunakanpanas (95°C) selama 1-2 menit,
kemudian suhu diturunkan menjadi 55°C sehingga primer akan “menempel”
(annealing) pada cetakan yang telah terpisah menjadi rantai tunggal. Primer akan
terbentuk jembatan hidrogen dengan cetakan pada daerah sekuen yang
komplementer dengan sekuen primer. Suhu 55°C yang digunakan untuk
penempelan primer pada dasarnya merupakan kompromi. Amplifikasi akan lebih
efisien jika dilakukan pada suhu yang lebih rendah (37°C), tetapi biasanya akan
terjadi mispriming yaitu penempelan primer pada tempat yang salah. Pada suhu
yang lebih tinggi (55°C), spesifitas reaksi amplifikasi akan meningkat, tetapi

secara keseluruhan efisiensinya akan menurun. Seiring kemajuan teknologi PCR,



12

sekarang telah banyak berkembang metode dalam penggunaan PCR.
Pengembangan itu salah satunya dengan melibatkan beberapa primer untuk
diamplifikasi atau sering disebut dengan multiplek PCR. Multiplek PCR berisi
berbagai macam set primer dengan campuran reagen PCR tunggal untuk
memproduksi amplikon dari berbagai ukuran spesifik terhadap sekuens DNA
yang berbeda dalam satu tube PSC secara bersamaan.

Beberapa hasil penelitian terkait penggunaan single PCR dan atau multiplek
PCR dalam mendiagnosa Babesiosis, Theileriosis dan Anaplasmosis diantaranya
dilakukan oleh Akbari et al. (2018) yang melakukan penelitian tentang deteksi
rarasit darah pada sapi perah berdasarkan analisis PCR Duplex. Berikutnya
Mappatunru (2021) melakukan deteksi Theileria orientalis dan Anaplasma
marginale pada sapi perah di Pangalengan, Kabupaten Bandung dengan metode
konvensional dan PCR Duplex. Penelitian tentang ketiga parasit darah
menggunakan PCR dan multiplek PCR diluar negeri juga telah dilakukan oleh
beberapa peneliti, diantaranya oleh Bilgic et al. (2010b); Bilgic et al. (2013a);
Birkenheuer et al. (2003); D'Oliveira et al. (1995); Kakati et al. (2015); Kolte et al

(2017); Kumar et al (2021); Peng et al (2020); dan Zhou et al (2016).

2.2 Landasan Teori
Lama waktu yang diperlukan oleh protozoa darah dari mulai menginfeksi
sampai terlihat diperedaran darah sekitar 7-10 hari. Oleh karena adanya periode

waktu untuk mencapai parasitemia, sehingga pada periode hari ke-1 sampai
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dengan hari ke-10, pada saat dilakukan pemeriksaan ulas darah tipis dan
selanjutnya diamati menggunakan mikroskop, akan mengakibatkan hasil negatif.
Selain hal tersebut, gejala klinis pada periode tersebut belum tampak. Lain hal
apabila periode infeksi sudah berhari-hari atau bahkan lebih dan kondisi
parasitemia sudah parah, kemungkinan gejala klinis akan muncul namun kondisi
sapi tentunya sudah parah. Menghindari kondisi penyakit menjadi lebih parah dan
menyebar, maka perlu upaya preventif dengan melakukan metode pemeriksaan
yang memiliki sensitifitas dan spesifitas tinggi serta efisien dengan melakukan
diagnosa menggunakan diagnosa molekuler yaitu multiplek PCR.

Adanya perbedaan lingkungan secara bertahap akan menyebabkan host dan
agen mengalami adaptasi. Adaptasi yang terjadi bisa mengakibatkan adanya
perbedaan karakter di host dan agen antara daerah yang satu dengan daerah
lainnya. Demikian halnya dengan kondisi sapi di Gorontalo, perbedaan
lingkungan dan cara pemeliharaan ternak yang rata-rata masih bersifat ekstensif
akan mengakibatkan adanya adaptasi dari sapi dan penyakit parasiter yang
menyerangnya. Berdasarkan hal tersebut maka akan dilakukan analisis sequen

dari Babesia sp., Theileria sp., dan Anaplasma sp., isolat Gorontalo.



3. METODE PENELITIAN

3.1 Populasi dan Sampel

Berdasarkan data Badan Pusat Statistik Kabupaten Gorontalo tahun 2022,
populasi ternak sapi di Kabupaten Gorontalo sebanyak 99.728 ekor yang tersebar
di 19 Kecamatan (Gambar 2). Sementara itu, sampel ternak sapi akan diambil

secara accidental sampling sebanyak 150 ekor.

PROGRAM STUE
FAKUL

/DI DOKTOR SAINS VETERINER
TAS KEDOKTFRAN HEWAN
UNIVERSITAS GAJAH

Gambar 2. Peta lokasi pengambilan sampel darah sapi di 19 Kecamatan di
Kabupaten Gorontalo.

Pelaksanaan penelitian dimulai bulan Maret sampai bulan Agustus 2023.
Penelitian terdiri dari 4 tahapan yaitu : 1) pemeriksaan ulas darah tipis untuk
periksa merozoit protozoa darah; 2) pemeriksaan derajat parasitemia; 3)
pemeriksaan single Polymerase Chain Reaction (PCR) dan Multiplek PCR; 4)
Sequencing Babesia, Theileria dan Anaplasma pada sapi isolat Gorontalo. Secara

ringkas diagram alur penelitian ini disajikan pada Gambar 3.
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Gambar 3. Bagan alur penelitian kajian molekuler protozoa darah pada sapi di
Gorontalo

Pemilihan sampel sapi tidak dibedakan ras sapi, umur sapi dan jenis kelamin.
Namun demikian, sapi yang akan diambil sampel darahnya dipilih dengan
beberapa kriteria gejala klinis, yaitu : kekurusan, anemia, bulu kusam dan terlihat
adanya infestasi ektoparasit ditubuhnya. Sampel darah dari sapi yang sehat juga
diambil sebagai data pembanding.

Spesifikasi sampel yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah darah
sapi yang diambil dari arteri auricularis dan vena jugularis. Sampel darah dari
arteri auricularis digunakan untuk pembuatan preparat ulas darah tipis untuk
keperluan melihat merozoit dari Babesia, Theileria dan Anaplasma. Sampel darah
dari vena jugularis ditampung dalam tabung yang terdapat antikuagulan Etilen
Diamin Tetra Asetat (EDTA). Selanjutnya, sampel ini akan digunakan untuk

keperluan pemeriksaan molekuler yaitu menggunakan PCR.
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a. Variabel Penelitian
Penelitian 1 : Pemeriksaan Ulas Darah Tipis

Penelitian tahap pertama ini menggunakan metode survei untuk mendapatkan
merozoit dari Babesia sp., Theileria sp., dan Anaplasma sp. secara accidental.
Bahan yang digunakan berupa darah sapi yang diambil arteri auricularis. Sebelum
diambil darahnya, sapi terlebih dahulu dilakukan perlakuan ”stressing” pada
telinga seperti menyentil telinga sapi dan atau menjemur sapi ditempat panas pada
beberapa menit. Selanjutnya, bahan yang digunakan dalam pembuatan preparat
ulas darah tipis, meliputi: aquades, methanol, giemsa 10% dan minyak emersi.
Sedangkan alat yang digunakan pada penelitian tahap ini, meliputi: objek glass,
lancet atau jarum ukuran 25 untuk pengambilan darah kapiler, pipet, staining jar,
kertas label, kotak preparat, mikroskop binokuler dan kamera digital.

Pembuatan preparat ulas darah tipis dilakukan sesaat setelah darah diambil
dilokasi pengambilan sampel. Pembuatan preparat diawali dengan meneteskan
darah yang diambil dari arteri auricularis pada ujung gelas objek pertama, dengan
perlahan ujung tepian gelas objek yang kedua ditempelkan menyentuh darah yang
diteteskan dan dikondisikan supaya merata. Setelah rata dengan tepian ujung,
gelas objek kedua didorong membentuk sudut 45 derajat sehingga terbentuk ulas
darah tipis. Sediaan ulas darah dikeringkan selama kurang lebih 1 menit dan
selanjutnya difiksasi dengan menggunakan methanol selama 5 menit. Setelah di
fiksasi, sediaan ulas darah dikeringkan, diberi label dan dimasukan ke dalam

kotak preparat untuk dibawa ke laboratorium untuk pewarnaan.



17

Pewarnaan ulas darah tipis menggunakan larutan giemsa 10% dengan
melakukan perendaman di dalam larutan giemsa tersebut selama 30 menit. Setelah
selesai direndam, preparat dicuci dengan aquades dan dikeringkan. Pemeriksaan
merozoit dari parasit darah diawali dengan meneteskan minyak emersi ke bagian
yang akan diamati menggunakan mikroskop. Selanjutnya pengamatan dilakukan
dengan mikroskop pembesaran seribu dan hasilnya didokumentasikan
menggunakan kamera digital dan analisis data dilakukan secara deskriptif. Hasil
yang diperoleh dikelompokan menjadi beberapa tipe yaitu :

1. Preparat sampel yang terdapat hanya merozoit Babesia

2. Preparat sampel yang terdapat hanya merozoit Theileria

3. Preparat sampel yang terdapat hanya merozoit Anaplasma

4. Preparat sampel yang terdapat hanya merozoit Babesia dan Theileria

5. Preparat sampel yang terdapat hanya merozoit Babesia dan Anaplasma

6. Preparat sampel yang terdapat hanya merozoit Babesia, Theileria dan
Anaplasma

7. Preparat sampel yang terdapat hanya merozoit Theileria dan Anaplasma.

Penelitian 2 : Pemeriksaan Derajat Parasitemia

Status berat-ringan penyakit yang disebabkan oleh agen parasit darah dapat
diukur melalui pemeriksaan derajat parasitemia. Pemeriksaan ulas darah
dilakukan dengan mikroskop pembesaran 1000 kali. Jumlah parasit intraseluler

darah dihitung pada lima lapang pandang. Derajat parasitemia dihitung
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berdasarkan jumlah sel darah merah yang terinfeksi merozoit dalam 200 sel darah
dalam satu lapang pandang. Penelitian pada tahap ke dua ini dianalisis secara

deskriptif.

Penelitian 3 : Pemeriksaan Menggunakan Single PCR dan Multiplek PCR

Sebelum melakukan pemeriksaan menggunakan single PCR dan Multiplek
PCR, maka terlebih dahulu dilakukan beberapa tahapan proses persiapan
penelitian yaitu isolasi DNA agen Babesia sp., Theileria sp., dan Anaplasma sp.
dan desain primer. Sampel darah yang digunakan untuk isolasi DNA protozoa
diambil melalui vena jugularis sapi. Sampel darah diambil menggunakan jarum
venoject steril yang terangkai dengan tabung yang berisi antikoagulan EDTA.
Sebanyak 3 ml darah diambil dan sesaat setelah dilakukan pengambilan darah,
tabung diputar membentuk angka delapan dengan tujuan melakukan homogenisasi
darah dengan antikoagulan sehingga sel-sel darah yang kemungkinan ada
merozoit protozoa tidak rusak. Tabung selanjutnya diberi label dan dimasukan ke
dalam box sampel yang didalamnya terdapat gel es dan selanjutnya dibawa ke
laboratorium untuk dilakukan isolasi DNA.
1. Isolasi DNA Protozoa Darah

Isolasi DNA protozoa menggunakan gSYNC DNA Extraction Kit. Sebanyak
1,5 ml sampel darah diambil dan ditambahkan 200 ul PBS dan 20 ul proteinase K
dan campurkan dengan menggunakan mikropipet. Kemudian inkubasi selama 5

menit pada suhu 60°C, setelah itu tambahkan 200 ul GSB Buffer dan
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dihomogenkan dengan menggunakan vortex. Sampel tersebut kemudian
diinkubasi selama 20 menit pada suhu 60°C. Setiap 5 menit tabung dibolak-
balikkan. Selama inkubasi, masukkan 200 ul Elution Buffer ke dalam tabung 1,5
ml baru dan inkubasi pada 60°C. Sebanyak 200 ul etanol absolut ditambahkan ke
dalam sampel dan dihomogenkan menggunakan vortex selama 10 detik.

Tahap berikutnya, letakkan GS Column ke dalam collection tube. Seluruh
sampel dipindahkan ke dalam GS Column. Selanjutnya dilakukan sentrifugasi
selama 1 menit dengan kecepatan 14.000 xg. Collection tube beserta larutan di
dalamnya dibuang. Letakkan GS column ke dalam collection tube baru. Sebanyak
400 ul W1 buffer ditambahkan ke dalam GS Column dan sentrifugasi dengan
kecepatan 14.000 xg selama 30 detik selanjutnya cairan yang tertampung dalam
collection tube dibuang, dan GS column di kembalikan ke collection tube.
Tambahkan kembali W1 Buffer ke dalam GS Column sebanyak 600 ul dan
sentrifugasi dengan kecepatan 14.000 xg selama 30 detik Cairan yang tertampung
dalam collection tube dibuang lagi dan kembalikan GS column ke collection tube.

Selanjutnya GS column pack disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 xg
selama 3 menit. Pindahkan GS column ke tabung 1,5 ml selanjutnya ditambahkan
40 ul Elution Buffer ke bagian tengah column. Biarkan pada suhu ruang selama 3
menit, Setelah 3 menit berselang, dilakukan sentrifugasi kembali dengan
kecepatan 14.000 x g selama 30 detik. DNA yang berhasil diisolasi disimpan
pada suhu -20°C. kualitas DNA hasil ekstraksi dianalisis dengan menggunakan

gel agarose sebanyak 1%, kemudian divisualisasi menggunakan GelDoc.
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2. Desain Primer Babesia, Theileria dan Anaplasma

Primer merupakan potongan DNA pendek utas tunggal (oligonukleotida),

panjang primer yang umum digunakan hanya berkisar antara 20 sampai 25 basa.

Primer merupakan salah satu bahan esensial yang diperlukan dalam PCR. Primer

berfungsi untuk menginisiasi proses amplifikasi PCR. Juga berfungsi untuk

membatasi daerah yang akan diamplifikasi pada reaksi PCR. Tanpa primer, reaksi

PCR tidak akan terjadi meskipun enzim dan komponen lainnya sudah tersedia.

Desain primer untuk reaksi PCR menggunakan NCBI atau Primer3Plus.

2.1. Tahapan Desain Primer menggunakan NCBI :

a)
b)

9

Membuka website blast dengan mengetikan https://blast.ncbi.nlm.nih.gov

Mencari menu Primer-BLAST dengan men-scroll tampilan utama, kemudian pilih
Primer-BLAST.

Muncul kolom-kolom yang akan digunakan dalam mencari desain primer DNA
Mencari sekuen DNA salah satu spesies yang akan dicari desain primernya seperti
pada Tabel 1.

Memasukan sequens DNA yang akan digunakan dalam membuat primer pada
kolom accession sequence. Pengaturan produk PCR disesuaikan supaya pada saat
amplifikasi band yang muncul dari ketiga primer mudah dibedakan. Suhu Tm (suhu
dimana strain DNA membuka separuhnya) menggunakan suhu standar.

Tahapan akhir tekan ikon Get Primer.

Muncul Graphical view menunjukkan proses sequencing (Forward-reverse) pada

DNA.
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Scroll kebawah untuk mendapatkan hasil primer report yang menunjukkan urutan
basa nitrogen yang berfungsi sebagai primer dari sequens DNA yang akan

digunakan.

2.2. Tahapan Desain Primer menggunakan Primer3 :

a)

b)

Sekuens nukleotida gen dari Babesia, Theileria dan Anaplasma diperoleh
dengan cara melakukan pencarian pada database National Center for

Biotechnology Information (NCBI) pada situs http://www.ncbi.nlm.nih.gov

menggunakan penelusuran di kotak pencaharian dengan kata kunci sesuai
dengan gen protozoa darah.

Sekuens nukleotida yang telah didapatkan di NCBI, disalin bagian “FASTA”
dan dianalisis pemilihan kandidat primer forward dan reverse dengan
menggunakan situs Primer3Plus, dengan alamat pada
http://primer3plus.com/cgibin/dev/primer3 plus.cgi.

Hasil yang diperoleh yaitu 5 kandidat primer forward dan reverse dengan
susunan basa nukleotida yang berbeda-beda. Analisis Primer Forward dan
Reverse dengan OligoAnalyzer 3.1 Hasil kandidat primer yang diperoleh
kemudian dianalisa dengan mempertimbangkan kriteria primer di dalam
program Integrated DNA Technologies '(IDT) OligoAnalyzer 3.1 dengan
menempelkan urutan primer ke dalam kotak urutan dan klik pada kotak
Analyze, Hairpin: Cross-Dimer dan SelfDimer.

Dalam mendesain primer diperlukan urutan pendek dari gene yang akan

digunakan. Beberapa gen dari protozoa darah tersaji dalam Tabel 1.



Tabel 1. Beberapa kandidat Gene protozoa darah yang digunakan dalam single dan multiplex PCR
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No | Protozoa Gene Primer (5°-3°) Referensi
1 B. bovis Bo(166var2A CAA GCATAC AAC CAG GTC Akbari et al.
ACC CCAGGCACATCC AGCTA (2018)
2 T. Anulata Cytob 1 ACTTTG GCC GTAATG TTA AAC Bilgic et al.
(312 bp) CTC TGG ACC AAC TGT TTG G’ (2010a)
3 T. orientalis MPSP GAA GAG GGATAC CGCATC AA Mappatunru
CAT CGG AAC CGA CGTAAACT (2021)
4 A. Marginale MSP5 GCA TAG CCT CCG CGT CTTTC Mappatunru
TCC TCG CCT TGG CCC TCA GA (2021)
5 T annulata Tams-1 TACTTGAAGCTTCCATGT TGTCCAGGACCAC | Kolte et al.
(846 bp) ATCTTGCTCGAGAAGGAAG (2017)
TAAAGGACTGATGA
6 T. orientalis MPSP CTTTGCCTAGGATACTT CCT Kakati et al.
(776 bp) ACGGCAAGTGGTGAGAA CT (2015)
7 A. marginale MAR1bB2 GCT CTAGCAGGT TATGCG TC Bilgig et al.
(265 bp) CTG CTT GGG AGA ATG CACCT (2013b)
8 B. bovis Bovar 2A CAA GCA TAC AAC CAG GTGG Bilgic et al.
(166 bp) ACC CCA GGC ACATCC AGCTA (2013b)
9 T. annulata Spm?2 ATGA GACA AAAG AAAG TAAA GACCA Kumar et al.
(313 bp) GAAG TTCCCTGG TTATTTTG GTC (2021)
10 | B. bigemina Apocytochrome b | TTGGGCACTTCGTTATTTCC Kumar et al.
(205 bp) TGTTGCTCCCCAGTAACTCA (2021)
11 | A. marginale 16S rRNA GGGGTAATGGCCTACCAAG Kumar et al.
(422 bp) CTACGAATTTCACCTCTACACTAGGA (2021)
12 | T annulata 30-kDa GTAACCTTT AAAAACGT D’Oliveira et
(721 bp) GTT ACG AACATGGGT TT al. (1995)
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13 | Babesia spp. 18S rRNA GTT GAT CCT GCC AGT AGT Birkenheuer et
(339 bp) AAC CTT GTT ACGACTTCTC al. (2003)
14 | B. bigemina BiA CAT CTAATT TCT CTC CAT ACCCCT CC Canever et al.
(278 bp) CCT CGG CTT CAACTC TGA TGC CAA AG (2014)
15 | B. bovis BoF BoR CAC GAG GAA GGA ACT ACCGAT GTT GA Canever et al.
(356 bp) CCA AGG AGC TTC AAC GTA CGA GGT CA (2014)
16 | A. marginale 1773F TGT GCT TAT GGC AGACATTTCC Canever et al.
(1000 bp) AAA CCT TGT AGC CCC AACTTATCC (2014)
17 | A. phagocytophilum | 16S Rrna GAGTAATTGCAGCCAGGCACTCTAGTGCTGA | Peng et al.
(172 bp) ATGT (2020)
GGGGATAATTTATCTCCGTG
CTAATCTCCATGTCAAGGAGTGGTAAGGTTT
18 | B. bigemina BbiRAP-1a Zhou et al.
(2016)
19 | T annulata Tams-1 Zhou et al.
(2016)
20 | T orientalis ToMPSP Zhou et al.
(2016)
21 | A. marginale AmMSP4 Zhou et al.

(2016)
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3. Diagnosa Babesia, Theileria dan Anaplasma Menggunakan Single PCR
Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah suatu teknik sintesis dan amplifikasi
DNA secara in vitro. Teknik PCR dapat digunakan untuk mengamplifikasi segmen
DNA dalam jumlah jutaan kali hanya dalam beberapa jam. PCR dapat
menggandakan jumlah molekul DNA pada target tertentu dengan cara mensintesis
molekul DNA baru yang komplemen dengan DNA target tersebut melalui bantuan
enzim dan oligonukleotida sebagai primer dalam suatu alat yang
disebut thermocycler. Reaksi PCR membutuhkan bahan utama antara lain DNA
template, DNA polymerase, primer, deoksinukleosida trifosfat (ANTPs), serta
larutan buffer. Prinsip dasar metode PCR ada 3 yaitu denaturasi (pemutusan untai
ganda DNA menjadi untai tunggal), annealing (penempelan primer pada daerah

target), dan elongasi (proses pemanjangan rantai DNA target).

4. Diagnosa Babesia, Theileria dan Anaplasma Menggunakan Multiplek PCR

Multiplex PCR adalah adaptasi dari teknik PCR yang memungkinkan
amplifikasi secara simultan dari berbagai sekuen gen. Multiplex PCR berisi
berbagai macam set primer dengan campuran reagen PCR tunggal untuk
memproduksi amplikon dari berbagai ukuran yang spesifik terhadap sekuens
DNA yang berbeda dalam satu tube PSC secara bersamaan. Dengan pentargetan
gen sekaligus, informasi tambahan dapat diperoleh dari running-test tunggal yang
tidak akan membutuhkan beberapa kali reagen dan lebih banyak waktu untuk

melakukan. Temperatur pada tahapan annealing harus dioptimasi untuk tiap set
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primer agar dapat bekerja dengan baik dalam suatu reaksi tunggal, serta ukuran
amplikon. Dengan kata lain multiplek PCR akan lebih menghemat waktu, reagen

dan sampel.

5. Amplifikasi Hasil PCR

Sampel yang telah diuji PCR diambil 6 pL kemudian ditambahkan dengan 1 pL
larutan loading dye buffer. Larutan dihomogenkan dan dimasukkan ke dalam
sumur gel. Agarose gel 2% dielektroforesis dengan kondisi tegangan 100 V
selama 45 menit. Produk PCR divisualisasikan pada Agarose gel dibawah sinar
UV transilluminator. Pita DNA produk PCR dibandingkan dengan Marka
ukuran DNA. Sampel dinyatakan positif jika terlilhat pita DNA berukuran

tertentu sesuai dengan referensi panjang fragmen DNA yang diamplifikasi.

Metode Penelitian 4 : Sequencing
Sequencing Babesia, Theileria dan Anaplasma pada sapi isolat Gorontalo

menggunakan metode sanger dan selanjutnya dilakukan analisis bioinformatika.
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Komentar

1.

5.

6.
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menyelesaikan masalah penyakit pada ternak sapi yang disebabkan protozoa dalam darah.
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Saran

I.

2.
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