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PENDAHULUAN HASIL PENELITIAN

Tripanosomiasis hewan merupakan penyakit parasit endemik yang sangat Uji Sentrifugasi Mikrohematokrit

mempengaruhi sosioekonomi dan produktivitas hewan di dunia'#, dengan total d Tripanosoma berhasil dideteksi pada 1 dari 13 (7,63%) sapi di Banda Aceh, 8

kerugian lebih dari 1,5 milyar dolar per tahun?. dari 86 (9,3%) sapi di Aceh Besar dan pada 18 dari 50 (36%) sapi di Pidie
Salah satu Trypanozoon patogen penyebab tripanosomiasis hewan adalah Jaya.

Trypanosoma evansi (T. evansi).

T. evansi disebarkan secara mekanis dan menginfeksi ternak piara dan hewan .-
liar daerah tropis dan subtropis Afrika Utara, Asia Tenggara, Amerika Tengah N° o mpe' J“ah
dan Selat-anz’ >0 _ | o | »  BandaAceh 13 1 7.69 1 7.69
d T. evansi secara biologi sangat mirip dengan T. equiperdum’, dan secara 3 Pidie Jaya 50 18 36,00 32 64,00
morfologi sukar dibedakan dari T. brucei and T. equiperdum?-8. Ul 149 27 18,12 41 27.52
d Strain T. evansi dari sumber inang dan daerah geografi berbeda sukar Konfirmasi Molekuler berdasarkan Gen RoTat1.2
dibedakan?®. A Dari konfirmasi molekuler terhadap isolat yang diperoleh hasil bahwa sampel
J Karakterisasi molekuler menunjukkan strain T. evansi yang diisolasi di Asia, yang terdeteksi positif mengandung DNA T. evansi di daerah Pidie jaya
Afrika dan Amerika Selatan sangat homogen™®. | bertambah dari 18 menjadi 32 sehingga prevalensi trypanosomiasis pada
- Metode molekuler dengan marker spesifik dilakukan di banyak negara untuk ternak sapi yang diperiksa di daerah tersebut meningkat dari 36% menjadi
karakterisasi lebih baik : 64%.
» Amplifikasi PCR gen dengan primer TBRY, TEPAN??, TE2249/225013 d Hasil ini menunjukkan bahwa deteksi tripanosomiasis dengan metode
> dan ROTat_14'15 _ 5 | molekuler prevalensi dengan menggunakan primer spesifik mengenali
> Teknik lain yang dikatakan spesifik dan cepat adalah loop-mediated fragmen DNA Rotat.1.2 T. evansi memberikan hasil yang lebih akurat.
isothermal amplification (LAMP)'* dan Tagman*’. d Temuan ini sejalan dengan hasil pernyataan bahwa penggunaan metode
d Penelitian epidemiologi menunjukkan variasi prevalensi tripanosomiasis pada molekuler seperti PCR dengan primer yang mengenali urutan DNA yang
sapi dan kebau di sejumlah daerah di Aceh seperti Aceh Besar, Aceh Barat, spesifik mampu memberikan hasil identifikasi yang lebih tinggi dalam
Aceh Utara dan Simeulue-®. mendeteksi keberadaan mikroorganisme?®.
 Jenis tripanosoma penyebabkan tripanosomiasis di Aceh tidak diketahui
karena belum dilakukan karakterisasi molekuler dan uji filogenetik. Konfirmasi Molekuler berdasarkan Gen RoTat1.2

d Amplifikasi PCR gen repetitive sequence T. evansi (T. evansi repetitive
sequence, TR) menggunakan primer TR3/TR4 dilakukan terhadap 10 sampel
DNA menunjukkan fragmen DNA TR berukuran 257 bp?® berhasil
diamplifikasi dari semua sampel.

METODE PENELITIAN d Beberapa produk PCR disekuensing dengan jasa komersial PT Genetica
Science Indonesia. Urutan nukleotida) yang diperoleh kemudian ditentukan
_okasi Penelitian kesamaannya satu sama lain dan dengan satu urutan gen TR T. evansi
RPH Kota Banda Aceh, peternakan di Pidie Jaya, Lab. Diagnostik Dinas negara lain menggunakan program Clustal Omega daring.
Peternakan Pidie Jaya, Lab. Riset dan Lab Parasitologi FKH UNSYIAH. _
Strain H4 ALOO1 ALO0O2 ALOO3 ALO0O4 ALOOS
Subjek dan Sampel Penelitian ™ gy 0 = o e
: . : : ALO01 88.0 _ 81.8 95.7 78.8 89.9
Subjek adalah 149 ekor sapi lokal umur 1-8 tahun (13 di Banda Aceh, 86 di Aceh
R S, . : : . : : AL002 80.0 81.8 _ 89.5 86.6 79.0
Besar dan 50 di Pidie Jaya). Darah (2-3 ml) diambil dari vena jugularis subjek ALOO3 or 1 oc 7 »s N 00 004
. B s . 1: . . . . .
dengan venoject Vacutainer™ dan antikoagulan EDTA*°. ALOod o1 o g o %o N oy
Deteksi Tripanosoma pada sampel darah: ALO05 77.8 899 790 90.4 779 R
Dengan metode Sentrifugasi mikrohematokrit16 a  Anaisis HOygcericluk 150Iidl 1. evdllsl ydIllg udiperolicerl, DdiKk sSdlu sdilla Idlrfl
; (AlO01-Al005) maupun dengan urutan isolat negara lain (H4) dilakukan
Isolasi DNA Tripanosoma menggunakan program Muscle daring.

DNA genom diisolasi dengan kit Wizard™ DNA Purification kit (Promega).

Al0O4 0.31084

Konfirmasi Molekuler dengan PCR AlD03 0.24594
Gen RoTatl.2 (205 bp) diamplifikasi dengan primer 5'-GCGGGGTGTTTAAAGCA | Al002 0.27083
ATA-3' (forward) dan 5'-ATTAGTGCTGCGTGTGTTCG-3' (reverse)?*+2°>, Reaksi i:gg; gggg;i

PCR (25 pl) mengandung 50 ng DNA dan 12.5 ul master mix (Promega). Kondisi
PCR (41 siklus): predenaturasi 94° C, 3 menit (min); denaturasi 94° C, 1 min;
anealling 57° C,1 min; Ekstensi 72° C, 1 min; ekstensi akhir 72° C, 5 min.
Elektroforesis (80V, 1 jam) pada agarosa 1.5% mengandung GelRed 1 ug/ml?°,

d Trypanosoma evansi isolat Aceh terdapat pada tiga kluster terpisah dalam
pohon filogenetik. Kluster 1 terdiri atas isolat AI0O03 dan Al004, kluster 2 terdiri
dari isolat Al002, dan kluster 3 terdiri atas isolat AI0O0O1 dan AlOO5.

Karakterisasi Molekuler T. evansi , H4 0 34955

DNA yang dengan uji konfirmasi PCR diamplifikasi dengan primer TR3 (5'- ' i:ggﬁ ggg?%
GCGCGGATTCTTTGCAGACGA-3') dan TR4 (5-TGCAGACACTGGAATGTTA | AlOO2 0 27205
CT-3)?’. Reaksi PCR (50 uyl) mengandung 100 ng DNA dan 25 pl master mix I | i:gg; gg;g;

(Promega). Kondisi/siklus PCR dan elektroforesis sama dengan yang digunakan
untuk PCR gen RoTatl.2. Produk (257 bp) dikirim ke PT Genetika Science untuk
disekuensing. Urutan DNA disejajarkan dengan program ClustalW daring. Pohon
filogenetik dibuat dengan program Muscle daring?’.

d Trypanosoma evansi isolat luar Indonesia (H4) lebih dekat kekerabatannya
dengan T. evansi isolat Aceh AIO03 dibandingkan T. evansi isolat Aceh lain.
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KESIMPULAN

1. Kabupaten Pidie Jaya memiliki tingkat prevalensi tripanosomiasis tertinggi (64%), diikuti olen Kabupaten Aceh Besar (9,30%) dan Kota Banda Aceh (7.69%).

2. Konfirmasi molekuler berdasarkan gen RoTatl.2 lebih sensitif dan spesifik dalam mendeteksi terdapatnya T. evansi dalam isolat klinis daripada metode mikrohematokrit.
3. Trypanosoma evansi isolat Aceh terdiri atas beberapa strain yang berbeda dan tidak sama dengan isolat luar Indonesia.
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