Deteksi Molekuler Blastocystis
sp. pada Babi Terinfeksi di
Kabupaten Tabanan dan
Badung, Provinsi Bali, Indonesia

by Mufasirin Mufasirin

Submission date: 12-Apr-2021 12:57PM (UTC+0800)

Submission ID: 1556791757

File name: Bukti_C_02_Deteksi_molekuler_Blastocystis_sp.....pdf (138.78K)
Word count: 3192

Character count: 18695



| Veteriner Juni 2020 Vol. 21 No. 2: 227-233

pISSN: 1411-8327; eISSN: 2477-5665 DOL: 10.19087/jveteriner.2020.21.2.227
Terakreditasi Nasional, Dirjen Penguatan Riset dan Pengembangan, online pada http://ojs.unud.ac.id/index.php/jvet

Kemenrisiek Dikti RI S.K. No. 36a/E/KPT/2016

Deteksi Molekuler Blastocystis sp.
pada Babi Terinfeksi di Kabupaten Tabanan
dan Badung, Provinsi Bali, Indonesia

(MOLECULARDETECTION OF BLASTOCYSTISINFECTION IN PIGS
ATTABANANAND BADUNG DISTRICT, BALIPROVINCE, INDONESIA)

Doohan Mahendra?', Lucia Tri Suwanti®*’,
Nunuk Dyah Retno Lastuti?, Mufasirin®!,
Endang Suprihati?, Wiwik Misaco Yuniarti?,
Ni Komang Aprilina Widisuputri!

IMahasiswa Magister, ImuBnyakit
dan Kesehatan Masyarakat Veteriner,

Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Airlangga
“Departemen Parasitologi, "Departemen Klinik Veteriner,
Fakultas Kedokteran Hewan, [fiversitas Airlangga,
‘Institute of Tropical Disease, Universitas Airlangga
Kampus C, JL. Mulyorejo, Kota Surabaya, Jawa Timur, Indonesia
Telepon +6281226094872, 5993016; Fax. ) 31 5993015
*Lucia Tri Suwanti, email: tswanti@gmail.com

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi infeksi Blastocystis secara morfologi dan molekuler
pada babi di Kabupaten Tabanan dan Badung, Provinsi Bali, Indonesia. Sampel feses babi sebanyak 100
sampel diambil dari daerah Tabanan dan Badung, masing-masing sebanyak 50 sampel. Blastocystis sp.
diisolasi dan diidentifikasi secara mikroskopis dan selanjutnya dikonfirmasi dengan metode Polymerase
Chain Reaction (PCR) sebagai metode identifikasi secara molekuler sebanyalk 63% (63/100). Blastocysiis
ditemukan dalam feses babi yang berasal dari dua kawasan tersebut. 27 sampel positif Blastocystis
berasal dari Badung dan 36 berasal dari Tabanan. Selanjutnya diambil sepuluh sampel (masing-
masing kawasan diambil lima sampel) dilakukan uji konfirmasi menggunakan metode PCR dan
didapatkan 60% (6/10) sampel positif, dua sampel dari Badung dan empat sampel dari Tabanan. Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa pada babi vang terlihat sehat, ternyata juga mengandung parasit
vang berpotensi menyebarkan penyvakit ke manusia. Oleh karena itu, tingginya kasus Blastocystis pada
babi, dapat menjadi alarm atau peringatan untuk dapat melakukan pencegahan terhadap infeksi
Blastocystis karena peran serta hewan ternak dapat berpotensi sebagai reservoir dalam penyebaran
penyakit.

Kata-kata kunei: babi; blastoeysiis; mikroskopis; PCR

ABSTRACT

This study aims to identify morphology anmolccular of Blastocystisinfection in pigs in the Tabanan
and Badung District, Bali Provinee, Indonesia. 100 samples of pig stool were taken, fifty samples from the
anan and fifty samples from Badung District. Blastocystis sp. isolated and identified microscopically
and confirmed by polymerase chain reaction (PCR) as a molecular identification method. 63% (63/100)
Blastoeystis is found in pig feces from these two District by microscopic detection. Positive samples were
found 27 samples from Badung and 36 samples from Tabanan. Five samples were taken from each
District conducted a confirmation test using the PCR m@)d and found 60% (6/10) positive samples, two
samples from Badung and four samples from Tabanan. The results of this study indieate that in healthy
pigs, they also contain parasites that have the potential to spread disease to humans. Therefore, the high
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incidence of Blastocysiisin pigs canbe an alarm or warning to prevent Blastocystis infection from livestock
that can potentially to be a reservoir in the spread of disease.

Key words: blastoeystis; microscopic examination; PCR, pig.

PENDAHULUAN

Blastocystis merupakan salah satu parasit
yang palingumum ditemukan pada sampel feses
manusia dan hewan (Cian et al., 2017). Parasit
ini dapat ditemukan pada arthopoda, anelida,
amfibi, reptil, burung dan mamalia. Tingkat
infeksi blastocystis yang tinggi (dari 50% hingga
100%) telah diamati pada tikus, babi dan unggas
terutama pada ayam domestik (Yoshikawa et
al., 2004). Patogenesitas blastocystis belum
diketahui dengan jelas dan dapat bervariasi
tergantung pada subtype (ST) dari parasit dan
status kekebalan masing-masing individu
(Elwakil dan Hewedi, 2010). Beberapa penelitian
mengaitkan infeksi blastocystis dengan gejala
gastrointestinal antara lain diare, kembung,
irritable bowel syndrome (IBS), urtikaria,
anemia defisiensi besi dan angiodema kronis
(Alinaghizms, 2017). Prevalensi infeksi
blastocystis sanf@gf bervariasi dari satu daerah
ke daerah lain dan umumnya lebih tinggi di
negara berkembang daripada di negara maju.
Distribusi prevalensi blastocystis di seluruh
dunia mencapai 100% di negara berkembang (El
Safadi et al., 2014), sedangkan di negara maju
mencapai 56% (Scanlan et al., 2014).

Infeksi blastocystosis dapat terjadi
melalui fecal-oral, dengan menelan makanan
dan air minum yang tercemar oleh kista
blastocystis dari individu terinfeksi (Leelayoova
et al., 2008). Parasit ini dianggap sebagai indeks
kualitas air untuk konsumsi manusia, selain
Cryptosporidium dan Giardia (Branco et al.,
2012). Manusia yang berkontak dengan hewan
memiliki risiko lebih tinggi terkena infeksi
blastocystis (Parker et al., 2010). Studi terbaru
menunjukkan adanya blastocystis di antara
hewan ternak domestik seperti sapi, babi dan
hewan peliharaan seperti kucing dan anjing
serta hewan liar seperti burung, bebek dan
primata. Studi tersebut dilakukan di Jepang
dan Eropa (Osman et al., 2015).

Penelitian terbaru mengenail infeksi
blastocystis sp. pada babi di Bali yaitu dila-
porkan oleh Widisuputri (2020) bahwa tingkat
prevalensiinfeksi parasit khususnya blastocytis
sebesar 63%, sedangkan kejadian lainnya
mengenai infeksi blastocystis di Indonesia dila-
porkan untuk pertama kalinya oleh Yoshikawa

et al., 2016. Blastocystis sp. ditemukan pada
marffilla, babi, ayam dan tikus di daerah Winya-
pu, Kabupaten Sumba Barat Daya, provinsi
Nusa Tenggara Timur dengan menggunakan
metode PCR. Prevalensi infeksi blastocysiis
pada sapi di Kabupaten Bangkalan, Jawa Timur
menunjukkan tingkat prevalensi sebesar 100%
vang diidentifikasi secara morfologi (Hastutiek
et al., 2019). Natalia (2018) juga melaporkan
tingkat kejadian blastocytis pada sugar glider
sebesar 87% dengan pemeriksaan natif. Infeksi
blastocystis tidak hanya terjadi pada hewan,
tetapi jug@fpat menginfeksi manusiaseperti
halnya di Rumah Sakit Dr. M. Djamil Padang,
Sumatera Barat, dan infeksi terhadap parasit
ini teramati terjadi sebesar 21% secara
mikroskopis dan 32% secara molekuler/PCR
(Nofita et al., 2014).

Terdapat 17 subtipe blastocystis sp. yang
telah diidentifikasi berdasarkan analisis
gen RNA ribosom subunit kecil (SSU rRNA)
(Alfellani et al.,2013). Sembilan subtype stan-
dar (ST1-9) dari genotipe yang diidentifikasi,
masing-masing mempunyai inang spesifik dan
telah dilaporkan bersifat zoonosis pada manusia
serta dijadikan dasar patogenesitas parasit
dalam studi epidemiologi (Wawrzyniak et al.,
2013). Songet al. (2017) melaporkan bahwa di
Tiongkok terdapat tiga subtipe yang ditemukan
pada babi, yaitu ST1, ST3 dan ST5, yang
menunjukkan bahwa blastocystis sp. padababi
berpotensi zoonosis.

Setiap subtipe blastocystis memiliki kecen-
derungan khususterhadap inang/host tertentu.
Manusia adalah inang utama ST3, babi dan sapi
adalah inang utama ST5 dan tikus adalah inang
utama ST4; tetapiinang ini tidak spesifik untuk
blastocystis saja, tetapi dilaporkan juga
ditemukan pada manusia. Pada tahapan ini,
diperlukan suatu metode yang akurat untuk
melakukan pelacakan terhadap infeksi, karena
berhubungan dengan kesehatan manusia.
Berbagai metode seperti pemeriksaan mikros-
kopis dengan pewar-naan iodine, lugol,
sedimentasi formaldehid-eter, pewarnaan
khusus, kultur dan PCR telah digunakan untuk
diagnosis. Metode PCR adalah cara yang paling
sensitif dengan spesifisitas tinggi dalam
mendiagnosis blastocy Y dibandingkan metode
pemeriksaan yang lainnya. Tujuan dari
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penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi
secara mikroskopis isolat blastocystis feses Babi
di Provinsi Bali khususnya di Kabupaten
Badung dan Tabanan serta dilanjutkan
menggunakan wji Polymerase Chain Reaction
(PCR) sebagai tahap konfirmasi adanya infeksi
Blastocystissp.

METODE PENELITIAN

Uji Bk Penelitian

Penelitian ini telah lulus uji kelayakan etik
daffbmisi etik Fakultas Kedokteran Hewan
Universitas Airlangga dengan nomer
2.KE.024.2.2019. Sampel penelitian diambil dari
feses babi yang berasal dari Kabupaten Tabanan
dan Badung, Provinsi Bali. Babibali merupakan
babi lokal yang berasal dari Provinsi Bali yang
telah menyebar di seluruh wilayah Indonesia.

Koleksi Sampel

Sebanyak 63 isolat Blastocystis yang posi-
tif secara mikroskopis diambil sebanyak 5 gram
lalu dikumpulkan dan dimasukkan dalam pot
sampel yang berisi 2% kalium dikromat. Setiap
pot diberi nama dan asal daerah, selanjutnya
isolat tersebut dimasukkan dalam ice box
kemudian disimpan pada suhu -4°C sampai
dilakukan ekstraksi DNA.

Sampel diambil dari dua kabupaten di
provinsi Bali, yaitu kabupaten Badung dan
Tabanan. Di Kabupaten Badung, sampel di-
ambil dari Kecamatan Kuta Utara sedangkan
Kabupaten Tabanan dari Kecamatan Baturiti.
Sebanyak 63 sampel feses babi diambil secara
acak, 27 isolat di kabupaten Badung dan 36 isolat
di kabupaten Tabanan.

Penffliksaan Mikroskopis Blastocystis sp.

Sampel feses diperiksa di Laboratorium
Parasitologi Fakultas Kedokteran Hewan dan
Institute Tropical Disease Universitas Airlangga
Surabaya. Sampel diperiksa untuk mengamati
setiap fase dari Blastocystis yaitu vakuolar,
granular dan kista. Identifikasi untuk protozoa
ini menggunakan metode natif dan apung serta
diamati menggunakan mikroskop dengan
perbesaran 400 dan 1000 kali. Identifikasi secara
mikroskopis pada Blastocystis didasarkan pada
bentuk, ukuran dan fase Blastocystis tersebut
(Bomfim and Melissa, 2013).

Pewarnaan Giemsa dan Todine yang digu-
nakan menggunakan prosedur standar Labora-
torium Parasitologi Veteriner Fakultas Kedok-
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teran Hewan Universitas Airlangga. Penga-
matan Blastocystis sp, selanjutnya dilakukan
menggunakan mikroskop dengan perbesaran
400 kali (Natalia et al., 2018).

Pemeriksaan Molekuler dengan PCR

Sepuluh sampel isolat Blastocystis
dilanjutkan pada tahap konfirmasi dengan
menggunakan metode PCR. Sampel sebanyak
200 pl dimasukkan dalam microtube 1,5 ml dan
aNA diekstraksi dengan menggunakan
QIAamp DNA stool mini kit (QIAGEN, Hilden,
Germaff}) sesuai protokol pabrikan. Selan-
jutnya, sampel disimpan pada suhu -20°C hingga
dilakukan pemeriksaan selanjutnya. Ampli-
fikasi dan deteksi materi genetik Blastocystis
menggunakan metode PCR yang mengacu pada
penelitian yang dilakukan Scicluf§ZRt al., (2006),
dan penelitian ini dilakukan di Institute of
Tropical Disease (ITD) Universitas Airlangga,
Surabaya.

Amplifikasi PCR menggunakan primer
BhRDr (GAGCTTTTTAACTGCA-ACAACG)
dan RD5 (ATCTGGTTGATC-CTGCCAGT)
(Clark, 199’8 Denaturasi awal dilakukan pa-
da suhu 95°C selama 5 menit, diikuti dengan
30 siklus dari denaturasi 94°C selama 1 menit,
annealing pada 59°C selama 1 menit dan
elongasi pada 72°C selama 1 menit, serta elongasi
tambahan selama 2 menit. Produk PCR
kemudian dibaca pada agarose gel elektroforesis
2% dan menunjukkan band pada posisi 600 bp
menggunakan sinar Ultraviolet (Scicluna et al,
2006).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Pemeriksaan Morfologi Blastocystis
sp

Analisis morfologi secara mikroskopis dari
100 sampel feses babi didapatkan 63% diduga
positif Blastocystis sp yang terdiri dari 27 isolat
dari Kabupaten Badung dan 36 isolat dari
kawasan Kabupaten Tabanan. Pada tahap
konfirmasi dengan metode PCR didapatkan hasil
positif 60% dari keseluruhan sampel. Distribusi
infeksi Blastocyctis sp. disajikan pada Tabel 1.

Hasil identifikasi secara mikroskopis de-
ngan menggunakan pewarnaan Giemsa dan
lodine menunjukkan bahwa bentuk Blastocystis
sp. yang ditemukan antara lain bentuk vakuoler
dan granuler. Bentuk vakuoler (Gambar 1A)
memiliki dua nukleus yang terletak pada kutub
yvang berlawanan (Arpitha et al., 2018) dan
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bentuk granuler terlihat nampak granula-
granula berukuran kecil (Gambar 1B) yang
memenuhi sitoplasma (Tan, 2002).
Blastocystis sp. bentuk vakuoler dan gra-
nuler pada pewarnaan Giemsa terlihat tidak
berbeda jauh dengan pewarnaan lodine. Hasil
identifikasi menunjukkan bahwa terdapat
nukleus berwarna eosinofilik dan basofilik pada
sitoplasma. Bentuk vakuoler memiliki dua nu-
kleus yang terletak di kutub sel yang berla-
wanan, sedangkan vakuola sentral menempati
lebih dari 80% volume sel (Gambar 1C). Pada
bentuk granuler (Gambar 1D) terlihat adanya
masa butiran berukuran kecil di tengah vakuola
(granula-granula) (Arpitha et al., 2018).

Hasil Pemeriksaan Polymerase Chain
Reaction (PCR)

Hasil PCR mengidentifikasi keberadaan
Blastocystis sp pada 60% dari 10 sampel
yang diduga positif. Pemeriksaan PCR meru-
pakan pemeriksaan molekuler untuk mende-
teksi gen Blastocystis. Dengan menggunakan
PCR dilakukan amplifikasi DNA secara in vitro,

Jumnal Veteriner

Tabel 1. Distribusi infeksi blastocystis pada
sampel tinja babi di Bali

Blastocycis Sampel Hasil
positif (n=100) makroskopis

Kawasan

Badung 27 27%

Tabanan 36 36%

Total 63 63%

Tabel 2. Hasil Polymerase Chain Reaction
blastocystis pada sampel tinja babi

di Bali
Blastocycis Sampel Hasil PCR
positif (n= 10)
Kawasan
Badung 5 20%
Tabanan 5 40%
Total 10 60%

Gambar 1. Gambaran mikroskopis Blastocystis sp. dengan pewarnaan iodine (A, B) dan pewarnaan
Giemsa (C,D) Blastocystis sp. bentuk vokuolar (A,C) Blastocystis sp. bentuk granular
(B,D) (400x).
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600
600 bp
500
a0
30
200
100
Gambar 2. Visualisasi produk R

menggunakan elektroforesis pada
gel agarose 1,5%; M: marker dan
sampel Tabanan (T2-T5), dan
sampel Badung (B1-B2).

sehingga hasil yang didapatkan lebih sensitif
(Nofita et al., 2014). Amplifikasi daerah peng-
kodean BhRDr dari 10 isolat babi yang diana-
lisis dengan penelitian ini berada pada fragmen
600 bp (Gambar 2). Komplemen primer untuk
urutan ini (BhRDr) dirancang dan digunakan
selanjutnya dalam semua amplifikasi dan
sekuensing PCR (Sclicuna et al., 2006).

Distribusi frekuensi sampel yvang terinfeksi
Blastocystis sp. yang diidentifikasi dengan PCR
disajikan pada Tabel 2. Sampel positif Blas-
tocystis sp. lebih banyak di Kabupaten Tabanan
(40%) dibandingkan dengan Kabupaten Badung
(20%). Hasil yang didapatkan ini lebih rendah
dari peneliti lain yang melaporkan hahwa
Blastocystis sp. adalah parasit yang umum
ditemukan pada babi, misalnya di Spanyol
ditemukan sebesar 60-93% (Abe et al., 2002)
sedangkan Yoshikawa et al., 2016) melaporkan
bahwa Blastocystis banyak ditemukan pada babi
vang berada di Sumba Barat, Nusa Tenggara
Timur yang mencapai 80%. Metode PCR dapat
dilakukan dengan cara mengamplifikasikan
DNA secara in vitro, sehingga hasil yang
didapatkan lebih sensitif. Sementara itu
pemeriksaan mikroskopis secara langsung
memiliki banyak keterbatasan sehingga
pemeriksaan langsung mempunyai nilai bias
vang cukup besar seperti false negative pada
individu yang mempunyai gejala, hal itu
disebabkan oleh morfologi Blastocystis yang
tidak memiliki ciri khas tertentu dan
penyebarannya yang belum jelas sehingga
bentuk dari setiap fase Blastocystis sangat sulit
untuk diidentifikasi dan seringkali tidak
teramati jelas pada pemeriksaan mikroskopis
secara langsung (Nofita et al., 2014).

Juni 2020 Vol. 21 No. 2 : 227-233

SIMPULAN

Berdasarkan analisis mikroskopis dari 100
sampel feses babi didapatkan 63 sampel diduga
positif Blastocystis sp yang terdiri dari 27 isolat
dari Kabupaten Badung dan 36 isolat dari
Kabupaten Tabanan. Pada analisis mikroskopis
terdapat dua fase yang fase ditemukan yaitu fase
vakuoler dan granuler. Pada tahap konfirmasi
dengan metode PCR didapatkan hasil positif 60%
dari sepuluh sampel yang diambil secara acak.
Pemeriksaan PCR dapat mendeteksi Blasto-
cystis lebih sensitif dibandingkan dengan
pemeriksaan mikroskopis secaralangsung.

SARAN

Penelitian lanjutan dengan metode
molekuler yaitu sekuensing DNA untuk
mengetahui susunan DNA dari Blastocystis sp.
yang menginfeksi babi di Provinsi Bali
khususnya di kawasan Badung dan Tabanan
perludilakukan.
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