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ABSTRAK

Cryplosporidiosis adalah penyakit yang disebabkan oleh parasit protozoa Cryplosporidium spp. dan
bersifat zoonosis. Cryptosporidium canis merupakan spesies utama vang menginfeksi anjing. Penularan
C. canis pada anjing ke manusia sangat mungkin terjadi. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi
infeksi C. canis secara mikroskopis berdasarkan morfologi dan molekuler menggunakan Polymerase Chain
Reaction (PCR) pada anjing di Kota Surabaya. Sebanyak 80 sampel feses anjing diare diambil dari rumah
sakit hewan dan klinik hewan di beberapa wilayah di Kota Surabaya, kemudian ditambahkan kalium
dikromat dan disimpan pada suhu -4°C. Deteksi dilakukan terhadap keberadaan ookista Cryptosporidium
spp. secara mikroskopis vang selanjutnyva dikonfirmasi dengan pemeriksaan secara molekuler
menggunakan metode PCR. Hasil penelitian menunjukkan 40 sampel positif mengandung ookista
Cryplosporidium spp. dengan ukuran 2-6 pm. Sebanyak 10 sampel dari total sampel positif ookista
Cryplosporidium spp dengan pemeriksaan mikroskopis, dengan uji PCR terdapat tujuh sampel positif C.
canis. Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa spesies penyvebab Cryptosporidiosis pada
anjing di Kota Surabaya adalah C. canis. Tingginya kasus Cryplosporidiosis pada anjing dapat menjadi
peringatan agar dapat melakukan pencegahan terhadap infeksi Cryptosporidium spp., khususnya pada
hewan peliharaan vang berpotensi sebagai reservoir dalam penyebaran penyvakit.

Kata-kata kunci: anjing; Cryplosporidium canis; Polymerase Chain Reaction

ABSTRACT

Cryptosporidiosis is a disease caused by Cryptosporidium spp. protozoan parasites and are
zoonotic. Cryptosporidium canis is the main species that infects dogs. Transmission of C. canis in
dogs to humans is possible. This study aims to detect microscopic C. canis infection based on
morphology and molecularity using the Polymerase Chain Reaction (PCR) in dogs in Surabaya
City. A total of 80 diarrhea dog feces samples were taken from Animal Hospitals and animal
clinics in several areas in the Surabaya City, then added potassium dichromate and stored at -
4°C. Detection was made of the presence of Cryptosporidium spp. ooeysts microscopically which
iz then confirmed by molecular examination using the PCR method. The results showed 40 positive
samples containing Cryplosporidium spp., oocysts, with a size of 2-6 pym. Ten samples from the
total positive sample of Cryptosporidium spp. oocysts by microscopic examination, with the PCR
test there were seven positive samples of C. canis. Based on the results of the study it can be coneluded
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that the species that causes Cryptosporidiosis in dogs in Surabaya City is C. canis. The high cases of
Cryptosporidiosis in dogs canbe a warning to be able to prevent Cryptosporidium spp. infections, especially
in pets that have the potential as a reservoir in spreading disease.

Key words:

PENDAHULUAN

Anjing adalah salah satu hewan peliharaan
yang tinggal di tempat yang sama dengan
pemiliknya, oleh sebabitu peran anjing sangat
potensial sebagai reservoir penyebaran penyakit
zoonosis. Salah satu penyakit zoonosis yang
ditularkan darianjing adalah Cryptosporidiosis.
Spesies yang penting penyebab Cryptospo-
ridiosts pada anjing adalah Cryplosporidium
canis (Chen et al., 2002; Fayer dan Xiao, 2007).
Penyakit ini digolongkan waterborne diseases
(Nichol et al., 2003), yaitu penyakit yang ditu-
larkan antar makhluk hidup akibat adanya
cemaran baik berupa mikroorganisme ataupun
zat berbahaya melalui air (Kusnoputranto dan
Susana, 2000). Data dari World Health
Organization (WHO) menunjukkan waterborne
diseases merupakan 4,1% dari total penyebab
kematian atau sekitar 1,8 juta jiwa setiap
tahunnya (WHO, 2006).

Anjing yang terinfeksi C. canis gejala
klinis yang timbul adalah sakit perut yang
ditandal dengan diare profus dengan bau
feses yang tajam, bercampur dengan darah,
lendir dan reruntuhan epitel usus (Fayer,
2000; Fayer dan Xiao, 2007). Diare dapat
berakibat penderita mengalami kehilangan
cairan berlebihan sehingga menyebabkan
penurunan bobot badan dalam waktu
singkat dengan tanda dehidrasi yang men-colok.
Dehidrasi lebih dari 10% cairan tubuh dapat
mengancam nyawa penderita dan dapat
mengakibatkan kematian (WHO, 2006).
Cryptosporidiosis pada manusia bersifat self-
limited pada penderita imunokompeten sehingga
dapat sembuh dengan sendirinya tanpa
pengobatan (Juranek, 2006; Bouzid et al., 2013).
Tidak ada pengobatan spesifik untuk
Cryptosporidiosis dan dengan rehidrasi telah
terbukti efektif mengurangi gejala penya-kit.
Pemberian antibiotik dan antibodi saat ini
sedang dalam pengembangan penelitian. Terapi
antiretroviral dapat diberikan agar sistem imun
meningkat dan mengurangi gejala Cryplospo-
ridiosis (Sinambela, 2008; Mohammed et al.,
2017).

Data hasil penelitian menunjukkan bahwa
Cryptosporidiosis pada anjing bersifat zoonosis

dogs; Cryptosporidium canis; Polymerase Chain Reaction

(Fayer, 2004). Menurut Sinambela (2008),
Cryptosporidium spp. penyebab utama diare
pada manusia adalah C. parvum dan C. homi-
nis. Cryptosporidiosis pada manusia dapat juga
diakibatkan oleh spesies Cryptosporidium asal
sapi, kucing dan anjing (Current et al., 1983;
Sandovalet al., 2017). Fayer (2004) melaporkan
beberapa C. canis dapat menginfeksi anjing,
hewan lain dan manusia. Spesies Cryptospo-
ridium gpp. yang menginfeksi anjing antara lain
adalah C. canis, C. felis, C. parvum dan C. homi-
nis (Morgan et al., 2000; Fayer dan Xiao, 2007).
Anjing dapat terinfeksi oleh Cryptosporidium
spp. dari anjing lain yang sakit, hewan lain dan
manusia (Fayer, 2004). Infeksi C. canis dialam
telah dilaporkan oleh Zhou et al. (2004) pada
serigala (Vulpes vulpes), anjing hutan (Canis
latrans) dilaporkan oleh Troutet al. (2006) dan
lebih dari 30 orang di Inggris, Jamaika, Kenya,
Peru, Thailand dan Amerika Serikat (Trout,
2006; Gatei et al., 2008). Bowman dan Foster
(2010) juga melaporkan infeksi C. canis dan C.
felis pada kasus Cryptosporidiosis pada manusia
di Amerika Serikat. Hal ini membuktikan
bahwa C. canis dan C. felis bersifat zoonosis.

Penelitian Cryptosporidiosis di Indonesia
terbatas pada manusia (Marzain et al., 2018;
Uli, 2018) dan hewan, seperti pada sapi
(Eyspana, 2014) dan biawak (Prabayuda,
2017). Deteksi molekuler C. canis pada anjing
dapat menggunakan Polymerase Chain
Reaction (PCR). Penggunaan metode PCR
dilakukan untuk mendeteksi mikroorganisme
hingga ke level spesies (Yusuf, 2010).

Polymerase Chain Reaction dapat meng-
identifikasi mikroorganisme secara detail hing-
ga tingkat spesies bahkan strain yang tidak
dapat dilakukan menggunakan sistem konven-
sional dengan pemeriksaan mikroskopis.
Penggunaan PCR untuk mendeteksi spesies
harus memperhatikan beberapa hal, terutama
primer yang digunakan (Loeffelholz dan Deng,
2006).

Salah satu gen target yang dapat digunakan
untuk mendeteksi Cryptosporidium spp. adalah
gen 185 SSUrRNA. Gen tersebut memiliki laju
evolusi yang lambat sehingga tepat digunakan
untuk menganalisis divergensi. Gen 185 SSU
rRNA sering digunakan dalam studi

177




Jurnal Veteriner

filogenetik dan menjadi penanda penting dalam
penentuan spesies (Meyer et al., 2010).

Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi
C. canis yang menginfeksi anjing di Rumah
Sakit Hewan dan klinik hewan di beberapa
wilayah di Kota Surabaya secara mikroskopis
dan dikonfirmasi menggunakan PCR.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan 80 sampel
feses anjing diare yang diperoleh dari Rumah
Sakit Hewan dan klinik hewan di beberapa
wilayah Kota Surabaya pada bulan April-Mei
2019 dan pemeriksaan sampel pada bulan . Juni-
Agustus 2019. Sampel sebanyak 5 g dikum-
pulkan dan dimasukkan ke dalam pot sampel
yang berisi kalium dikromat (K,Cr,0,) 2%
sebagai pengawet protozoa. Setiap pot sampel
diberi label atau penanda nomer sampel yang
disesuaikan dengan data sampel yang meliputi
nama anjing, jenis/ras anjing, waktu dan
tempat pengambilan. Pot sampel disimpan pada
suhu-4°C.

Bahan untuk pemeriksaan mikroskopis
adalah gula (C.H,,0,) 1,2% sebagai bahan
utama untuk pemeriksaan dengan metode
apung dan oil immerse sebagai bantuan dalam
mengamati sampel menggunakan mikroskop
cahaya dengan perbesaran 1000 kali.

Bahan untuk isolasi DNA adalah gSYNC™
DNA extraction kit yang meliputi larutan ddH,0
buffer GST, proteinase-K, buffer GSB, ethanol
absolut, buffer W1, buffer wash dan buffer elu-
tion. Bahan untuk pemeriksaan dengan metode
PCR antara lain, dua kali PCR Master mix
Solution (i-TaqTM) (Intron Biotechnology), free
RNAse, DNA template, primer C. canis F: 5
GCA GGC TTT TGC CTT GAATA 3 3 dan R:
5 GAT TTG TTA AAG ACA AACTA 3 yang
komplemen terhadap data C. canis di Gene Bank.
Primer yang digunakan dalam penelitian dipero-
leh dari hasil rancangan peneliti menggunakan
perangkat lunak primer3 0.4.0. berdasarkan
sekuens referensi MK886593.1 pada Gene Bank
yvang representatif untuk C. canis (Koressaar et
al., 2007, Untergasser et al., 2012). Bahan
untuk elektroforesis antara lain agarose, buffer
TBE, ethidium bromide dan marker DNA.

Pemeriksaan Mikroskopis Cryptos-
poridium spp.

Sampel vang telah dikumpulkan selan-
jutnya diperiksa di Laboratorium Protozoologi,
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Departemen Parasitologi, Fakultas Kedokteran
Hewan, Unair. Terhadap Sampel dilakukan
pemeriksaan mikroskopis menggunakan metode
apung. Sampel dimasukkan ke dalam tabung
sentrifuge dan tambahkan aquades, sentrifugasi
dilakukan dengan kecepatan 1500 rpm selama
lima menit untuk memisahkan feses dari
larutan kalium dikromat 2% setelah itu
supernatan dibuang. Tahap tersebut diulangi
beberapa kali sampai supernatan terlihat jernih.
Larutan gula 1,2% ditambahkan ke dalam
tabung sampai tiga per empat tabung dan
disentrifugasi dengan kecepatan 1500 rpm
selama lima menit. Tabung diletakkan di
atas rak tabung dengan posisitegak. Larutan
di bagian permukaan tabung diambil, diteteskan
pada obdek glass dan ditutup menggunakan
cover glass (Sabaa et al., 2015). Pemeriksaan
mikroskopis ookista Cryptosporidium spp.
dilakukan menggunakan mikroskop cahaya
dengan perbesaran 1000 kali, kemudian diukur
dan difoto menggunakan OptiLab®. Pengu-
kuran diameter ookista menggunakan perang-
kat lunak Image Raster 4.0.5. Hasil pemerik-
saan mikroskopis disesuaikan dengan morfologi
Cryptosporidium spp. menurut Levine (1985)
dan Fayer (2001). Ookista Cryp-fosporidium
spp. mempunyail ukuran diameter 2-6 pm.
Sepuluh sampel hasil pemeriksaan mikroskopis
yvang diambil secara acak kemudian diperiksa
secara molekuler menggunakan metode PCR
sebagai uji konfirmasi Cryptosporidium ke level
spesies.

Pemeriksaan Molekuler dengan Polyme-
rase Chain Reaction (PCR)

Sejumlah 10 sampel yang positif secara
mikroskopis ditemukan ookista Cryptospo-
ridium spp. digunakan untuk uji konfirmasi
dengan PCR. Sebanyak 200 uL larutan sampel
vang positif Cryptosporidium spp. dilakukan
ekstraksi DNA menggunakan Geneaid sesuai
protokol (Geneaid, 2017).

Amplifikasi PCR terdiri dari denaturasi awal
dilakukan pada suhu 94°C selama lima menit,
diikuti dengan 30 siklus dari denaturasi 94°C
selama dua menit, annealing pada 52°C selama
satu menit dan elongasi pada 72°C selama 30
detik, serta elongasi tambahan selama tujuh
menit. Produk PCR kemudian dilakukan
elektroforesis. Gel elektroforesis dibuat dengan
konsentrasi 2% yang telah ditambahkan
ethidium bromide. Sebanyak 5 uL produk PCR
termasuk marker (DNA ladder) dimasukkan ke
dalam sumuran/well, selanjutnya dijalankan
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dengan 100V, 40 mA selama 30 menit. Produk
PCR kemudian dibaca dengan transluv
illuminator. Hasil positif apabila didapatkan
pita DNA (band) dengan panjang 157 bp.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Pemeriksaan Mikroskopis Cryptos-
poridium spp.

Pemeriksaan mikroskopis sampel feses
anjing diare di Kota Surabaya dilakukan
secara konvensional menggunakan metode
apung yang bertujuan untuk mendeteksi
ookista Cryplosporidium spp. dengan mikros-
kop perbesaran 1000 kali. Sejumlah 40 dari 80
sampel yang diperiksa ditemukan ookista
Cryptosporiidum spp. Ookista berbentuk bulat
dengan diameter berukuran 2-6 pm (Gambar 1.).
Di dalam ookista Cryptosporidum spp. terlihat
bentukan sporozoit. Halini sesuai laporan Fayer
dan Xiao (2007) dan Sinambela (2008) bahwa
ukuran ookista Cryptosporidium spp. 2-6 pm
dan memiliki bentuk bulat dengan empat
sporoozit di dalamnya.

Pemeriksaan mikroskopis memiliki
keterbatasan dengan bias yang cukup besar
(false negative) terutama pada individu yang
mempunyai gejala klinis yang sama.
Morfologi ookista Cryplosporidium spp.
memiliki ukuran sangat keeil, tidak memiliki
cirl khas sehingga sulit dideteksi menggunakan
pemeriksaan mikroskopis. Deteksi mikroskopis
dapat dipermudah dengan menggunakan metode
pewarnaan tahan asam. Pemeriksaan
mikroskopis memiliki tingkat keakuratan lebih
rendah dibandingkan dengan pemeriksaan
molekuler. Bentukan ookista dapat dikelirukan
dengan bentukan mikroorganisme lain seperti
sel jamur, sel tumbuhan dan reruntuhan/debris
sel yang menyerupai ookista. Menurut Nichol
et al. (2003), deteksi Cryptosporidium spp.
menggunakan metode PCR memiliki tingkat
keakuratan yang jauh lebih tinggi daripada
pemeriksaan secara mikroskopis.

Hasil Uji Polymerase Chain Reaction (PCR)

Uji PCR dilakukan bertujuan untuk
mengkonfirmasi hasil positif Cryptosporidium
spp. pada pemeriksaan mikroskopis. Hasil
deteksi C. canis pada anjing di Kota Surabaya
dengan menggunakan metode PCR dari 10
sampel didapatkan tujuh sampel positif dengan
teramplifikasinya pita DNA sebesar 157 bp dan
tiga sampel negatif. Hasil uji PCR dibaca pada
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zel agarose 2% dengan metode elektroforesis
(Gambar 2.). Tigasampel negatif dapat diduga
sebagai ookista spesies Cryptosporidium lain
atau bukan ookista Cryptosporidium spp.
Penelitian ini menggunakan reagen ekstraksi
DNA yang dapat mengisolasi DNA daribeberapa
material termasuk ookista Cryptopsoridium
spp., walaupun tidak secara khusus. Ter-dapat
kemungkinan sampel yang mengandung sedikit
ookista Cryptopsoridium spp. tidak dapat
terekstraksi dengan reagen tersebut. Faktor
lain adalah zat-zat lain yang ada di feses
(impuritis) dapat menghambat proses PCR.

Uji PCR merupakan metode dalam
pemeriksaan molekuler yang digunakan
untuk mendeteksi C. canis berdasarkan
primer yang komplemen terhadap gen 18S
SSU rRNA C. canis. Pada penelitian ini
digunakan primer spesifik C. canis yang
terdiri dari F: 5 GCA GGC TTT TGC CTT
GAA TA 3" 3 dan R: 5" GAT TTG TTA AAG
ACA AAC TA 3. Persentase spesifisitas dan
sensitivitas PCR tergantung oleh primer
vang ditentukan dari jumlah salinan
homologi (alignment) primer dengan urutan
target nukleotida.

Metode PCR mempunyail spesifisitas
dan sensitivitas tinggi sehingga layak
untuk dijadikan acuan konfirmasi deteksi
mikroorganisme. Polymerase Chain Reaction
melakukan amplifikasi DNA secara in vitro,
sehingga hasil yang didapatkan lebih
sensitif. Sintesis untai baru DNA bermula
dengan terjadinya hibridisasi DNA primer seca-
ra spesifik pada bagian tertentu rangkaian DNA
target (template), mengingat cetakan yang
dibutuhkan berupa DNA untai ganda maka
digunakan sepasang primer untuk menyalin
kedua untai tersebut agar keduanya saling
komplementer. Metode PCR memiliki keung-
gulan dapat mendeteksi mikroorganisme target
secara spesifik hingga ke level spesies, namun
metode PCR memiliki kekurangan, karena
harganya yang relatif mahal dibandingkan
dengan uji molekuler lainnya (Loeffelholz dan
Deng, 2006).

Keberadaan C. canis pada anjing di Kota
Surabaya tidak terlepas dari peran inang/
host dan lingkungan anjing dipelihara. Anjing
inang dengan gejala klinis diare memiliki
potensi menularkan ke anjing sehat, hewan lain
dan manusia. Ling-kungan yang tercemar,
termasuk pakan dan air minum dapat menjadi
faktor utama penyebaran Cryptosporidiosis.
Cryptospori-diosis digolongkan waterborne
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Gambar 1. Gambaran mikroskopis ookista Cryptosporidium spp. (panah) berukuran 2-6
um dengan metode apung (1000 kali)

FEFBENE

Gambar 2. Visualisasi produk Polymerase Chain Reaction menggunakan elektroforesis,
A) M: Marker DNA; 1-7: Sampel, B) M: Marker DNA; 8-10: Sampel; N: Kontrol

Negatif

diseases (Nichols et al., 2003), yaitu penyakit
yvang ditularkan antar makhluk hidup akibat
adanya cemaran baik berupa mikroorga-nisme
ataupun zat berbahaya melalui air (Kusno-
putranto dan Susana, 2000).

Setelah diidentifikasinya spesies C. canis di
Kota Surabaya berdasarkan morfologi dan
molekuler menggunakan PCR, diharapkan
penularan Cryptosporidiosis pada anjing dapat
dikendalikan melalui pengobatan dan pence-
gahan secara dini sehingga penularan pada
hewan termasuk pada manusia dapat dicegah.

SIMPULAN

Hasil pemeriksaan mikroskopis 80
sampel feses anjing diare di Kota Surabaya
didapatkan 40 sampel positif mengandung
ookista Cryptosporidium spp. dengan bentuk

bulat berukuran 2-6 pm. Tujuh sampel dari 10
sampel positif yang mengandung ookista
Cryptosporidium spp. dengan pemeriksaan
molekuler menggunakan PCR dideteksi
sebagai C. canis.

SARAN

Hasil penelitian Cryptosporidiosis pada
anjing di Kota Surabaya menunjukkan adanya
risiko penyebaran dan penularan pada anjing,
hewan lain dan manusia. Perlu upaya pengen-
dalian infeksi Cryplosporidium spp. yang
melibatkan pemilik anjing, dokter hewan dan
instansi terkait. Selain itu juga perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut menggunakan primer
yang komplemen terhadap spesies Cryplo-
sporidium lain, serta dilanjutkan ke tahap
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molekuler sekuensing DNA untuk mengetahui
susunan nukleotida dan homologi Cryptospo-
ridium spp. yang menginfeksi anjing di Kota
Surabaya dengan spesies yang ada di dunia.
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