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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keberadaan infeksi Anaplasma sp. pada anjing di Bali
yang di deteksi secara klinis, serologis dan molekular. Metode penelitian ini menggunakan rancangan
cross sectional. Sampel (darah dan rekam medik) diambil dan dikoleksi dari bulan Juni 2017 hingga Juli
2018 pada tujuh klinik hewan di Bali. Deteksi klinis dilakukan dengan pemeriksaan secara klinis yang
dilengkapi dengan pemeriksaan profil darah. Deteksi serologis menggunakan rapid test kit Erhlichia canis
dan Anaplasma sp. produksi BioNote®. Data dianalisis menggunakan uji Wilcoxon dengan program SPSS.
Deteksi molekuler menggunakan teknik reaksi berantai polimerase (Polymerase Chain Reaction). Produk
PCR disekuensing di 1t BASE Laboratories Sdn Bhd, Malaysia. Data dianalisis menggunakan program
MEGA 4. Selama pengambilan sampel berhasil dikumpulkan sejumlah 3.563 sampel. Dari jumlah
tersebut, 109 ekor anjing (3,05%) menunjukkan kombinasi beberapa tanda klinis berikut: epistaksis,
demam, warna mukosanya pucat, atau terinfeksi caplak sehingga diduga terinfeksi Anaplasma sp. Dari
anjing yang diduga secara klinis, sebanyak 60 ekor (55,04%) positif secara serologis dan sebanyak 46 ekor
(42,21%) positif secara molekuler. Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa infeksi Anaplasma
sp. ada pada anjing-anjing di Bali dan dapat ditemukan secara klinis, serologis, dan molekular. Anaplasma
yang menginfeksi anjing di Bali adalah A. platys.

Kata-kata kunci: Anaplasma platys; Ehrlichia canis; sekuensing

ABSTRACT

This study aims to determine the infection of Anaplasma sp. in dogs in Bali with clinical, serological
and molecular detections. This research method uses Cross Sectional. The samples were collected from
June 2017 to July 2018. The total number of samples obtained was 109 dogs from 3.563 samples from
seven veterinarian clinics in Bali. Clinical examinations and blood tests are method of clinical detection.
Serological detection is using a rapid test kit E. canis & Anaplasma spp. BioNote® production. Molecular
detection have been using with the Polymerase Chain Reaction technique. PCR products were sequenced at
1st BASE Laboratories Sdn Bhd, Malaysia. Data were analyzed using the MEGA 4 program. The results
showed that Anaplasma sp. are present in dogs in Bali and can be detected by clinically (3,05%), serologically
(55,04% base on clinically positive) and molecularly (42,20% base on clinically positive) detection. Thus,
detected species Anaplasma sp. In Bali from this study can be identified as A. platys.

Key words: Anaplasma platys; Bali; secquencing.
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PENDAHULUAN

Anjing adalah hewan kesayangan yang
memiliki hubungan erat dengan manusia
(Sanne, 2012). Hal yang perlu diperhatikan
dalam perawatan anjing sebagai hewan kesaya-
ngan adalah mencegah serta menjaganya dari
infeksi penyakit. Anjing dapat menjadi vektor
penularan penyakit zoonosis ke manusia apabila
tidak dirawat dan dijaga kesehatannya. Pera-
watan merupakan hal wajib dalam pemelihara-
an anjing sebagai hewan kesayangan terutama
terhadap kesehatan kulit dari infeksi ekto-
parasit seperti caplak (Sainz et al., 2015).

Mencegah terjadinya penyakit zoonosis dari
hewan ke manusia merupakan satu langkah
penting yang wajib dilakukan. Penyakit yang
menjadi ancaman yang belum banyak
diperhatikan yaitu penyakit yang dapat
menular dengan perantara ektoparasit anjing
ke manusia. Caplak pada anjing yang dicurigai
sebagai vektor penyakit ini adalah tick brown
(Riphichepalus sanguienus).

Spesies yang saatini dikenal dalam genus
Anaplasma adalah Anaplasma phagocyto-
philum, A. platys, A. marginale, A. bovis, dan
A. ovis. Namun, A. platys dan A. phagocy-
tophilum biasanya menginfeksi anjing bahkan
manusia (Iowa, 2013). Dumler et al. (2001)
menyatakan bahwa A. platys adalah agen
infeksius pada proses trombositopenia pada
anjing atau yang dikenal dengan infectious
canine cyclic thrombocytopenia (ICCT). Suvi
(2016) menyatakan bahwa A. phagocytophilum
ditemukan pada anjing ras Finnish.

Rochelle et al. (2018) melakukan penelitian
terhadap anjing-anjing di Cebu, Filipina dan
melaporkan bahwa dari 100 ekor anjing tercatat
sejumlah 10 ekor positif terinfeksi Anaplasma
sp. Gejala klinis yang paling umum ditemukan
pada anjing yang terinfeksi Anaplasma sp.
adalah lesu, anoreksia, anemia, dan trombo-
sitopenia.

Laporan yang mengungkapkan kebera-
daan Anaplasma sp. di Bali sangat terbatas,
sehingga dipandang perlu untuk dilakukan
penelitian untuk mendeteksi keberadaan Ana-
plasma sp. pada anjing secara klinis, serologis,
dan molekular sehingga dapat digunakan
sebagail pedoman dalam pengendalian dan
mengurangi risiko penyebaran penyakit ini
yang bersifat zoonosis.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan di Kedonganan
Veterinary, Nusa Dua Veterinary, Seminyak
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Veterinary, Pecatu Veterinary, Ubud Veterinary,
Denpasar Veterinary, dan Dangin Carik
Veterinary serta Laboratorium Biomedik FKH
dan Laboratorium Indonesia Biodiversity
Research Centre (IBRC) Universitas Udayana
yang dilaksanakan pada bulan Juni hingga
Oktober 2018. Data yang digunakan dalam
penelitian ini adalah seluruh pasien yang datang
di tujuh klinik hewan yang ada di Bali dari bulan
Juni 2017 hingga Juli 2018. Terhadap pasien
pada klinik hewan tersebut dilakukan
pemeriksaan fisik, pemeriksaan darah rutin,
pemeriksaan serologi menggunakan rapid test
kit (Anigen Rapid Test BioNote® E. canis dan
Anaplasma sp.). Sampel juga dikonfirmasi
menggunakan uji molekular PCR dengan primer
spesifik untuk Anaplasma sp. 1224R TAC GGA
TTA GCT CAG CCT TGC GACA; Ana 534F GTG
AAA TGC CAG GGC TTA ACC C (556). dan
sekuensing. analisis data menggunakan SPSS
uji Wilcoxon dan Mc Nemar.

Prosedur Penelitian

Pemeriksaan fisik dengan metode inspeksi,
palpasi, auskultasi dan perkusi pada anjing
dilakukan untuk mendapatkan gejala klinis.
Sampel darah diambil melalui vena cephalica
dengan spuit 3 mL lalu ditampung pada
vacuutainer yang berisi zat additive EDTA.
Dilakukan pemeriksaan hematologi rutin
(ICUBIO iCell-800Vet) untuk mengetahui profil
sel darah putih, sel darah merah, hemoglobin
dan trombosit. Pemeriksaan rapid test kit
dilakukan untuk mendeteksi adanya infeksi
Anaplasma sp.

Koleksi Buffy Coat pada Sel Darah Putih

Sampel darah dalam bentuk whole blood
yang masih berada dalam tabung EDTA diambil
sebanyak 300 uL lalu disentrifuge selama lima
menit. Bagian supernatant disisakan dan
dimasukkan aquabides lalu disentrifuge selama
lima menit. Setelah itu supernatant dipindahkan
ke tabung eppendorf yang sudah ditambahkan
aquabides, lalu disentrifuge selama lima menit.
Bagian supernatant lalu ditambahkan buffer
ATL (animal tissue lysis) 180 uL dan
ditambahkan 20 uL proteinase K dan
diinkubasikan pada suhu 56 °C selama satu jam.

Ekstraksi DNA

Terhadap sampel darah dilakukan ekstraksi
DNA (DNeasy Blood & Tissue Kit produksi
Qiagen). Buffy coat yang sudah terkoleksi lalu
ditambahkan buffer Al(cel lysis) 200 puL. dan
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dicampur dengan cara divortex selama satu
menit dan diinkubasikan selama 10 menit pada
suhu 56°C. Setelah itu ditambahkan 200 pL
ethanol (96-100%) lalu divortex selama satu
menit. Kemudian dipindahkan ke DNeasy mini
spin column pada 2 mL tube koleksi. Setelah
itu disentrifuge pada kecepatan 8000 rpm selama
satu menit, kemudian cairan dipindahkan ke
tabung koleksi. Spin column ditempatkan pada
tabung koleksi 2 mL yang baru, ditambah 500
uL buffer AW(wash buffer) 1 lalu disentrifuge
selama satu menit pada kecepatan 8000 rpm
dan cairan dibuang. Setelah itu spin column
ditempatkan pada tabung koleksi 2 mL yang
baru, ditambah 500 pL buffer AW (wash buffer)
2 dan disentrifuge selama tiga menit pada
kecepatan 14.000 rpm. Kemudian bagian
cairannya dibuang dan spin column
dipindahkan ke 1,5 mL atau 2,1 mL tabung
mikrosentrifuge yang baru. Lalu DNA dielusi
dengan menambahkan Buffer AE (elusi buffer)
200 pL di tengah membrane spin column. Lalu
diinkubasikan selama satu menit pada suhu 15-
25°C setelah itu disentrifuge selama satu menit
dengan kecepatan 8.000 rpm.

Polymerase Chain Reaction (PCR) dan
Sekuensing

Pada penelitian ini PCR dilakukan dalam
kondisi 2x Taq Plus PCR Master Mix 5 mM (0,1
UAL Taq Plus Polymerase, 500 iM dNTP, 20mM
Tris-HCI (pH 8.3), 100 mM KCl, 2 mM MgCl,),
3 mM ddH20 dengan buffer yang disediakan oleh
produsen. Sejumlah 1 uL. DNA yang telah
diisolasi dimasukkan ke dalam tabung PCR
dengan volume 200 uL lalu ditambahkan dengan
0,5 uM dari masing-masing primer. Setelah
penambahan enzim lalu tabung PCR
dimasukkan ke dalam Personal Thermal Cycler
MJ Mini BIO-RAD. Tabung PCR dimasukkan
setelah thermocycler mencapai suhu 95°C.
Mesin penyiklus panas diprogram dengan
kondisi 95°C selama tujuh menit. Kemudian
dilanjutkan dengan 40 siklus dalam kondisi
94°C selama 45 detik, kemudian 50°C selama
45 detik sesuail dengan primer E. canis
sedangkan 55°C selama 45 detik sesuai dengan
primer A. phagocytophilum yang digunakan dan
elongasi pada suhu 72°C selama satu menit.
Untuk memperoleh fragmen yang sempurna,
inkubasi akhir pada 72°C dilakukan selama
10 menit. Setelah PCR, 25% dari volume
produk ditambahkan dengan 1-2 uLi loading dye
(Bromphenol-blue dan Cycline cyanol) dan
selanjutnya dielektroforesis pada gel agarose 1%
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yvang telah diisi etidium bromide dengan
konsentrasi 25 ig/mL bersama dengan marker
100bp DNA Ladder (Invitrogen) dengan
tegangan 100 volt selama 30 menit. Visualiasi
DNA dilakukan dengan ultra violet/UV dan
didokumentasikan dengan kamera dan film
polaroid. Setiap produk PCR dianalisis
menggunakan reaksi sekuensing rantai tunggal
(single-stranded secquencing reaction) dan
dianalisis dengan menggunakan automated
cycle secquencing di 13 BASE Laboratories Sdn
Bhd, Malaysia.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Deteksi Klinis Anaplasma sp.

Selama bulan Juni 2017 sampai Juni 2018
pada tujuh klinik hewan yang ada di Kabupaten
Badung, Tabanan, dan Kota Denpasar, Bali
yang digunakan sebagai tempat penelitian
diperiksa 3.563 ekor anjing. Dari jumlah
tersebut, 109 ekor anjing (3,05%) menunjukkan
kombinasi beberapa dari tanda klinis berikut:
epistaksis, demam, warna mukosanya pucat,
atau terinfeksi caplak sehingga diduga terinfeksi
Anaplasma sp.

Deteksi Serologis Anaplasma sp.

Sebanyak 64 sampel darah anjing dari 109
sampel yang secara klinis diduga terinfeksi
Anaplasma sp. diperiksa secara serologis dengan
menggunakan rapid test kit Anaplasma sp.
Hasil uji menunjukkan 60 sampel darah positif
mengandung antibodi Anaplasma sp. Dari 60
sampel yang secara serologis positif Anaplasma
sp., delapan ekor anjing secara klinis mengalami
epistaksis, 30 ekor mengalami demam, 21 ekor
warna mukosanya pucat, dan 16 ekor terinfeksi
caplak (Tabel 1).

Deteksi Molekular Anaplasma sp.

Dari 46 sampel darah yang secara serologis
positif mengandung antibodi Anaplasma sp.
dilakukan uji PCR terhadap 46 sampel, dan
hasilnya 46 sampel positif. Sampel-sampel darah
anjing yang positif terinfeksi Anaplasma sp.
dengan uji PCR, lima ekor secara klinis
mengalami epistaksis, 17 ekor mengalami
demam, 13 ekor warna mukosanya pucat, dan
empat ekor terinfeksi caplak (Tabel 1).

Amplifikasi PCR
Sejumlah 46 sampel darah anjing
diekstraksi dari bagian sel darah putih dan
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diamplifikasi dengan PCR menggunakan
primer spesifik Ana_534F 5-GTGAAATGC
CAGGGCTTAACCC-3" dan Ana_1224R 5’-
TACGGATTAGCTCAGCCTTGCGACA-3 untuk
A. phagocytophilum. Panjang produk PCR A.
phagocytophilum yang diamplifikasi adalah
687bp. Hasil elektroforesis produk PCR A.
phagocytophilum disajikan pada (Gambar 1).
Sebanyak lima sampel yang positif
Anaplasma sp. telah disekuensing. Sebanyak
dua sampel Anaplasma sp. dapat disekuensing
dengan baik. Panjang sekuen terbaca
Anaplasma sp. adalah 615 bp. Hasil Basic Local
Allignment Search Tool (BLAST) pada NCBI
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(www.ncbi.org) dari sekuen Anaplasma sp.
menghasilkan identitas atau homologi 100%
dengan query cover 100% dengan 16S RNA A.
platys, homologi 99% dengan A. camelii dan A.
phagocytophilum. Dengan demikian spesies
Anaplasma sp. dari penelitian ini dapat
diidentifikasi sebagai A. platys (Gambar 2).
Penelitian ini membuktikan bahwa infeksi
Anaplasma sp. pada anjing di Bali dapat
ditemukan dengan pemeriksaan klinis, serologis,
dan molekular. Prevalensi infeksi Anaplasma
sp. pada anjing-anjing di Bali yang diperiksa
dengan pemeriksaan klinis adalah 3,05%. Perez-
Macchi et al. (2019) menyatakan bahwa

Tabel 1. Hubungan antara hasil deteksi klinis, serologis dan molekular Anaplasma sp. pada anjing

di Bali
Parameter Deteksi secara Serologis Deteksi secara Molekular
Deteksi Klinis +) ) Total P +) ) Total P

n % n % n % n %

Epistaksis
Ada 8 99 3 37 11 0,000 5 16,1 O 0,0 5 0,000"
Tidak ada 52 64,2 18 222 170 25 806 1 3,2 26
Suhu °C
>38,0-39,2 30 275 25 229 55 0496 15 469 O 0,0 15 0,000"
>39,2 30 27,5 24 22 54 17 531 0 0,0 17
Warna Mukosa
Merah Muda 38 352 37 34,3 75 0,0000 18 581 0 0,0 18 0,000"
Pucat 21 194 12 11,1 33 13 41,9 0 0,0 13
Caplak
Ada 16 41,0 21 53,8 37 0,0000 4 100 O 0,0 4 1,000"
Tidak ada 1 26 1 26 2 0 0,0 0 0,0 0
p<0,050

Gambar 1. Elektroforesis Produk PCR Primer
Anaplasma sp. dengan Gel Agarose
1% yang telah Diwarnai Etidium
Bromide Marker 100bp DNA
Ladder (Invitrogen)

prevalensi infeksi A. platys pada anjing di
Paraguay adalah sebesar 10,67% yaitu sekitar
41 ekor dari 384 ekor anjing. Pernyataan
tersebut berbeda dengan penelitian yang
dilakukan oleh Matei et al. (2016) yang
menyatakan bahwa prevalensi kejadian infeksi
A. platys pada anjing di Kenya hanya 4,05%
yaitu tiga ekor dari 74 ekor anjing yang positif
dengan uji PCR. Konto et al. (2017) menyatakan
bahwa prevalensi infeksi A. platys pada anjing
yang bermukim di jalanan dan tidak berpemilik
yang diperiksa secara uji PCR sebesar 27% dan
29% pada uji serologis menggunakan enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) komersial
seperti SNAP 4Dx® Plus. Prevalensi infeksi
Anaplasma sp. pada anjing di setiap belahan
dunia berbeda-beda. Hal tersebut dapat
disebabkan oleh perbedaan teknik pemeriksaan
dan lingkungan wilayah tropis maupun sub-
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64 J KX765882.1 Anaplasma camelii Iran
¥ KF843825.1 Anaplasma camelii Afrika
KX792089.2 Anaplasma platy Kuba
C5
C11
KY594914.1 Anaplasma platys Turki
LC269822.1 Anaplasma platys Zambia

95 KX180946.1 Anaplasma platys Swiss

KY114935.1 Anaplasma platys Kroasia
KX447504.1 Anaplasma platys Filiphina
KT982643.1 Anaplasma platys India
KJ659044.1 Anaplasma platys China
EU439943.1 Anaplasma platys Italy

AF536828.1 Anaplasma platys Jepang
EF139459.1 Anaplasma platys Thailand
AY530806.1 Anaplasma platys Spanyol

KP276588.1 Anaplasma phagocy California

JX173652.1 Anaplasma phagocy Jerman

99 JN990105.1 Anaplasma phagocy China

HM366584.1 Anaplasma phagocy Rusia

161

21 AY969010.1 Anaplasma phagocy Jepang
KJ410245.1 Anaplasma ovis China

——

0.002

Gambar 2. Hubungan evolusi kedekatan jarak genetik taksa spesies Anaplasma sp. di Bali dengan
spesies A. platys dan A. phagocytophilum di dunia. Kode sampel C5 dan C11 merupakan
sampel dari Bali.

Tabel 2. Hubungan antara parameter hematologi dengan hasil deteksi serologis dan molekular
Anaplasma sp. pada anjing di Bali

Parameter Deteksi secara Serologis Deteksi secara Molekular
(+) ) Total P +) ) Total P

n % n % n % n %
Total Leukosit
Leukopenia 3 41 8 10,8 11 0,365 5 13,6 0 0,0 5 0,039"
Leukosit normal 29 39,2 23 31,1 52 24 649 O 0,0 24
Leukositosis 8 108 3 4,1 11 8 21,6 O 0,0 8
Total Eritrosit
Anemia 25 34,7 19 264 44 0,011 16 66,7 0 0,0 16 0,257
Eritrosit normal 12 16,7 10 13,9 22 6 25 0 0,0 6
Hiperemia 2 28 4 56 6 2 8,3 0 0,0 2
Total Trombosit
Trombositopenia 25 34,7 17 23,6 42 0,064 15 60 0 0,0 15 0,058
Trombositnormal 12 16,7 14 194 26 8 32 0 0,0 8
Trombositosis 2 28 2 28 4 2 8,0 0 0,0 2
Total Hemoglobin
<normal 22 293 22 293 44 0,117 16 640 O 0,0 16 0,008"
Normal 15 20,0 10 13,3 25 9 36,0 0 0,0 9
>normal 3 40 3 4,0 6 0 0,0 0 0,0 0
*p<0,05
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tropis. Penelitian ini hanya menggunakan peme-
riksaan klinis, pemeriksaan serologis, dan
molekular dalam menemukan keberadaan
Anaplasma sp. dan tidak menggunakan teknik
ulas darah.

Hasil analisis (Tabel 2) menunjukkan terda-
pat hubungan antara gejala klinis epistaksis,
warna mukosa, suhu, dan infeksi caplak dengan
kejadian terinfeksi Anaplasma sp. yang
terdeteksi secara serologis. Pada (Tabel 2)
terlihat bahwa persentase anjing yang terinfeksi
Anaplasma sp. lebih tinggi pada anjing yang
tidak mengalami epistaksis. Hasil ini sesuai
dengan pernyataan Santos (2009) dan Sainz et
al. (2015) yang menyatakan bahwa tidak
terdapat gejala klinis epistaksis pada infeksi
Anaplasma sp.

Suhu tubuh anjing juga berhubungan
dengan kejadian infeksi Anaplasma sp. Infeksi
Anaplasma sp. yang ditemukan secara
molekular pada penelitian ini lebih banyak pada
anjing yang suhu tubuhnya di atas 39,28%C.
Hasil penelitian senada dengan pernyataan
Santos (2009) dan Sainz et al. (2015) yang menya-
takan bahwa salah satu tanda klinis infeksi Ana-
plasma sp. adalah demam. Hasil analisis juga
menunjukkan bahwa infeksi caplak berhubu-
ngan dengan infeksi Anaplasma sp. Hasil
penelitian ini sejalan dengan pernyataan Shaw
et al. (2001), bahwa Anaplasma sp. memerlukan
vektor seperti caplak R. sanguineus sebagai
perantara dan tempat pematangan diri.
Menurut Jacobs et al. (2001) dan Louly et al.
(2006) menyatakan bahwa R. sanguineus akan
aktif sepanjang tahun di daerah tropis dan
subtropis serta tidak musiman. Namun, suhu
lingkungan yang lebih hangat dapat
berkontribusi dalam perkembangbiakan caplak
yang lebih cepat dengan tingkat mortalitas
caplak lebih rendah (Gray et al., 2013).

Hasil analisis hubungan profil darah
menunjukkan bahwa infeksi Anaplasma sp.
berhubungan dengan total leukosit, total
eritrosit, dan total hemoglobin. Pada penelitian
ini ditemukan persentase kejadian infeksi
Anaplasma sp. lebih tinggi pada anjing yang
total lekositnya normal dan pada anjing yang
total eritrosit dan hemoglobinnya rendah (Tabel
2). Gambaran darah tersebut sesuai dengan
pernyataan (Tsachev, 2009) yang menyatakan
bahwa hasil pemeriksaan hematologi terhadap
anjing yang terinfeksi Anaplasma sp.
menunjukkan leukopenia atau leukositosis
(langka), anemia normositik normokromik, dan
trombositopenia ringan.
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SIMPULAN

Infeksi Anaplasma sp. Ditemukan ada pada
anjing-anjing di Bali dan dapat dilacak dengan
pemeriksaan klinis, serologis dan molekular.
Infeksi Anaplasma sp. pada anjing berhubungan
dengan gejala klinis infeksi caplak secara
pemeriksaan serologis maupun molekular.
Spesies Anaplasma yang menginfeksi anjing di
Bali adalah A. platys.

SARAN

Infeksi A. platys sudah terdeteksi pada
anjing di Bali. Maka dari itu perlu dilakukan
langkah konkrit dari pemerintah, medik
veteriner, dan masyarakat umum. Dalam
penanggulanganan serta pencegahan terhadap
kejadian penyakit anaplasmosis pada anjing
yang dapat menyebabkan kejadian zoonosis pada
manusia khususnya di Bali.
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