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Abstract

Leptospirosis is a zoonotic disease caused by Leptospira interrogans. Animals can act as carriers, spreading
Leptospira from urine, and be a source of infection for other animals and humans. In leptospirosis cows can cause
abortion, early birth, infertility, decreased milk production and death. The aims of this study was to determine the
clinical status and detect the presence of Leptospira with Polymerase Chain Reaction (PCR) from cattles urine
i.e leptospirosis seropositive. A total of 12 cattles seropositive leptospirosis by Microscopic Agglutination Test
(MAT) were carried out clinical examinations covering general conditions, pulsus, breathing and temperature and
organ systems examination. The urine was collected aseptically, then DNA isolation carried out using Genoid.
Detection of leptospira in the urine is carried out by detecting the presence of the primary lipoprotein LipL32
composing the Leptospira membrane. The primer employed was as follow forward: 5’-TGG ATC TGA TCA
ACT ATT ACG-3 and reverse 5 ‘-CAC TTC ACC TGG TTT GTA GGT-3". Amplification was carried out at
40 cycles followed by electrophoresis to determine the band size at 506 bp. The results showed that all cows
positive for leptospirosis by MAT were clinically healthy PCR showed 7 out of 12 positive samples were sourced
from urine. It can be concluded that leptospirosis in cattles do not always show clinical symptoms, but have the
potential to excrete leptospires from urine, so they can act as a source of transmission of leptospirosis to humans,
and other animals.
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Abstrak

Leptospirosis adalah penyakit zoonosis yang disebabkan oleh Leptospira interrogans. Hewan dapat
berperan sebagai pembawa, menyebarkan Leptospira bersama urin, dan menjadi sumber infeksi bagi hewan lain
dan manusia. Pada sapi leptospirosis dapat menyebabkan aborsi, kelahiran dini, infertilitas, produksi susu turun
dan kematian. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui status klinis dan mendeteksi gen LipL32 leptospira
dengan Polymerase Chain Reaction (PCR) sampel urin dari sapi seropositif leptospirosis. Sebanyak 12 sapi yang
seropositif leptospirosis dengan uji Microscopic Agglutination Test (MAT) dilakukan pemeriksaan klinis meliputi
keadaan umum, pemeriksaan pulsus, nafas dan temperatur serta sistema organ. Urin dikoleksi secara aseptis,
selanjutnya dilakukan isolasi DNA menggunakan kit dari Genoid. Deteksi leptospira dalam urin dilakukan
dengan mendeteksi adanya lipoprotein utama LipL32 penyusun membrane LPS leptospira. Primer yang dipakai
adalah forward 5°-TGG ATC TGA TCA ACT ATT ACG-3° dan primer reverse 5’-CAC TTC ACC TGG TTT
GTA GGT-3’. Amplifikasi dilakukan sebanyak 40 siklus dan dilanjutkan dengan elektroforesis untuk mengetahui
adanya pita yang terbentuk pada ukuran 506 bp. Hasil penelitian memberikan gambaran bahwa semua sapi yang
positif leptospirosis dengan MAT dalam kondisi sehat secara klinis. Hasil PCR memberikan gambaran 7 dari
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12 sampel positif ditemukan LipL32 Leptospira interrogans dalam urin yang ditunjukkan dengan terbentuknya
pita pada 506 bp. Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa sapi yang positif leptospirosis tidak selalu
menunjukkan gejala klinis, namun memiliki potensi mengeluarkan leptospira bersama urin, sehingga dapat
berperan sebagai sumber penularan leptospirosis bagi hewan lain, maupun manusia.

Kata kunci: sapi; status klinis; Leptospirosis; LipL32

Pendahuluan

Leptospirosis adalah penyakit zoonosis yang
disebabkan oleh Leptospira interrogans yang
masuk genus Leptospira, family Leptospiraceae
dan ordo Spirochaetales. Leptospirosis menyerang
hampir semua mamalia, termasuk manusia. He-
wan dapat bertindak sebagai karier yang dapat
menyebarkan Leptospira, terutama bersama urin
dan menjadi sumber penularan bagi hewan lain
dan manusia (Thaipadungpanit et al., 2011).
Leptospira bersifat aerobik, motil, gram negatif,
bentuknya dapat berkerut-kerut, dan terpilin
dengan ketat. Leptospira memiliki 3 komponen
utama, yaitu protoplasmik spiral, filament
axial (230 — 250 A), dan kompleks amplop yang
melindungi organisme. Amplop luar Leptospira
tersusun atas protein, lemak dan lipopolisakarida
(Adler dan Moctezuma, 2010).

Leptospirosis memiliki distribusi geografis
yang luas dan terjadi di daerah tropik, sub tropik
dan daerah yang hangat. Iklim yang cocok untuk
perkembangan Leptospira adalah udara yang
hangat, tanah yang lembab/basah dan pH alkalis.
Keadaan demikian banyak dijumpai di negara
tropik sepanjang tahun, termasuk di Kulon Progo
wilayah yang banyak memiliki sungai. Penularan
dapat langsung maupun tidak langsung, peranan
hewan dalam penyebaran leptospirosis sangat
potensial (Adler and Moctezuma, 2010).

Tanda-tanda klinis yang terkait dengan leptos-
pirosis sapi bervariasi dan tergantung pada serovar
yang menginfeksi dan kerentanan hewan. Secara
klinis, leptospirosis sapi sulit untuk didiagnosis
karena gejalanya tidak spesifik dan mudah di-
salahartikan dengan penyakit lain (Brown et
al., 2011). Infeksi biasanya didapat pada usia
dini, dan prevalensi ekskresi kronik melalui urin
meningkat dengan bertambahnya umur hewan.
Leptospirosis akan menetap sebagai infeksi kro-
nik dalam tubulus ginjal inang reservoir, dan
akan dikeluarkan bersama urin dan merupakan

sumber penularan leptospirosis (Besung, 2012).
Leptospira dapat bertahan hidup selama 74 hari
di tanah dan dapat tumbuh dan berkembang pada
kondisi yang memungkinkan (Vijayachari, 2007).

Menurut Vijayachari et al., (2007), MAT
adalah Gold standart untuk mendiagnosis leptos-
pirosis karena kemampuannya mendeteksi anti-
bodi spesifik terhadap spesies Leptospira da-
lam sampel serum. Ahmed et al., (2012) telah
menyarankan teknik PCR karena memberikan
keuntungan substansial dibandingkan isolasi
dan teknik MAT, PCR dirasa lebih murni, waktu
penyelesaian cepat, dan tidak perlu memelihara
leptospira hidup dalam berbagai serovar. Musso
et al., (2013) mengatakan bahwa keuntungan dari
diagnosis berbasis asam nukleat terletak pada
kemampuannya untuk mendapatkan diagnosis
pasti selama tahap akut penyakit bahkan sebelum
antibodi dapat dideteksi.

Beberapa sasaran yang dapat digunakan
dalam PCR Leptospira adalah : (1) RNA, seperti
16SrRNA, 23SrRNA, (2) komponen dalam mem-
bran luar Leptospira seperti : LipL21,LipL32,
LipL41, OmpL1 dan (3) immunoglobulin-like
(Lig) gen, seperti LigA, LigB, LigC serta (4)
antigen dalam flagella, seperti fla A dan fla B
(Satbige, et el., 2020). Teknik PCR dengan target
wilayah gen protein permukaan LipL32 hanya
mampu mendeteksi L. interrogans. Metode ini
mampu mendeteksi 100 leptospira / mL plasma,
serum atau darah utuh, dan 0,7 setara genom
(GE) / reaksi jaringan parafin (Gonzales et.al.,
2013). Lipoprotein L32 adalah protein yang
paling menonjol dalam profil protein Leptospira,
lipoprotein ini penting dalam patogenesis,
diagnosis, dan pencegahan leptospirosis (Haake et
al., 2010).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
status klinis dan keberadaan Leptospira inter-
rogans dalam urine sapi yang seropositif lepto-
pirosis dengan mendeteksi adanya LipL32. Sapi
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yang mengeluarkan Leptospira interrogans ber-
sama urin tanpa menunjukkan gejala klinis, meru-
pakan sumber penularan yang tidak disadari.

Materi dan Metode

Penelitian ini diawali dengan melakukan
deteksi leptospirosis terhadap sapi di wilayah alir-
an sungai Progo, kabupaten Kulon Progo, Daerah
Istimewa Yogyakarta. Microscopic Agglutination
Test (MAT) dilakukan dengan mereaksikan serum
sapidengan 14jenisserovarLeptospirainterrogans,
yaitu serovar : Ichterohaemorrhagiae, Javanica,
Celledoni, Ballum, Pyrogenes, Cynopeteri, Rach-
mati, Auatralis, Pomona, Canicola, Grippo-
typhosa, Bataviae, Hardjo, Tarrasovi. Sebanyak
12 sapi yang seropositif leptospirosis dilakukan
pemeriksaan klinis meliputi keadaan umum, pe-
meriksaan pulsus, nafas dan temperatur serta
kondisi tubuh. Sapi dinyatakan sehat secara klinis
jika memiliki kondisi tubuh sedang dengan BCS
minimal 2-3, ekspresi muka tenang, pulsus 60-70
kali/menit, nafas 24-42 kali/menit dan suhu 37,5-
39,5°C.

Polymerase Chain Reaction dilakukan ter-
hadap 12 sampel urin sapi seropositif yang diko-
leksi secara aseptis, selanjutnya disentrifus dan
endapannya dilakukan isolasi DNA menggunakan
kit dari Genoid. Deteksi leptospira dalam urin
dilakukan dengan mendeteksi adanya lipo-
protein utama LipL32 penyusun membrane
LPS Leptospira. Primer didesain dengan primer
forward sepanjang 21 basa: 5’-TGG ATC TGA
TCA ACT ATT ACG-3° yang mengandung
GC 38,1% dengan Tm 57,2°C. Primer reverse
sepanjang 22 basa diperoleh: 5’-CAC TTC
ACC TGG TTT GTA GGT-3’ yang mengandung
GC 45,5% dengan Tm 62,1°C. Amplifikasi
membutuhkan DNA cetakan hasil isolasi sebanyak
10,5 pl (tanpa dH,0) . Kondisi untuk amplifikasi
gen lipL32 adalah: predenaturasi awal selama 5
menit pada suhu 95°C, denaturasi selama 30 detik
pada suhu 95°C, annealing selama 30 detik pada
suhu 55 °C, elongasi selama 1 menit pada suhu
72 °C. Amplifikasi dilakukan sebanyak 40 siklus
dan diakhiri dengan ekstra elongasi selama 10
menit pada suhu 72 °C. Elektroforesis dilakukan
pada 100 V selama 45 menit atau sampai pewarna
merah pelacakan bermigrasi lebih dari dua pertiga
panjang baki gel. Gel diletakkan di bawah UV
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trans-illuminator dan hasilnya didokumentasikan
untuk dianalisis.

Hasil dan Pembahasan

Pemeriksaan klinis sapi meliputi keadaan
umum, pemeriksaan pulsus, nafas dan temperatur
serta pemeriksaan sistem organ. Hasil pemeriksaan
klinis disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Pemeriksaan Klinis

No Jenis Pemeriksaan Hasil Keterangan
1 BCS 2,1+0,30. Normal
2 Frekuensi nafas 32+6,97 kali/menit Normal
3 Puslus 69+10,00 kali/menit ~ Normal
4 Suhu 38,1+0,19°C Normal
5 Sistema organ Tidak ada perubahan ~ Normal

Dari 12 sapi yang diperiksa, semuanya berada
pada batas normal. Pemeriksaan terhadap semua
sistem organ tidak ditemukan adanya perubahan.
Infeksi Leptospira pada penelitian ini bersifat
subklinis, diagnosis leptospirosis ditetapkan ber-
dasarkan adanya antibodi dalam tubuh. Menurut
Hamond et al., (2015) leptospirosis pada sapi
sebagian besar bersifat asimtomatik sekalipun
sapi menyebarkan leptospira bersama urin. Tidak
adanya gejala klinis pada sapi-sapi yang terinfeksi
Leptospira ini, diduga karena faktor usia dewasa
dan jenis serovar yang menginfeksi. Kondisi ini
menyebabkan tidak adanya perbedaan klinis
antara sapi yang sehat dengan sapi yang menderita
leptospirosis, akibatnya peran sapi sebagai sumber
penularan leptospirosis tidak disadari.

Menurut Vijayacharietal.,(2007), MAT adalah
Gold standart untuk mendiagnosis leptospirosis
karena kemampuannya mendeteksi antibodi spe-
sifik terhadap spesies Leptospira dalam sampel
serum. MAT telah digunakan sebagai uji referensi,
namun demikian metode ini menunjukkan sen-
sitivitas yang relatif rendah (Limmathurotsakul
et al., 2012). Menurut Toyokawa et al., (2011)
MAT tidak mampu mendeteksi antibodi pada
awal penyakit. Kelemahan ini telah menyebabkan
peningkatan pengembangan dan penggunaan
diagnostik berbasis asam nukleat, seperti konven-
sional dan real-time polymerase chain reaction
(PCR) dan metode amplifikasi isotermal, yang
menonjolkan sensitivitas tinggi (Ahmed et al.,
2012). Metode PCR adalah metode yang secara
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langsung mendeteksi adanya Leptospira dalam
sampel dan lebih banyak digunakan untuk deteksi
Leptospira patogen karena memiliki sensitivitas
tinggi dan kemampuan untuk mendiagnosis
dini (Chirathaworn et al., 2007). Pemeriksaan
dengan PCR merupakan metode alternatif untuk
mendeteksi gen LipL32 leptospira menggunakan
sampel urine (Satbige et al., 2020). LipL32
adalah protein yang paling menonjol dalam
profil protein Leptospira, lipoprotein ini penting
dalam patogenesis, diagnosis, dan pencegahan
leptospirosis (Haake et al., 2010). Hasil PCR urin
sapi disajikan pada Gambar 1.

500bp
300bp
100bp

506 bp

Gambar 1. Hasil elektroforesis gen LipL32 Leptospira dari

sampel urin sapi.
M= marker, K= kontrol, 1-12 = sampel.

Dari 12 sampel yang dilakukan PCR, 7 sam-
pel (58%) menunjukkan hasil positif dengan ter-
bentuknya band pada 506 bp. Pada penelitian ini
tidak semua sapi seropositif leptospirosis terde-
teksi mengeluarkan leptospira bersama urine. Pa-
da sapi yang baru saja mengalami infeksi (fase
leptospiremia) akan memberikan hasil PCR urine
negatif karena leptospira masih ada dalam darah
dan tidak dijumpai dalam urine. Menurut Gonza-
les et al., (2013) metode ini mampu mendeteksi
100 leptospira / mL plasma, serum, darah utuh,
atau urine, dan 0,7 setara genom (GE) / reaksi
jaringan parafin. Harkin et al., (2003) menjelaskan
fase leptospiremia dan leptospiruria dan kemam-
puan PCR untuk mendeteksi leptospira seperti
Gambar 2.

Menurut Mulyani et al, (2016) serovar
penyebab leptospirosis pada sapi di daerah aliran
sungai Progo didominasi serovar Hardjo (38,0%),
serovar Ichterohaemorrhagie (15,0%), dan serovar
Bataviae (9,0%). Ramadhani dan Yunianto (2012)
melaporkan kasus Leptospirosis pada manusia
di Kulon Progo tahun 2011 disebabkan oleh
Leptospira serovar Harjo, Semaranga, Ichte-
rohaemorrhagie, Bataviae, dan Patoc. Adanya

Incubation Fever
perod Myalgia

Icterus
Renal fallure

Leptospiruria

Antibodies |

Leptospiremia

Week 1

PCR of blood — —o———
PCR of urine

L ——
MAT L e——
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Gambar 2. Fase leptospiremia dan leptospiruria (Harkin et al.,

2003).

kesamaan beberapa serovar yang ada pada sapi
dan manusia menguatkan dugaan bahwa di
Kulon Progo sapi juga memiliki peran sebagai
sumber penularan leptospirosis. Hewan pembawa
merupakan risiko zoonosis potensial. Manusia
terinfeksi melalui urin pembawa secara langsung
atau tidak langsung oleh air atau tanah yang
terkontaminasi (Adler dan Moctezuma, 2010).

Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian ini dapat
disimpulkan bahwa sapi yang seropositif

leptospirosis di Kulon Progo tidak menunjukkan
gejala klinis leptospirosis. Leptospira interrogans
dalam wurin ditemukan pada 7 (58%) sapi
seropositif leptospirosis. Deteksi leptospirosis
dengan komponen membran Lip32 menggunakan
PCR sangat menguntungkan untuk mendeteksi
leptospirosis subklinis. Keberadaan leptospira
dalam urin sapi dapat berperan sebagai sumber
penularan bagi hewan lain, manusia maupun
lingkungan.
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