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Abstract

The aim of this research was to detect Haemonchus sp protein in blood circulation on sheeps
and goats with dot blot test using polyclonal antibody from specific protein (33 kDa) of Haemonchus
contortus. The research method was conducted by taking blood samples from 50 of both goats and
sheeps in Surabaya slaughther h ouse. The amount of 5 µl sera we re dropped to nitrocelulose
membrane paper and added by polyclonal antibody from specific protein of H. contortus which were
stained by Western Blue Ready. The positive reaction will be shown by a dot of protein which have
more clearly appeared from the negative control. As t he positive control was H. contortus excretion
and secretion protein. Based on the research from 50 blood samples of goats and sheeps in slaughther
house showed that 27 samples (54%) positive of H. contortus protein.
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Pendahuluan
Haemonchosis merupakan penyakit cacing salu -

ran pencernaan yang disebabkan oleh Haemonchus sp
pada domba dan kambing yang menyebabkan
kerugian ekonomi yang sangat besar. Kerugian
ekonomi yang ditimbulkan meliputi kerugian
penurunan produksi daging, susu dan wol baik
secara kuantitatif maupun kualitatif serta kematian
ternak. Indonesia dengan jumlah ternak ruminansia
kecil  sekitar 126 juta ekor merupakan sumber protein
hewani , selain itu juga merupakan pendapatan
peternak kecil dimana 25% pendapatan berasal dari
sumber tersebut (Knox, 1990). Pada tahun 1984 terjadi
kerugian akibat haemonchosis sebesar 16,6 juta US$
pertahun (Fabiyi, 1986). Kerugian ekonomi tersebut
pada kambing dan domba meliputi kematian,
pertumbuhan terhambat dan gangguan reproduksi.

Haemonchus contortus  merupakan parasit yang
patogenik, luas penyebaran dan tingkat infeksinya
dapat mencapai 80%. Kambing dan domba mudah
terkena infeksi cacing saluran pencernaan ini kar ena

Indonesia yang beriklim tropis basah sangat mengun -
tungkan kelangsungan hidup dan mempermudah
penularannya.

Patogenitas haemonchosis tergantung jumlah
larva yang menginfeksi, hal tersebut tampak pada
domba muda yang terinfeksi sebanyak 1500 sampai
2500 larva infektif akan terjadi kematian, sedangkan
pada domba dewasa jika terinfeksi 3000 sampai 6000
larva cacing H.contortus.Telah dilaporkan bahwa
infeksi hiperakut terjadi kematian pada domba dan
ditemukan sebanyak 20.000 sampai 50.000 cacing di
dalam abomasum (Colin, 1999). Kerugian yang
ditimbulkan selain kematian juga menyebabkan
terhambatnya pertumbuhan dan produksi karena
sifat cacing adalah menghisap darah  yang
mengakibatkan anemia hemorhagie dengan ditandai
penurunan jumlah eritrosit dan PCV. Infe ksi khronis
dapat berjalan lama karena masih adanya sejumlah
cacing, jika disertai nutrisi jelek maka berakibat
penurunan berat badan dan disertai penurunan
protein dalam tubuh.
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 Pengendalian infeksi oleh parasit cacing
dilakukan dengan cara mengurangi kon taminasi oleh
parasit serta memberikan pengobatan dengan anthel-
mintik untuk mengeluarkan parasit dari dalam tubuh
induk semang, akan tetapi anthelmintik sendiri mem -
berikan dampak negatif yakni dapat mengkontami-
nasi daging, susu dan telur disamping par asit cacing
memiliki kemampuan genetika untuk mengem -
bangkan sifat kebal terhadap anthelmintik sehingga
menimbulkan “drug resistant” (Molento and Prichard,
1999; Zajac and Gibson, 2000). Telah dilaporkan
bahwa sejak tahun 1964 terjadi resistensi terhadap
anthelmintik  pada ruminansia kecil di seluruh dunia,
namun di Asia Tenggara baru dilaporkan mulai
tahun 1990 seperti di Malaysia, Philipina, sedangkan
di Indonesia mulai tahun 1995 telah diteliti bahwa
H.contortus pada domba resisten dengan benzimida -
zole (Chandrawathani et al., 1999). Semakin berkem-
bangnya resistensi parasit terhadap beberapa anthel -
mintik maka terjadi perubahan paradigma penelitian
yang semula hanya ingin mengetahui bagaimana cara
menanggulangi parasit atau melakukan pengobatan
cacing sekarang beralih menjadi bagaimana cara
mengatasi kerugian ekonomi karena terjadinya
resistensi terhadap anthelmintika akibat infeksi
parasit, sehingga banyak penelitian ke arah molekuler
untuk mengantisipasi problem ekonomi tersebut
misalnya pengembangan diagnostik dan vaksin yang
ramah lingkungan.

Diagnosis terhadap haemonchosis sampai saat
ini masih secara konvensional melalui pemeriksaan
tinja dengan metode konsentrasi maupun apung,
selain itu keberadaan telur cacing dalam feses pada
kasus haemonchosis sering dikelirukan dengan telur
cacing Strongylus sp. dan cacing sejenis lainnya
karena mempunyai morfologi yang hampir sama.
Pengembangan penelitian biologi molekuler untuk
nematoda khususnya Haemonchus contortus  telah
banyak dilakukan yang bertujuan un tuk pengemba-
ngan diagnosis secara molekuler (Newland  et al.,
1999; Skuce et al., 1999).

 Diagnosis haemonchosis secara serologis
menggunakan antibodi poliklonal untuk mendeteksi
infeksi Haemonchus pada domba dan kambing sampai
saat ini di Indonesia belum ada laporan. Penelitian
yang dilakukan oleh Kodyman et al. (2000) menunjuk-
kan antigen dari produk ekskresi dan sekresi cacing
H.contortus yang mengandung protein 15 dan 24 kDa
merupakan protein yang sangat imunogenik sehingga
bisa dikembangkan sebagai va ksin sub unit untuk
haemonchosis. Mufasirin dkk. (2002) telah mempro -
duksi antibodi poliklonal spesifik terhadap protein
ekskresi dan sekresi dengan berat molekul sebesar 33
kDa dari cacing H.  contortus isolat lokal dari kambing
dan domba.  Antibodi yang  didapatkan dapat
digunakan untuk mendeteksi protein H.contortus

dalam sirkulasi darah sehingga antibodi tersebut
dapat dikembangkan untuk diagnosis haemonchosis
pada ternak kambing dan domba.

Berdasarkan permasalahan tersebut di atas,
maka perlu adanya penelitian lanjutan untuk
menggunakan produk antibodi poliklonal spesifik
terhadap protein spesifik 33 kDa cacing H.contortus
untuk mendeteksi protein (antigen) beredar dalam
sirkulasi darah domba dan kambing. Diharapkan
hasil deteksi tersebut dapat diguna kan untuk
menentukan haemonchosis pada kambing dan
domba sehingga pengendalian  haemonchosis dapat
dilakukan dengan tepat.

Metode Penelitian
Penelitian ini diawali dengan melakukan  isolasi

protein ekskresi dan sekresi dari H.contortus yang
dikultivasi semalam, kemudian ditambah amonium
jenuh sama banyak serta diinkubasi pada suhu 4oC
dan disentrifus 10.000 rpm selama 10 menit dengan
temperatur 4oC. Pelet yang didapat dicuci dengan
PBS sampai tiga kali, kemudian dilarutkan dalam PBS
sebanyak 1-2 ml. Hasil larutan protein digunakan
untuk imunisasi pada kelinci dengan cara sebagai
berikut: kelinci jantan dewasa sehat diinjeksi dengan
dosis 50-100 g yang sebelumnya ditambah adjuvant
complete dengan perbandingan sama banyak sehingga
mencapai volume 500 l. Injeksi diulang dengan
protein yang sama dengan penambahan adjuvant
incomplete (Sigma) pada 2 ming gu setelah
penyuntikan pertama. Penyuntikan ulang berikutnya
dengan protein yang sama hingga mencapai  titer
antibodi yang tinggi, kemudian dianalisis dengan
ELISA.

Metode ELISA dilakukan sebagai berikut: setiap
sumuran plat mikro diisi sebanyak 100 l  larutan
protein dengan konsentrasi 10g/ml dalam buffer
karbonat dan diinkubasi pada suhu 37 oC  semalam.
Plat mikro dicuci 3 kali dengan buffer pencuci dan
kemudian tiap sumuran ditambahkan 200 l blocking
solution. Setelah diinkubasi pada suhu 37 oC selama 1-
2 jam, dilakukan 3 kali pencucian. Setiap sumuran
kemudian diisi dengan 100 l serum mencit yang
telah diencerkan (pengenceran berseri), dan diinku -
basikan pada 37oC selama 1 jam. Selanjutnya setiap
sumuran diisi dengan 100 l  konjugat (Santa Cruz,
USA) dan diinkubasi selama 1 jam, diikuti 3 -4 kali
pencucian. Sebanyak 150 l  substrat 4 nitrophenil
(Sigma, USA) dimasukkan tiap sumuran, diinku -
basikan pada 37oC selama 30 menit. Reaksi
dihentikan dengan penambahan 50 l   larutan asam
oksalat 2%, kemudian titer antibodi dibaca dengan
ELISA reader.

Karakterisasi whole protein dengan Elektroforesi
SDS-PAGE, dilakukan dengan cara sebagai berikut:
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running gel dibuat dan dimasukkan ke dalam plate
kaca, setelah mengeras pada bagian atasnya dimasuk -
kan stacking gel yang telah disiapkan. Susunan
running gel dan stacking gel dibuat dengan mencam-
purkan Acrylamid, Tris, SDS 0,8%, Temed, APS dan
aquades dalam beker gelas.  Sebanyak 10 g sampel
ditambahkan laemly buffer dengan perbandingan 2:1
dilakukan perebusan pada 100 oC selama 5 menit,
setelah itu dimasukkan ke dalam kolom cetakan yang
terletak pada stacking gel dan running pada chamber
yang telah diisi Electrode Buffers  IX dengan 100 volt,
40 mA. Gel dimasukkan ke dalam larutan pencuci
yang terdiri dari methanol 25 ml, asam asetat 3,7 ml
dan aquades ad 100 ml yang digoyang di atas sacker
selama 30 menit. Pencucian dilakukan ulang dengan
larutan yang sama dengan pengur angan komposisi
ethanol dan penambahan asam asetat setengah dari
sebelumnya selama 30 menit. Pencucian berikutnya
dengan larutan glutaraldehid 10% dan aquades
selama 30 menit, kemudian gel diwarnai dengan
AgNO3 selama 15 menit dan dilakukan pencucian
ulang dengan aquades dua kali masing -masing
selama 2 menit serta diberikan pengembang warna
yang terdiri dari formaldehid 3,7%, Zitronsauce 5%
dan aquades. Setelah pita-pita protein tampak maka
reaksi dihentikan dengan menambahkanasam asetat
10%, hasil gel disimpan dalam larutan gliserol 10%
untuk didokumentasikan.

Antigen sekresi dan ekskresi dari H.contortus
direaksikan dengan antibodi poliklonal dengan
menggunakan metode Western Blott. Hasil SDS-PAGE
ditransfer ke membran nitroselulose, selanjutnya
membran dibloking dengan BSA 1% selama semalam
pada suhu 4oC dan dilanjutkan pencucian  dengan
0,05% Tween 100 dalam TBS selama 10 menit, dan
pencucian diulang 3 kali , selanjutnya membran
dimasukkan ke dalam larutan antibodi poliklonal
dalam PBS (1:50) dan diinkubas i 1 jam pada
temperatur ruang dengan shacker dan pencucian
dengan 0,05%Tween 100 dalam TBS selama 10 menit.
Pencucian diulang 4 kali dengan cara yang sama.
Selanjutnya membran diinkubasi dalam larutan
konjugat (1:3000) (Santa Cruz, USA) selama 1 jam
pada temperatur kamar dengan shacker dan diikuti
dengan pencucian 5 kali dengan 0,05% Tween dalam
TBS dan 1 kali tanpa Tween. Membran diwarnai
dengan substrat Western Blue Ready. Reaksi
dihentikan apabila sudah terlihat pita protein dengan
cara menambah aquades,  kemudian membran
dikeringkan pada kertas Whatman dan siap untuk
didokumentasikan. Penghitungan berat molekul yang
imunogenik dilakukan dengan membandingkan pita
protein yang tampak dengan standar marker yang
diwarnai dengan perak nitrat.

Uji dot blot menggunakan sampel darah dari 50
ekor kambing dan domba yang dipotong di Rumah
Potong Hewan Kota Surabaya, setiap ekor kambing
atau domba diambil darahnya dua mililiter. Darah
yang didapatkan kemudian dipisahkan serumnya
dengan cara disentrifugasi dengan kecep atan 4000
rpm selama 10 menit,  serum yang didapat kan
kemudian digunakan untuk uji dot blot.  Setiap
sampel diambil sebanyak 5 l (mikro-liter) serum
diteteskan pada kertas membran nitroselulose
menggunakan mikropipet.  Sebagai kontrol positif
digunakan protein ekskresi-sekresi H. Contortus
dengan berat molekul 33 kDa hasil produksi
poliklonal antibodi. Tetesan sampel dikeringkan pada
suhu ruang selama 15 menit dan selanjutnya
dilakukan blocking menggunakan 1% BSA dalam TBS
dan diinkubasi pada suhu 4 oC selama semalam
(overnight).

Hasil blocking kemudian dilakukan pencucian
dengan menggunakan 0,05% Tween TBS selama 10
menit dengan shacker. Pencucian diulang sampai 5
kali dengan cara yang sama. Membran selanjutnya
dimasukkan ke dalam larutan antibodi polik lonal
terhadap protein 33 kDa dari ekskresi dan sekresi
H.contortus  yang diproduksi dari kelinci dengan
pengenceran 1:50 dan diinkubasikan 1 jam pada
temperatur ruang dengan shacker dan dilakukan
pencucian dengan 0,05% Tween TBS selama 10 menit.
Pencucian diulang 5 kali dengan cara yang sama.
Selanjutnya membran diinkubasikan dalam larutan
konjugat goat IgG anti rabbit (1:3000) (Santa Cruz,
USA) selama 1 jam pada temperatur kamar dengan
shacker dan diikuti dengan pencucian 5 kali dengan
0,05% Tween  TBS, selanjutnya membran diwarnai
dengan substrat Western Blue Ready (Sigma). Reaksi
dihentikan apabila sudah terlihat titik protein dengan
cara menambahkan aquabides deionized  (Mufasirin,
1999), kemudian membran dikeringkan pada kertas
Whatman dan siap untuk didokumentasikan serta
dilakukan analisis.  Sampel dinyatakan positif jika
menunjukkan reaksi warna (titik pusat lingkaran
pada sampel) dengan kualitas lebih tebal
dibandingkan dengan kontrol negatif menggunakan
pengaturan kontras secara bersamaan pada progr am
photoshop.

Hasil dan Pembahasan
Berdasarkan pemeriksaan dari 50  sampel darah

domba dan kambing yang dipotong di Rumah
Potong Hewan Kota Surabaya dengan uji dot blot,
menunjukkan bahwa 27 sampel (54%)  positif
terinfeksi oleh H.contortus. Hasil uji dot blot  sampel
selengkapnya dapat dilihat pada Gambar 1 dan
interpretasinya pada Gambar 2.
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Prevalensi H.contortus pada penelitian ini sebesar
54% atau dengan uji Dot Blot dapat mendeteksi
protein spesifik dari cacing H.contortus yang
menginfeksi domba maupun kambing sebesar 54%.
Tingkat prevalensi dari hasil penelitian ini lebih
rendah dibanding dengan penelitian sebelumnya
yang dilakukan oleh Knox (1990) di mana tingkat
infeksi H. contortus dapat mencapai 80% terutama
pada musim hujan.  Indonesia yang be riklim tropis
dengan tingkat kelembaban tinggi sekitar 80%  sangat
menentukan kelangsungan hidup cacing dan mem -
permudah penularan untuk penyakit cacing dari
ternak satu ke ternak lainnya. Selama penelitian
berlangsung, pengambilan sampel dilakukan pada
bulan Juni 2003 yang merupakan musim kemarau
sehingga kurang menunjang siklus hidup cacing.
Kejadian haemonchosis berhubungan dengan siklus
hidup dari Haemonchus sp khususnya perkembangan
telur sampai menjadi larva stadium III yang siap
menginfeksi ternak kambing maupun domba.
Menurut Soulsby (1986), faktor yang mempengaruhi

kehidupan cacing di luar tubuh induk semang antara
lain adalah suhu dan kelembaban. Suhu dan
kelembaban sangat berpengaruh terhadap penetasan
telur cacing sampai menjadi larva stadium I II
(stadium infektif). Kehidupan larva akan dipengaruhi
oleh cuaca panas dan  lingkungan yang kering, di
mana larva stadium I tidak dapat berkembang
menjadi stadium ke II maupun ke III karena tempat
kehidupan larva yang berada pada rumput atau
tanah yang kering tidak menunjang siklus hidup
larva sehingga larva infektif tidak mampu untuk
menginfeksi domba dan kambing.

 Menurut Donald ( 2003), prevalensi H. contortus
sebesar 98,8% pada kambing dan domba di  Ethiopia,
di mana prevalensi banyak dipengaruhi ole h faktor
manajemen seperti manajemen pakan, manajemen
pengendalian yaitu pencegahan dan pengobatan serta
manajemen  pemeliharaan termasuk model kandang
dan faktor sosial seperti kurangnya  kesadaran
masyarakat khususnya peternak untuk melakukan
pencegahan.

Gambar 1. Hasil uji Dot Blot serum darah domba dan kambing menggunakan antibodi   poliklonal terhadap
protein spesifik H. Contortus.

K++ K+ K-

A + + + + + + + + + +

B - + - - + + + + - +

C - - - + - + - + - -
D + + - - + - + - + +

E - - - - - - - - + +

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Gambar 2. Hasil interpretasi uji Dot Blot serum darah domba dan kambing menggunakan antibodi poliklonal
terhadap protein spesifik H. Contortus . Keterangan: A sampai E, 1 sampai10 = Kode sampel ; K-  =
Kontrol negatif ; K++ = Kontrol positif tinggi ; +   = Sampel positif; K +  = Kontrol positif rendah, -
= Sampel negatif.
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Hasil penelitian sebesar 54% termasuk angka
yang cukup tinggi, hal ini karena cacing H. contortus
betina dewasa mempunyai daya reproduksi yang
tinggi dengan mengeluarkan sekitar 5000 sampai
10.000 telur cacing setiap hari dan memerlukan waktu
yang pendek sampai menjadi dewasa sekitar 17 -21
hari (Soulsby, 1986), sehingga penularan pada ternak
yang beresiko lebih mudah terjadi.

Ternak kambing dan domba yang dipotong di
Rumah Potong Hewan Pegirian Surabaya berasal dari
berbagai daerah khususnya daerah Jawa Timur yang
rata-rata merupakan ternak rakyat dengan sistem
pemeliharaannya masih relatif tradisional dengan
cara digembalakan. Pakan ternak  bia sanya diberikan
rumput yang didapat dari lapangan atau hasil dari
rumput yang disabit oleh peternak, sehingga  asal
rumput yang diambil sangat menentukan tingkat
infeksi H.contortus. Rumput yang diambil dari ling -
kungan dimana kambing atau domba dipelihara
kemungkinan besar tercemar dengan larva cacing
baik tercemar langsung dengan feses ternak atau
terkontaminasi melalui air yang tercemar.

Selain faktor-faktor di atas, umur hewan yang
dipotong juga sangat berpengaruh terhadap infeksi
cacing.  Sampel yang diambil berasal dari domba dan
kambing dewasa yang di potong di Rumah Potong
Hewan  rata-rata berumur lebih dari satu tahun yang
secara klinis tidak menunjukkan gejala penyakit.
Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan prevalensi
haemonchus cukup tinggi, h al tersebut bisa disebab-
kan infeksi H.contortus dapat berjalan kronis pada
hewan dewasa dimana ternak pernah terinfeksi pada
umur muda.

Hasil uji dot blot menunjukkan kualitas warna
yang berbeda-beda dibandingkan dengan kontrol
negatif. Kualitas warna tersebut menunjukkan tingkat
infeksi penyakit dimana pada uji dot blot terjadi reaksi
antara antigen dan antibodi. Infeksi yang tinggi
didapatkan kualitas warna yang lebih gelap hal ini
berkaitan dengan jumlah antigen yang beredar dalam
darah ternak lebih banyak pada infeksi berat
dibandingkan dengan infeksi yang ringan. Tujuan
penelitian ini untuk mendeteksi antigen beredar
(dalam darah) menggunakan antibodi poliklonal
terhadap protein ekskresi dan sekresi H. Contortus
dengan berat molekul 33 kDa dan selanj utnya dapat
ditentukan prevalensi penyakitnya.  Antibodi dapat
mendeteksi antigen yang dikeluarkan cacing pada
saat menghisap darah induk semang sehingga jumlah
antigen yang beredar dalam darah dapat diekspresi -
kan dengan warna yang lebih gelap yang dapat
dilihat pada Gambar 1. Antigen yang beredar dalam
darah bisa berasal  dari hasil sekresi dan ekskresi
dari bagian oesophagus dan usus cacing larva
stadium tiga seperti yang dilakukan oleh  Lopez et al
(1999).

Antibodi yang digunakan dalam penelitian ini
adalah antibodi poliklonal spesifik yang hanya
mengenal protein dengan berat molekul 33 kDa (hasil
ekskresi dan sekresi) dari cacing H. contortus sehingga
protein yang mempunyai berat molekul 33 kDa yang
dikeluarkan cacing pada saat menghisap darah induk
semang dapat terdeteksi. Antibodi yang digunakan
dalam penelitian ini diproduksi pada kelinci dimana
sifat dari antibodi yang dihasilkan dari hewan
tersebut mudah bereaksi dengan antigen yang mirip
termasuk antigen yang ada dalam darah induk
semang, hal ini dapat dilihat pada kontrol serum
negatif terhadap H. contortus.

Metode dot blot ini belum pernah dilakukan
untuk uji prevalensi haemonchosis melalui deteksi
protein spesifik tetapi uji ini sering digunakan pada
penyakit lain seperti toksoplasmosis  yan g dilakukan
oleh Mufasirin (2002) yang menguji prevalensi
toksoplasmosis pada telur ayam buras. Uji dot blot ini
terbatas secara kualitatif untuk menentukan apakah
hewan tersebut terinfeksi H. contortus atau tidak.
Untuk lebih memastikan hewan terinfeksi oleh H.
contortus perlu dilakukan uji pembanding dengan uji
ELISA dimana secara kuantitatif dapat menunjukkan
berat ringannya infeksi.

Kesimpulan
Berdasarkan hasil uji dot blot dengan mengguna-

kan antibodi poliklonal  protein ekskresi dan sekresi
dengan berat molekul 33 kDa dari cacing Haemonchus
contortus didapatkan 27 (54%) sampel positif mengan -
dung protein H.contortus.
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