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RlNGKASAN 

.IL I T. 
narUST A'¥..../<..A T I 

•• ' ...... AS A1JU.AN~ 
...... A'IA 

Cacing pada hewan ruminansia secara luas dibagi menjadi tiga keJas, yaitu kelas 

nematoda, trematoda dan cestoda. Cacing pita (cestoda) pada rum inansia adalah Moniezia 

spp., terdapat dua spesies, yai tu Nl Expanza dan M benedeni, Cacing tersebut hidup di 

da lam sa luran pencemaan dan mcnyebar melalui ioang anlam (oribated miles) yang 

mengandung sist iserkoid. Tclur caeing pita lermakan oleh oribated miles untuk me1engkapi 

sikl us hidupnya. Morfologi kedua caeing tersebut pada stad ium telur hingga dewasa sangat 

mirip, sehingga pada hasi l pemeriksaan rutin (feses) secara mihoskopis suli t dibedakan. 

Oleh karena itu scbagai dasar identifikasi dan klasi fikas i, hasil pemeri ksaan konvensional 

dengan menemukan telur da lam feses memliki akurasi yang rendah. 

Teknik biokimia, imunologik dan molekuler merupakan pendekatan altemati funtuk 

mempelajari sistimatika parasit. Khususnya penggunaan teknik DNA untuk identifikasi 

parasit caeing memiliki t ingkat akurasi yang kuat. Nuclear ribosomal DNA dapal digunakan 

sebagai marker genet ik, rONA da ri ITS-2 menunjukkan hasil yang sangat spesifik pada 

identifikasi caci ng pita. 

Pene litian ini bertujuan untuk: mengetahui karakter protein dan imunologis serta 

menentukan antigenes itas, nil ai sensitivitas sena spes ifisi tas prote in cacing M expanza dan 

A4. benedeni yang dapat dikembangkan 1I1ltuk kit diagnostik; dan mendapatkan data 

homologi yang dapat dimanfaatkan lIntuk mengetahui hubungan kekerabatan (phylogenetic 

tree) cestoda pada ruminansia, untuk identi fikasi , dan diagnosis etiologik. 

Tahapan penelitian ini adalah sebagai berikut: Tahun pcrtHDla mel iputi beberapa 

tahap, yaitu: I) Ko leksi sampel ; 2) Identifikasi Moniezia spp. dari ruminansia yang diamati 

berdasarkan morfologi caeing dewasa; 3) Identi fi kasi protein berdasarkan berat molekul 

(8M); 4) Karakterisas i protein dan uji antigenisitas dengan teknik Western blot. Tahun 

kcdua , meliputi : I) Uji reaksi silang protein anta r spesies Moniezia spp. terhadap serum 

kelinci yang diimunisasi homogenat caeing Moniezia spp. dari spes ies yang berbcda 

menggunakan teknik Western blot.; 2) Uji antigcnisitas, sensitivitas dan spesifisitas protein 

cacing lvloniezia spp. terhadap serum meneit yang diimurusas i homogcnat cacing Nfoniezia 

spp. dengan spesies berbeda menggunakan tekn ik il1direct-EUSA Tuhun ketigll , meliputi 

beberapa tahap, ya ilu: 1) Pers iapan sampel; 2) Isolas i DNA; 3) Amplifikasi DNA; 4) 

Elektrofores is DNA; 5) Pemetaan ristriksi ; 6) Perbanyakan produk pe R; 7) Pemumian DNA 

prod uk peR; 8) Isolasi DNA dari gel agarose; 9) Sekuensing; dan 10) Analisis homologi 

nukleotida. 

Has il rUIlNing SDS-PAGE pada M. benedell i didapatkan bcberapa protein dengan 

be rat mo1ekul 244, t76, 143, 119,82,74,6 1,5 1, 44, 43,36,3 1, 29, 27,26,24,19, 15, 12 

dan kDa. Pada M. e.xpanza hasil rUlIlling menunj ukkan pita pada BM 240, 11 9,90, 66, 61, 

54, 44,39,36,32,30,27,26,24, 15, 13,9 dan 7 kDa. 
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Hasil karakterisasi protein Moniezia spp. menggunakan teknik Western blot 

diketahui bahwa protein M. benedeni dapat berikatan dengan serum anti M benedeni pada 

8M 244, 119, 82, 74, 61, 51, 44, 36, 31, 15 dan 9 kDa. Pada protein M. expanza 

menunjukkan ikatandengan serum anti-M expanza pada 8M 244, 176, 143. 119,82,74,61, 

51,44,43,31,29,26,23, 12 dan 9 kDa. 

Pada protein M expanza menunjukkan ikatan dengan serum anti-M benedeni pada 

BM 244, 206, 176, 143, 119, 82, 74, 61, 44, 43, 36,31,29,27,24, 15, 12 dan 9 kDa. Pada 

protein M. benedeni menunjukkan ikatan dengan serum anti-M expanza pada BM 244, 206, 

176,143,119,82,74,61,44,43,36,31,29,27,24,15, 12 dan 9 kDa. 

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat diketahui bahwa protein M, expanza yang tidak 

terjadi reaksi silang dengan serum anti-M. benedeni yaitu pada BM 26 dan 23 kDa, 

sedangkan protein M. benedeni yang tidak mengalami reaksi silang dengan serum anti-M. 

expanza adalah pada BM 51 kDa. Protein dengan 8M 244, 119,82, 74, 61, 44,36,31, 15 

dan 9 kDa baik dari M. benedeni maupun M. expanza merupakan protein yang mengalami 

reaksi silang baik dengan serum anti-M. benedeni maupun anti-M. expanza. 

Protein spesifik spesies dapat dikembangkan untuk kit diagnosis etiologik, 

sedangkan protein yang mengalami reaksi silang dapat dikembangkan sebagai kandidat 

vaksin. 
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PRAKATA 

Monesiasis adalah penyakit infeksi pada ruminansia yang disebabkan oleh eaeing 

pita (cestoda), yaitu Moniezia spp. Terdapat dua spesies Moniezia, yaitu M Expanza dan 

M. benedeni. eaeing tersebut hidup di dalam saluran peneernaan dan menyebar melalui 

inang antara (oribated mites) yang mengandung sistiserkoid. Telur eacing pita termakan oleh 

oribated mites untuk melengkapi siklus hidupnya. Morfologi kedua eaeing tersebut pada 

stadium telur hingga dewasa sangat mirip, sehingga pada hasil pemeriksaan rutin (feses) 

seeara mikroskopis sulit dibedakan. Sebagai dasar identifikasi dan klasifikasi, basil 

pemeriksaan konvensional dengan menemukan telur dalam feses memliki akurasi yang 

rendah. Teknik biokimia, imunologik dan molekuler merupakan pendekatan alternatifuntuk 

mempelajari sistimatika parasit. Khususnya penggunaan teknik DNA untuk identifikasi 

parasit eaeing memiliki tingkat akurasi yang kuat. Nuclear ribosomal DNA dapat digunakan 

sebagai marker genetik, rDNA dari ITS-2 menunjukkan basil yang sangat spesifik pada 

identifikasi eaeing pita. 

Penelitian ini bertujuan untuk: mengetahui karakter protein dan imunologis serta 

menentukan antigenesitas. nilai sensitivitas serta spesifisitas protein eaeing M e.xpanza dan 

M. benedeni yang dapat dikembangkan untuk kit diagnostik; dan mendapatkan data 

homologi yang dapat dimanfaatkan untuk mengetahui hubungan kekerabatan (phylogenetic 

tree) cestoda pada ruminansia, untuk identifikasi. dan diagnosis etiologik. 

Penulis mengueapkan banyak terima kasih kepada Prof. Dr. Mohammad Nasih, SE., 

MT., Ak., CMA., Rektor Universitas Airlangga; Prof. H. Hery Pumobasuki, drs., MSi., 

Ph.D., Ketua Lembaga Penelitian dan Inovasi Unair; Prof. Dr. Pudji Srianto, drh., MKes .• 

Dekan Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Airlangga, dan semua pihak yang seeara 

langsung ataupun tidak langsung turut membantu dalam kegiatan penelian ini dari awal 

hingga terselesainya laporan ini. 

Akhimya semoga penelitian ini dapat bermanfaat bagi yang membutuhkan informasi 

yang berkaitan dengan diagnosis Toxocariasis baik pada sapi. kerbau maupun hospes lain 

termasuk manusia PenuIisan ini masih banyak kekurangan, untuk itu penulis mengharap 

kritik dan saran untuk kesempumaan tulisan ini. 

Surabaya, September 2018 
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BAll I. PENDAUULUAN I •• a". " Y " 

1.1 Latur BcJakang Pcnelitian 

Monieziasis adalah penyakit eae ing pita pada hewan yang di sebabkan oleh genus 

moniezia. Diagnosis untuk penyakit paras itik tcrutama di lakukan berdasarkan idcntifikasi 

caeing atau tclur secara morfologi (Ishiwata, eJ al., 2003). Identifikasi spcsies parasit usus 

didasarkan pada morfologi telur, larva dan caeing dcwasa (WHO, 1 997~ Salawu and Moro, 

2013), namun klasifikasi awal berdasarkan analomi caeing dewasa dan te lur ada lah tidak 

akurat (Zhu el al., 2000). Pengembangan diagnosis seeara imunologik mcmcrl ukan protein 

spesifik sebagai antigen, akan tctapi hingga saat ini protein spesifik untuk cestoda pada 

saluran pencernaan hewan ruminansia untuk diagnosis c tiologik belum banyak diketahui. Oi 

fihak lain diagnos is seeara molekular dan genom ik belum banyak di lakukan pada infeksi 

eaeing eestodosis khususnya monezias is pada ruminansia (sapi dan kambing). 

Hasil pene li tian di Peru dilapo rkan in fbrmasi ten lang M expansa dan M belledeni 

yang menginfeksi sapi , kambing dan domba (Zaldivar, 199 1), pada pene li tian bcrikutnya 

j uga dilaporkan adanya infeksi M expol1sa pada babi (Go 'mez-Puerta el aI. , 2008). Hal ini 

menunjukkan bahwa identifikasi spesics parasit sail gat penting karena tidak hanya untuk 

diagnosis tetapijuga untuk survei cpidemiologik pada penilaian kesehatan masyarakat, maka 

mctodc yang dapa! diandalkan (reliable) ulltuk idclltifikas i yang akurat sangat dipcrl ukan 

(Ishi wata el al., 2003). Kelcmahan dari diagnosis dengan pemeriksaan reses unt.uk 

mcnemukan telur eaeing ada lah sensi ti vitas rendah karena metode konvensional yang ada 

menggunakan sampcl 1-3 g feses. Kelcmahan lain adalah tidak dapat mendiagnosis secara 

dini , karena periode prepaten yang panjang ( Kusnoto, 2008). 

Rcspons imun hospes terbada p infeksi eaeing ditandai dengan kcberadaan imuno-

globul in E (IgE) dan peningkatan kadar cosinofi l. yang dilengkapi dengan keeendcrungan 

da ri eaeing untuk menstimu1asi subset ThICOs+ dan Th2Co.t (Abbas ef al., 2000; Tizard, 

2009~ Maizels. 20 I J). Sel ThzCO" + mensekrcsi interleukin {fL)-4 dan LL-5, IL-4 merangsang 

se l B ullluk berdeferensiasi menjadi sci plasma dan Illcnghasi lkan [g E dan Ig G I, sedangkan 

IL-5 merupakan pemieu terhadap pembcnlUkan eos inofiJ (Abbas et al. , 2000). Sci ThICDg+ 
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menghasilkan interferon gamma (IFNy) yang menghambat reaksi hipersensitivitas dan 

memicu produksi Ig 02 (Amerasinghe et ai., 1992). Antibodi yang dihasilkan oleh sel-sel 

imun tubuh tersebut bersifat spesifik dan sebagian beredar dalam darah perifer, sehingga 

dapat dideteksi dengan teknik imunodiagnostik, yang pada prinsipnya adalah mendeteksi 

ikatan antigen-antibodi spesifik dalam serum hospes (Kusnoto dkk., 2001). Karena dalam 

pemeriksaan tersebut diperlukan antibodi dan antigen spesifik, maka perlu dikaji lebih lanjut 

tentang antigenisitas agen penyebab dengan menyiapkan perangkat diagnositik yang 

mempunyai nilai sensitivitas dan spesifisitas tinggi sehingga penyakit tersebut dapat 

didiagnosis lebih dini, cepat dan akurat. 

Sistematika cestoda selalu memiliki problematik pada berbagai alasan, kesulitan 

berkaitan dengan sedikit yang dapat diakses atau kelemahan pada spesimen, di bawah 

standart atau diskripsi taksonomik yang tidak lengkap atau informasi yang didapat 

berlawanan dari berbagai morfologi kelas dan karakter ontogenik (Brooks et al., 1991). 

Penelitian tentang filogeni cacing pita (Eucestoda) dapat mencapai perkembangan yang 

sangat pesat dan mendasari diajukannya hipotesis baru pada data morfologi, siklus hidup. 

ultrastruktural dan molekular (Hoberg et al., 1999). Klaster ribosomal DNA (rONA) dapat 

dimanfaatkan untuk penelitian genetik sebagai region yang highly repeated dan mengandung 

sisi variable regions dengan bayak region conserved (Hillis and Dixon. 1991). Teknik PCR 

menggunakan sekuens second internal transcribed spacer (ITS2) (coding regions yang 

berada antara 5.8S and 28S) terbukti merupakan alat yang dapat dipercaya (reliable) dalam 

identifikasi spesies paras it platyhelminthes dan berhubungan dengan filogenetiknya (Blair 

el al., 1999; Scholz et al., 2004). Genom mitokondrial juga berguna dalam mempelajari 

taksonomi dan genomnya dengan perkembangan yang cepat dibandingkan dengan rONA 

dan memiliki DNA noncoding minimal dan tanpa introns (Mc Manus and Bowles, 1996). 

Untuk design primers oligonucleotide yang digunakan untuk amplifikasi genom variable 

region, conserved coding regions, seperti gen cytochrome oxidase c subunitI (COl) adalah 

ideal untuk dipelajari khusunya berhubungan dengan spesies (Mc Manus and Bowles, 1996). 

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui karakter dan mendapatkan protein spesifik 
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Moniezia expanza dan Moniezia benedeni dari ruminansia yang dapat dikembangkan untuk 

kit diagnostik dan kandidat vaksin; dan mendapatkan data homologi yang dapat 

dimanfaatkan untuk: mengetahui hubUDgan kekerabatan (phylogenetic tree) cestoda pada 

ruminansia. untuk: identifikasi. dan diagnosis etiologik. 

1.2 Rumusan Masalah 

1.2.1 Rumusao masalah tahuo I 

1) Bagaimanakah karakter Moniezia expanza dan Moniezia benedeni dari ruminansia 

yang diamati berdasarkan morfologi telur dan cacing dewasa, berat molekul (EM) 

protein dan antigenesitasnya dengan teknik blotJing? 

2) Pada BM berapakah protein spesifik Moniezia expanza dan Moniezia benedeni 

terhadap serum kelinci yang diimunisasi homogenat whole worm cacing dewasa 

dengan spesies sarna, menggunakan teknik Western blot? 

1.2.2 Rumusao masalah tahun n 
1) Protein pada BM berapakah yang dapat terjadi reaksi silang antaraMoniezia expanza 

dan Moniezia benedeni terhadap serum kelinci yang diimunisasi homogenat whole 

worm cacing dewasa dengan spesies berbeda, menggunakan teknik Western blot? 

2) Bagaimanakah nilai antigenisitas, sensitivitas dan spesifisitas protein baik pada 

Moniezia expanza dan Moniezia benedeni terhadap serum mencit yang diimunisasi 

homogenat whole worm cacing dewasa dengan teknik ELISA? 

1.2.3 Rumusao masalah tahuo m 
1) Berapakah panjang rDNA Moniezia expanza dan Moniezia benedeni? 

2) Bagaimana susunan nukleotida DNA Moniezia expanza dan Moniezia benedeni? 

3) Bagaimanakah tingkat homologi dari ITS-2 serta hubungan kekerabatan cacing 

cestoda yang menginfeksi ruminansia di Surabaya? 
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lill L ii . 
I IZaPUIIT AltAAro 
I "'IUK.u A1&!oU< ..... 

BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA ' --!.!!. A • A y.\ 

2.1 Penyebab monicziasis 

Secara umum perkcmbangan cestoda mclalui tiga stadium, yaitu tclur, larva 

(metaeestoda) dan dewasa. Cestoda pada rurninansia termasuk pada genus moniczia, yang 

terdapat dua spesies, yaitu Moniezia expanza dan Moniezia bel/edeni (Soulsby. 1986; 

Urquhart el aI. , 1996). Moniezia expansa mcnyerang kambing, domba, sapi dan ruminansia 

lain, sedangkan Moniezia benedeni terutarna menycrang sapi dan juga bisa menyerang 

ruminansia lain (Subckt! dkk. , 20 13). Moniezia e.xpansa adalah parasit yang umum pada 

usus halus hewan ruminan (Schm idt, 1986; Cordcro-del Campi llo and Rojo-Va'zqucz, 

1999). 

Panjang Moniezia expansa dapat rneneapai 600 em dan Icbar 1,6 em. Caeing ini 

sudah tcrsebar di se luruh dunia (kosrnopolitan). Diagnosis penyakit ini biasanya dcngan 

pemeriksaan tinja untuk Il1cncmukan tclur yang bcnluknya segi tiga atau scgi clllpat dan 

berisi onkosfer, atau untuk mencari sef,rmenlproglotid. Perbedaan antara M benedeni dengan 

M expallsa terlctak pada: I).U, benedeni leb ih besar dari pada M e.xpansa. (lebar dapat 

meneapai 2,6 em); 2) Inter proglottida l glands tcrsusun pcndek dan berdcret rapat pada 

bagian tengah segmen (Levine, 1990; Subekti dkk. , 2013). 

2.2 Siklus hidul} dnn eara IJcnu laran Moniezia SPI). 

Parasit ini mernerlukan oribaled mile untuk melengkapi siklus hidupnya. 

Transmisinya melalui termakannya oribaled mile yang terinfeksi cysticercoid (Barriga, 

1994). Sistiserkoid berkembang di dalam Oribated miles dari genus Gahllllna, Pe/oribates, 

Protosch/erorihates, Selle/oribates, Sculoverlex dan Zygoribatula. Telur eaeing dikeluarkan 

bersama tinja inang definitif satu persatu atau berkelompok dalam segmen yang terl ihat 

seperti but iran beras. Bila segmen dimakan oleh Familia Oribatidae maka dinding scgmen 

akan sobek dan seluruh telur termakan oleh mites, selanjutnya onkosfer akan tumbuh 

membesar dan dalam waktu 15 mjnggu menjadi bentuk sistiserkoid. Suhu dan kond isi 

lingkungan sangat mempengaruhi proses perkembangan telur. Misal : Pada suhu 6°C perlu 
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waktu 7 bulan untuk mencapai bentuk sistiserkoid, sedangkan pada suhu 26-28 °C perlu 

waktu 3 - 4 bulan. Kambing, domba dan sapi akan terinfeksi bila memakan mites yang 

mengandung sistiserkoid yang infektif, biasanya bersama dengan rumput. 

2.3 Patogenesis monieziasis 

Pada umumnya anak kambing, domba dan sapi di bawah umur 6 bulan paling sering 

terinfeksi. Infeksi yang hebat pada kambing dan domba berhubungan erat dengan jumlab 

oribated miles yang ada di padang rumput. Bila penggembalaan dilakukan pada padang 

rumput yang sarna/tetap maka jumlab mites akan banyak sekali baik pada rumput maupun 

tanab. Mites ini mempunyai kebiasaan pada Malam hari/senja naik ke ujung rumput atau 

bagian rumput yang geJap dan pada siang hari bersembunyi di dasar rumput yang tidak 

tercapai oleh sinar atau di permukaan tanah (bersifat fototropisme negatit). Cacing muda 

maupun dewasa dapat menimbulkan iritasi pada usus sehingga menyebabkan gangguan 

pencemaan pada usus. 

2.4 Gejala klinis dan diagnosis monieziasis 

Bentuk akut dapat teIjadi intoksikasi akibat dari racun yang dihasilkan (diekskresi) 

oleh cacing dewasa Pada infeksi ringan menyebabkan gangguan pencemaan dan 

pertumbuhan lambat. Gejala klinis pada umumnya tidak jelas dan biasanya terlihat 

kelemahan dan kekurusan. Pada infeksi yang berat bisa menimbulkan anemia, diare prof us, 

pertumbuhan lambat, kekurusan, kelemahan dan bisa bersifat fatal terutama sering teIjadi 

pada anak sapi. 

Pemeriksaan tinja untuk melihatlmencari telur yang bentuknya segitiga atau segi 

empat dan berisi onkosfer, ataU untuk mencari segmenlproglotid. 

2.5 Antigen parasit 

Secara umum, pengertian antigen adalah substansi yang dapat dikenali sebagai benda 

asing (non self) oleh sistem imun tubuh. Antigen ialah benda asing yang diukur berdasarkan 

keberhasilan daJam mengikat antibodi. Adapun imunogen, merupakan bagian dari antigen, 
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diukur berdasarkan kemampuan dalam memicu sistem imun adaptif untuk menghasilkan 

antibodi (Abbas et al., 2000). Pada umumnya, molekul yang bersifat imunogen ialah apabila 

teIjamin keasingannya dan mempunyai berat molekul (BM) lebih dari 5 kDa. Pada molekul 

yang lebih kecil, dapat menjadi imunogenik apabila terikat pada makromolekul sebagai 

karier (Manus, 1986). Respons imun juga dipengaruhi oleh tingkat solubilitas protein 

antigen. Antibodi hanya akan mengikat pada bagian khusus makromolekul, yang kemudian 

disebut sebagai penentu antigenik (epitop). Pada satu makromolekul mungkin terdapat 

sejumlah epitop yang masing-masing akan berikatan dengan antibodi yang sesuai (Abbas et 

al., 2000). 

Antigen yang berasal dari parasit akan menjadi imunogenik apabiJa dikenali sebagai 

non self dengan berat molekul tertentu. Secara kimiawi, zat imunogen parasit dapat berupa 

protein, lipida, karbohidrat, glikoprotein, dan glikolipida. Masing-masing komponen 

kimiawi tersebut mempunyai karakteristik ukuran, susunan rantai dan jumlah determinan 

yang mungkin berbeda (Abbas et al., 2000). 

Berdasarkan stadium dan siklus hidup parasit antara lain terdiri dari: spesifikasi 

genus, spesies, strain dan stadium hidup; dan parasit yang mengalami perubahan bentuk 

Berbagai jenis antigen yang berasal dari parasit dapat diperinei berdasarkan sumber dan lokasi 

parasit, maupun populasi dan siklus hidup parasit. Berdasarkan sumber dan lokasi parasit 

antara lain terdiri dari: 1) exoantigen terlarut, berasal dari parasit hidup atau parasit dalam 

media buatan merupakan produk ekskresi hempa metabolit; 2) somatik antigen terlamt, 

berasal dari cacing stadium dewasa atau larva yang haneur atau dari sel permukaan tubuh 

parasit; 3) parasit yang mati atau fragmen-fragmen tubuhnya; 4) paras it yang hidup seeara 

utuh; 5) eairan tubuh nematoda; dan 6) cairan kista larva cacing pita. Adapun (Page et al., 

1991; Warren, 1993; el-Massry, 1999). 

2.6 Respons imun terhadap parasit 

Respons imun spesifik terhadap infeksi heberapa eacing diperantarai oleh Ig E dan 

eosinofil, yang merupakan tipe khusus dari antibody-dependent cell-mediated c.ytoloxicity 
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(ADCC). Antibodi (IgE) mengikat bagian pennukaan dari eacing, kemudian eosinofil 

menyerang melalui Fe reseptor, dan eosinofil teraktivasi mensekresi granula enzim yang 

menghaneurkan parasit. Respons tersebut dilengkapi dengan keeenderungan dari eaeing 

untuk menstimulasi subset CD4Th2, yang mensekresi IL-4 dan IL-5. Interleukin-4 (IL-4) 

menstimulasi produksi Ig E, dan IL-5 menstimulasi perkembangan dan aktivasi eosinofil. 

Eosinofil kemungkinan lebih efektif untuk mematikan caeing daripada leukosit lain, karena 

protein granula eosinofil mungkin lebih toksik dibanding enzim proteolitik dan oksigen 

reaktif dari netrofil maupun makrofag. Respons imun spesifik terhadap parasit juga 

menambah jejas jaringan. Beberapa parasit dan produknya menginduksi respons 

granulomatous yang diikuti dengan fibrosis (fibrosis concomitant) (Roitt el 01., 1998; Abbas 

et 01., 2000). Pada umumnya infeksi parasit eacing ditandai dengan keberadaan 

imunoglobulin (Ig) E dan peningkatan kadar eosinofil. Peningkatan kedua sel imun tersebut 

di bawah kontrol sel T (Pearse and Sher, 1990). Interleukin (IL) 4, merupakan limfokin yang 

merangsang sel B yang teraktivasi oleh Iipopolisakarida untuk menghasilkan Ig E dalam 

tubuh hospes, sedangkan IL-5 merupakan stimulus potensial terhadap pembentukan 

eosinofil pada medium buatan (Abbas el aI., 2000). Amerasinghe et 01. (1992) menyatakan, 

bahwa penyuntikan IL-5 pada tikus, berakibat teIjadi peningkatanjumlah sel eosinofil dalam 

darah dan jaringan. Jika IL-5 rendah akan menyebabkan teIjadinya granuloma dan fibrosis 

hati. Interleukin (IL)-4 dan IL-5, yang dihasilkan oleh CD4+rhl, berperan dalam kontrol 

produksi Ig E dan Ig G 1, sedangkan CDs +-rhl menghasilkan IFNy yang menghambat reaksi 

hipersensitivitas dan memaeu produksi Ig G2. 

2.7 Perkembangan diagnosis penyakit parasitik 

Beberapa metode yang dikembangkan untuk imunodiagnostik pada infeksi cacing 

adalah: uji biokimia (bloting); uji intradennal menggunakan antigen Fasciola spp.; uji 

fiksasi komplemen; hemaglutinasi tak langsung; uji aglutinasi eepat; imunodifusi; ELISA; 

dan imunohistokimia (Warren, 1993; Noordin et al., 2005), Namun sebagian besar dari 

teknik tersebut tetap memerlukan antigen yang lebih spesifik agar reaksi antigen-antibodi 

yang diharapkan sebagai petanda dapat terwujud (Harlow and Lane, 1988). 
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Teknik molekular dalam bidang Parasitologi Kedokteran telah dibakukan oleh Marr 

et al. (2003) dalam bukunyaMolecular Medical Parasitology. Teknik molekular secara luas 

juga telah digunakan untuk mendeteksi protozoa patogen pada lingkungan (Wendryehowicz, 

2000). Teknik ini telah diterapkan dalam studi pada siklus hidup asearidoi~ sistematika dan 

basil diagnosis (Zhu et al. 2001) serta sebagai penentu kontaminasi tanab dengan telur 

geohelmint (Fogt-Wyrwas et al., 2007). 

Studi molekular pada Toxocara dikerjakan lebih dari satu dekade yang lalu. Wu et 

al. (1997) menggunakan teknik peR, menempatkan primer untuk identifikasi kelompok 

genus Toxocara, yang diikuti oleh Jacobs et al. (1997) yang mengidentifikasikan spesies 

dari Toxocara dan nematoda ascaridoid zoonosis yang lain. Setiap spesies parasit Nematoda 

memiIiki sekuens rDNA khusus (unique) yang dapat digunakan sebagai marker untuk 

membedakan keeratan hubungan (kekerabatan) dan atau kemiripan morfologi pada spesies 

(Gasser et al., 1998). Dua sekuens dari region rDNA yaitu ITSl dan ITS2, dapat digunakan 

sebagai marker spesies-spesifik untuk identifikasi genetik (Zhu et al., 2000). Fogt-Wyrwas 

et al. (2007) menggunakan ITS-2 rDNA untuk mengidentifikasi telur eacing T. canis dan T. 

cati daTi tanab terkontaminasi. Sekuens region ITS dari beberapa parasit ascaroid sekarang 

tersedia pada database DNA (DDBJ, EMBL, GenBank) (Ishiwata et al., 2003). Berdasarkan 

data analisis sekuens ITS-l dan ITS-2 dari nuclear ribosomal DNA (rDNA), Toxocara spp. 

dapat dipertimbangkan untuk menunjukkan pemisahan antara T. canis dan T. cati (Li et al., 

2006). Lebih lanjut dinyatakan oleh Zhu et af. (2001), babwa metode peR menggunakan 

marker genetik ITS dari rDNA memberikan altematif yang dapat diandalkan, bagi metode 

tradisional, untuk identifikasi spesifik pada nematoda untuk diagnosis infeksi dan analisis 

variasi genetik secara individu di antara nematoda. Ramnath et al. (2014) melakukan 

pengamatan terhadap R. echinobpthrida secara morfologi yang dilengkapi dengan analisis 

seeara molekular terhadap region ITS-2 dari rDNA yang dapat digunakan untuk identifikasi 

parasit secara tepat. Lebih lanjut dinyatakan bahwa panjang regio ITS-2 adalab 446 bp yang 

bermanfaat untuk menjelaskan hubungan kekerabatan (phylogenetic) dan hubungan antar 

spesies pada tingkat molekular. 
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3.2 Manfaat Penelitian 

3.2.1 Manfaat teoritis 

Secara teoritis hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat ilmiah 

sebagai dasar pengembangan diagnostik monesiasis pada ruminansia. 

3.2.2 Manfaat praktis 

1) Pengetahuan tentang karakter protein dapat digunakan sebagai pedoman untuk 

menentukan protein spesifik Moniezia expanza dan Moniezia benedeni; 

2) Protein spesifik yang diperoleh dapat digunakan sebagai sumber antigen pada 

pemeriksaan monesiasis dengan teknik ELISA dan sebagai imunogen pada 

pembuatan antibodi monoklonal dan kandidat vaksin. 

3) Data homologi yang diperoleh dapat dimanfaatkan untuk mengetahui hubungan 

kekerabatan (phylogenetic tree) cestoda pada ruminansia, untuk identifikasi, dan 

diagnosis etiologik. 

Rencana target capaian tahunan program penelitian ini sesuai luaran yang ditargetkan 

dan lamanya penelitian yang akan dilakukan dapat dilihat pada TabeI3.1. 

T b 131 R a e . encana tC T a~e apalan Th a unan 
No 

Jenis Luaran Indikator Caoaian 
TS') TS+1 TS+2 

1 Publikasi ilmiah Intemasional Dw submitted IAcceDted 
Nasional Terakreditasi 

2 
Pemakalah dalam temu Intemasional 
Dmiah Nasional dilaksanakan dilaksanakan Dilaksanakan 

3 
Invited speaker dalam temu Intemasional Dilaksanakan 
Dmiah Nasional dilaksanakan 

4 Visiting LectureTS) Intemasional Dllaksanakan 
Intemasional 

5 Hale Kekayaan Intelektual Paten 
(HKI) Paten sederbana 

Oak Cipta 
Merek dagang 
Rahasia da2arm 
Desain Produk Industri 
Indikasi 
Perlindungan Varietas Tanaman 
Perlindungan Topografi Sirkuit Terpadu 

6 Teknologi Tepat Guna 
7 Mum,u.L ~ ........... aID~in/I(arya senil Rekayasa Sosial 
8 Buku Ajar (ISBN) Ow produk Produk 
9 Tingkat Kesiapan Teknologi (fKT) Skala 1 Skalal Skala 3 .. 

'ITS = Tahoo sekarang (tahWl pertama penebhan) 
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BAR 4. METODE I'ENELITIAN 

f .ILIJ: 
I nIlPUlITAa.AAPI 
/_.'8II'I'AI AJ~ 
I IUItAIAYA 

Penelitian ini selama ti ga tahun. yaitu : tallun I tentang identitikasi dan karakterisasi 

protein A1onie:io spp. dari ruminansia (M. expollsa dan M. benedelli) sceara biokimiawi dan 

imunologik; tahun n uj i reaksi silang protein terhadap antibodi antar spes ies Monie:ia spp. 

dengan Western bIoI, antigenesitas, sensitivilas dan spesifisi tas protein M. expansa dan M. 

bel1edell; dengan ELISA; dan tahun III tentang idcntifikasi secara molekuler dcngan peR 

dan sequensing DNA (Gambar 4.1). 

,,,.. , . • r_". r • .". '!I' 

Gambar 4.1 Kerangka operasionai penelitian Tahun 1 

4.1 Prosedur Pcnelitian Tll hun i>crtama 

Prosedur penelitian tahuo pertama meliputi: I) Koleksi sam pel; 2) Identifikasi 

Monieia spp. dari ruminansia yang diamati berdasarkan morfologi telur dan caeing dewasa; 

3) Identifikasi protein berdasarkan berat molekul (8M); 4) Karakteri sasi dan uj i antigcnisitas 

dcngan teknik Western bioI. 

4.1.1 Kolcksi sampcl cestoda dari ruminansia (AI. e..t.:pallsa dn n AI. belledelli) 

Sampel berupa Monie: ta spp. di perolch dari Rumah Potong Hewan di Surabaya. 

Cacing dewasa kemudian dibersihkan dengan Nael fisiologis dan diinkubasi dalam medium 
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NaCI fisiologis danphosphat buffer saline (PBS) pada suhu inkubator 37°C selama 4 jam. 

Kemudian eaeing dipisahkan dengan cairan supernatan, selanjutnya supernatan 

disentrifugasi 1000 g selama 5 menit untuk mendapatkan telur eaeing. 

4.1.2 Identifikasi M. expansa dan M. benedeni yang diamati berdasarkan morfologi 
telur dan caeing dewasa 

Proglotid mature dari eaeing dewasa yang diperoleh dibuat preparat permanen 

dengan pewarnaan Semichen-Acetic Carmine, kemudian diamati dengan mikroskop. Telur 

caeing dan prepamt permanen yang sudah jadi dilakukan identifikasi berdasarkan Soulsby 

(1986) dan dilakukan dokumentasi dengan bantuan kamera mikroskop Optilab. 

4.1.3 Identifikasi protein M. expansa dan M. benedeni berdasarkan berat molekul (BM) 

4.1.3.1 Pembuatan homogenat cacing dewasa 

Sepanjang 40 em proglotid eacing dewasa dieineang dengan gunting dan digerus 

dalam mortar secara manual kemudian disuspensi dengan PBS sebanyak 20 mt. Homogenat 

dibuat dengan cam melakukan sonikasi dengan frekuensi 20x60 detik dengan interval 

istirahat 60 detik. Kemudian disentrifus pada 3000g (±5000 rpm) selama 10 menit. 

Supernatan diambil dan sisiapkan untuk analisis protein lebih lanjut. 

4.1.3.2 Analisis protein dengan teknik SDS-PAGE 

Hasil pembuatan homogenat M expansa dan M benedeni selanjutnya dilakukan 

running dengan teknik sodium dodecyl sulphate po/yacrilamide gel electrophoresis (SDS

PAGE). Komposisi SDS-PAGE yang dipakai adalah separating gel 12% (2,5 ml aerylamide; 

1,2 ml Tris-Hel pH 8,8; 1,2 ml SDS 0,5%; 1,1 ml aquadest, 50 ~l Temed dan 30 ~l APS 

10%) dan stacking gel 1 0% (0,66 ml acrylamide; 0,8 ml Tris-Hel pH 6,8; 0,8 ml SDS 0,5%; 

0,74 ml aquadest; 4 ~l TEMED dan 20 ~l APS 10%). Setelah larutan gel pemisah 12% 

dimasukkan pada gel plate pada posisi vertikal kemudian di atasnya diberi butanol sampai 

mengeras dan kemudian butanol dibuang dan dibersikan dengan PBS dan dikeringkan 

dengan kertas Whatman. Selanjutnya ditambahkan stacking gel dan setelah itu dimasukkan 

comb dan ditunggu sampai betul-betul set. Plate berisi gel kemudian dipasang pada Minigel 
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Twin G-42 slab dan dituangkan electrophoresis buffer (30,29 g Tris aminomethan; 144,13 

g glisin; 109 SOS dalam 1000 ml aquadest). 

Sebanyak 15 Jil sampel berupa homogenat M e.xpansa dan M. benedeni ditambah 

Laemmli buffer sarna banyak. Kemudian sampel didenaturasi dengan Laemmli buffer (Tris

HCI pH 6,8 1,0 ml, gliserin 0,8 ml, SOS 10% 1,6 ml, bromfenolblue 0,5% 0,4 ml, merkap

toetanol 5% 50 J .... , aquades 3,8 ml) pada pemanasan 100°C selama 5 menit, dimasukkan 

pada sumuran stacking gel. Sebagai marker digunakan protein dengan berat molekul pada 

kisaran 14,5-200 kDa produksi BID-RAD. Elektrophoresis dinyalakan dengan tegangan 40 

V dengan kuat arus 10 rnA dan ditingkatkan menjadi 120 V 25 rnA ketika sampel telah 

melewati stacking gel; kira-kira selama 1-2 jam. Pencucian terhadap gel hasil running 

dilakukan tiga tahap, yaitu: 1) Pencucian pertama, menggunakan 25 ml metanoI50%, 3,75 

ml asam asetat 7,5% dan 71,25 ml akuades selama 30 menit; 2) Pencucian kedua, 

menggunakan 2,5 ml metanoI5%, 3,75 rol asam asetat 7,5% dan 93,75 ml aquadest selama 

20 menit; dan 3) Pencucian ketiga, menggunakan glutaraldehida 10% selama 25 menit. 

Gel kemudian diwamai dengan teknik pewamaan Coumassie blue selama 15 menit, 

dilanjutkan pencucian dua kali 2 menit dengan 100 ml aquadest dan kemudian ditambahkan 

larutan pengembang wama (200 Jil asam sitrat 5%; 100 Jil formaldehid 37 % dalam aquadest 

200 ml) dan dilakukan pencucian kembali selama dua kali 2 menit dengan 100 ml aquadest. 

Setelah gel terwarnai kemudian dimasukkan dalam larutan asam asetat 10% untuk 

menghentikan proses pengecatan. Selanjutnya gel didokumentasi dengan kamera digital 

(HostettInann et al., 1986). 

4.1.3.3 Penentuan berat molekul (BM) protein 

Penentuan berat molekul (BM) protein hasil running SOS-PAGE dan Western bioi 

dilakukan dengan bantuan protein standar (marker, Biorad). Penentuan BM protein 

dilakukan dengan mencari hubungan (korelasi) antara nilai relardation/aclor (RF) dengan 

log BM protein marker. Nilai RF diperoleh dengan menghitung hasil pembagian jarak 

pergerakan pita protein dari tempat awal (jarak pita) dengan jarak pergerakan wama dari 

tempat awal (panjang gel) (Hostettmann et al., 1986 yang dimodifikasi oleh Kusnoto, 2008). 
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Seeara praktis penghitungan nilai RF dapat dirumuskan sebagai berikut: RF= JaraklPanjang 

gel; jarak = Jarak pergerakan protein dari tempat awal, Panjang gel = Jarak pergerakan warna 

dari tempat awal. 

Formula yang diperoleh dapat berupa regresi linier, kuadratik atau kubik dan 

digunakan untuk menghitung BM pada sampel dengan menentukan nHai RF sampel (X) dan 

BM sampel (Y). 

4.1.4 Karakterisasi dan uji antigenisitas dengan teknik blotting 

4.1.4.1 Produksi antibodi poliklonal 

Pembuatan antibodi poliklonal dilakukan dengan eara menyuntikkan homogenat 

M expansa dan M benedeni pada kelinei rag Angora. Penyuntikan pertama, homogenat 

ditambah complete Freund's adjuvant (CFA) sarna banyak, selanjutnya dilakukan booster 

sebanyak 3 kali dengan interval 2 rninggu. Pada saat booster, homogenat ditambah 

incomplete Freund's adjuvant (IF A) sarna banyak. Dua minggu setelah penyuntikan terakhir 

dilakukan pengambilan darah kelinei untuk rnendapatkan serum anti-eaeing sesuai dengan 

homogenat yang disuntikkan. Pernbuatan antibodi poliklonal bertujuan untuk blotting, 

direaksikan dengan berbagai protein M e.xpansa dan M benedeni dan eacing lain sehingga 

dapat dikarakterisasi derajat antigenisitas dan spesifisitasnya. 

4.1.4.2 Karakterisasi protein dengan teknik Western blot 

Homogenat M expansa dan M benedeni dilakukan running lagi dengan teknik SDS

PAGE dan akhimya protein ditransfer ke membran nitrocellulose dan selanjutnya dilakukan 

blotting. Adapun prosedur kerja karakterisasi protein adalah meliputi semi-dry blotting dan 

blotting. Pada tahap semi-dry blotting, dilakukan beberapa hal sebagai berikut: Protein dari 

gel kemudian ditransfer ke membran nitrocellulose dengan cara memotong kertas Whatman 

dan nitrocellulose sesuai dengan besarnya gel. Enam sheets kertas absorben pada anoda 

bufer I dan 3 sheets pada anoda bufer II dan 6 sheets pada katoda bufer. Membran 

nitrocellulose diinkubasikan pada anoda bufer II selama 5 menit kemudian disusun 6 sheets 

kertas absorben dari bufer I, 3 sheets dari bufer II, nitrocellulose, poliakrilamid dan 6 sheets 
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kertas absorben dari katoda bufer. Selanjutnya diberi aliran listrik dengan 0,8 mAlcm2 dari 

gel. Setelah protein ditransfer, nitrocellulose dicuei dengan aquadest selama 10 menit dan 

larutao TBS selama 10 menit yang selanjutnya dilakukan blotting. 

Adapun tahapan blotting adalah sebagai berikut: Membran nitrocellulose blot diblok 

dengan BSA 10% selama 30 menit pada temperaturruangan kemudian dicuci dengan larutan 

TBS dua kali. Selanjutnya direaksikan dengan konjugat dan antibodi poliklonal (serum anti

M expansa dan anti-R. benedeni). Setelah itu diinkubasi pada temperatur ruangan selama 

satu jam. Setelah dieuei dengan larutan TBS sebanyak tiga kati direaksikan dengan konjugat 

alkalin fosfatase dan substrat p-NPP dan diwarnai dengan BCIPINBT. Akhimya dikeringkan 

pada temperatur ruangan, kemudian ditentukan BM protein, protein spesifik dan 

didokumentasi. 

4.1.5 Analisis Data Penelitian Tabun I 

Data yang diperoleh pada tahun pertama tahap-2 berupa identifikasi secara morfologi 

terhadap cestoda pada ruminansia (M expansa dan M. benedeni) disajikan secara deskriptif. 

Data yang diperoleh pada tahap-3, 4 dan 5 berupa berat molekul protein caeing dan karakter 

protein M. expansa dan M benedeni, baik yang bersifat spesifik maupun yang terjadi reaksi 

silang, disajikan secara deskriptif akan tetapi penghitungan BM protein hasil running 

dilakukan dengan menggunakan rumus korelasi regresi (Hostettmann et al., 1986). Analisis 

korelasi regresi dan tabulasi silang dilakukan dengan menggunakan statistical product and 

service solution (SPSS)for Windows rei. 23 (Santoso, 2016). 

4.2 Prosedur Penelitian Tabun Kedua 

Prosedur penelitian tahun kedua, meliputi: 1) Uji reaksi silang protein M expansa 

dan M. benedeni dari ruminansia terhadap serum meneit yang diimunisasi homogenat 

M expansa dan M benedeni dengan teknik Western blot; 2) Uji antigenisitas, sensitivitas 

dan spesifisitas protein M expansa dan M. benedeni terhadap serum meneit yang diimunisasi 

homogenat M expansa dan M benedeni dan eacing lain menggunakan teknik indirecl

ELISA (Gambar 4.2). 
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Gambar 4.2 Kcrangka opcrasional penelilian Tahun 11 
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4.2.1 Uji rcaksi silang Ilrolcin M. expllnsa dan M. belledelli tcrhadap serum mcneil )'ang 
diimunis:lsi homogcl111t R. letrtlgo"" dan R. echillobothrida 

Uji reaksi silang dilakukan terhadap protein M. expal1sa dan A4. beneden; dari 

ruminansia terhadap serum hewan eoba (mcne il) yang diimunisasi homogenat M. expallsa 

dan M. benedell i. Teknik Western biOI yang diguna kan pada prinsipnya ada lah sarna dengan 

karakterisasi protein. akan tetapi antibodi primernya berbeda, yailu menggunakan serum 

kelinei yang diimunisasi dengan homogenat eaeing yang lain . 

4.2.2 Uj i antigen isitas protein AlolJiezi li sPI1. 

Pemeriksaan antigenisitas dil ak ukan terhadap protein /\4. expansa dan M. benedeni 

sebagai antigen terhadap serum darah meneil yang diimunisasi dengan bomogenat eaeing 

yang berbeda dengan teknik indirect-E LISA. Data yang diperoleh berupa nilai optical 

dellsfry(OD) diintepretasikan secara semi kuantitatif. 

Pada lahap ini terdapat beberapa kegialan melipuli : I) Imunisasi pada meneit; 2) 

Prosedur indirect-ELISA; dan 3) Uji anligenisitas protein AI(. expallsa dan M. beneden; dengan 

indirect-ELISA. 
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4.2.2.1 Imunisasi pada mencit 

Mencit Balb/c jantan umur 6-8 minggu dibagi menjadi beberapa kelompok: Kelom

pok 1 diimunisasi dengan homogenat M. expanza; Kelompok 2, diimunisasi dengan 

homogenat cacing M. benedeni; Kelompok 3, diimunisasi dengan homogenat cacing 

Toxocara vitulorum; Kelompok 4, diimunisasi dengan homogenat cacing Fasciola spp.; 

Kelompok 5, diinjeksi dengan ajuvan sebagai kontrol. Imunisasi dilakukan sebanyak tiga 

kali dengan interval waktu 2 minggu. Imunisasi pertama dengan penarnbahan complete 

Freund's adjuvant sarna banyak dan imunisasi berikutnya (booster) dilakukan tiga kali 

dengan protein yang sarna dalam incomplete Freund's adjuvant. Aplikasi imunisasi 

dilakukan secara subkutan dengan dosis protein 200 J.lg/ekor. Dua minggu setelah booster 

terakhir serum dipanen untuk dilakukan uji sensitivitas dan spesifisitas dengan indirect

ELISA. 

4.2.2.2 Prosedur indirect-ELISA 

Antigen berupa protein M expansa dan M. benedeni ataupun cacing lain sebanyak 2 

J.lg/ml diencerkan dengan bufer karbonat (50 mmolll karbonat, pH 9,6) kemudian 

diadsorbsikan pada mikroplat ELISA sebanyak 100 J.lUsumuran dan diinkubasi pada suhu 

4°C semalarn. Mikroplat kemudian dibiok dengan buffer blocking (1% BSA, 0,02% NaN3 

dalam PBS) dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam. Selanjutnya dicuci dengan bufer 

pencuci (0,15 MNaCI. 0,05 % Triton x-l00, 0,02% NaN3) sebanyak tigakali. Antibodi yang 

diuji yang diuji dimasukkan dalam tiap sumuran sebanyak 100 J.ll dan diinkubasi pada 37°C 

selama 1 jam, setelah itu dicuci tiga kati dengan bufer pencuci. kemudian diikuti dengan 

penambahan konjugat (rabbit anti-mouse Ig G yang berlabel ensim alkalin fosfatase) yang 

diencerkan dengan bufor blocking dengan pengenceran 1 : 1000 sebanyak 100 J.lllsumuran 

dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C. Berikutnya mikropJat dicuci kembali dengan 

bufer pencuci untuk kemudian ditambahkan substrat (2,7 mmolll 4-nitrofenil fosfat dalam 1 

M dietanolamin; 0,5 M MgCh; 0,02 % NaN3; pH 9,8) sebanyak 100 J.d/sumuran dan 

diinkubasi selarna 10-30 menit dalam ruang gelap. Resapan kemudian dibaca dengan 

ELISA-reader pada panjang gelombang 405 nm (Kuno, 1991). 
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4.2.2.3 Uji antigenisitas protein M . expflIIsa dan M. belledelli 

Uji anligenisitas protein di lakukan dcngan melakukan analisis nilai optical density 

(00) hasil pcmbaeaan dengan ELISA-reader dcngan uji Anava. Untuk menentukan 

sensi tivitas dan spcsifisitas protein ba ik untuk M. expansa dan M. benedeni dilakukan 

penguj ian terhadap serum mcneit yang te lah diimunisasi prote in eaeing tenentu yang 

dibandingkan dcngan serum mcneit yang diimunisasi homogenat eaeing lain dan kontrol. 

Gambar 4.3 Prosedur uji antigenisitas, sensitivilas dan spcsifisitas ",,"ein A1011ie.=ia 

4.2.3 Anal isis Datn Pcnclitian Tahun II 

Data yang diperolch pada tahun kedua tahap-1 berupa bera! molekul protein 

M. expallsa dan M. benedelli disajikan seeara dcskriptif, akan tetapi penghitungan 8M 

protein hasil rUIII1IIlg dilakukan dcngan menggunakan rumus korelasi regresi (Hoslettmann 

el aI., 1986). Data yang diperoleh pada lahun kedua tahap-2 adalah nilai antigenisitas yang 

diukur berdasarkan nilai 00 serum meneil yang diillterpretasikan seeara semi kuantitatif(de 

Savigny. 1980). Ana li sis statistik (Anava Faktoria l dan korelasi regresi) dan tabulas i silang 

dilakukan dengan menggunakall Statistical Product and Service So/mion (SPSS) for 

Windows reI. 13 (Santoso, 2000). 
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8A85 
HASIL PENELITIAN 

5.1 Koleksi Cacing MOlliezia s pp. 

Cacing Monie:ia spp. dikoleksi dari usus hal us sapi dan kambing yang dipotong di 

Rumah Potong I-Iewan Pegirikan, Surabaya. Dokumentasi hasil ko leksi eaeing tcrsebut dapat 

di li hat pada Gambar 5.1. 

Gambnr 5.1 Dokumentasi caeing Mon;e:ia spp. A = M. henedeni, B = Nt. expan:a, C = 

sampel yang dipersiapkan untuk proses berikutnya. 

Dokumentasi hasil pewarwaan Cannill terhadnp eaeing Moniezia sp. dapat dilihat 

pada Gambar 5.2. 

Gambar 5.2 Dokumentasi hasil idcntilikasi spcsies Nfonie:ia sp. terhadap prcparal 
permanen dengan pewarnaan Carmin. A = M. benet/ell;. B = M. expo/Cl' . Anak panah 
menunjukkan organ interproglotidal glands. 
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Panjang eaeing Atfonie:ia spp. dapat meneapai 600 em dengan lebar 1,6 em. Lebar 

skoleks 0,36·0,8 mm dengan slicker yang menonjol (promil/elll). Segmen lebih lebar 

daripada panjang dan tiap-tiap segmen mengandung 2 gen ital organ. Ovarium dan villeline 

gland berbentuk einein pada kedua sisi , di sebelah medial ke arah longitudina l lerletak 

excretory callal.\". Testi s tersebar di bagian sentral alau berkumpul di kedua sisi. Di tepi 

posterior tiap-t iap proglolid terdapat I derel inferproglottidal gland Icrsusun seperti e inein· 

c inc in kec il (Soulsby, 1986; Kusnoto dkk ., 2007). Lebih lanj ut dinyatakan bahwa M 

bel/edelli lebih besar daripada M. expallSll (Jcbarnya dapal meneapa i 2,6 em). Infer 

proglollidal glands M benedeni lersusun pendek dan berderet rapat pada bagian tengah 

segment sedangkan pada M expansa menyebm sepanjang illierprogioflidal gland. 

5.2 nasi! Anal isisasi Protein dcngan SDS-PAGE 

Hasi l anal isis protein dari M belledeni dan M. e:r;;pan:a dengan menggunakan teknik 

SDS·PAGE diperoleh 17 dan 18 pita protein , seeara lengkap analisas i protein dapat dilihat 

pada Gambar 5.3. 

kDa M Mb Me kDa 

2H-+ +- '1J6 
190----+ 

, ... +-
~ l76 

" 5-+ ~I·U 
100----+ 119 +- ~ II,) 
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" 4l 36 
J2 l5 

32----11>-

" 1I 

" " 21 
' '-+ " ,. 

24 24 
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Gambllr 5.3 Hasil anal isis protein whole worm ekslrak MOlloe:ia spp. dcngan teknik SDS· 
PAGE.M = Marker (S igma) Mb = M bencdeni; Me = M. expan:a .. 
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Hasil running 50S-PAGE pada M. belledelli didapatkan beberapa protein dengan 

beratmoiekul244, I76, I43, I 19, 82, 74, 61,5 1, 44, 43,36,3 1,29,27,26,24,19, 15,12 

dan kOa. Pada M expon;a hasiJ running menunjukkan pita pada 8M 240, 119, 90, 66, 6 1, 

54, 44,39, 36,32,30, 27, 26, 24, IS, 13, 9 dan 7 kDa. Seeara lengkap perhi.ungan BM pada 

sampel dapa. dilihat pada Lampiran I. 

Keberhasi lan running tersebut dipengaruhi oleh beberapa hal antma lain kebcrsihan 

isolat, tingkat kemu rnian isolat, dan kadar protein dalam homogenat (Kusnoto, 2003). Lebih 

lanjut dinyatakan babwa, kebcrsihan isolat juga mempengaruhi kualitas pita prolei n yang 

terbcntuk pada ge l, pita terlihat tajarn dan ge l terang, sehingga memudahkan anal isis prolein 

dan dokumentasi. Isolal yang murni dan kadar prolein homogcnat yang baik akan 

menghasil kan pita protein yang baik dan jelas sehingga dapat memudahkan anal isis BM 

pada pita yang terbcnluk. 

5.3 nasil Karaktcrisasi Protein dengan Westem Blot 

Hasi l karakterisasi protein M benedeni dan Nt. expOI1;O dengan menggunakan teknik 

Wesfern bioI berupa pita yang lerpisah, dengan bera! molekul yang terdcteksi antara 6 kDa 

sampai dengan 250 kOa. Pada protein M bel/edeni terdapat ikatan dengan serum ant i 

M. belleden; pada BM 244, 11 9, 82, 74, 61 , 51 , 44, 36,3 1, 15 dan 9 kDa (Gambar 5.4). 

kDa M Mb 

2S ....... 

22 --+ 

17 -+ 

ll -+ 

.....- 119 

" " 61 

J6 

31 

-" 
9 

Gambnr 5.4 Has il karakterisasi protein A1. benedeni Icrlmdap serum anli-M benedeni 
mcnggunakan teknik Western mol. M = Marker (Sigma), Mb = A1. bel/edeni. 
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Pada protein M. expall:a menunj ukkan ikatan dengan se rum ant i-NI. expan:a pada 

BM 240, 176, 143. 11 9,82,74,61,5 1,44,43,3 1,29,26,23, 12 dan 9 kDa (Gambar 5.5). 

kDa M Me kDa 
« 

'" . 90 -- +- 144 
+-176 

IlS +- 143 

.00 +-1 19 

80 +- " 

+- " ,. +-" 

" +-51 
+-" 
+-" 

J2 +-JI 

+- 29 

25 +- " 

22 
+- " 

17 

II 
+- 9 

GambaI' 5.5 Has il karakte ri sasi protein M. expan:a terhadap serum anti-Nt expan:a 
menggunakan te kni k Western /3Io/. M = Marker (S igma); Me = M. expan:a. 

Karakterisasi protein M benedelli dan Ivt e.xpall:a dilakukan menggunakan teknik 

Western bIOI. Prinsip dasa r tckn ik ini ada lah melakukan anal isis protein dengan SOS-PAGE 

dan didapatkan protei n dengan 8M yang berbeda yang lerpi sah pada area gel, kcmudian 

ditransfer dari polyacrilamid gel kc membrane nitroselulose dengan teknik Western blot 

(Rantam, 2003). Pada Gambar 5.4 dan 5.5 j uga terlihat adanya pita (band) yang mcrupakan 

hasil reaksi antam protein AI/. belledeni dan M. e.xpall:a dcngan serum anti-At!. belledeni dan 

ant i-M. expan:a. Ikalan tersebut merupakan protein spesift k, namun demikian masih perlu 

diuj i lerhadap serum yang bcrbeda spesies, genus bahkan klas agar terhinda r dari prote in 

yang dapal mengakibatkan rea ksi silang. Hal ini karena protein yang dapat mellgikat antibodi 
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terhadap eae ing lain dapat mcnimbulkan hasil , sehingga dengan positif pa lsu (false posilij). 

yang dapal menurunkan spes ifisitas diagnosis he lminthiasis (Kusnoto, 20 I 0). 

5.4 Dctcksi Reaksi Silang a ntn r Sjlcsies Monicz ia dengan Westem Blot 

Pada prote in M. expan::a menunjllkkan ikatan dengan serum an ti-M. bel/edeni pada 

BM 240, 206, 176, 143, 119, 82, 74, 61 , 44, 43, 36, 31 , 29, 27, 24, IS, 12 dan 9 kDa. Reaksi 

silang antara protein M. expan:a dengan serum an li -M. benedeni seeara lengkap dapat d il ihat 

pada Gambar 5.6. 

kDa 
2-45 -+ 
190 -,. 
IJS ~ 

100 

'" 
" 
" 

M Me kDa 
....-2-4" 

....-176 :!:~l +-206 
....- 1-43 

.... - ... 01-4->= ' " - 82 

Jl -4-JI 

<0-" " -1'''.~ ~,-.., __ -4- 21 
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17-.. ••• 

-4-" 

II -.. .... ~~, 
Gambar 5.6 Reaksi silang ant'ara protein M expall::a dengan serum anti-M bel1edeni 
menggllnakan tckn ik Western BIOI. kDa = kilo Dalton, M = Marker (Sigma); Me = protein 
M expllll:a. 

Pada protein A1. benedelli mcnunjukkan ikatan dengan serum anti-M. e..tpan:a pada 

BM 244, 206, 176, 143, 11 9,82, 74, 6 1, 44, 43, 36, 3 1,29,27, 24, IS, 12 dan 9 kDa. Reaksi 

silang antara protein M. benedeni dcngan serum anli-M expall::a seeara lengkap dapat dili hat 

pada Gambar 5.7. 
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Gambar 5.7 Hasil kara,,"'1erisasi protein M. bel/eden; tcrhadap serum anti-M. e.xpall=a 
mcnggunakan tcknik Western Blot. kDa = kilo Dalton, M = Marker Rainbow (Sigma); 1 = 

M bel/edelli. 

Pada prll1slpnya deteksi reaksi silang dcngan Western hlol adalah karah.'1crisasi 

protein tetapi I11cnggunakan protein dan ant i-serum dari caci ng yang berbeda, sehingga 

hasilnya merupakan ikatan protein yang tidak spesifik. Protein ini mcmiliki spesifisitas 

rendah dan tidak baik dikembangkan untuk diagnosis karena dapat mcnyebabkan false 

posirive (Kusnoto, 2008), Ada beberapa fakter yang mempengaruhi efektifitas Western biOI 

dalam mendeteksi reaksi silang yaitu lebal dan macam gel yang di gunakan, jenis protein, 

lama transfer dan macam transfer. tanpa mempengaruhi atau mempengaru ikatan dan 

protein. Proses Western l3Iot ini akan memberikan kemungkinan mendeteksi protein secara 

radiograli . enzimat is, dan imunologis (Kusnoto, 2003; Illtan, 2008). 

Berdasarkan hasi l penelitian ini dapat diketahui bahwa protein M. expall::a yang tidak 

terjadi reaksi silang dengan serum anti-At! belledelli yuilu pada BM 26 dan 23 kDa. Protein 

ini dapat dikembangkan untuk kit diagnosis khususnya untuk infeksi M. expan::a. Protein 

Iv! belledelli dcngan BM 51 kDa meru pakan protein yang tidak mengalami reaksi si lang 
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dengan serum anti-M. expanza sehingga dapat dikembangkan untuk diagnosis moneziasis 

khususnya infeksi M. benedeni. Protein denganBM 244, 119,82, 74, 61, 44,36,31, 15 dan 

9 kDa baik dari M. henedeni maupun M. expanza merupakan protein yang mengalami reaksi 

silang baik dengan serum anti-M benedeni maupun anti-M. expanza. Protein tersebut dapat 

dikembangkan sebagai kandidat vaksin, sehingga dapat memberikan kekebalan silang. 

5.4 Hasil Uji Antigenesitas Protein dengan Moniezia spp. dengan ELISA 

Nilai optical density (OD) serum mencit yang diimuninasi dengan homogenat 

Moniezia expanza dan Moniezia benedeni terhadap antigen dari protein Moniezia expanza 

dan Moniezia benedeni seperti terlihat pada Tabe15.1. 

Tabel 5.1 Nilai Optical Density 

Antigen-Antibodi Mean ± Std Deviation 

Me-Mb 0,63858 ± 0,2824 

Mb-Mb 0,74238b ± 0,2658 

Me-Me 1,2623 b ± 0,4886 

Mb-Me 1,105oa& ± 0,2619 
Me = Momezia expanza, Mb = Moniezia benedini 

Protein yang digunakan sebagai antigen pada uji ELISA adalah crude protein, serum 

yang digunakan juga serum anti- terhadap homogenat Moniesia spp. yang juga crude 

protein. Limfosit T dan B hanya mampu mengenali satu epitop yang spesifik. Jadi adanya 

respons imun yang diinduksi oleh banyak epitop, maka diperlukan pengaktifan limfosit 

untuk berdeferensiasi menjadi berbagai limfosit spesifik terhadap epitop. Pengaktifan 

berbagai limfosit tersebut dapat menumbuhkan banyak klon dari sel yang sarna untuk 

merespons antigen, sehingga mengakibatkan proliferasi dan diferensiasi limfosit dengan 

spesifisitas yang berbeda, oleh karena itu dikenal dengan antibodi poliklonal (Rantam, 

2003). 
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,r---III i. IT. 

I nuVST.uJvU< 
_ ...... AI~ 

! '''IlASA'I'. 
BAB VI RENCANA TAHUN BERIKUTNYA 

6.1 Proscdur PCllclitinn Tabun Ket iga 

Tahun ketiga. meliputi beberapa lahap, yaitu: 1) Persiapan sampcl; 2) Isolasi DNA; 

3) Amplifikasi DNA; 4) Elektrolo resis DNA; 5) Pemetaan ristriksi ; 6) Perbanyakan produk 

PCR; 7) Pemumian DNA produk PCR; 8) Isolasi DNA dari gel agarose; 9) Sekuensing; dan 

10) Analisis homologi nukleotida. 

6.1 Pcrsiapan samllcl 

I-Iomogenat dibuat dcngan cara melakukan sonikasi terhadap caeing M. expallsa dan 

J\f/. benedeni yang diisolasi dari usus balus ruminansia. Sonikasi dilakukan dengan frckucnsi 

IOx60 dcti k dcngan interval istirahat 60 delik. Sclanjutnya dilakukan pcnambnhan NP 40 

scbanyak 25 .. d/ml dan discntrifus pada 5000 rpm selama 10 menjt, supcrnatall diambi l dan 

ditambahkan NP 40 sebanyak 25 JlI/ml kCITIudian disentri fus pada 45.000 rpm selama 25 

meniL Pelle1 diambil dan siap untuk analisis protein lebih Ianjut 

6.2 Iso lasi genomik DNA dan amplifi kasi region ITS2 

DNA genomik (gDNA) dari seekor cacing dcwasa diisolasi menggunakan Illctode 

phcnol/chlororormliso-amyl alkohol standart (Sam brook and Russel , 200 I). Integrit<ls DNA 

dianalisis pada 0.8 % (w/v) agarose gel berisi 0,05 % etidium bromid. Sikucn ITS-2 

dipcroleh dengan mclakukan amplifikasi rONA menggunakan primer universal (Bowles ef 

al., 1995). 

ITS I 1301 ( forward): 5'- GTCGTAACAAGGTTTCCGTA-) ' 

4S (Reverse): 5'- TCTAGATGCGTTCGAA (GIA) TGTCGATG-3' 

ITS2 35 (forward ): 5'- GGTACCGGTGGilTCACTCGGCTCGTG-3' 

A28 (Reverse): 5'- GGGATCCTGGTTAGTITCTITTCCTCCGC-3'. 

CO l .1133 (forward) : 5' -TITITrGGGCATCCTGAGGTTTilT-3' 

JB4 (reverse): 5' -TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3 '. 
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Amplifikasi PCR dilakukan dalam 25 Jil reaksi campuran berisi buffer 1 x PCR, 1,5 

mM MgCh, 200 JiM dNTPs, 10 pmol pada setiap primer, 1 U pada Taq DNA polimerase 

dan 30-50 ng pada gDNA menggunakan automated thermal cycler (AB VeritffM-4375786). 

Kondisi cycling mengikuti: denaturasi awal pada 90°C selama 5 menit diikuti dengan 35 

siklus pada 95°C selama 30',55 °c selama 45', 72°C selama 60' dan ekstensi terakhir pada 

75°C selamalO menit Amplicon dipisabkan pada 1,5 % (w/v) gel agarosa berisi 0,05 % 

etidium bromid. Produk PCR dipisahkan dari gel dan dimurnikan menggunakan Sigma gel 

elution kit (GenElute"fM-NAIIII). Amplicon diresuspensi dengan nuclease-free water dan 

disekuensing dengan automated sequencer (Ramnath et al., 2014). 

6.3 Isolasi DNA 

Homogenat M expansa dan M benedeni dicuci tiga kali menggunakan PBS dengan 

cara sentrifugasi 25.000 rpm suhu 4°C masing-masing selama 10 menit Endapan sel 

ditambahkan bufer K (pBS-Tween 20 yang mengandung proteinase 300 Jiwml) volume 

sarna banyak dan diinkubasi pada 56°C selama 45 menit serta 95°C selama 10 menit 

Berikutnya sel diekstraksi dengan penambahan larutan fenol : kloroform (1 :24) volume sarna 

banyak dan dihomogenkan dengan fortek sampai membentuk tiga lapisan. Lapisan atas yang 

jemih (DNA) diambil kemudian ditambahkan etanol absolut dengan dua kali volume dan 

disentrifugasi untuk diambil endapan DNA. 

6.4 Amplifikasi DNA (peR) 

Hasil isolasi DNA kemudian dilakukan ampliflkasi DNA (PCR) dengan mengguna

kan Ready to go PCR kit (Amersham). Bead PCR ditambah dengan 5 ~l DNA, 2 ~l primer 

(100 pmol) 3S dan 2 ~l primer A28, sehingga total volume 25 ~l. Bead kemudian di

spindown dan dimasukkan mesin PCR dengan denaturasi awal 95°C 25 menit dan diikuti 

dengan denaturasi 95°C selama 60 detik, anealing 55°C 60 detik, extention 72°C 60 detik 

dan extenlion akhir 72°C 5 menit, sebanyak 30 siklus. Produk PCR kemudian dimasukkan 

ke dalam es dan disimpan pada -20°C sampai digunakan (Zhu el ai, 2000). 
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6.5 Elektroforesis DNA 

DNA produk PCR dilakukan analisis dengan agarose DNA elektroforesis dengan 

konsentrasi akhir 1 %. Marker yang digunakan untuk elektroforesis DNA adalah marker 

DNA dengan panjang 1 kb (kisaran 250-1000 bp). Agarose 1% dipanaskan kemudian 

ditambah 0,4 ~glml etidium bromid dan dieetak pada gel plate yang didalamnya diletakkan 

comb, selanjutnya dituangi dengan buffer T AE (Sambrook et al., 1989). Sebanyak 5 ~l DNA 

ditambah dengan 2 ~l blue juice dimasukkan ke dalam sumuran comb pada agar. Setelah itu 

power supply dinyalakan dengan kekuatan 100 V selama 30 menit. Gel kemudian 

divisualisasi dengan UV translwninator. 

6.6 Pemetaan Restriksi 

Pemetaan restriksi digunakan untuk mengetahui sisi pemotongan rDNA dari ITS-2 

oleh enzim restriksi. Enzim yang digunakan adalah TaqI. Larutan DNA 1 0 ~l ditambah I ~l 

enzim restriksi (10 U/~l), 1 ~l buffer enzim lOx, kemudian diinkubasi 37°C selama 3 jam. 

Larutan DNA kemudian di-running pada 1% agarose dengan TAE buffer dan hasil 

divisualisasi dengan UV transluminator (Sambrook et al., 1989). 

6.7 Perbanyakan Produk peR I Amplifikasi DNA 

Untuk melakukan Sekuensing DNA perIu dilakukan perbanyakan produk PCR 

dengan melakukan amplifikasi DNA. Masing-masing sampel memerlukan volume 

sekurang-kurangnya 1 00 ~l tube bead PCR. HasH sintesis eDNA kemudian dilakukan 

amplifikasi DNA (PCR) dengan menggunakan Ready to go PCR kit (Amersbam). Bead PCR 

ditambah dengan 5 ~l DNA, 2 ~l primer (100 pmol) primer sehingga total volume 25 ~l. 

Bead kemudian di-spindown dan dimasukkan mesin PCR dengan denaturasi awal 95°C 2 

menit dan diikuti dengan denaturasi 95°C selama 60 detik, anealing 55°C 60 detik, 

extention 72°C 60 detik dan extention akhir 72°C 5 menit, sebanyak 30 sikIus. Produk PCR 

kemudian dimasukkan ke dalam es dan disimpan pada suhu -20°C sampai digunakan (Zbu 

et af., 2000). 
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6.8 Pemurnian DNA dari Larutan Produk peR 

Pemurnian DNA dari larutan produk PCR dilakukan dengan gen clean kil (Biogene). 

Sebanyak 300 I.d larutan DNA ditambah dengan 400 III spin glassmilk yang telah diletakkan 

dalam spin filter. Tabung diinkubasi pada suhu ruang 5 menit dan dicampur tiap 1-2 menit, 

disentrifus I menil atau sampai likuid dapat dipindahkan dari cacthtube kemudian fiter 

dicuci dengan 500 III larutan pencuci dan disentrifus 30 deti~ disentrifus ulang 2 menit 

untuk mengeringkan pelet. Filter kemudian dipindahkan ke catchtube baru dan ditambah 

dengan 15 III larutan elusi pada firter. Spin glass milk selanjutnya diresuspensi dengan cara 

memipet, disentrifus 30 detik untuk memindahkan DNA eluat ke dalam catchtube baru. 

Spinfilter kemudian dibuang dan DNA dapat disimpan sampai digunakan (Manual Biogeoe). 

6.9 Pemurnian DNA dari TAE Agarose Gel 

Teknik pemurnian DNA dari agarose gel hampir sarna dengan dari larutao produk 

PCR, hanya saja larutao DNA diganti dengan gel yang mengandung pita yang telah 

dipotong. Gel kemudian dipanaskan pada 55°C selama 5 menit untuk melelehkan gel. 

Selanjutnya sarna dengan teknik pemurnian DNA dari produk PCR (Manual Biogene). 

6.10 Sekuensing 

Sekuensing dilakukan dengan automated sequencer ABI Prism 310 dengan 

menggunakan ready reaction kit (Applied Biosytems) dan big dye terminator kit (Applied 

Biosytems). DNA kering dengan konsentrasi 200 nglmt ditambah 25 III template suppressen 

reagent, diforteks, kemudian dipanaskan 95°C selama 5 menit dan dimasukkan ke dalam 

es. Sebanyak 30-90 ng DNA ditambah primer 3S, 8 III ready reaction mix sehingga total 

volume mencapai 20 Ill. tabung kemudian di-spin down dan ditambah 30 III mineral oil. 

Tabung kemudian di-ruoning pada mesin sequencer dengan program 96°C 5 menit, 96°C 

30 detik, 50°C 15 detik dan 40°C 4 detik sebanyak 25 siklus. Hasil sikuen kemudian di

loading dalam mesin sequencer dan hasil dibaca melalui monitor daIam bentuk grafik 

aJogram (Sambrook el al., 1989). 
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6.11 Analisis sikuen dan konstruksi pohon filogenetika 

Sikuens nukleotida di-alignment dengan ClustalW dan BioEdit softwares 

(Thompson et al., 1994). Setelah alignment, daerah-daerah rancu (yaitu: yang berisi gap) 

dipindahkan. Analisis dilaksanakan di semua penggantian. Pohon filogenetika dikonstruksi 

dengan membandingkan sikuens ITS2 dari R. echinobothrida dengan sikuens ITS2 dari 

cestoda cyclophyllidea lain yang tersedia di GenBank menggunakan Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST) (http://blast.ncbi.nlm.nih.govlblast.cgi). Sikuen dimasukkan, diedit, 

dan di-align menggunakan CrustaLX. dalam MEGA 5.05 (Tamura et aI., 2011). Untuk 

konstruksi pohon distance-based neighbor-joining (NJ) seperti character-based maximum 

parsiomony (MP) methods digunakan dengan dukungan cabang yang memberikan 

menyajikan penggunaan 1000 replikat. Sejarah evolusioner diduga menggunakan metoda 

NJ (Saitou and Nei 1987). Jarak yang evolusiner dihitung dengan metoda maximum 

composite likelihood dan di dalam unit-unit dari banyaknya substitusi basa per lokasi. Pohon 

MP diperoleh dengan Close-Neighbor-Interchange algorithm (Nei and Kumar, 2000) dengan 

pencarian level 3 di mana pohon-pohon yang awal diperoleh dengan penambahan sikuen 

yang acak (100 replikat). Semua posisi yang berisi data gap dan data hilang dihapuskan. 
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7.1 Kcsimpulan 

r .ILI ~ 
-.rtlSTllAAI< 

1 ••• DUt'AI~ 
, 'V~A.A"A 

BAB 7. KESIMl'ULAN DAN SARAN .- " 

Telah bcrhasil dikarakteri sas i protein Mon iezia spp. terhadap se rum kelinci yang 

diimunisas i homogenat cacing sejeni s, schingga dapat disimpulkan beberapa hal sebagai 

beri kut. 

I) Has il running SDS-PAGE pada M benedeni didapatkan beberapa protein dengan 

bera! molekul 240. 176, 143, 11 9, 82, 74,6 1, 51,44,43,36, 31,29,27, 26,24, 19, 

15, 12 dan kDa. Pada A4. expallza hasil running menunjukkan pita pada 8M 240, 

11 9,90, 66,6 1, 54, 44,39,36,32,30,27,26,24, 15,13, 9 dan 7 kDa. 

2) Berdasarkan hasil Western bioI protein spesifik M benedeni adalah pada 8M 244, 

11 9, 82,74,6 1,5 1,44,36.3 1, 15 da n 9 kDa, sedangkan prote in spes ilik M expa"za 

adalahpadaBM244, 176, 143.119,82, 74,61,5 1,44, 43,3 1,29,26,23, 12 dan9 

kDa. 

3) Reaksi silang antara protein NI. expanza dengan serum anli-M. bel/edeni terjadi pada 

protc in244, 206, 176, 143, 119, 82, 74, 6 1, 44,43, 36,3 1, 29, 27, 24, 15, 12dan9 

kDa, sedangkan antara protein M. benedeni dcngan serum anli -M expallza 240, 206, 

176, 143, 11 9,82,74,61 , 44, 43,36,3 1, 29, 27,24, 15, 12dan 9 kDa. 

4) Berdasarkan hasil penelitian ini dapat dikctahui bahwa protein M, expallza yang tidak 

terjadi reaksi si lang dengan serum anti-M benedeni yailu pada 8M 26 dan 23 lcOa, 

sedangkan protein Iv!. benedeni dengan BM 51 kDa merupakan protein yang tidak 

mengalami reaksi silang dengan serum anti-M. expanzo. 

5) Prote in dengan BM 244, 11 9, 82, 74, 61 , 44,36,3 1, 15 dan 9 kDa baik dari M 

benedelli maupun M. e:r:pal1za merupakan protein yang mengalami reaksi si lang baik 

dengan serum anti-IVl benedeni maupun ant i-Att e.xpanza. 

7.2 S.uan 

Mengingat masih banyak protein spes ifrk baik Moniezia benedeni ma li plin Moniezia 

exponza, maka disarankan bebcrapa hal berikut: 

1) Perlu dilakukan penclitian leb ih lanjut tentang karak.'1eri sasi molckuler Moniezia spp. 

hingga sekuensing DNA agar dapal dikaraJ...'1erisasi hingga tingkal spes ics. 
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2) Protein BM 26 dan 23 kDa dari M. expanza dan proein BM 51 kDa dari M benedeni 

dapat dikembangkan untuk kit diagnosis masing-masing untuk infeksi M. expanza, 

dan untuk M. benedeni. 

3) Protein dengan BM 244, 119, 82, 74, 61, 44, 36, 31, 15 dan 9 kDa baik dari M. 

benedeni maupun M expanza kemungkinan dapat memberikan kekebalan silang. 

sehingga dapat dikembangkan sebagai kandidat vaksin. 
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LAMPlRAN 

La mpiran I. Pcrhitunga n Persamaao Rcgrcsi pad~1 Ma rker dml sampcl 8DS-PAGE 

Case Summaries-

Jural.: Marker RfMarker BM (v kDa) BM(l'D,) 'EllLO, 
1 3.50 .036 250 250000 5.398 
2 8.50 .087 148 148000 5.170 
3 24 .50 .250 9' 98000 4.991 .. 38.00 .388 64 64000 4.806 
5 60.00 .612 36 36000 4.556 
6 80.00 .8 16 22 22000 4.342 
7 88.00 .898 16 16000 4.204 
8 95.00 .969 6 6000 3.778 
Tolal N 8 8 , 8 8 

ll. LImned to fi rst 100 C:1SCS. 

C urve F it 

log y 011 

Rr I\h.rkcr 
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Lanjutan Lampiran 1 

Cubic 
Model Summary 

The independent variable is RfMarker. 

ANOVA 

Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Regression 2.003 3 .668 89.208 .000 
Residual .030 4 .007 
Total 2.033 7 

The independent variable is RfMarker. 

Coefficients 

Unstandardizcd Standardized 
Coefficients Coefficients 

B Std. Error Beta t Sig. 
RfMarker -3.477 .994 -2.378 -3.497 .025 
RfMarker** 2 6.067 2.441 4.279 2.486 .068 
RfMarkcr··3 -4.360 1.627 -2.955 -2.679 .055 
(Constant) 5.489 .096 57.000 .000 

Pe h· r Itungan B erat M I kul oe I daSDSPAGE sam pel pa -
No Jarak RF Antilogy Da MrkDa 
1 3 0.030 244411.7 244.4117 
2 5 0.051 212234.5 212.2345 
3 8 0.081 175073.7 175.0737 
4 14 0.142 126879.4 126.8794 
5 17 0.173 111084.6 111.0846 
6 23 0.234 89286.13 89.28613 

7 28 0.285 77472.22 77.47222 
8 31.5 0.321 71354.77 71.35477 
9 37.5 0.382 63471.39 63.47139 
10 46 0.469 55302.91 55.30291 
11 55 0.561 47625.99 47.62599 
12 57.5 0.586 45380.26 45.38026 
13 64 0.653 39034.89 39.03489 
14 68 0.693 34737.62 34.73762 

15 75 0.765 26738.01 26.73801 
16 83 0.846 176173.6 17.1736 
17 93 0.948 8452.535 8.452535 

Rf = Reterdation factor, merupakan Jarak pergerakan protem dan tempat awal dibanding pergera
kan warna dari tempat awal; dihitung berdasarkan persamaan garis regresi y = 5,849-3,477 X + 
6,067 X2-4,36 )(3, Mr- Massa molecular relatif. 
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Lampirao 2. Perhituogao Persamaao Regresi pada Marker dan sampel Western Blot 
Case Summaries • 

J8I1I1.: BM(y 
MarkerWB RfMarb:rWB kDo)WB BM(vDa)WB 

I 2 .020 250 2SOOOO 
2 5 .051 148 148000 
3 14 .143 98 98000 
4 33 .337 64 64000 
5 49 .500 36 36000 
6 78 .796 22 22000 
7 90 .918 16 16000 
8 94 .959 6 6000 
Total N 8 8 8 8 

Sum 365 3.724 640 640000 
Mean 45.63 .46550 80.00 80000.00 
Std. Deviation 37.951 387209 83.646 83645.511 

a. Limited 10 lirst 100 cases. 

s.soo -

5.000 -

01.500 -

4.000 -

3.Soo -

logyDaWB 

. • 
\" ...... 

C!I' • .... 
"0 .... .... 

I 
0.000 

R 
.985 

... .... 
•••••• 'fiii# .... ., ....... . 

-6" .. •••••• •• 

I 
0.200 

I 
0.400 

I 
0.600 

RfMarkerWB 

Model Summary 

Adjusted R 
RSquare Square 

.970 .948 

....... 
" . .. •• 

•••• Cit ... 
........ 

;, ..... .. • .. .. .. .. 
0.800 1.000 

Std. Error of 
the Estimate 

.123 

The independent variable is Rf Marker WB. 
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10RvDa WB 
5.398 
5.170 
4.991 
4.806 
4.556 
4.342 
4.204 
3.778 

8 
37.245 

4.65563 
.538950 

(i) Obocrvcd 
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Lanjutan Lampiran 2 

ANOVA 

wnofSquan df ~ean Squar F Sig. 
Regressi 1.972 3 .657 43.114 .002 

Residual .061 4 .015 

Total 2.033 7 

The independent variable is Rf Marker WB. 

Coefficients 

Unstandardized Standardized 
Coefficients Coefficients 
B Std. Error Beta t Sig. 

RfMarkerWB -4.001 1.386 -2.875 -2.887 .045 
Rf Marker WB ~ 7.399 3.679 5.355 2.011 .115 
Rf Marker WB ~ -5.096 2.539 -3.522 -2.007 .115 
(Constant) 5.426 .113 47.864 .000 

No Jarak RF Antilog y Da MrkDa 

1 3 0.030 240815 240.815 
2 5 0.051 206815 206.815 
3 22 0.224 69183 69.183 
4 25 0.255 63416 63.416 
5 42 0.428 46676 46.676 
6 44 0.448 45698 45.698 
7 46 0.469 44781 44.781 
8 51 0.520 42599 42.599 
9 59 0.602 38636 38.636 

10 65 0.663 34697 34.697 
11 68 0.693 32329 32.329 
12 90 0.918 11066 11.066 
13 92 0.938 9418 9.418 

Rf = Reterdation factor, merupakanjarak pergerakan protein dari tempat awat dibanding 
pergerakan wama dari tempat awal; dihitung berdasarkan persamaan garis regresi y = 

5,849-3,477 X + 6,067 X2-4,36 X3, Mr= Massa molecu1ar relatif. 
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Abstract 

Aim: The aim of this study was to detect specific immunoglobulin (Ig) that could be used to determine monoclonal antibody 
in conjugate-making an effort for the indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) diagnostic kit of toxoc:ariasis 
inhuman. 

Materials and Methods: The study was conducted to assess the Ig profile, based on ELISA-isotypin& in mice infected 
with second stage larvae eggs of Toxocara cati. The optical density values of anti-T. cali mice serum IgG subclasses were 
analyzed by applying ANOVA factorial. 

Results: The specific IgG subclass in mice infected with T. cali mice was fowtd to be IgG21l 

Conclusion: Subclass of IgG, especially IgG2p. can provide leads about the use of the monoclonal antibody in conjugate 
making an effort for the indirect EliSA diagnostic kit 

Keywords: diagnostic kit, enzyme-linked immunosorbent assay, human. immunoglobulin G subclass, monoclonal antibody. 
toxocariasis, Toxocara cali. 

Introduction 

The disease caused by Toxocara cati infection 
in humans is a helminth zoonosis, which is mostly 
found in children [1,2]. However. there were some 
cases recorded in adults also [3]. Toxocariasis, caused 
by T. COli needs more attention due to the high pop
ulation of cats in Indonesia and the close association 
of these pets to humans. The habit of a cat to hide its 
feces after defecation Dlay prolong the swvivabiljty 
of worm eggs in the soil [4). Furthermore, we should 
also be aware of a high prevalence of toxocariasis 
in Surabaya. It was reported that the prevalence of 
toxocariasis in stray cats was about 60.9010 of 69 sam.
pIes [5]. About 31.9%1 of soil around slaughterhouses 
and about 20.6% of the soil around daily fanns were 
reported to contain eggs of Toxocara spp. included 
T. cat; [6]. This situation could increase the risk of 
toxocariasis [7). This rmding supports the fact that 
human toxocariasis from infective eggs, containing 
second-stage (L2) larvae [8]. These infections were 
called human toxocariasis, referring to one of most 
common helminth zoonosis [9]. Human toxocaria
sis was the most prominent of all nematode diseases 
because it caused major health problems in children 

Copyrtght: Kusnoto. et al. Open AccI!ss. This alUde Is distributed 
under the tenns ~ the Crelltive Commons Attribution 4.0 
International Ucense (http://creatlvecommons.org/tlcenses/ 
t¥t//4.01), which permits unrestricted use, dlstributlon, and 
reproduction In any medium. provided you give appr.oprfate aedlt 
to the ortglnlll lIuthor(s) and the source, provide a link to the 
Creative Commons license, lind Indicate If changes were mllde. 
The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http:// 
aeaUvecommons.org/pubilcdomaln/zero,ll.01) applies to the data 
made available In this elUde, unless otherv.1se stated. 

VP.terinarv World. aSSN: 2231-0916 

and ocular destruction on adults. Human toxocaria
sis has been classified into two categories. visceral 
toxocariasis and ocular toxocariasis due to visceral 
larvae migrans and ocular larvae migrans [10]. These 
had been global concern that T. cali, including vis
ceral and ocular larvae migrans as their clinical 
manifestations were the main source of infections in 
human [11]. Considering the fatality due to ocular or 
cerebral larvae migrans. immWlodiagnosis in human 
should be conducted The presence of larvae in body 
tissues would trigger immune responses marked 
by 19B and an increase in the count of eosinophils 
leading to a specific type of antibody-dependent cell 
mediated cytotoxicity [12]. 

Immunological diagnosis of human toxocariasis 
conducted through suspected blood sennn examina
tion required high sensitivity and specificity. Enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) technique is 
reliable for its high sensitivity. In indirect ELISA tech
nique, in addition to needing T. cali antigens and sus
pect animal senun containing polyclonal antibody, it 
also requires enzyme-labeled monoclonal antibodies 
(conjugate) as biomarkers [13]. 

The aim of this study was to delectspecific immu
noglobulin (Ig) that could be used to determine mono
clonal antibody in conjugate-making effort for the 
indirect ELISA diagnostic kit of human toxocariasis. 

Materials and Methods 

Ethical approval 
The present study was approved by Ethical 

Committee vide Ethical Clearance No. 28S-KEAnimal 
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Lampiran 3. Data Lengkap dan Analisis Statistik Nilai Optical Density Serum Meneit 
yang Diimunisasi dengan Imunogen dan Antigen Moniezia spp. yang Berbeda 

case Summaries· 

Optical Density 

1 .38 

2 .72 

3 .46 

Me-Mb 4 1.00 

Sum 2.55 

Total Mean .6385 

Std. Deviation .28244 

1 .50 

2 .87 

3 .54 

Mb-Mb 4 1.06 

Sum 2.97 

Total Mean .7423 

Std. Deviation .26581 

1 .88 

ArLAb 2 1.57 

3 .82 

Me-Me 4 1.79 

Sum 5.05 

Total Mean 1.2623 

Std. Deviation .48863 

1 .93 

2 1.22 

3 .85 

Mb-Me 4 1.42 

Sum 4.42 

Total Mean 1.1050 

Std. Deviation .26188 

Sum 14.99 

Total Mean .9370 

Std. Deviation .40145 

a. Umited to first 100 cases. 
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Lanjutan Lampiran 3 

Oneway 
Oescriptlves 

Optical Dens~ 

N Mean Std. Std. 95% Confidence Interval for Minimum 

Deviation Error Mean 

Lower Bound Upper 

Bound 

Me-Mb 4 .6385 .28244 .14122 .1891 1.0879 .38 

Mb-Mb 4 .7423 .26581 .13291 .3193 1.1652 .50 

Me-Me 4 1.2623 .48863 .24431 .4847 2.0398 .82 

Mb-Me 4 1.1050 .26188 .13094 .6883 1.5217 .85 

Total 16 .9370 .40145 .10036 .7231 1.1509 .38 

ANOVA 

o riD 't 'Plica enslty 

Sum of Squares df Mean Square F 

Between Groups 1.044 3 .348 3.041 

Within Groups 1.373 

Total 2.417 

Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 

Optical Density 

DuncanD 

12 

15 

AQ_Ab N Subset for alpha = 0.05 

1 2 

Me-Mb 4 .6385 

Mb-Mb 4 .7423 .7423 

Mb-Me 4 1.1050 1.1050 

Me-Me 4 1.2623 

SiQ. .087 .060 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Hannonic Mean Sample Size = 4.000. 
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.114 

Maximum 

1.00 

1.06 

1.79 

1.42 

1.79 

Sig. 

.070 
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