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PRAKATA 

Penegakan diagnosis toxoeariasis memerlukan uji dan bahan uji dengan 

s nsitivitas dan spesifisitas tinggi. Spesifisitas bahan uji diperJukan mengingat baro'yak 

di umpal protein yang tidak spesifik pada infeksi parasit. Penggunaan protein murni 

ri larva stadium kedua Toxocara spp. ditengarai dapat meningkatkan sensitivitas 

n spesifisitas uji. Teknik ELISA memiliki sensitivitas tinggi yang dapat dikembangkan 

u tuk diagnosis toxocariasis. Teknik Inl diperlukan mengingat pada toxocariasls tidak 

se alu dapat dilakukan pemeriksaan feses (untuk menemukan telur eacing), karenu 

bi a eacing dewasa belum ditemukan pad a hospes definitif atau bahkan tidak dapat 

di emukan pada hospes aberrant (selain hospes definitif), maka telur eacing dalam 

fe es juga tidak dapat ditemukan. 

Puji syukur ke hadirat Allah SWT yang telah banyak melimpahkan rahmat dan 

ka unia-Nya sehingga laporan penelitian ini dapat terselesaikan. 
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p gelola dana Hibah Strategis Nasional, yang telah memberikan kesempatan kepada 
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Dengan selesainya disertasi ini perkenankan saya juga menyampaikan terima 

ka ih yang sebesar besarnya kepada: 

Rektor Universitas Airlangga Prof. Dr. H. Fasichullisan, Apt. atas kesempatan 

fasilitas yang diberikan kepada saya, untuk mengikuti seleksi proposal Penelitian 

Hi ah Strategis Nasional tahun anggaran 2009. 

Ketua lembaga Penelitian Universitas Airlangga Prof. Dr. Bambang Sektiari 

lu iswanto, drh., DEA. atas kesempatan dan fasilitas yang diberikan kepada kami, 

un uk mengikuti seleksi proposal Penelitian Hibah Strategis Nasional tahun anggaran 

20 9. 
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RINGKASAN 

P OFIL SUBKElAS IgG SERUM MENCIT ANTI-ToKocara canis SEBAGAI DASAR 
P MIUHAN MARKER SPESIFIK UNTUK PEMERIKSAAN ANTIBODI PADA KASUS 
T XOCARIASIS (Kusnoto dan Sri Mumpuni Sosiawati, 72 halaman) 

Oepartemen Parasitologi, Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Airlangga, 
Surabaya. 

Hingga saat Inl protein TOKocara canis isolat lokal dengan spesifisitas tinggi 

u tuk diagnosis secara Imunologis pada infeksi toxoeariasis belum diketahui. Padahal 

p tein tersebut penting untuk diagnosis mengingat penyakit ini tergolong penting 

u tuk diperhatikan karena selain bersifat zoonosis dan berdampak sangat berat, juga 

m miliki gejala klinis yang variatif serta pada infeksi bentuk larva tidak bisa 

di iagnosis seeara konvensional (dengan pemeriksaan feses). 

Seeara keseluruhan peneJitian ini merupakan bagicm dari payung penelitian 

d ngan target akhir berupa kit diagnostik untuk diagnosis etiologik hingga pada 

ti gkat spesies dan vaksin anti-nematoda. Tujuan khusus penelitian ini meliputi: 

M ndapatkan protein spesifik ES-W T. canis yang dapat digunakan sebagai antigen 

pa a pemeriksaan dengan ELISA dan imunogen pada pembuatan antibodi 

m noklonal; Menentukan nilai antigenisitas, sensitivitas dan spesifisitas protein ES 

T. canis pada diagnosis toxoeariasis hewan coba (mencit) yang diimunisasi ES-W 

T. canis dan homogenat cacing lain dengan teknik indirect-EliSA; Menentukan 

kelas Ig G spesifik dan dominan pada respon imun humoral men cit terhadap 

in ksi T. canis yang dapat digunakan sebagai biomarker untuk mengembangan 

di nosis toxocariasis pada pemeriksaan serum dengan teknik ElISA- isotyping kit. 

Prosedur penelitian ini meliputi: 1) Koleksi dan Identifikasi Toxocara spp. dari 

An ing yang terdiri dari: a) Isolasi eacing dewasa, b) Isolasi 13rva stadium kedua (L2) T. 

ca is, e) Isolasi larva stadium kedua dorman dari jaringan mencit (W) T. canis, d) 

Pe buatan homogenat L2, L2 dorman dan eacing dewasa; 2) Analisis protein Toxocara 

ca is dengan teknik 50S-PAGE; 3) Karakterisasi protein T. canis, isolasi protein spesifik 

da uji teaksi silang antara antigen T. cati dengan serum anti-To canis dengan teknik 

tem blot; 4) Uji Antigenisitas protein dengan teknik dot blot dan ELISA pada 

m cit yang diinfeksi Toxocara canis; S) Uji Antigenisitas, sensitivitas dan spesiflsitas 

eln dengan teknik elisa pada mencit yang diimunisasi berbagai homogenat eating; 

6) Pengamatan profil subkelas IgG dengan ElISA-isotyping kit. 

v 



T. canis memliki banyak protein dengan BM beragam dan 8 - 200 kDaj 

B rdasarkan hasfl Western blot dapat disimpulkan protein speslfik T. canis pada BM 

1 8, 120, 91, 80, 70, 62, 51, 48, 45, 42, 38, 35, 32, 24, 18, 14 & 11 kOa dapat 

d kembangkan untuk diagnostik; sedangkan protein dengan cross reaction tinggi 

u tuk kandidat vaksin dan terapi imunologik; Reaksi silang antara Ag T. cati-Ab T. 

c nis terjadi pada BM 140,91,62,42,38,34,33,32,30,29,27,24, 17, 14, 12, dan 10 

k a; reaksi silang antara Ag T. canis-Ab T. catl terjadi pada BM 160, 140, 120, 91, 80, 

7 ,54, 42, 38, 35, 34, 33, 32, 30, 29, 27, 24, 20, 18, 14 dan 12 kOa; Reaksi silang tidak 

t jadi antara Ag T. cati dan Ab T. canis pada BM 168, 120, 80 dan 70 kDa, dan Ag T. 

c nis dan Ab T. cati pada BM 168,51,48,45, dan 35 kOaj Berdasarkan nilai 00 pada 

EISA, protein murni Toxocara spp. antigenisitas tinggi terhadap serum anti-Toxocara 

s ., keduanya memiliki antigenisitas yang lebih rendah terhadap cacing lain 

( cylostoma spp. dan D. caninum), dengan nilai sensitivitas 100% dan spesifisitas 

8 ,5%; Berdasarkan hasil ElISA-isotyping, subkelas Ig G dominan dalam serum mencit 

y g dlinfeksi dengan T. canis adalah Ig G2a.. 

Pada penelitian ini telah dibuktikan bahwa teknik indirect·ELlSA dengan 

m nggunakan subkelas IgG sebagai antibodi kedua mempunyai peluang untuk 

di embangkan sebagai diagnosis etiologik toxocariasis. Subkelas Ig G (lgG2a.) lebih 

sp sifik terhadap infeksi T. canis. 
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ABSTRACT 

PROFILE OF SUBCLASS 116 OF MICE'S ANTI- Toxocara canis SERA 
AS A BASIS FOR SPECIFIC MARKER TO ANTIBODIES 

EXAMINATION IN TOXOCARIASIS 

Kusnoto dan Sri Mumpuni Sosiawati 

Oepartement of Parasitology, Faculty of Medicine Veterinary,.Airiangga University, 
Surabaya. 

The objective of this study was to get the specific protein of T. canis and to 
in estigate the dominant immunoglobulin that could be used as a biomarker in kit 
di gnostic to toxocariasis diagnosis through antibody test by indirect-ELISA technique. 

This study was done to isolate and characterize T. canis protein from 
e cretory-excretory (ES) material of 12 dormant by pure protein that was reactive with 
p Iyclonal antibody. !n the first step, 12 dormant were homogenized by sonication 
3 30 seconds and identified by SOS-PAGE with silver staining. The second step, 
p tein was transferred to nitrocellulose membrane used polyclonal antibody of anti-

dormant that was visualized through goat-anti rabbit conjugate and SCIP+NST 
st ining. The third step was decided the specific of protein fractions that was done 
b se on molecule weight (MW) and the specific protein was isolated by elution 
te hnique. The fourth was to evaluate the antigenicity, sensitivity and specificity of 
c de and pure protein by IgG-ELISA as response against T. canis infection toward 
m e and to study the profile IgG and the dominant of subclass IgG as response 
ag inst T. canis infection toward mice. 

The results of [he study that: 1) T. canis have more protein with variation of 
m lecular weight between 8 and 200 kOa; it also the specific and cross, reaction 
pr teins of T. cati and antibody against T. canis; 2) The specific proteins of T. cati that 
n recognized by the anti-To canis sera are as follow proteins of MW 168,120,80 and 
70 kOa; 3) The specific subclass of Ig G in the anti-To canis mice sera were IgG2a; 4) 
Sa ed on the ELISA 00 values, pure protein Toxocara spp. have high antigenicity of 
se um anti-Toxocara spp., they have a lower antigenicity against other worms 
(A cylostoma spp. and D. ,caninum), with a value of 1000.4 sensitivity and specificity of 
875%. 

K~ words: toxocariasis, diagnostic, sensitivity, specifidty, ELISA. 
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lllatar Belakang Penelitian 

BABI 
PENDAHULUAN 

Toxoca riasis bersifa t zoonosis dan telah dikenal di dunia dapat menimbulkan 

in eksi pada manusia yang dise rtai manifestasi klinik visceral dan ocular larvae migrans 

M dan OLM) (Hubner et 0/., 2001). Mengingat dampak yang ditimbulkan sangat 

b ra t lerutama bila terjadi OLM maupun bila lalVa sampai ke otak (Hav3siova-

R terova et of., 1995), maka perlu dipikirkan penggunaan imunodiagnosis, karena 

di gnosis secara konvensional tidak dapat dilakukan pada hospes aberan. 

Keberadaan larva dalam jaringan akan menimbulkan jejas, sehingga timbul 

res cns imun yang ditandai dengan keberadaan imunoglobulin E (l gE) dan peningkatan 

ka ar eosinofil yang merupakan jenis khusus dari antibody-dependent cell-mediated 

cyt toxicity. Respons t erse but dilengkapi dengan kecenderungan dar; cacing untuk 

me stimulasi subse t Th7CD4 ' dari sel Th mensekre si Il -4 dan tl-S. Interleukin-4 

me upakan limfokin yang merangsang se t B untuk berdeferens iasi menjadi sel plasma 

dan menghasilkan Ig E, sedangkan Il-S merupakan pemicu potensial terhada p 

pe bentuka n eosinofil (Abbas et al., 2000). Interleukin-4 dan Il-S berperan dalam 

k~n rol produksi Ig E dan Ig GI, sedangka n Th1COS' menghas ilkan interferon gamma 

(IFN ) yang menghambat reaks i hipersensitivitas dan memicu produksi Ig G2. 

Antibodi yang dihasilkan oleh se t-se t imun tubuh tersebut bersifat spesi fik 

terh dap sepesies Toxocara spp. dan sebagian beredar dalam darah perifer, sehingga 

dapa dideteksi dengan imunodiagnostik, yang pada prinsipnya adalah mendeteksi 

ikata antigen-antibodi dalam serum penderita. Karena dalam pemeriksaan tersebut 

diper ukan antibodi dan antigen spes ifik terhadap Toxocara spp., maka perlu dikaji 

lebih anjut tentang antigenisitas penyebab penyakit terscbut dengan mempersiapkan 

peran kat diagnositik yang mempunyai ni ta; sensitivitas dan spesifisitas tinggi, 
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s hingga penyakit tersebut dapat didiagnosis lebih dini, cepat, tepat dan akurat. 

dman et 01. (2000) menyetujui bahwa diagnosis dini dan pengobatan dapat 

enyelamatkan hidup penderita toxocariasis. 

Untuk pengembangan imunodiagnosis toxocariasis diperlukan protein dengan 

s nsitivitas dan spesifisitas yang tinggi, protein spesifik spesies pada Toxocara spp. 

gga sa at ini belum ditemukan. Identifikasi spesies parasit sangat penting karena 

ak hanya untuk· diagnosis tetapi juga untuk survei epidemiologik pada penilaian 

k sehatan masyarakat, maka metode yang dapat diandalkan (reliable) untuk identifi

i yang akurat sangat diperlukan (Ishiwata, et 01.,2003). Penelitian ini akan mencoba 

neari metode identifikasi eacing Toxocara spp. pada anjing sampai pada tingkat 

sp sies menggunakan mE:tode biokimia dan imunologik yang dapat dimanfaatkan 

u uk pengembangan diagnosis etiologik pada kasus toxocariasis. 

Rumusan Masalah 

8eberapa masalah yang dirumuskan pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1) Apakah protein spesifik ES-L2J T. canis dapat digunakan sebagai antigen pada 

pemeriksaan dengan ELISA? 

2) Apakah protein ES T. canis memiliki nilai antigenisitas, sensitivitas dan 

spesifisitas yang tinggi pada diagnosis toxoeariasis hewan coba (mencit) yang' 

diimunisasi ES-L2J T. canis dan homogenat eaeing lain dengan teknik indirect

ELISA? 

Apakah terdapat subkelas Ig G spesifik dan dominan pada respon imun 

humoral mencit terhadap infe!csi T. canis yang dapat digunakan sebagai 

biomarker untuk mengembangan diagnosis to)(OCaridsis pada pemeriksaan 

serum dengan teknik ELlSA-isotyping kit? 



BAB2 
TINJAUAN PUSTAKA 

Toxocariasis yang disebabkan oleh Toxocaro canis tidak saja berbahaya bagi 

wan anjing sebagai hospes definitif, tetapi juga dilaporkan dapat meninfeksi 

anusia, sehingga tergolong penyakit zoonosis (Uga et 01., 1990). Prevalensi 

]; xocariasis pada hewan, utamanya pada kucing di 5urabaya, dapat mencapai 74% 

(5 diana dkk., 1994), sedangkan Koesdarto dkk. (2002) yang melakukan penelitian 

p da anjing konsumsi di wilayah Surabaya mendapatkan angka prevalensi sebesar 

,3% dari 48 total sampel dan kucing liar sebesar 60,9% dari total sampel (69 ekor) 

ing liar dari wilayah Surabaya. 

Telah diketahui di seluruh dunia, bahwa Toxocaro canis memungkinkan sebagai 

yebab infeksi pada manusia, termasuk manifestasi klinisnya, yaitu visceral dan 

oc lor lavoe migrons (Hubner et of., 2001). Manusia dapat tertular toxocariasis karena 

kanan atau minuman terkontaminasi oleh telur infektif (embryonated egg) atau 

a, terutama apabila pemasakan kurang sempurna (Ito et 0/., 1986). Namun 

ercpa ahli menyatakan, bahwa tanah terkontaminasi dengan telur infektif 

bryonated egg) merupakan sumber utama infeksi pada manusia, terutama pada 

k-anak yang masih mempunyai sifat geophagia (Alonso et af., 2000) maupun yang 

ak dengan hewan penderita (Radman et 01., 2000). Uga et 0/. (1990) melaporkan 

kas s toxocariasis pada anak-anak dan orang dewasa di Jepang dapat mencapai 29,3%. 

Berdasarkan gejala klinik, toxocariasis pada manusia diklasifikasikan menjadi 

vise ral toxocariasis dan ocular toxocariasis. Kedua penyakit tersebut didefinisikan 

seb gai larvae migrans yaitu masing-masing visceral larvae migrans (VLM) dan ocular 

larv e migrans (OLM) yang membutuhkan diagnosis secara imunologik (Uga et 0/., 

199 ; de 5avigny, 1980). 

3 
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Cacing Toxocara cati yang selama hidupnya mengalami beberapa generasi, 

y kni larva stadium pertama (ll), kedua (l2), ketiga (l3), keempat (l4), dan eacing 

d wasa, memiliki perangkat antigen yang berbeda-beda. Hal ini dimanfaatkan 

1i xocara cati agar terhindar dari sistem imun hospes. Adanya perbedaan struktur 

rfologi pada berbagai generasi menyebabkan perbedaan imunogenisitas dalam 

mieu terbentuknya antibodi (Warren, 1993). Cacing T. cati dewasa yang panjangnya 

neapai 12 em, memiliki induk semang dengan tingkatan umur yang berbeda dengan 

nifestasi klinik yang berbeda pula. Bentuk larva (12) dapat ditemukan pada kucing 

b ina dew~:;a, kambing dan manusia sebagai hospes aberan, selain itu juga dapat 

mukan pada oaraterinc host misalnya tikus, kecoa, ayam serta hewan lain, 

angkan bentuk dewasa mudah didapatkan terutama pada usus halus anak kucing, 

dis mping itu juga dapat ditemukan pada kucing jantan dewasa sebagai hospes 

de Inirif (Kusumamihardja, 1990; levine, 1978). 

Karena 12 merupakan larva migran yang berasal dari saluran usus dan 

ke udian masuk ke dalam sistem portal hepatic, ke dalam hati, paru, dan organ 

vis eral lain, sangat memungkinkan l2 lebih dikenali perangkat imun tubuh hospes, 

seh ngga dapat memicu terbentuknya antibodi lebih kuat. Hal ini dapat dibuktikan 

de an pemeriksaan antibodi terhadap T. vitulorum dengan uji ELISA, bahwa 

pen gunaan antigen l2 pada mencit memberikan nilai optir.al density (00) yang lebih 

i dibanding jika digunakan antigen II maupun dewasa (Kusnoto dkk., 2001). 

Kusnoto (2003) yang menganalisis protein l2 Toxocara cati, memperol~h 

ga baran bahwa stadium L2 menunjukkan 7 pita protein yaitu masing-masing dengan 

ber t molekul (BM) 24,0, 30,3, 40,0, 60,7, 86,1, 96,6, 133,7 kOa. Lebih lanjut 

diny takan bahwa protein dengan 8M tinggi (Iebih dari 60 kOa) lebih banyak terjadi 
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eaksi silang dengan eacing nematoda lain bahkan dapat terjadi reaksi silang dengan 

cing dari kelas lain. 

Pengamatan dengan immunoblotting menunjukkan bahwa komponen protein 

engan berat molekul (BM) 240 kOa dan 206 kOa dari telur T. viulorum, F. g;gant;ca 

an Moniezia expansa dikenali oleh antiserum anti-cacing dewasa yang berbeda. 

bdel-Rahman and Megeed (2000) melakukan pengamatan terhadap whole worm 

ract dengan teknik immunoblotting menyatakan bahwa, antigen T. vitulorum 

t rjadi reaksi silang dengan antiserum anti-F. gigantica pada BM 133 kOa. Adapun 

a tiserum anti-To vitulorum dengan BM 133 kOa dan anti-M. expansa dengan BM 52 

a terjadi reaksi silang dengan antigen F. gigantica. Berdasarkan pemeriksaan 

a tibodi dengan teknik Western blot yang dilakukan oleh Kusnoto (2003) dinyatakan 

b hwa terjadi reaksi silang antara antibodi yang dibuat dari homogenat L2 (anti-L2) T. 

c ti dengan antigen L2 maupun eaeing dewasa pada BM 24-32 kOa, bahkan terjadi reaksi 

ng dengan antigen Fasciola gigant;ca dewasa pada BM 133,7 kOa. Hal ini 

nunjukkan bahwa protein dengan BM tinggi kemungkinan besar dapat terjadi reaksi 

ng dengan eacing lain. Sementara itu protein dengan BM rendah (lebih keeil dari 20 

) juga tidak spesifik karena tidak terbentuk ikatan antigen-antibodi pada uji botting. 

I ini mengindikasikan bahwa protein T. cat; yang mungkin bersifat imunodominan 

Respon imun spesifik terhadap infeksi beberapa eacing diperantarai oleh Ig E 

da eosinofil, yang merupakan tipe khusus darl antibody-dependent cell-mediated 

c.}'t toxicity (AOCC). Antibodi (lgE) mengikat bagian permukaan dari eaeing, kemudian 

eo inofil menyerang melalui Fe reseptor, dan eosinofil teraktivasi mensekresi granula 

en m yang menghaneurkan parasit. Respon tersebut dilengkapi dengan kecen-
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erungan dari cacing untuk menstimulasi subset CD4+-Th2, yang mensekresi IL-4 dan IL-

• Interleukin-4 (IL-4) menstimulasi produksi Ig E, dan IL-S menstimulasi perkem

ngan dan aktivasi eosinofil. Eosinofil kemungkinan lebih efektif untuk mematikan 

c cing daripada leukosit lain, karena protein granula eosinofil mungkin lebih toksik 

d banding enzim proteolitik dan oksigen reaktif dari netrofil maupun makrofag. Respon 

i un spesifik terhadap parasit juga menambah jejas jaringan. Beberapa parasit dan 

p oduknya menginduksi respons granulomatous yang diikuti dengan fibrosis (fibrosis 

c ncomitant) (Roitt et 01., 1998; Abbas et 01., 2000). 

Pada umumnya inf~ksi oleh parasit, khususnya cacing, ditandai dengan kebera

n imunoglobulin (lg) E dan peningkatan kadar eosinofil. Peningkatan kedua sel 

em imun tersebut di bawah kontrol sel T (Pearse and Sher, 1990). Interleukin (IL) 4, 

rupakan limfokin yang merangsang sel B yang teraktivasi oleh lipopolisakarida 

un uk menghasilkan Ig E dalam tubuh hospes, sedangkan Il-S merupakan stimulus 

po ensial terhadap pembentukan eosinofil pada medium buatan (Abbas et 01., 2000). 

Pe yuntikan IL-S pada tikus yang dilakukan oleh Amerasinghe et 01. (1992), berakibat 

ter adi peningkatan jumlah sel eosinofil dalam darah dan jaringan. Jika Il-S rendah 

ak menyebabkan terjadinya granuloma dan fibrosis hatL Interleukin (IL)-4 dan IL-S, 

va dihasilkan oleh CD/ -Th2, berperan dalam kontrol produksi Ig E dan Ig G1, 

ngkan CDs+·Th1 menghasilkan interferon gamma (IFNy) yang menghambat reaksi 

hip rsensitivitas dan memacu produksi Ig G2. Menurut Rajapakse (1992), Ig G2 lebih 

ber eran dal3m infeksi Toxocara spp. dari pada imunoglobulin yang lain. 

Migrasi larva Toxocola spp. mendatangkan respons imun seluler dan humoral 

(Ma zels et 01., 1993; Pritchard et 01., 1997), yang belakangan diketahui terdiri dari 

em t isotipe utama yaitu Ig M, Ig G, Ig A, dan Ig E (Auer and Aspock, 1998; Obwaller, 
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1; Soedarto, 2003). Pada perunutan respon imun terhadap patogenesitas larva, 

emukan puncak kadar antibodi sapi dewasa pada 7 hari pasca infeksi. Puncak kedua 

rjadi pada saat L2 menetas dan migrasi larva ke organ visceral yang lain. Respon 

un terhadap T. vitulorum ternyata menggugah semua kelas imunoglobulin (Barriga 

a d Omar, 1991). Semakin tinggi kadar Ig G semakin sedikit jumlah L3 yang berhasil 

k uar bersama air susu induk. Sebaliknya pada saat terjadi penembusan L2 terhadap 

ja ingan granuloma, ternyata kadar Ig G1 menurun 50% sedangkan Ig A dan Ig M 

ningkat sampai 7 kali (Rajapakse, 1992). 

Bentuk imunitas protektif yang lain terhadap cacing dewasa masih bersifat 

s kulatif. Salah satu teori ialah self cure yang menyebabkan pengeluaran cacing 

asa dari tubuh hospes (Lloyd and Soulsby, 1987). Pada saat itu kadar Ig E 

ingkat, hal ini dibuktikan oleh Matsumura et 01. {1983}. Pengeluaran cacing dari 

en usus merupakan kerja sarna antara antibodi, sellimfosit dan sel mieloid. Namun 

_nuhnya fenomena tersebut belum dapat dijelaskan secara tepat. Sedangkan pada 

uk muda seringkali terjadi migrasi dari satu organ ke organ lain, kemudian 

membentuk 

jaringan ikat di sekitarnya. Keadaan ini akan merangsang kenaikan jumlah sel 

ofil yang berlangsung kronis, dan akan berkaitan dengan produksi Ig M dan Ig G di 

seki ar fibrosis dan di dalam granuloma terse but. Kadar eosinofil darah perifer terlihat 

mul i dari normal hingga terjadi peningkatan {Trisunuwati, 1997}. jumlah sel eosinofil 

dan akrofag sangat bergantung kepada keberadaan dan aktivitas sel limfo:iit T. Titer 

Ig G spE:sifik yang 'dnggi ada hUbungannya dengan manifestasi klinis dari toxocariasis. 

Infe si larva juga dapat menstimulasi eosinofil (Kincekova, 1999). 
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Pola respon imun sapi betina berupa peningkatan jumlah sel eosinofil di sekitar 

j ringan granuloma pada paru, ginjal, dan hati. Demikian pula terjadi peningkatan 

k dar Ig E, Ig M, dan Ig G (Husband et 01., 1972). Respon imun tersebut menyebabkan 

f nomena ini dapat menjadi salah satu parameter terhadap infeksi T. vitu/orum bentuk 

a pada sapi betina. Agar tidak terjadi kekeliruan dengan infeksi eaeing lain, lebih 

at apabila ditentukan protein antigenik spesifik dari eacing tersebut (Manus, 1986). 

Infeksi pada anak sapi dapat terjadi terutama disebabkan karena belum 

m miliki aktivitas sistem imun sendiri. Imunogobulin yang dipunyai oleh anak sapi 

ne natal ini ialah antibodi maternal (Brandon and Lasee"es, 1971), sampai pada saat 

te °adin'la perkembangan organ imunokompeten sebagai bentuk protektif. Hal ini 

ka ena pada sapi tidak terjadi transfer imunoglobulin melalui plasenta, tetapi hanya 

m lalui kolostrumo Dalam darah fetal sebenarnya sudah didapatkan sel limfosit pada 

ari setelah konsepsi, sedangkan Ig M pada hari ke-359 kebuntingan dan Ig G1 pada 

ke-135 penelitian ini dilakukan dengan teknik gel difusi (Husband et 0/., 1972). 

on ini juga terjadi pada infeksi buatan° dengan beberapa penyebab penyakit, 

un belum diketahui seeara pasti apakah imunoglobulin tersebut berasal dari induk 

respon fetus, karena timus dan limfonoduli sudah ditemukan pada fetus sapi 45 

hari setelah konsepsi. 



BAB3 
TUJUAN PENELITIAN 

Penelitian ini untuk mencapai tujuan yang dikelompokkan menjadi tujuan 

k usus jangka pendek dan tujuan khusus jangka panjang. 

3. Tujuan Umum 

Secara keseluruhan penelitian ini merupakan bagian dari payung penelitian 

d gan target akhir berupa kit diagnostik untuk diagnosis etiologik hingga pada tingkat 

sp sies dan vaksin anti-nematoda. 

3. Tujuan Khusus 

Tujuan khusus jangka pendek meliputi beberapa hal sebagai berikut. 

1) Mendapatkan protein spesifik ES-LlJ T. canis yang dapat digunakan sebagai 

antigen pada pemeriksaan dengan ELISA dan imunogen pada pembuatan 

antibodi monokllonal. 

Mene'ltukan nilai antigenisitas, sensitivitas dan spesifisitas protein ES T. canis 

pada diagnosis toxocariasis hewan coba (mencit) yang diimunisasi ES-LlJ T. 

canis dan homogenat eaeing lain dengan teknik indirect-ELISA. 

Menentukan subkelas Ig G spesifik dan dominan pada respon imun humoral 

mencit terhadap infeksi T. canis yang dapat digunakan sebagai biomarker untuk 

mengembangan diagnosis toxocariasis pada pemeriksaan serum dengan teknik 

ELlSA- isotyping kit. 

9 



BAB4 
METODE PENEUTIAN 

4 1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini berlangsung selama 8 bulan, sejak bulan Maret hingga Nopember 

2 09, bertempat di lab. Helminthologi, lab. Biomolekuler Fakultas Kedokteran Hewan, 

d n lab. Helminthiasis Tropical Disease Center, Universitas Airlangga. 

4. Koleksi dan Identifikasi Toxocara spp. dari Anjing 

4. .1lsolasi eacing dewasa 

Sampel berupa saluran pencernaan anjing diperoleh dari tempat pemotongan 

an ing (Depot) di Surabaya. Usus halus dipisahkan dari bagian lain, kemudian dibedah 

un uk mendapatkan Toxocara canis dewasa, cacing dewasa kemudian dibersihkan 

de gan NaCI fisiologis dan diinkubasi dalam medium NaCI fisiologis dan phosphat 

bu er saline (PBS) pada suhu inkubator 37°C selama 4 jam. Kemudian telur cacing 

ahkan dengan cairan supernatan dengan penyaring ukuran 25 J,1m. Telur eacing 

ke udian dipupuk sedangkan supernatannya yang berisi protein excretory-secretory 

(ES) disimpan dalam Freezer -20°C hingga digunakan. 

4.2. Isolasi larva stadium kedua (l2) T. canis 

Apabila telur yang diperoleh dari cacing T. canis dewasa tersebut jumlahnya 

g maka dilakukan isolasi dari feses anjing penderita dengan jalan memisahkan 

telu dari kotoran maupun dengan teknik preparation of gradients (DrenchRite, 1996). 

Sela jutnya telur eacing diidentifikasi, kemudian dipupuk dalam medium PBS + NaCI 

pada suhu ruang selama 21-28 hari (Koga et a/., 1992) untuk memperoleh l2. 

Kem dian l2 yang diperoleh sebagian dibuat homogenat dan sebagian lagi untuk 

prod ksi l2 dorman. 

]0 
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4 2.3lsolasllarva stadium kedua dorman darijaringan men cit (L2J) T. canis 

Larva stadium kedua dorman dari jaringan mencit (UJ) dibuat dengan meng

eksi mencit dengan L2 T. canis dengan dosis 10 butir per gram berat badan seeara 

r oral. Empat hari setelah infeksi semua mencit dikorbankan untuk dilakukan isolasi 

dorman dengan preparasi jaringan. Kemudian L2 dorman yang diperoleh diinkubasi 

d lam medium RPMI dan PBS pada suhu inkubator 37°C selama 4 jam. Kemudian L2 

di isahkan dengan melakukan sentrifus tergadap cairan medium, supernatan yang 

be isi protein ES disimpan dalam Freezer -20°C hingga digunakan, sedangkan L2 

do man disiapkan untuk pembuatan homogenat whole L2 dorman extract. 

4. 4 Pembuatan homogenat 12, 12 dorman dan eacing dewasa 

Homogenat dibuat dengan cara melakukan sonikasi dengan frekuensi 3x60 

k dengan interval istirahat 60 detik. Kemudian diperiksa dengan bantuan 

roskop apabila tingkat kehancuran belum mencapai 80% dilakukan sonikasi ulang 

an pola yang sama. Setelah tingkat kehancuran meneapai > 80% dilakukan 

pen mbahan NP 40 sebanyak 25 J,ll/ce dan disentrifus pada 5000 rpm selama 10 menit, 

sup rnatan diambil dan ditambahkan NP 40 sebanyak 25 J,ll/ee kemudian disentrifus 

pad 45000 rpm selama 25 menit. Pellet diambil dan sisiapkan untuk analisis protein 

lebi lanjut. Untuk eacing dewasa sebelum disonikasi dicineang dengan gunting dan 

dige us dalam mortar seeara manual kemudian disuspensi dengan PBS sebanyak 0,5 

mil 

4.3 entifikasi Protein dengan SDS-PAGE 

4.3. Running 5DS-PAGE 

Hasil pembuatan homogenat Toxocara spp. selanjutnya dilakukan running 

deng n teknik sodium dodecyl sulphate polyacri/amide gel electrophoresis (SOS-PAGE). 
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Komposisi 50S-PAGE yang dipakai adalah separating ge/12% (2,5 ml acryla

m de; 1,2 ml Tris-HCI pH 8,8; 1,2 ml 50S 0,5%; 1,1 ml aquadest, 50 Jll Temed dan 30 ~I 

A S 10%) dan stacking ge/10% (0,66 ml acrylc~ide; 0,8 ml Tris-HCI pH 6,8; 0,8 ml SOS 

0, %; 0,74 ml aquadest; 4 ~I TEMED dan 20 III APS 10%). 

Setelah larutan gel pemisah 15% dimasukkan pada gel plate pada posisi vertikal 

udian di atasnya diberi butanol sampai mengeras dan kemudian butanol dibuang 

dibersikan dengan PBS dan dikeringkan dengan kertas Whatman. Selanjutnya 

dit mbahkan stacking gel dan setelah itu dimcsukkan comh dan ditunggu sampai 

be ul-betul set. Plate berisi gel kemudian dipasang pada Minigel Twin G-42 slab dan 

dit angkan electrophoresis buff'?r (30,29 g Tris aminomethan; 144,13 g glisin; 10 g SOS 

dal m 1000 ml aquadest). 

Sebanyak 15 ~I sampel berupa homogenat Toxocara spp. ditambah Lammli 

er sarna banyak. Kemudian sampel didenaturasi dengan Lammli buffer (Tris-HCI pH 

,0 ml, gliserin 0,8 ml, SOS 10% 1,6 ml, bromfenolblue 0,5% 0,4 ml, merkaptoetanol 

o J.d, aquades 3,8 ml) pada pemanasan 100°C selama 5 menit, dimasukkan pada 

su uran stacking gel. Sebagai marker digunakan protein dengan berat molekul pada 

kisa an 14,5-200 kOa produksi·BIO-RAO. Elektrophoresis dinyalakan dengan tegangan 

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

melewati stacking gel; kira-kira selama 1-2 jam. 

Pencucian terhadap gel hasil running dilakukan tiga tahap, yaitu: 1) Pencucian 

pert rna, menggunakan 25 ml metanol 50%, 3,75 ml asam asetat 7,5% dan 71,25 ml 

es selama 30 menit; 2) Pencucian kedua, menggunakan 2,5 ml metanol5%, 3,75 

m asetat 7,5% dan 93,75 ml aquadest selama 20 menit; dan 3) Pencucian ketiga, 

men gunakan glutaraldehida 10% selama 25 menit. Gel kemudian diwarnai dengan 

tekni pewarnaan silver (1,6 g AgN03 dalam 8 ml aquadest; 42 ml NaOH 0,36%; 2,8 ml 

NH3 5% dalam 147 ml aquadest) selama 15 menit, dilanjutkan pencucian dua kali 2 
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enit dengan 100 ml aquadest dan kemudian ditambahkan larutan pengembang 

arna (200 \J1 a5am sitrat 5%; 100 III formaldehid 37 % dalam aquadest 200 ml) dan 

ilakukan pencucian kembali selama dua kati 2 menit dengan ~ ')0 ml aq uadest. Setelah 

g I terwarnai kemudian dimasukkan dalam larutan asam asetat 10% untuk menghenti -

k n proses pengecatan. Selanjutnya gel dapat didokumentasi dengan kamera digital, 

d simpan pada larutan gliserin 10% atau dikeringkan (Harlow dan lane, 1988), 

4 .. 2 Penentuan berat molekul (8M) protein 

Penentuan berat molekul (&M) protein hasH running 50S-PAGE dan Western 

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

pr tein dilakukan dengan mencari hubungan (korelasi) antara nilai retardation factor 

(R ) dengan log berat molekul (8M) protein marker. Nilai RF diperolen dengan 

m nghitung hasi1 pembagian jarak pergerakan pita protein dari t~r,1pat a'Nal (jarak 

pit) dengan jarak pergerakan warna dari t empat awal (panjang gel) (Hostettmann er 

01., 1986; Rantam, 2003). Secara praktis penghitungan nilai RF dapat dirumuskan 

se agai beri kut: 

Jarak pergerakan protein dari tempat awal 

RF= -------------------------------
Panjang gel (Jarak pergerakan warna dari tempat awal) 

Form:.Jla yang diperoleh dapat berupa regresi linier, kuadratik ata u kubik dan 

dig nakan untuk menghitung SM pad a sampel dengan menentukan nilai RF sampel (X) 

dan M sam pel (Y) . 

4.4 arakterisas i Protein dengan Western blot dan Iso las; Protein Spesifik 

Tahap ketiga terdiri dari : 1) Pembuatan antibodi poliklonal; 2) Karakterisas i 

prot in dengan Western blot; 3) Isalasi protein spesifik; dan 4) Identifikasi protein 

mur i hasil isolasi. 
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4.1 Pembuatan antibodi poliklonal 

Pembuatan antibodi poliklonal dilakukan dengan cara menyuntikkan protein 

ri excretory-secretory (ES) larva kedua dorman yang tinggal dalarn jaringan hospes 

) T. canis pada kelinci ras Angora. Penyuntikan pertarna, hornogenat ditambah complete 

und's adjuvant sama banyak, selanjutnya dilakukan booster sebanyak 4 kali dengan 

in erval 2 rninggu. Pada saat booster, homogenat ditambah incomplete Freund's 

a ·uvant sarna banyak. Dua minggu setelah pen'Y'untikan terakhir dilakukan pengambi

darah kelinci untuk mendapatkan serum anti-Toxocara spp. Sesuai dengan 

ogenat yang disuntikkan. Pembuatan antibodi poliklonal bertujuan untuk blotting, 

aksikan dengan berbagai protein Toxocara spp. dan cacing lain sehingga dapat 

rakterisasi derajat antigenisitas dan spesifisitasnya. 

2 Karakterisasi protein dan deteksi reaksi silang dengan Western blot 

Homogenat Toxocara spp. Dilakukan running lagi dengan teknik SOS-PAGE dan 

irnya protein ditransfer ke membran nitrocellulose dan selanjutnya dilakukan 

blo ting . .c\dapun prosedur kerja karakterisasi protein adalah meliputi semi-dry blotting 

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

Pro ein dari gel kemudian ditransfer ke membran nitroselulosa (PVOF) dengan cara 

me otong kertas Whatman dan PVDF sesuai dengan besarnya gel. Enam sheets kertas 

rben pada anoda bufer I dan 3 sheets pada anoda bufer II dan 6 sheets pada 

kat a bufer. Membran PVDF di inkubasikan pada anoda bufer II selama 5 menit 

dian disusun 6 sheets kertas absorben dari bufer I, 3 sheets dari bufer II, PVDF, 

poli krilamid dan 6 sheets kertas absorben dari katoda bufer. Selanjutnya diberi aliran 

dengan 0,8 mA/cm2 dari gel. Setelah protein ditransfer, PVOF dicuci dengan 

est selama 10 menit dan larutan TBS selama 10 menit yang selanjutnya 

dilak kan blotting. 
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Adapun tahapan blotting adalah sebagai berikut: Membran PVOF blot diblok 

engan BSA 10 % selama 30 menit pada temperatur ruangan kemudian dicuci dengan 

I rutan ISS dua kali. Selanjutnya direaksikan dengan antibodi monoklct"-al dan poli

k onal. Setelah itu diinkubasikan pada temperatur ruangan selama 1 jam. Setelah 

d cuci dengan larutan IBS sebanyak tiga kali direaksikan dengan konjugat alkalin 

~ sfatase dan substrat p-NPP dan diwarnai denganfast-red. Akhirnya dikeringkan pada 

t mperatur ruangan. Oari hasil ini kemudian ditentukan BM protein, protein spesifik 

d n didokumentasi, kemudian dilakukan isolasi protein. 

4 •• 3lsolasl protein spesiflk dengan teknik elusi 

Proses preparasi gel ini diawali seperti proses SOS-PAGE, akan tetapi setelah 

pr ses running, gel hasil running tidak diwarnai seperti halnya pada prosedur SOS- . 

PA E. Perbedaan lainnya terlihat pada jumlah kolom pada gel, pada satu gel SOS-PAGE 

da at terdiri dari sepuluh kolom, sedangkan pada gel yang dipakai pada elusi hanya 

nakan satu kolom untuk marker dan sisa gel yang lainnya dibuat menjadi satu 

m yang lebar. Sampel yang dibutuhkan untuk pro.!:es elusi sebanyak 1801 .. 11, hal ini 

dik renakan sam pel yang dibutuhkan untuk satu kolom pada gel kurang lebih 20111, 

k elusi sembilan kolom dijadikan menjadi satu kolom sehingga sembilan kolom 

te but dikalikan dengan 20111 menjadi 180111 (Rantam, 1997). 

Pada proses elusi, setelah running, dilanjutkan dengan pemotongan marker 

k selanjutnya marker tersebut diwarnai menggunakan pewarnaan AgN03. Marker 

van telah diwarnai nantinya berguna sebagai acuan pada proses pemotongan gel 

ban /pita yang diinginkan. Gel hasil pemotongan tersebut kemudian dimasukkan ke 

plastik seJofan. Setelah gel masuk ke dalam selofan, ujung selofan bagian bawah 

dan dilanjutkan dengan penambahan cairan PBS 1 kali 2 ml. Kemudian ujung 

selo n diikat pada bagian atasnya. Setelah itu dilakukan proses running pada electro

elusi yang telah ditambahkan larutan buffer 500 I .. d dengan cara meletakkan selofan 
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t rsebut pada kutub anoda katoda yang ada pada electroelusi dengan tegangan 125 

v It, 40 mAo Proses ini dilakukan kurang lebih selama 45 menit (Bhadwaj, 1999). 

Tujuan proses ini adalah memis-~hkan protein antigen dengan gel sehingga 

n ntinya didapatkan cairan hasil protein antigen yang telah dimurnikan dan gel. 

5 telah running selesai, cairan hasil running yang terdapat dalam selofan dimasukkan 

dalam tabung Eppendorf dan dapat disimpan pad a suhu -7°C (Rantam, 1997) . 

• 4 Identifikasi protein murni hasil isolasi 

Protein mumi hasil isolasi selanjutnya dilakukan identifikasi protein lagi menggu

na an teknik SOS-PAGE dengan prosedur yang sama dengan poin 3.2 untuk 

m nentukan protein spesifik yang didapatkan. Gel hasil running didokumentasikan 

de gan bantuan kamera digital. 

Uji Antigenisitas Protein dengan Teknik Dot Blot dan EUSA pada Mencit yang 
Diinfeksi Toxocara canis 

Tahap keempat dari penelitian ini terdiri dari: 1) Uji antigenisitas protein mumi 

To cara spp. dengan dot-blot; 2) Produksi L2 Toxocara sPp. untuk infeksi buatan; 3) Uji 

ant genisitas crude protein Toxocara spp. dengan indirect-ELISA; dan 4) Uji indirect-ELISA. 

4.5. Uji antigenisitas protein murni Toxocara spp. dengan dot-blot 

Uji ini menggunakan antigen berupa protein spesifik hasil pemumian pada tahap 

seb lumnya; antibodi primer berupa serum kelinci anti-Toxocara spp. dan antibodi 

sek nder berupa Ig G anti-rabbit. 

Kertas nitroseulosa (NCM) direndam dalam TBS (0,02 M Tris-HCI; 0,5 M NaCI; pH 

elama 15 menit dan dikeringkan se!ama 5 menit. Setelah itu ditetesi 2 ~I protein 

spes fik Toxocara spp. (1-1000 pg/2 J.11) selama 5 menit pada suhu ruang, kemudian 

dicu i 3xS menit dengan TBS-Tween (TBS yang mengandung 0,05% Tween-20) dan 

diblo ing selama 60 menit dengan bufer blocking (0,9% NaCI; 10 mM Tris-HCI; pH 7,4) 

yang mengandung 5% creamer. Pasca blocking, NCM dicuci 3X5 menit dengan TB5-
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ween, kemudian dikeringkan dan ditambah antibodi primer (serum kelinci) 1:100 dan 

: 200 dalam TBS-Tween yang mengandung 1% skim milk selama 1 jam sambil 

igoyang di atas shaker. Berikutnya NCM dicuci dengan TBS-Tween 3 x 5 menit d=!ln 

tambah antibodi sekunder (konjugat) goat anti-rabbit 1:1000 selama 1 jam daJam 

T S-Tween yang mengandung 1% skim. Setp.lah itu dicuci 3 x 5 menit dengan TBS

r een dan dicuci 3 x 5 menit dengan TBS tanpa Tween, untuk ditambah substrat 

estern blue sebanyak 25 ~I selama 30 menit. Reaksi dihentikan dengan pencucian 

d ngan aquades dan dikeringkan di udara . 

• 2 Produksi U TOKocara spp. untuk infeksi buatan 

Telur cacing yang didapatkan dari tahap sebeJumnya dipupuk daJam cawan 

ri berisi PBS selama 28 hari dan diinkubasi pada suhu kamar. Setiap han selama 

pe upukan dilakukan pengamatan terhadap perkembangan telur dengan bantuan 

mi roskop inverted serta didokumentasikan dengan bantuan kamera digital. larva 

ium kedua (12) Toxocara canis yang diperoleh digunakal'l untuk infeksi buatan 

pa il uji antigenisitas Toxocara canis. 

4.5 3 Uji antigenisitas crude protein TOKocara spp. dengan indirect-EliSA 

Beberapa kelompok mencit Balb/c betina umur 6 minggu diinfeksi dengan 

cora canis yang diperoleh dari tahap sebelumnya, sehingga terdapat tiga macam 

per akuan, yaitu: 1) kontrol hanya diberikan plasebo (PBS); 2) diinfeksi 12 T. canis 

den an dosis 10 butir!g berat badan (BB); dan 3) diinfeksi l2 T. canis dengan dosis 17 

buti /g berat badan (BB). Serum darah diambil hari ke-28. Serum yang didapatkan 

antibodinya dengan teknik indirect-ELISA. 

Uji indirect-EliSA 

Antigen sebanyak 2 J,lg/ml diencerkan dengan bufer karbonat (50 mmol!1 

nat, pH 9,6) kemudian diadsorbsikan pada mikroplat ELISA sebanyak 100 
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I/sumuran dan diinkubasi pada suhu 4°C semalam. Mikroplat kemudian diblok 

ngan buffer blocking (1 % BSA, 0,02 % NaN3 dalam PBS) dan diinkubasi pada suhu 

3 °c selama 1 jam. Selanjutnya dicuci dengcW bufer pencuci (0,15 M NaCI. 0,05 % 

T iton x-100, 0,02% NaN3) sebanyak tiga kali. Antibodi yang diuji yang diuji dimasukkan 

d lam tiap sumuran sebanyak 100 J.l1 dan diinkubasi pada 37QC selama 1 jam, setelah 

it dicuci tiga kali dengan bufer pencuci, kemudian diikuti dengan penambahan 

k njugat (rabbit anti-mouse Ig G yang berlabel ensim alkaiin fosfatase) yang 

di ncerkan dengan bufer blocking dengan pengenceran 1 : 1000 sebanyak 100 

J.l1 sumuran dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37~C. Berikutnya mikroplat dicuci 

k bali dengan bufer pencuci untuk kemudian ditambahkan substrat (2,7 mmol/I 4-

ni rofenil fosfat dalam 1 M dietanolamin; 0,5 M MgCI2; 0,02 % NaN3; pH 9,8) sebanyak 

J.ll/sumuran dan diinkubasi selama 10-30 menit dala:n ruang gelap. Resapan 

udian dibaca dengan ELISA-reader pada panjang gelombang 405 nm (Kuno, 1991). 

Uji Antigenisitas, Sensitivitas dan Spesifisitas Protein dengan Teknik EUSA pada 
Mencit yang Diimunisasi Berbagai Homogenat eacing 

Tahap ini meliputi: 1) Imunisasi pada mencit; 2) Uji antigenisitas; dan 3) Uji 

se itivitas dan spesifisitas protein murni Toxocara spp. dengan indirect-ELISA. 

4.6 Ilmunisasi pada mencit 

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

mpok 1, diimunisasi dengan homogenat T. canis; Kelompok 2, diimunisasi dengan 

ho ogenat cacing Ancylostoma spp.; Kelompok 3, diimunisasi dengan homogenat 

cad g D. caninum; Kelompok 4, diinjeksi dengan ajuvan sebagai kontrol. Imunisasi 

dila ukan sebanyak lima kah dengan Interval waktu 2 minggu. Imunisasi pertama 

den an penambahan complete Freund's adjuvant sama banyak dan imunisasi 

beri utnya (booster) dengan protein yang sama dalam incomplete Freund's adjuvant. 

Apli asi imunisasi dilakukan secara subkutan dengan dosis 200 J.Lg protein/ekor. Dua 
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inggu setelah booster terakhir serum dipanen untuk dilakukan uji sensitivitas dan 

s esifisitas dengan indirect-EliSA. 

4 6.2 Uji antigenisitas 

Uji antigenisitas protein murni dilakukan dengan melakukan analisis nilai 

o tical density (00) hasil pembacaan dengan ELISA-reader dengan uji Anava. Untuk 

m nentukan sensitivitas dan spesifisitas protein murni Taxacara canis dilakukan 

p ngujian terhadap serum mencit yang telah diimunisasi protein ES Toxocara canis 

m upun homogenat cacing lain. 

4. .3 Uji sensitivitas dan spesifisitas 

Sensitivitas dinyatakan tinggi apabila protein murni dapat mendeteksi antibodi 

ua hewan yang menderita toxocariasis. Spesifisitas dinyatakan tinggi apabila 

pr tein murni (antigenik) tersebut dapat mendeteksi semua hewan yang menderita 

tox cariasis, tetapi tidak didapatkan false positive dengan penyakit cacing lain. 

Se sitivitas dihitung berdasarkan nilai yang diperoleh dari perbandingan antara 00 (+) 

de gan jumlah antara 00 (+) dan 00 (-) dari hasil pemeriksaan serum toxocariasis (+) 

an yang dinyatakan dalam persen. Spesifisitas dihitung berdasarkan nilai yang 

dip roleh dari perbandingan antara 00 (-) dengan jumlah antara 00 (+) dan 00 (-) 

dari hasil pemeriksaan serum darah toxocariasis (-) yang dinyatakan dalam persen (de 

ny, 1980). 

Tabulasi silang penghitungan nilai sensitivitas dan spesifisitas 

Hasil Hasil ELISA I 
pemeriksaan 00+ 00- Jumlah 

rutin· 

Toxocariasis + a b a+b 

Toxocariasis - c d c+d 

Total a+c b+d a+b+c+d 

Sumber: de Savigny (1980); ·pemeriksaan feses secara konvensional 



a 
Sensitivitas = --- x 100 " 

a+b 

d 
Spesifisitas = --- x 100 % 

c+d 

4. Pengamatan Profil Subkelas IgG dengan EUSA-isotyping kit 
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Pada tahap keenam adalah sebagai berikut: 1) Koleksi serum mencit; dan 

2} Prosedur ELlSA-lsotyping kit. 

4 •• 1 Koleksi serum mencit 

Dua kelompok mencit Balb/c betina umur 6 minggu diinfeksi 12 T. canis. Serum 

da h diambil hari ke-O, ke-7, ke-14 dan ke-28. Infeksi telur infektif (berisi larva stadi

um kedua) dilakukan satu kali dengan dosis 17 butir/g berat badan. Serum yang di

da atkan dilakukan pemeriksaan profil subkelas IgG dengan teknik ELlSA-isotyping kit. 

Prosedur EUSA-Isotyping kit 

Antigen Toxocara spp. sebanyak 2 J.tg/ml diencerkan dengan bufer karbonat (50 

1/1 karbonat, pH 9,6) kemudian diadsorbsikan pada mikroplat ELISA sebanyak 100 

muran dan diinkubasi pada suhu 4°C satu malam. Mikroplat kemudian diblok 

den an buffer blocking (1 % BSA, 0,02 % NaN3 dalam PBS) dan diinkubasi pada suhu 

3rC selama 1 jam. Selanjutnya dicuci dengan bufer pencuci (0,15 M NaCI. 0,05 % 

x-100, 0,02 % NaN3) sebanyak 3 kali. Antibodi yang diuji yang diuji dimasukkan 

tiap sumuran sebanyak 100 J.d dan diinkubasi pada 3ic selama 1 jam, setelah itu 

dicuc 3 kali dengan bufer pencuci, kemudian diikuti dengan penambahan anti-subclass 

Ig G Mouse Typer 5ub-lsotyping Kit, Biorad) yang diencerkan dengan buffer blocking 

deng n pengenceran 1:1000 sebanyak 100 J.d/sumuran dan diinkubasi selama 1 jam 

pada suhu 3ic. Berikutnya mikroplat dicuci kembali dengan bufer pencuci dan 

ditam ahkan konjugat (rabbit anti-mouse Ig G yang dilabel dengan ensim alkalin 

fosfat se) yang diencerkan dengan buffer blocking dengan pengenceran 1:1000 
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s banyak 100 J.1l/sumuran dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu 3ic. Berikutnya 

ikroplat dicuci kembali dengan bufer pencuci untuk kemudian ditambahkan substrat 

,7 mmol/14-nitrofenil fosfat dalam 1 M dietanolamin; 0,5 M MgCI2; 0,02 % NaN3; pH 

98) sebanyak 100 J.11/sumuran dan diinkubasi selama 10-30 menit dalam ruang gelap. 

R sapan kemudian dibaca dengan ELISA reader pada panjang gelombang 405 nm 

Rancangan Penelitian dan Analisis Data 

Penelitian ini termasuk True experimental dengan rancangan. The posttest only 

c trol groups design (Campbell and Stanley, 1963; Zainuddin, 2000). Data yang 

eroleh berup::. nilai 00 ditabulasikan dan diinterpretasikan secara kuantitatif dan 

ku litatif. Secara kuantitatif data dianalisis dengan One way Anova menggunakan 

pr gram SPSS rei 13 for Windows, sedangkan secara kualitatif dinyatakan dalam 

be tuk 00- dan 00+ dan disajikan secara deskriptif dalam bentuk persen (Santoso, 



BABS 
HASLL DAN PEM BAHASAN 

Isolasi (acing Toxocara spp. 

Isolasi ( acing Oewasa Toxocara spp. 

Hasil isolasi cacing T. canis dan T. coti didokumentasikan denga n kamera digita l 

s." e rtii terlihat pada Gambar 5.1 . 

~.' 

• 

.. -. --

Garjll,ar 5.1 Hasil isolasi eacing dewasa T. cat; (AI de ngan pe ngobatan pada kucing 
dan T. canis (B) dengan be dah sa luran pe ncernaan anjing. 

Isolasi l a rva Stadium Kedua (l2) Toxocara canis 

Perkembangan te lur hingga mencapai l2 d ipelajari denga n memeriksa 

m''"ilg,makan mikroskop inverted denga n pe mbesara n ::= 100x da n 400x (Gam ba r 5.2) . 

Qua de lapan had pasca pemupuka n d ilakukan pemane nan L2, sepert i t a mpa k 

pada\G"mba r 5.3. 
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.. 

Gambar 5.2 Hasil pengareatan telur cacing T. canis dan per)tembangannya hlngga 
mencapai L2. Pembesaran 40Dx, A=l sel, B=Morula, C=l1 dan D=L2 . 
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Ga~bar 5.3 Hasil pengamatan L2 T. canis setelah pemupukan te lur se lama 28 hari. 
Pembesaran WOx. 

s.l.i Iso lasi larva Stadium Kedua (L2) Toxocaro canis 

Hasil preparasi jaringan mencit (4 hari sete lah diinfeksi l 2 T. canis) berupa larva 

stadlim kedua dorman dalam jaringan (llJ) T. canis dapat dilihat pada 5.4. 
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G mbar 5.4 Hasi l pengamatan l2J T. canis hasH preparasi dari jaringan mendt. Pem
besarail lOOx. 

Untuk mendapatkan gambaran yang lebih jelas terhadap L2J T. canis hasH 

pr paras! jaringan mencit dilakukan pengamatan menggunakan mikroskop dengan 

pe besaran 400 kal i, kemudian didokumentasikan seperti tampak pada Gambar 5.S. 

---

, . 
• 
-' , 

c: 

~~J 
~.,...~_-:; .r: ..... ,."t.~ __ 

Gam ar 5.5 Hasil pengamatan L2J T. canis dari jaringan mencit (4 hari setelah 
diinfeksi 12 T. canis) pembesaran 4OOx. 
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.2 Analisis Protein Toxocara canis 

Untuk mengetahui berat molekul (BM) protein T. canis dilakukan analisis protein 

engan teknik sodium dodecyl sulphate polyocrilamide gel electrophoresis (50S-PAGE). 

asi l running 50S-PAGE dengan pewarnaan coumasi blue d isajikan pada Gambar 5.6. 

Ga 

kDa M 1 2 3 4 5 - - - - -
200 ...... 
1SO 
12. 

100 .-
85 -

7. -
60 -

--so_ 

40 -

2. -

,.' _______ -"y'-____ _ 

bar 5.6 Hasil analisis protein berbagai stadium T. canis menggunakan teknik 
50S-PAGE dengan pewarnaan coumasi blue. M, marker; kolom 1, 
escretary-secretory (ES) L2J T. canis; kolom 2, intestine T. canis; kolom 3, 
whale warm extract T. canis; kolom 4, somatic antigen T. canis; kolom 5, 
whole worm extract T. vitulorum. 

Untuk keperluan penghitungan 8M protein dilakukan pengukuran gel hasil 

run jng, yaitu panjang gel dan jarak antara gel preparasi dengan pita yang terbentuk 

pac! muker maupun S2rr.p~1. Penghitur.gan eM protein menggunakan persa maan 

reg esi antara nHai retardation factor (rf) dengan log 8M pada mat'kE:(. Nilai rf 

dip roleh dari pembagian jarak (antara gel preparasi dengan pita yang terbentuk pada 

rna er) dengan panjang gel (larnpiran 1, halaman 56). 
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Hasil analisis regresi menggunakan statistical product and service solution 

( PSS) rei. 13 for Windows antara nilai rf dan log 8M (Oa) protein pada marker 

idapatkan bentuk kubik (lampiran 1, halaman 57) dengan nilai bo = 5,599, b1 = -3,841, 

= 5,524, b3 = -3,322 sehingga didapatkan persamaan garis y = 5,599 - 3,841x + 

5 524i - 3,322 x3
• Persamaan garis ini digunakan untuk penghitungan 8M protein pada 

s mpel, dengan y = log 8M (Oa) dan x adalah nilai rf pada sampel. Hasil analisis 8M 

p otein cacing dewasa T. canis didapatkan beberapa macam pita protein, yaitu 208,4, 

1 7,9; 120,2, 107,2,87,1, 79,4, 70,8, 63,1, 50,1, 49,0, 45,7,42,7,40,7,37,2, 34,7,32,4, 

3 ,2, 28,2, 24,5, 22,9, 20,0, 19,5, 18,2, dan 10,7 kOa. Pada ES l2J didapatkan protein 

y ng sama kecuali pita protein dengan 8M 208,4,50,1, 34,7 dan 18,2 kOa tidak tampak 

a ES l2J, sedangkan protein dengan 8M 95,S dan 55,0 kOa hanya tampak pada ES 

. Penghitungan BM protein pada sampel secara lengkap dapat dilihat pada 

piran 1 (halaman 58), 

Hasil analisis 8M protein T. canis pada penelitian ini terdapat BM yang sama 

upun yang berbeda dengan peneliti terdahulu, kemungkinan ini dapat terjadi 

na resiko dari penggunaan rumus regresi, perbedaan waktu maupun setting 

latan sa at rUnlling, dan optimasi pembuatan homogenat. Kusnoto dkk. (2005a) 

yatakan, bahwa akibat penggunaan rumus regresi dan perbedaan relatif dalam 

entukan jarak pita protein maupun panjang dan awal pengukuran gel, maka 

ungkinan ada beberapa pita portein yang memiliki sedikit perbedaan dengan 

liti lain, tetapi sebenarnya yang dimaksud adalah pita protein yang sama. 

Oari Gambar 5.6 dapat dilihat perbedaan ketajaman pita pada masing-masing 

m, hal ini menunjukkan perbedaan kadar protein baik protein total dalam homoge

nat maupun protein terte:1tu terhadap protein total. Kusnoto (2003) menyatakan 

bah a beberapa faktor yang mempengaruhi hasil running adalah kebersihan homoge

nat, kemurnian isolat, dan kadar protein dalam homogenat. Kebersihan homogenat 
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kan mempengaruhi kualitas pita yang terbentuk pada gel, homogenat yang bersih 

kan memberikan kolom yang terang sehingga pita protein terlihat jelas dan kontras 

engan latar belakang (kolom). Isolat yang mumi dengan kadar protein yang optimal di 

alam homogenat akan memberikan pita protein yang tajam dan tegas, sehingga 

emudahkan analisis. Kemungkinan lain, perbedaan pita yang terbentuk memang 

enunjukkan karakter protein yang berbeda pula, hal ini sesuai dengan pendapat 

T ng et al. (1995) yang menyatakan, bahwa meskipun berat molekul sarna tetapi bila 

e spresinya terdapat perbedaan, maka seeara genetik terdapat perbedaan pula. 

N mun demikian untuk mengetahui spesifisitas dan sensitivitas protein tersebut masih 

m merlukan karakterlsa~i protein lebih lanjut (Kusnoto dkk., 200sb). 

s. Karakterisasi Protein Toxocara canis dan Deteksi Reaksi Silang dengan Teknik 
Western blot 

5. .1 Karakterisasi protein Toxocara canis 

Hasil identifikasi protein T. canis dengan serum anti-l2J T. canis menggunakan 

nik Western blot dengan pewamaan Western blue dapat dikarakterisasi masing-

Ing protein yang telah berhasil dipreparasi seperti tampak pada Gambar 5.7. 

Pada Gambar 5.7 terlihat beberapa pita reaksi antara serum anti-l2J T. canis 

terj di pada protein eacing dewasa T. canis dengan BM 168, 120, 91, 80, 70, 62, 51 dan 

48 Oa. Untuk pita reaksi antara serum anti-l2J T. canis dengan antigen ES l2J T. canis 

terj di pada protein dengan BM 62,51,48,45,42,38,35, 32, 24, 18, 14 dan 11 kOa. 

Berdasarkan hasil karakterisasi protein T. canis dengan serum anti-l2J T. canis 

me ggunakan teknik Western blot dengan pewamaan BCIP+NBT dapat dinyatakan 

bah a terdapat beberapa protein spesifik terhadap eaeing tersebut, yaitu dengan BM 

168, 120,91,80, 70, 62, 51,48,45,42,38,35,32,24, 18,14 dan 11 kOa. Pita reaksi Ag-

Ab tara serum anti-l2J T. canis terjadi dengan protein eaeing dewasa T. canis pada 

BM 68,120,91,80, 70,62,51 dan 48 kOa, sedangkan dengan protein ES l2J T. canis 
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rjadi pada BM 62, 51, 48, 45, 42, 38, 35, 32, 24, 18, 14 dan 11 kOa. Oi antara 

berapa pita reaksi antara serum anti-L2J T. canis dengan antigen ES L2J T. canis ter

s but pita reaksi pada protein dengan 38 kOa dari ES L2J T. canis tampak lebih tegas 

d bandingkan dengan yang lain, hal ini menggambarkan antigenisitas protein tersebut 

ih tinggi dibanding dengan protein lain. Penelitian ini menunjukkan hasil protein 

s esifik yang lebih banyak dibanding penelitian Morales et 01. (2002) menggunakan 

nik yang sama dengan antigen ES L2 dan serum kelinei terinfeksi, diperoleh sembi

la pita protein spesifik T. canis, yaitu dengan BM 200, 116, 92 dan 35 kOa pada awal 

Ian pertama, dan BM 92, 80, 66,45, 31 dan 28 kOa sekitar 30 hari setelah infeksi. 
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Ga bar 5.7 Hasil karakterisasi protein Toxocara canis terhadap serum antt-L2J 
T. canis. Kolom l=marker Rainbow (Sigma}, kolom 2-3= somatic 
antigen, kolom 4-5=intestine, kolom 6~7=ES L2J. 

Perbedaan karakter yang terjadi pada pita ikatan antara Ag-Ab baik pada 

T. c nis tersebut menunjukkan bahwa kemungkinan selain terdapat perbedaan kadar 

prot in dalam homogenat juga memang protein tersebut berbeda secara genetik 

wala pun protein tersebut memfliki BM yang sarna (Kusnoto, 2008). Konsentrasi 
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rotein yang digunakan sebagai sumber antigen sangat berpengaruh terhadap 

I unogenisitas antigen tersebut (Abbas et al., 2000), namun demikian pada uji yang 

bih peka tidak menutup kemungkinan pita yang lebih tip is justru lebih spesifik 

( usnoto dkk., 2005; Kusnoto, 2008) dan dapat juga memiliki antigenisitas yang lebih 

t nggi. Hal ini sesuai dengan pendapat Obwaller et al. (2001) yang menyatakan, bahwa 

iosin (miocin) dari parasit nematoda memieu respons imun humoral (RIH) dan selu/er 

ngan kuat dan banyak diteliti sebagai kandidat vaksin miosin. Pada parasit 

n matoda, miosin diperlukan untuk mobilitas parasit, pada waktu yang sama miosin 

enjadi terbuka dari kutikula bilamana salah satu parasit dihaneurkan dan menjadi 

a tigen yang penting. Pada T. canis menunjukkan sebagai antigen yang kuat, 

k ususnya bagian rantai be rat (heavy chain). 

5. .2 Deteksi reaksi silang antara antigen T. cati dan serum anti-T. canis dengan teknik 
Wesrern blot 

Deteksi reaksi silang antar Toxocara spp. dari anjing dan kueing menggunakan 

te nik Western Blot dengan pewarnaan fast red., dilakukan untuk protein T. cat; 

adap serum anti-To canis (Gambar 5.8). Protein yang digunakan dari berbagai 

o n T. cati, yaltu: somatik (kolom 2), intestinum (kolom 3), ES eacing dewasa (kolom 

hole worm extract eacing dewasa (kolom 5), dan ES L2J (kolom 6). 

Pada Gambar 5.8 tampak beberapa pita reaksi silang antara protein T. cat; 

an antibodi poliklonal terhadap T. canis, yaitu pada protein T. cat; dan antigen 

atik dengan 8M 140,91,62,42,38,34,33,29-32,27,24, .17,14 dan 12 kDa (kolom 

2), I testinum 8M 140,91, 70, 62,42,38,33,29-32, 27,24, 14, dan 10 kDa ekolom 3), 

eing dewasa 8M 140,91, 80,62 .. 54,38, 34, 33, 29-32, 27, 24, 18, 17, 14, 12 dan 

a (kolom 4), whole worm extract cacing dewasa 8M 140, 120, 91, 70, 62, 54, 42, 

9-32,27,25,24,14 dan 10 kDa (kolom 5), dan ES L2J 8M 140,120,91,80,62,38, 

3,32,30,27,24, 18,17, 14,12 dan 10 kDa (kolom 6). 
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G mbar 5.8 Hasil karakterisasi protein T. cati dengan serum anti·T. canis menggunakan 
teknik Western blot. Kolom l=marker, 2=antigen somatik, 3=intestinum, 4=ES T. 

cat; dewasa, S=whofe "Vonn ex-troct T. cat; dewasa, 6=ES W. 

Hasil penelit ian ini menunjukkan bahwa banyak terjadi reaksi sila ng Ag·Ab 

an ara dua spesies Tox-ccara spp. dari kucing dan anjing, hal in! sesuai dengan 

pe dapat Troncy (1989) yang menyatakan, bahwa reaksi si lang anta r parasit dapat 

te adi karena sebagian besa r jenis parasit sering kali mempunyai profil protein yang 

ha pi r sarna sehingga sering kali mengakibatkan reaksi silang. Namun pita reaksi 

sila g yang terjad i tidak sebanyak kesamaan pita protein yang terdapat pada hasH 

an lisis protein antara beberapa cacing yang berhasil dipreparasi, karena protein 

de gan 8M yang sarna tetapi apabila mempunyai epitop berbeda maka belum tentu 

terj di ikata n den@'an ~ntihodi sehingga reaksi sil3ne tid03k terjadi (Harlow and Lane, 

198 ). Pita reaksi silang juga terjadi antara serum anti-L2J T. canis dengan antigan 

T. itulorum, yaitu kebanyakan terdapa t pada protein dengan BM lebih dari 45 kDa, 

bah an dengan cacing klas lain (Kusnoto, 2003; 2008). Fraksi dengan BM tingg! 
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emiliki kemungklnan yang lebih besar untuk terjadinya reaksi silang sedangkan fraksi 

rotein dengan 8M rendah lebih spesifik untuk genus Toxocara (Morales et al., 2002; 

usnoto dkk., 2005; Kusnoto, 2008). 

Protein yang menunjukkan reaksi silang antar spesies ini dapat dikembangkan 

ntuk diagnosis toxocariasis tanpa memperhatikan spesies, dapat juga dikembangkan 

bagai kandidat vaksin dan untuk produksi hiper imun serum anti-toxoeara sebagai 

rapi alternatif pada kasus toxocariasis. Untuk keperluan itu bahkan dapat mengguna

k n crude protein (de Savigny et 0/., 1979) karena pada ES Toxocara spp. bersifat 

a tigenik kuat dengan unsur pokok glikoprotein (Sugane and Oshima, 1983). Protein 

y ng menunjukkan reaksi silang balk antara antigen T. cati dan antibodi T. canis 

aupun antigen T. canis dan antibodi T. cat; adalah pada 8M 140,91,42,38,34,33, 

3 ,30,29,27,24,14 dan 12 kDa. Hal ini mungkin karena banyak peptida (asam amino) 

y ng overlaping dan komposisi asam amino pada epitop dengan kemiripan yang tinggi 

Protein yang tidak menunjukkan reaksi silang antar spesies dapat 

di embangkan sebagai antigen untuk diagnosis toxocariasis hingga pada tingkat 

sp sies, misalnya pada T. cat; adalah protein dengan 8M 168, 120, 80 dan 70 kDa, 

se angkan pada spesifik T. canis adalah protein dengan 8M 168, 51, 48, 45, dan 35 

kD • Protein tersebut kemungkinan bersifat spesifik spesies yang dapat dikembangkan 

da dikaji lebih lanjut sebaga; antigen diagnositik etiologik. Seki/as nampak protein 

de gan 8M 168 kOa tidak dikenali oleh kedua antibodi baik. terhadap T. cati maupun 

T. anis, namun protein tersebut ditengarai terjadi reaksi silang dengan eaeing selain 

To xeora spp. misaln\'C' Fasciola spp., Moniezia spp., Anql/ostoma spp. dan Dipylidium 

sp. (Kusnoto; 2003; Kusnoto dkk., 2005), sehingga pada uji selanjutnya diutamakan 

unt k menggunakan protein 70 kOa pada T. cat; dan 45 kDa pada T. canis. 
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Pita reaksi silang juga didapatkan dengan spesies lain dari Toxocara spp., 

isalnya pengamatan dengan immunoblotting menunjukkan polipeptida dari telur 

gigantica dikenali oleh serum kelinci anti-cacing dewasa. Komponen protein dengan 

240 dan 206 kOa dari telur F. gigantica, Toxocara viulorum dan Moniezia expansa 

d kenali oleh antiserum anti-cacing dewasa yang berbeda (Abdel-Rahman et 01., 2000). 

K snoto (2003) menyatakan, bahwa dengan teknik Western blot antigen F. gigantica 

d kenali oleh serum anti-l2 T. cati pada BM 133 kOa. Pengamatan terhadap whole 

rm extract dengan teknik immunoblotting menunjukkan hasil, bahwa serum anti

gigantica terjadi reaksi silang dengan antigen T. vitulorun, pada BM 109 dan 133 

k a, dan antigen M. expansa pada BM 210 kOa, sedangkan antigen F. gigantica terjadl 

re ksi silang dengan serum anti-To vitulorum pada BM 133 kDa dan anti-Me expansa 

'a BM S2 kDa (Abdel-Rahman and Megeed, 2000). Hal ini menunjukkan bahwa 

tein ten:ebut memiliki spesifisitas yang rendah karena dapat dikenali oleh antlbodi 

te hadap cacing lain. Reaksi silang dilaporkan juga dapat terjadi dengan infeksi caeing 

mi alnya brugiasis, loiasis, triehinellosis, strongyloidiasis, gnathostomiasis, angio

str ngylosis, anisakiasis, ascariasis, ancylostomiasis, schistosomiasis, paragonomiasis, 

fas ioliasis, sparganosis dan spirometriasis (Park et 01.,2002; lynch et 01., 1988; Ishida 

et I., 2003; Gillespie et 01., 1993; Yamasaki et 01., 2000). Reaksi silang antara antibodi 

de gan antigen ES pada uji imunologik menggambarkan keberadaan antigen atau 

epi op bersama (Nicholas et 01., 1984). 

5.4 Identifikasi Protein Mumi Hasillsolasi. dengan Teknik 5DS-PAGE 

Berdasarkan hasil preparasi protein dengan teknik 50S-PAGE dan karakterisasi 

pro ein dengan teknik Western blot telah dilakukan isolasi protein dengan teknik elusi, 

ke udian masing-masing hasil Isolasi dilakukan 50S-PAGE kembali. Analisis protein 

hasi elusi protein eacing Toxocara spp. dan anjing dilakukan untuk mendapatkan 
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rotein murni yang akan digunakan pada uji antigenisitas dengan teknik dot-blot dan 

LISA. Elusi protein dilakukan dari larva kedua dorman (L2J) dari jaringan mencit yang 

belumnya diinfeksi L2 Toxocara canis. Isolasi protein T. canis dilakukan dari L2J 

ifokuskan pada protein dengan 8M 168, 91, 80, 70, 51, 48, 45, 38 dan 35 kOa 

tampilkan pada Gambar 5.9. 

123 
kOa ==- - =---

200 ...... 
150120~ 

4 5 6 7 8 9 10 -- kOa 

..... -<111 .. 1------------------80 
'."'~I~,' .. 70 

.. 51 48 
45 

35 
38 

30.-
25"" 

20'" 

10 .. 

Ga bar 5.9 Hasil identifikasi protein mumi hasil isolasi dari T. canis dengan teknik SO~ 
PAGE. Kolom 1 = marker, kolom 2-10 = protein mumi T. canis hasil isolasi. 

HasiJ analisis protein murni ES L2J T. canis yang difokuskan pada protein dengan 

8M 120, 70, 62,45,42, 32, 24, dan 10, kOa. Protein T. canis yang lebih dominan adalah 

pro ein dengan 8M 70 dan 32 kOa. Perbedaan ini menunjukkan perbedaan secara 

gen tik di antara beberapa protein tersebut, karena meskipun berat molekul sarna 

tet pi bila ekspresinya terdapat perbedaan, maka sec:!ra genetil< terdapat perbl!daan 

(Tung et al., 1995). Hal ini sesuai dengan pendapat Maizels et 01. (2000) yang 

yatakan bahwa larva T. canis memiliki gen utama yang diekspresi sehingga dapat 

SUN ve di dalam immunocompetent host, mampu menghindar dari reaksi inflamasi 
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tau bentuk lain dari res pons imun dan mampu bertahan hidup dalam jaringan hospes 

ingga beberapa bulan hingga beberapa tahun tanpa mengalami pertumbuhan atau 

eferensiasi lebih lanjut. Beberapa di antara protein tersebut homolog dengan protein 

amalia yang menonjol seperti C-type lectins yang direpresentasikan oleh produk 

kresi TES-32, TES-70 dan mucins TES-120. 

Permukaan (surface) larva infektif dari Toxocara spp. merupakan lapisan 

tigenik, kandungan utama adalah famili dari sekresi mucin yaitu TES-120 (Page et 01., 

92b). Lapisan surface ini lepas dengan cepat bilamana parasit di bawah serangan 

un bersama dengan sel efektor adherent dan antibodi (Badley et 01.,1987), T. canis 

ngan cara damatik mampu menghindar dari destruksi imun (Doedens et al., 2001). 

ucin disintesis dalam jumlah banyak oleh oesophageal dan glandula sekretoris dari 

rva (Page et ai., 1992a), dan disekresi dalam jumlah banyak oleh parasit yang dipeli

h ra secara in vitro, maka dari itu hal ini dipostulatkan bahwa parasit mungkin 

engadakan pengalihan imunologik untuk pertahanannya secara in vivo (Maizels et 

a , 2000). Hal ini memberi gambaran bahwa sekresi mucin pada Toxocara spp. 

b rsama gula hospes untuk memblok infiltrasi leukosit ke dalam jaringan terinfeksi. 

o pat dinyatakan bahwa mucin mungkin merupakan keistimewaan yang menonjol 

d lam imunobiologi infeksi nematoda termasuk toxocariasis (Doedens et 01., 2001). 

P da nematoda, miosin merupakan protein esensial untuk motilitas larva (Obwaller et 

01,2001). 

5. Hasil Uji Antlgenisitas Protein Toxocara canis 

Uji antigenitas dilakukan dengan teknik dot-blot dan ELISA, uji dot-blot 

kukan terhadap beberapa protein murni hasil isolasi dari ES-l2J sedangkan ELISA 

dil kukan untuk crude protein dan protein mumi T. canis. 
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.5.1 Hasif ujf antigenisitas protein mum. T. canis dengan tekn'k Dot blot 

Untuk mengetahui antigenisitas masing-masing protein spesifik yang telah 

erhasil diisolasi maka dilakukan uji dot blot. Uji antigenisitas dengan teknik dot blot 

ilakukan terhadap protein T.canis dilakukan terhadap protein l2J dengan BM 35, 38, 

5, 51 dan 70 kOa, dan protein cacing dewasa dengan 8M 35, 38, 70, 80, 91, dan 168 

Oa (Gambar 5.10). 
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G mbar 5.10 Hasil uji antigenisitas protein mumi ES l2J dan eacing dewasa terhadap . 
serum anti-l2J T. canis dengan teknik dot blot. 

Hasil uji antigenisitas protein Toxocara canis dengan teknik dot blot dengan 

p ngenceran antibodi anti-l2 jaringan sebesar 1/25 belum dapat menunjukkan reaksi 

y ng spesifik, tetapi dengan pengenceran 1/50 sudah mulai tampak spesisitas masing

m sing protein. Namun demikian untuk memberikan hasil yang optimal pengenceran 

se esar 1/50 tampaknya masih kurang sehingga perlu ditingkatkan lagi. 
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Hasil tersebut menunjukkan bahwa protein dengan 8M 35,45,38, 70 dan 168 

a baik dari L2 maupun eaeing dewasa T. canis mampu berikatan dengan serum anti

sehingga dapat dinyatakan mempunyai antigenisitas yang tinggi. Hal inj 

d gambarkan dengan hasil uji Dot-blot yang lebih tegas terutama pada pengeneeran 

1 SO. Adapun protein dengan 8M 51, 80, 91 kOa dieksperikan dengan warna yang 

Ie ih terang, namun demikian pada uji yang lebih peka mungkin dapat memberikan 

h sil yang lebih spesifik dibanding protein yang diekspresikan lebih tegas. Pada 

nelitian ini, imunisasi pada pembuatan antibodi poliklonal pada kelinci dilakukan 

d ngan penyuntikan hornogenat cacing utuh, hal ini dengan maksud memberikan 

k disi seperti infeksi alam yang juga terjadi paparan berupa parasit utuh. Rantam 

03) menyatakan bahwa, limfosit T dan 8 hanya mampu mengenali satu epitop yang 

sp sifik. Jat:li adanya respons imun yang diinduksi oleh banyak epitop, maka diperlukan 

pe gaktifan limfosit untuk berdeferensiasi menjadi bermacam-macam limfosit spesifik 

te adap epitop. Protein dengan 8M yang sama tetapi apabila mempunyai epitop 

be bed a maka belum tentu terjadi ikatan dengan antibodi sehingga pita reaksi tidak 

ter adi (Harlow and Lane, 1988). 

5.5 2 Hasil uji antigenisitas protein T. canis terhadap serum mencit pada dosis infeksi 
berbeda dengan teknik indirect-EliSA 

Pemeriksaan antigenisitas protein Toxocara spp. terhadap serum darah mencit 

de an teknik indirect-ELISA dilakukan terhadap antigen caeing Toxocara canis. Data 

diperoleh berupa nilai optical density (00) dilakukan analisis statistik dengan 

Ana a terhadap dosis infeksi berbeda, sedangkan secara kualitatif dinyatakan dalam 

ben uk 00+ dan 00- yang disajikan secara deskriptif. 

Hasil pemeriksaan serum darah mencit dengan dosis berbeda menggunakan 

tek k indirect-ELISA dan analisis statistik secara lengkap dapat dilihat pada Lampiran 

angkan rata-rata dan simpangan baku (standar deviasi) pada berbagai perlakuan 

disaj kan pada Tabel 5.1. Nifai 00 rata-rata serum mencit kontrol adalah sebesar 0,293 
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ang rnenunjukkan perbedaan sangat berrnakna (p<O,Ol) dengan perlakuan lain, yaitu 

C osis 10 butir/g BB sebesar 0,797, dan 17 butir/g BB sebesar 0,800 (Tabel 5.1). 

iketahui pula bahwa kedua dosis (10 dan 17 butir/g BB) tidak rnenunjukkan 

~ erbedaan berrnakna (p>0,05). 

llabel 5.1 Rata-rata dan Standar Oeviasi Nilai 00 Berdasarkan Uji HSO 1% terhadap 
Oasis Infeksf Berbeda 

Oosis infeksi Rata-rata ± Std. Oeviasi 

KontroJ 0,29Sa ± 0,050 

10 butir/g BB O,797b ± 0,220 

17 butir/g aB 0,800b ± 0,213 

a. Superskrip berbeda pada koJorn sarna rnenunjukkan perbedaan bermakna (p<O,OS) 

Hasil penghitungan niJai 00 secara kuaJitatif (00 + dan -) serum clarah mencit 

ya ng diinfeksi dengan Toxocara spp. untuk dosis berbeda pada bE"rbagai Ag-Ab secara 

Ie gkap dapat dilihat pada lampiran 3, sedangkan tabulasi silang secara ringkas dapat 

dil hat pada Tabel 5.2. 

Ta lei 5.2 Tabulasi Silang Nilai 00 Positif (+) dan Negatif (-) Serum Mendt yang 
Oiinfeksi T. canis terhadap Oosis Berbeda 

Oosis 
Positif (+) Negatif (-) 

Optical Density (00) 
Total 

10 butir/g BB 4 1 5 

17 butir/g BB 5 o 5 

Total 9 1 10 

Oari Tabel 5.2 tampak bahwa nilai 00 (+) pada dosis 10 dan 17 butir/g BB 

ma ing-masing adalah 4 (80%) dan;:; (100%) dari 5 sarnpel. 

Secara kuantitatif Oosis 10 dan 17 butir/g BB rnenunjukkan nilai 00 yang tidak 

ber ~eda bermakna (p>O,05) dan keduanya rnenujukkan perbedaan bermakna dengan 

sen m mencit kontrol (p<O,OS). Pada dosis 10 butir/g BB, dengan berat mencit 42 

g/el or berarti tiap ekor mencit difnfeksi diinfeksi 420 butir L2 Toxocara spp., 
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s dangkan pada dosis 17/g BB berarti meneit diinfeksi sebanyak 714 butlr/ekor. 

ieholas et al. (1984) juga mempelajari respons imun meneit yang diinfeksi l2 T. canis 

d ngan dosis 1000 butir/ekor mendapatkan antibodi yang tinggi pada minggu keempat 

h ngga ketujuh, dan mulai turun pada minggu kedelapan. 

5 Hasil Uji Antigenisltas, Sensitivitas dan Spesifisitas Protein T. canis pada Diagnosis 
Toxocariasfs dalam Serum Darah Mencit yang Diimunisasi Berbagai Homogenat 
Cacing 

Hasil pemeriksaan antigenisitas protein Toxocara spp. pada diagnosis toxoearia-

si dalam serum darah mencit yang diimunisasi berbagai homogenat eaeing dengan 

te nik indirect-EliSA dan analisis statistik terhadap nilai 00 yang diperoleh seeara . 

Ie gkap dapat dilihat pada lampiran 4 dan S. 

S. .1 Hasil uji antigenisitas protein murni Toxocara canis pada diagnosis toxocariasis 
dalam serum darah mendt yang diimunisasi berbagai homogenat cacing 

Antigen yang digunakan pada uji antigenisitas dengan teknik indirect-ELISA ini 

ad lah protein 45 kDa dari ES L2J T. canis. Rata-rata nilai 00 pada meneit yang 

dii unisasi dengan homogenat L2J T. cati adalah sebesar 0,558 pada meneit yang 

dii unisasi homogenat L2J T. canis 0,550 pada meneit yang diimunisasi homogenat 

/ostoma spp. sebesar 0,254, pada mencit yang diimunisasi homogenat D. caninum 

seb sar 0,247, sedangkan pada kontrol adalah sebesar 0,207. Setelah dilakukan 

ana isis statistik dengan uji Anava terhadap hasil pembaeaan nilai 00 serum mencit 

ters but dapat diketahui, bahwa terdapat perbedaan sangat bermakna (p<O,Ol) 

ara nilai 00 serum mencit pada berbagai perlakuan. 

Berdasarkan hasil anaiisis stCti:istii< dengan uji HSO 5% dapat diketahui bahwa, 

hasi pembacaan nilai 00 serum mencit yang diimunisasi L2J T. cati dan L2J T. canis 

bermakna menunjukkan hasillebih tinggi (p<0,05) dibanding serum mencit yang 

nisasi Ancylostoma spp., D. can;num dan serum kontrol (TabeI5.3). 
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• abel 5.3 Rata-rata Nilal Optical Density Hasil Pengujian Antlgenesltas Protein Murnl 
terhadap Serum Mencit yang Difmunisasi Berbagai Homogenat 

Antibodi (serum) Rata-rata Nilai OQ_1I05 ± SO 

Anti-L2J T. cati O,55Sb ± 0,322 

Anti-LlJ T. canis 

Anti-Ancylostoma spp. O,254a ± 0,145 

Anti-D. caninum 0,24T± 0,145 

Kontrol (-) Serum O,20Sa± O,20S 

ii, ~superskrip berbeda pada kolorn sarna rnenunjukkan perbedaan sangat berrnakna (p<O,Ol) 

Berdasarkan hasil analisis statistik dengan uji Anava dapat diketahui bahwa, 

h sil pembacaan nilai 00 serum mencit yang diimunisasi L2 dorman Toxocara spp. 

s~ cara sangat bermakna menunjukkan hasil lebih tinggi (p<O,Ol) dibanding serum 

m~ncit yang diimunisasi Ancylostoma spp., D. caninum dan serum kontrol. Hasil 

tersebut menunjukkan bahwa nilai antigenisitas protein murni terhadap antibodi anti

L~ Toxocara spp. dalam serum mencit lebih tinggi dibandingkan dengan antibodi anti

AI cylostoma spp. Hal ini kemungkinan dapat terjadi karena adanya perbedaan 

ar igenik antara protein Toxocara spp. dengan Ancylostoma spp. dan D. can;num, 

da am memicu respons imun mencit. Walaupun secara material dalam tubuh cacing 

te kandung berbagai protein (crude protein), masing-masing protein itu dapat memicu 

re pons imun mencit dengan membentuk antibodi yang juga beragam baik klas 

me upun subklasnya, namun belum tentu dapat berikatan secara spesifik dengan 

pre tein murni Toxocara spp., sehingga dalam pembacaan dengan ELISA-reader 

mE nunjukkan nilai 00 yang lebih rendah. 

Limfosit T dan B hanya mampu rnengenali satu epitop yang spesifik. Jadi 

ad, nya respons imun yang diinduksi oleh banyak epitop, maka diperlukan pengaktifan 

lim osit untuk berdeferensiasi menjadi be rbagai limfosit spesifik terhadap epitop. 

Per gaktifan berbagai Iimfosit tersebut dapat menumbuhkan banyak klon dari sel yang 
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rna untuk merespons antigen, sehingga mengakibatkan proliferasi dan diferensiasi 

fosit dengan spesifisitas yang berbeda, oleh karena itu dikenal dengan antibodi 

oliklonal (Rantam, 2003). Karena antigen yang digunakan adalah protein murni dari 

l2J Toxocara spp. maka antibodi anti-Ancylostoma spp. dan anti-D. caninum yang 

t rikat secara spesifik lebih sedikit, dengan demikian dalam pembacaan dengan ELlSA

,., ader menunjukkan nilai 00 yang lebih rendah. 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa antara protein T. cati dan T. canis 

emiliki antigenistas yang sarna (p>O,OS). Material ES Toxocara spp. mengandung 

b nyak glikoprotein yang bersifat antigenik kuat (Maizels, 2004). Pengamatan 

t rhadap biologi molekuler Toxocara dapat difokuskan pada protein sekresi stadium 

m 'grating juvenile, protein ini memungkinkan dapat digunakan sebagai immuno-

di gnosis dari visceral larvae migrans (VlM) dan' ocular larvae migrans (OlM) 

spommier, 2003). Kenyataan menunjukkal1 bahwa beberapa protein ES dari 

st diumjuvenile setidak-tidaknya terdapat 6 macam mucin dengan antigenisitas tinggi 

(0 edens et al., 2001) berkaitan dengan permukaan kutikula memperkuat konsep ini 

(l ukas et al., 2000). Sekret mucin secara temporer menempel pada permukaan tubuh 

ca ing (Page et al., 1992b) dan mengalir pada hospes secara periodik (Badley et 01., 

.2 Hasil uji sensitivitas dan spesifisitas protein murni pada diagnosis toxocariasis 
dalam serum darah mendt yang diimunisasi berbagai homogenat cacing 

Hasil pemeriksaan nilai 00 positif (+) dan negatif (-) secara lengkap dapat 

diU at pada laMpiran 8. Untuk menyatakan hasil positif maka nilai 00 pada sampel 

ha s melebihi 2 x COV kontrol (-) atau lebih besar dari nilai rata-rata 00 kontrol 

ne atif. Pada penelitian ini nilai 00 kontrol negatif sebesar 0,208, sehingga 00 

din atakan positif jika lebih besar dari 2 x 208 (> 0,415) dan dinyatakan negatif (-) jika 

nila 00 yang diperoleh pada sampel (perlakuan) lebih kecil dari 2 x 208 « 0,415). 
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Penghitungan nilai sensitivitas dan spesifisitas protein mumi Toxocara spp. 

J ada diagnosis toxocariasis dalam serum darah meneit pada berbagai perlakuan dapat 

( ilihat pada tabulasi silang yang tercantum dalam Tabel 5.4 • 

., abel 5.4 Tabulasi Silang Hasil Penghitungan Nilai Sensitivitas dan Spesifisitas Protein 
Murni Toxocara spp. pada Diagnosis Toxocariasis Serum Hewan Coba 
(Mencit) 

Imunisasi Hasil ELISA 

Toxocara spp· 
Total 

00+ 00-

Toxocariasis + 16(100%) o (O%) 16 

Toxocariasis - 2 (12,5%) 14 (87,S%) 16 

Total 18 14 32 

• Toxocara + = mencit yans diimunisasi ES l2J Toxocara spp., Toxocara - = mencit yang 
d imunisasf homogenat eacing lain (Ancylostoma spp. dan D. caninum) 

Berdasarkan tabulasi silang pada Tabel 5.5, dapat diketahui nilai 00 + hasil 

EISA sebesar 16 dari 16 sampel serum mencit yang diimunisasi homogenat L2J 

7i'Jxocara spp. sehingga didapatkan nHai sensitivitas 100%. Nilai 00 - hasil ELISA 

Sl besar 14 dari 16 sampel serum mencit yang diimunisasi homogenat cacing 

A ~cylostoma spp. dan D. can;num sehingga didapatkan nilai spesifisitas sebesar 87,5%. 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa nilai sensitivitas protein murni hasil 

is llasi dari ES L2J Toxocara spp., yaitu P70 kOa T. cat; dan P45 kOa T. canis terhadap 

ar tibodi anti-L2J Toxocara spp. dalam serum darah mencit adalah sebesar lOCO" dan 

s~ esifisitas 87,5%. Nilai sensitivitas yang diperoleh pada penelitian ini tergolong sangat 

ti ggi dibandingkan dengan hasil yang diperoleh oleh Glickman et al. (1978) yaitu 

di ~apatkan nitai sensitivitas yang lebih rendah yaitu sebesar 78,3%, namun nilai 

s~ iesifisitas yang diperoleh lebih tinggi yaitu sebesar 92,3%. Sementara itu Kusnoto 

(2 )08) yang menggunakan protein 27-28 kOa untuk diagnosis distomatosis pada sapi 

di apatkan nilai sensitivitas sebesar 63,6 % dan spesifisitas 87,5%. Secara umum 

..,,: Il5&unaan antigen Toxocara spp. pada pemeriksaan serum dengan teknik ELISA 
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ensitivitas dinyatakan tinggi bila pada rentang 80-100% dan spesifisitas dinyatakan 

ngat tinggi bila pada rentang 86-100% (Park et 01., 2002; Dubinsky et 01., 2000; Malia 

t 01./ 2000; Yamasaki et 01., 2000). 

Nilai spesifisitas yang diperoleh pada penelitian ini adalah sebesar 87,5%, hal ini 

rarti masih terjadi false positif sebesar 12,5%. Hal ini menggambarkan betapa tinggi 

k jadian reaksi silang yang terjadi pada infeksi parasit khususnya cacing, bahkan 

s kalipun kontrol yang digunakan adalah cacing lain klas. Apalagi jika digunakan 

a tigen yang masih berupa crude protein. Spesifisitas tidak menjadi masalah besar bagi 

n gara maju karena infeksi parasit tidak bersifat umum dan infeksi cacing dari tanah 

t rkontaminasi (soil-transmitted) dengan prp.valensi rendah, namun demikian hal ini 

m rupakan masalah yang berarti pada serodiagnosis di negara tropik (Noordin et 01., 

05). Seroprevalensi infeksi Toxocara spp. yang tinggi didapatkan di negara 

rkemLang dengan iklim lembab yang cocok untuk perkembangan telur cacing di 

d lam tanah (Magnaval et 01.,2001; Kaplan et 01., 2002; Kaplan et 01., 2008). 

Adanya reaksi silang pada penggunaan antigen ekstrak crude protein memberi

isyarat bahwa pada uji imunodiagnostik membutuhkan bahan uji yang lebih spesi

Abdel-Rahman (2000) menyatakan bahwa, purifikasi protein cacing T. vitulorum 

asa ternyata menghasilkan fraksi protein yang dapat meningkatkan spesifisitas 

sific activity) dibanding dengan crude extract. Hal ini juga tampak pada penggu

na n crude extract dari cacing Toxocara canis yang menunjukkan reaksi silang dengan 

an Ibodi terhadap Toxocara vitulorum dan Ascaris lumbricoides, tetapi reaksi silang 

bis ditekan bila menggunakan partially purified antigen (Safar et al., 1992). Hasil yang 

ha pir sarna didapatkan oleh Kusnoto (2008) yang mE:rtggunakan crude pratei" dari 

rna erial ES Fasciola spp. didapatkan nilai sensitivitas 100% dengan spesifisitas 0%, 

tet pi bila menggunakan protein mumi (P27-28 kDa) didapatkan nilai sensitivitas 

63, % dengan nilai spesifitas 87,5%. Hal ini berarti nflai spesifisitas dapat ditingkatkan 
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ila menggunakan protein yang lebih mumi, walaupun sensitivitasnya menjadl lebih 

ndah. Hospes yang terinfeksi oleh parasit akan menimbulkan respons imun 

rhadap banyak epitop, maka perlu dikembangkan bahan uji yang lebih spesifik, 

itu dengan jalan membuat manipulasi sistem imun dengan cara hibridoma, yang 

erupakan turunan klon tunggal dari sel B yang teraktivasi untuk memproduksi 

a tibodi yang homogen atau single molecular species of antibody yang hasilnya 

d kenai dengan antibodi monoklonal (Rantam, 2003). 

51 Hasil Pengamatan Profil Sl'bkelas Imunoglobulin (Ig) G Serum Mendt yang 
Dlinfeksi Toxocara spp. dengan ELlSA-lsotyplng Kit 

Pengamatan profil subkel::ls imunoglobulin (Ig) G serum mencit yang diinfeksi 

7i xocara spp. dengan ELlSA-isotyping kit dilakukan terhadap Ig Gl, Ig G2a, Ig G2~ dan 

Ig G3. Data yang diperoleh berupa nilai optical density (00) diintepretasikan secara 

k antitatif dan kualitatif. Secara kuantitatif nilai 00 dilakukan analisis statistik secara 

la gsung dengan Anava Fa kto ria I dengan variabel bebas subkelas Ig G dan waktu 

ngamatan (Lampiran 6), sedangkan secara kualitatif nilai 00 dinyatakan dalam 

b tuk positif (00+) dan negatif (00-). Nilai 00 dinyatakan positif bila nilai 00 serum 

m ncit pada perlakuan lebih besar atau sarna dengan 1,5 x COV rata-rata kontrol 

ne atif dan sebaliknya (Lampiran 7). 

s. .1 Hasil pengamatan profil subkelas fmunoglobulin (Ig) G serum mencit yang 
diinfeksi T. canis dengan EUSA-/sotyplng kit secara kuantitatif 

Nilai 00 serum mencit anti-To canis terhadap berbagai waktu pengamatan 

pa a berbagai subkelas Ig G menunjukkan perbedaan bermakna (p<0,05). Nilai 00 

rat -rata tertinggi didapatkan pada hari ke-28 yaitu sebesar 0,257 ± 0,168 vang tidak 

me unjukkan perbedaan bermakna (p>O,05) dengan Hari ke-7 dan Hari ke-14 dengan 

rat -rata 00 masing-masing sebesar 0,208 ± 0,089 dan 0,217 ± 0,103, akan tetapi 
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nenunjukkan perbedaan bermakna (p<0,05) dengan Hari ke-o dengan rata-rata 00 

l ebesar 0,168 ± 0,300 (Tabel 5.5). 

, abe;· 5.5 Nilaf 00 Rata-rata dan Standar oeviasi (SO) Serum Mencit Anti-T. canis 
terhadap Waktu Pengamatan pada Berbagaf Subkelas IgG 

Waktu pengamatan (Hari ke ... ) Rata-rata 00 ± SO 

Hari ke-O 0,168a ± 0,300 

Hari ke-7 O,208ab ± 0,089 

Hari ke-14 o,21rb ± 0,103 

Hari ke-2S 0,257 b ± 0,168 

a. bSuperkrip berbeda pada kolom sama menunjukkan perbedaan bermakna (p<0,05); 
S)= Standar Oeviasi 

Nilai 00 rata-rata serum mencit anti-To canis terhadap berbagai sUbkelas Ig G 

p da berbagai waktu pengamatan disajikan pada Tabel 5.6. 

Ti bel 5.6 Nilai 00 Rata-rata dan SO Serum Mencit Anti-T. canis pada Subkelas Ig G 
Berbeda dan Berbagai Waktu Pengamatan 

Subkelas Ig G Rata-rata 00 ± SO 

IgG1 O,179ab ± 0,048 

IgG2a 0,271d ± 0,091 

Ig G2f3 O,238Cd ± 0,165 

IgG3 O,160a ± 0,074 

a-cl uperkrip berbeda pada kolom sarna menunjukkan perbedaan bermakna (p<O,05); 
SO ~Standar Oeviasi 

Oari Tabel 5.6 terlihat nilai 00 rata-rata serum mencit anti-To canis masing-

me sing adalah Ig G1 sebesar 0,179 ± 0,048, Ig G2a 0,272 ± 0,091, Ig G2f3 0,238 ± 165 

da II IgG3 0,160 ± 0,074. Nilai 00 tersebut menunjukkan perbedaan sangat bermakna 

(p< 0,01) antar subkelas Ig G tanpa memperhatikan waktu pengamatan. Berdasarkan 

uji ~SO 5% dapat diketahui bahwa nilai 00 tertinggi didapatkan pada Ig G2a yang 
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nenunjukkan perbedaan tidak bermakna (p>O,Os) dengan Ig G2J3, akan tetapi 

I eduanya berbeda bermakna (p<O,Os) dengan Ig Gl dan Ig G3. 

Rata-rata dan SO nilai 00 perlakuan kombinasi dapat dilihat pada Tabel 5.7. 

E erdasarkan hasil analisis statistik 00 serum mencit anti-To canis dengan uji Anava 

F aktorial diketahui bahwa interaksi antara waktu pengamatan dan subkelas Ig G tidak 

s gnifikan (p>O,Os). 

TFibel 5.7 Nilal OD Rata-rata dan Standar Devlasi Serum Menclt Anti-To canis pada 
Perlakuan Kombinasl antara Waktu Pengamatan dan Subkelas Ig G 

Rata-rata ± SO Subkelas /g G 
Waktu 

JgGl JgG2a IgG2b IgG3 

Hari-O O.ls6tO.OOs O.202±O.OO7 O.lS6tO.01O O.129±O.O12 

Hari-7 O.220±O.O61 O.301±O.09g O.18s±O.038 O.123±O.O24 

Hari-14 O.168tO.031 O.302±O.132 O.210±O.O62 O.187±O.118 

Hari-28 O.174±O.Os3 O.281±O.Osl O.371±O.303 O.201±O.O69 

Untuk memperjeJas gambaran profil subkelas /g G terhadap T. canis pada 

bE rbagai waktu pengamatan dapat dilihat pada gambar garis antara walctu 

PE ngamatan (Hari) dengan nHai 00 serum mencit masing-masing subkelas Ig G yang 

di ~eroleh dari ELISA-reader (Gambar 5.11). 

5: .2 Hasil pengamatan proffl subkelas imunoglobulin (Ig) G serum menclt yang 
diinfeksl T. canis dengan EUSA-Isotyping kit secara kualitatif 

Hasil pembacaan ELISA-reader terhadap serum mencit yang diinfeksi T. canis 

da 1 tabulasi silang secara lengkap dapat dilihat pada Lampiran 12. Hasil pengamatan 

nil i 00 (+ dan -) serum mencit yang diinfeksl T. canis tanpa memperhatikan subkelas 

Ig c, pada hari ke-7, ke-14 dan ke-28 berturut-turut adalah sebesar 4,9 dan 12 masing

rna ~ing dari 24 sampel (Tabel 5.8). 
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G ambar 5.11 Profil subkelas Ig G serum mencit yang diinfeksi T. canis pada berbagai 

waktu pengamatan. 

Tc bel 5.8 Tabulasi Silang 00 (+ dan -) Serum Mencit Anti-T. canis Terhadap Waktu 
Pengamatan Berbeda pada Berbagai Subkelas Ig G 

Waktu 
00 T. canis =1.5xCOV hari-O 

Total 
Positif(+) Negatif (-) 

Hari ke-7 4 (16.7%) 20 (83.3%) 24 

Hari ke-14 9 (37.5%) 15 (62.5%) 24 

Hari ke-28 12 (50.0%) 12 (50.0%) 24 

Total 25 (34.7%) 47 (65.3%) 72 

CC V=cut of value kontrol negatif (hari ke-O) 

Hasil pengamatan nilai 00 (+ dan -) serum mencit yang diinfeksi T. canis pada 

be bagai waktu untuk subkelas Ig G (Ig G1, Ig G2a., Ig G2(3 dan IgG3) berturut-turut 

ad ~Iah sebesar 3, 13, 3 dan 6 masing-masing dari 18 sampel (Tabel 5.9). Hasil 00 + 

ter inggi didapatkan pada Ig G2a. yaitu 72,2%, sedangkan terendah didapatkan pada Ig 

G2~ dan IgG1 yaitu 16,7%. 
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l~bel 5.9 Tabulasl SUang OD (+ dan -, Serum Menclt Anti-T. canis pada Berbagaf 
Subkelas Ig G dengan Berbagal Waktu Pengamatan 

00 T. canis =1.5xCOV hari-o 
Total Subkelas Ig G 

Positif (+) Negatif (-) 

IgGl 3 (16.7%) 15 (83.3%) 18 

IgG2a 13 (72.2%) 5 (27.8%) 18 

IgG2~ 3 (16.7%) 15 (83.3%) 18 
IgG3 6 (33.3%) 12 (66.7%) 18 
Total 25 (34.7%) 47 (65.3%) 72 

Hasil pengamatan nilai 00 (+ dan -) pada petlakuan kombinasi antara waktu 

d n subkelas Ig G secara lengkap dapat dilihat pada lampiran 7, sedangkan hasil 

pt nghitungan dengan tabulasi silang secara ringkas ciapat dilihat pada TabeI5.10. 

Tc bel 5.10 Tabulasi Silang 00 (+ dan -) Serum Mencit Anti-T. canis pada Perlakuan 
Kombinasi antara Waktu Pengamatai1 dan Subkelas Ig G 

Waktu Subkelas Ig G 
COVTcn 

Total 
Positif (+) Positif (+) 

IgGl 1 (16.7%) 5 (83.3%) 6 

Hari ke-7 
IgG2a 3 (50.0%) 3 (?O.O%) 6 

IgG2~ 0(0.0%) 6 (100%) 6 
IgG3 0(0.0%) 6 (100%) 6 
IgGI 1 (16.7%) 5 (83.3%) 6 

~arike-14 
IgG2a 5 (83.3%) 1 (16.7%) 6 

IgG2~ 1 (16.7%) 5 (83.3%) 6 

IgG3 2 (33.3%) 4 (66.7%) 6 
IgGl 1 (16.7%) 5 (83.3%) 6 

ari ke-28 
IgG2a 5 (83.3%) 1 (16.7%) 6 

Ig G2f3 2 (33.3%) 4 (66.7%) 6 

IgG3 4 (66.7%) 2 (33.3%) 6 
Total 25 (34.7%) . 47 (65.3%) 72.0 

Dan Tabel 5.10 dapat diketahui bahwa terdapat dua perlakuan kombinasi yang 

did patkan nilai 00 (+) paling tinggi adalah sebesar 83,3%, yaitu pada Hari ke-14 

sub ~elas IgG2a dan Hari ke-28 subkelas Ig G2a. 

Nilai 00 serum mencit anti-To canis 00 tertinggi juga didapatkan pada hari ke-

28, edangkan nilai 00 terendah adalah hari ke-O yang tidak menunjukkan perbedaan 
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ennakna (p>0,05) dengan hari ke-7 dan ke~14. Hasil inf memberfkan gambaran bahwa 

ntibodi yang terbentuk sebagai res pons terhadap Toxocara canis membutuhkan 

aktu yang cukup, dalam hal ini pada hari ke~28 merupakan waktu yang sudah 

encukupi untuk respons tersebut. Hasil ini sesuai dengan pendapat Nunes et 01. 

999} yang menyatakan, bahwa pengamatan dengan teknik ELISA menggunakan 

bbit~lgG spesiflk anti~Toxocara canis dan antigen excretory~secretory untuk diagnosis 

t xocariasis sudah menunjukkan hasil positif setelah 20 hari setelah inokulasi. Morales 

01. (2002) melakukan infeksi buatan, menyatakan bahwa respons imun kelinei 

t rhadap T. canis terjadi sejak awal eenderung meningkat hingga hari· 60 kemudian 

s abil hingga hari~210. Titer antibodi pertama kali dideteksi pada hari-15 setelah 

i okulasi dan peningkatan lebih eepat pada hari~28 hingga hari-58. 

Nilai 00 rata-rata serum meneit yang diinfeksi 12 T. canis tertinggi tanpa 

mperhitungkan waktu pengamatan didapatkan pada Ig G2a. yang menunjukkan 

rbedaan tidak bermakna (p>O,OS) dengan Ig G2~, sedangkan 00 terendah ada/ah Ig 

G dan Ig G3. Rata-rata nilai 00 serum mencit yang diinfeksi 12 T. canis untuk efek 

in eraksi tidak menunjukkan perbedaan signifikan. Hasil pengamatan niJai 00 secara 

ku ntitatif tersebut seolah belum memberikan gambaran yang je/as dan tepat, oleh 

ka ena itu perlu dilakukan pengamatan terhadap nilai 00 secara kualitatif. 

Hasil pengamatan nilai 00 seeara kualitatif untuk mencit yang diinfeksi l2 

T. anis nitai 00 (+) pada sembarang waktu yang tertinggi didapatkan pada Ig G2a. 

yai u 72,2%, sedangkan terendah didapatkan pada Ig G2~ d~n Ig Gl yaitu 16,7 %. Nilai 

00 (+) paling tinggi terdapat untuk perfakuan kombinasi adalah sebesar 83,3% 

did patkan pada Hari-14 subkelas IgG2a dan Hari-28 subkelas IgG2a.. Berdasarkan 

ha / tersebut tampak Ig G2a. lebih dominan pada toxocariasis yang disebabkan oleh 
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Respons imun seluler dan humoral dapat meningkat saat terjadi migrasi larva 

'Xocara spp. (Maizels et 01., 1993; Pritchard et 01., 1997), yang belakangan diketahui 

rdiri dari empat isotipe utama yaitu Ig M, Ig G, Ig A, dan Ig E (Auer and Aspock, 1998; 

bwaller, 2001; Soedarto, 2003). Pada perunutan respons imun terhadap 

p togenisitas larva, ditemukan puncak kadar antibodi sapi dewasa pada 7 hari pasca 

in eksi. Puncak kedua terjadi pada saat l2 menetas dan migrasi larva ke organ visceral 

y ng lain. Respons imun terhadap Toxocara spp. ternyata menggugah semua kelas 

i unoglobulin (Barriga and Omar, 1991), namun tampaknya Ig G2 lebih berperan 

da am infeksi Toxocara spp. dari pada imunoglobulin yang lain (Rajapakse, 1992). 

Pa a umumnya infeksi oleh parasit, khususnya cacing, ditandai dengan keberadaan 

noglobulin (lg) E dan peningkatan kadar eosinofil. Peningkatan kedua sel sistem 

n tersebut di bawah kontrol sel T (Pearse and Sher, 1990). Interleukin (Il) 4, 

pakan limfokin yang merangsang sel B yang teraktivasi oleh lipopolisakarida 

k menghasilkan Ig E dalam tubuh hospes, sedangkan IL-5 merupakan stimulus 

pot nsial terhadap pembentukan eosinofil pada medium buatan (Abbas et 01., 2000). 

Pe untikan Il-5 pada tikus yang dilakukan oleh Amerasinghe et 01. (1992), berakibat 

terj di peningkatan jumlah sel eosinofil dalam darah dan jaringan. Jika Il-~ rendah 

menyebabkan terjadinya granuloma dan fibrosis hati. Interleukin (IL)-4 dan Il-5, 

dihasilkan oleh CD4+-Th2, berperan dalam kontrol produksi Ig E dan Ig Gl, 

sed ngkan CD8+-Thl menghasilkan interferon gamma (IFNy) yang menghambat reaksi 

hipe sensitivitas dan memacu produksi Ig G2. 



6 1 Kesimpulan 

BAB6 
KESIMPUlAN DAN SARAN 

Berdasarkan hasil penelitian ini d~pat disimpulkan beberapa hal sebagai 

b rikut. 

1) T. canis memliki banyak protein dg BM beragam dari 8 - 200 koa. 

2) Berdasarkan hasil Western Blot dapat disimpulkan protein spesifik T. canis pada 

BM 158, 120, 91, 80, 70, 62, 51, 48, 45, 42, 38, 35, 32, 24, 18, 14 & 11 koa 

dapat dikembangkan untuk diagnostik; sedangkan protein dengan cross 

reaction tinggi untuk kandidat vaksin dan terapi imunologik. 

Reaksi silang antara Ag T. cati-Ab T. canis terjadi pada BM 140, 91, 62, 42, 38, 

54, 33, 32~ 30, 29, 7.7, 24, 17, 14, 12, dan 10 koa; reaksi silang antara Ag 

T. canis-Ab T. cati terjadi pada BM 160, 140, 120, 91, 80, 70, 54,42, 38, 35, 34, 

33,32,30,29,27,24,20, 18, 14 dan 12 kOa. 

Reaksi silang tidak terjadi antara Ag T. cat; dan Ab T. canis pada BM 168, 120, 

80 dan 70 kDa, dan Ag T. canis dan Ab T. cati pada BM 168, 51,48, 45, dan 35 

kDa. 

5 Berdasarkan nilai 00 pada ELISA, protein murni Toxocara spp. antigenisitas 

tinggi terhadap serum anti-Toxocara spp., keduanya memiliki antigenisitas yang 

lebih rendah terhadap eacing lain (Ancylostoma spp. dan D. caninum), dengan 

nilai sensitivitas 100% dan spesifisitas 87,5%. 

6) Berdasarkan hasil'ElISA-isotyping, subkelas Ig G dominan dalam serum mencit 

yang diinfeksi dengan T. canis adalah Ig G2a. 

50 
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6. Saran 

1) Protein dengan tingkat reaksi silang tinggi dapat dikembangkan untuk kandidat 

vaksin dan terapi imunologis. 

2) Protein spesifik dengan reaksi silang rendah dapat dikembangkan untuk 

menegakkan diagnosis etiologik toxocariasis hingga pada tingkat spesies 

dengan memanfaatkan Ab ketiga (subklas IgG). 

3) Teknik ELISA dapat dikembangkan untuk diagnosis etiologik toxocariasis 

dengan menggunakan IgG213 terutama pada infeksi T. cati dan Ig G2a pada 

infeksi T. canis. 
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l.c mpiran 1. Penghltungan 8M Protein Menggunakan Persamaan Regresi antara 
Nllai Retardation Facktor (rf) dengan Log 8M pada Marker 

Po Jarakl Rf 8M (yKoa) 8M (y oa) logy (oa) 
; 

10.0 
; 

0.104 200.0 200000 5.301 

~ 12.0 0.125 150.0 150000 5.176 

~ 15.0 0.156 120.0 120000 5.079 
; 

~ 
, 

21.0 . 0.219 . 100.0 I 100000 5.000 

~ 24.0 0.250 85.0 85000 4.929 , 31.0 0.323 70.0 70000 4.845 

34.0 , 0.354 60.0 ; 60000 , 4.778 . 
s 43.0 0.448 50.0 50000 4.699 

~ 52.5 0.547 40.0 40000 4.602 

. 0 . 66.0 0.688 I 30.0 30000 ; 4.477 , 
11 81.5 0.849 20.0 20000 4.301 

12 95.0 0.990 10.0 10000 4.000 
Ij rak (antara gel preparasi dengan pita yang terbentuk pada marker; 2rf = pembagian 
ja ak dengan panjang gel. 

C rYe Fit 

8M (log y) Da 
5.4 

5.2 \. 

" 5.0 , 

" 4.8 , 

'" 4.6 
........... -" 

4.4 " 4.2 ~ 4.0 Observed -
3.8 [J CUbic 

0.0 .2 .4 .6 .8 1.0 

rf 
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njutan Lampirsn 1 

Karena model regresi berbentuk kubik, maka dilakukan analisis regresi kubik 

u tuk mendapatkan formula (model) yang akan digunakan untuk menghitung 8M 

p otein pada sampel. 

DEL: MOD 2. 

D pendent variable •• Yl 

L stwise Deletion of Missing Data 

M ltiple R 
R Square 
A justed R Square 
S andard Error 

.99854 

.99709 

.99600 

.02381 

Analysis of Variance: 

R gression 
R ~i('hll'll~ 

OF Sum of Squares 

3 
R 

1.3533527 
.004~36' 

Method •• CUBIC 

Mean Square 

.51778423 

.OOO~6703 

F = 913.15151 Signif F = .0000 

------------------ Variables in the Equation --------------------

B SE B Beta T. Sig T 

-3.840457 .318509 -2.966570 -12.058 .0000 
5.524272 .699779 4.570633 7.894 .0000 

-3.322193 .439116 -2.663923 -7.566 .0001 
5.598932 .039320 142.396 .0000 

Hasil analisis regresi menggunakan statistical product and service solution 

(5 55) reI. 13 for Windows antara nilai rf dan log BM (Da) protein pada marker 

di apatkan bentuk kubik dengan nilai bo = 5,599, b1 = -3,841, b2 = 5,524, b3 = -3,322 

s hingga didapatkan persamaan garis y = 5,599 - 3,841x + 5,524x2 
- 3,322 x3

• 
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IJ njutan Lampiran 1 

P nghltungan Berat Molekul (kDa) Protein pada Sampel 
! ! I 

8M (log -t kDa) I BM :~:t)iIOg to Jarak1 Rf BM·*Jntiiog y kDa) Keterangan 

1 10.0 0.082 5.32 208449.0 208.4 Dewasa 

; 2 16.5 .0.135 5.17 . 147910.8 ; 147.9 I . 
3 21.0 0.172 5.08 120226.4 120.2 

4 24.0 0.197 5.03 107152.0 107.2 

5 27.0 0.221 . 4.98 95499.3 95.5 ES L2J , 
6 30.0 0.246 4.94 87096.3 87.1 

7 33.0 0.270 4.90 79432.8 79.4 

8 37.0 0.303 4.85 70794.6 70.8 

9 42.0 0.344 4.80 63095.7 63.1 

0 47.5 0.389 4.74 54954.1 55.0 ES L2J 

1 53.0 0.434 4.70 50118.7 50.1 Dewasa 
; , . , ; , . I 

2 55.0 0.451 4.69 48977.9 49.0 

3 58.0 0.475 4.66 45708.8 45.7 

4 63.0 0.516 4.63 42658.0 42.7 
• ·5' 67.0 ; 0.549 ; 4.61 40738.0 40.7 • 

6 72.5 0.594 4.57 37153.5 37.2 

7 77.0 0.631 4.54 34673.7 34.7 Dewasa 
; 8' 81.0 ' 0.664 ; 4.51 ; 32359.4 • 32.4 I 

19 85.0 0.697 4.48 30199.5 30.2 

.. 0 89.0 0.730 4.45 28183.8 28.2 
, ~ 11 96.0 I 0.787 ' 4.38 ; 23988.3 ; 24.0 • ; 

.2 98.0 0.803 4.36 22908.7 22.9 

3 102.5 0.840 4.30 19952.6 20.0 . 
4 I 103.5 I 0.848 . 4.29 19498.5 19.5 . , 

~5 105.5 0.865 4.26 18197.0 18.2 Dewasa 

~6 119.0 0.975 4.03 10715.2 10.7 
*F ita protein didapatkan pad a eacing dewasa maupun ESL2J; Ijarak antara gel 
pr eparasi dengan pita yang terbentuk pad a marker; 2rf = pembagian jarak dengan 
pc njang gel (=122mm); 3y = 5,599 - 3,841x + 5,524x2 

- 3,322 x3 



La rnpiran 2. Data Hasll Pengamatan dan Analisis Data 
Dlinfeksi dengan L2 T. canis dengan Dosis B 
dengan Anava Satu Arah 

s ummarize .-

Case Summaries-

Optical 
Density (00) 

Dosis Kontrol 1 .31 
infeksi 2 .36 

J .31 
4 .26 
5 .24 
Total N 5 

Swn 1.48 
Mean .2950 

Std. Deviation .04994 
10 butir/g 1 1.03 
HH 2 1.15 

3 .72 
4 .63 
5 .45 
Total N :; 

Sum 3.99 

Mean .7974 
Std. Deviation .28539 

11 butir/g 1 .76 
SS 2 .72 

3 .97 
4 .69 
5 .86 
Total N 5 

Sum 4.00 

Mean .8000 
Std. Deviation .11675 

Total N 15 
Sum 9.46 
Mean .6308 
Std. Odviation .29il3 

a Limited to first 100 cases. 

S9 

OD Serum Mencit yang 
erbeda secara Kuantltatif 



Lc nJutan Lamplran 2 

0 ~eway 

Descriptives 

Optical Densit,· (00' 

N Mean Std. Deviation Std. Error Minimum Maximum 
Kontrol 5 .2950 .04994 .02233 .24 .36 
10 butir/g SS 5 .7974 .28539 .12763 .45 U5 

17 butir/g SS 5 .8000 .11675 .05221 .69 .97 

Total , 
15 .6308 .29713 .07672 .24 1.15 

ANOVA 

Optical Density (00) 

Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups .846 2 .423 13.002 .001 
Within Groups .390 12 .033 

Total 1.236 14 

Pc st Hoc Tests 

Muldple COlDparisoCll 

~..." V"ri~h!!!' 0pri1:.~' ')e,,~;!y {Of)) 

TukeyHSD 

Mean 
1m. Dosis infeksi (J) Dosis infebi Difference 0-1) Sid. Error 
Koo1ro1 10 butir/~ nn ·.50240·, .11406 

17 butir/g BS -.50500· .11406 
10 butir/g BB Kontrol .50240· .11406 

17 butir/g BB -,00260 .11406 
17 butir/g BS KODtrol .50500· .\1406 

10uuli&/~ BB .00260 i .ii406 

•. The mean difference is significant at the .01 lC\ocl. 

He mogeneous Subsets 

Optical Den!lity (OD) 

TukeyHSDI 

Subset for alpha = .01 
n<'sis infeksi N 1 2 
Kontrol 5 .2950 
10 butir/g SS S .7974 
17 butir/g SS 5 .8000 
Sig. 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Hannonic Mean Sample Size = 5.000. 

99% Confidence Interval 
Silt- Lower Bound Upper Bound 
.002 i ·.9094 ·.0954 

.002 -.9120 -.0980 

.002 .0954 .9094 
1.000 -,4096 .4044 

.002 .0980 .9120 

1.000 i -.4044 A096 

60 
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La mplran 3. Analisls Data OD Serum Menclt yang Dlinfeksi dengan L2 T. canis 
dengan Dosls Berbeda secara Kualitatlf dengan Tabulasi Silang 

Oosis 00 00+/-
10 1.030 + 

-

1.146 + 
0.723 , + , , , 
0.634 + 
0.454 -

17 0.760 + 
, 0.718 ; + ; 

0.973 + 
0.688 + 
0.861 + 

C pV kontrol (-) = 0.295; 2xCOV kontrol (-) = 0.59; 00+ ~ 0.59; 00- < 0.59. 

Tel bulasi Silang: Oasis * Hasll ELISA (00) 

Dosis infeksi tr OpticKl Density (OD) Crosstabwation 

Optical Densitv (00) 

Positif(+) Negatif(-) Total 
Dosis infeksi 10 butir/g BB Count 4 I 1 5 

; 

Expected Count 4.5 .5 5.0 

% within Dosis infeksi 80.0% 20.0% 100.0% 
% \\ithin Optical Density (00) 44.4% 100.0% 50.0% 
% of Total 40.0% 10.0% 50.0% 

17 butar/g BB Count 5 0 5 
Expected Count 4.5 .5 5.0 
% \\ithin Dosis infeksi 100.0% .0% 100.0% 
% \\ithin Optical Density (00) 55.6% .0% 50.0% , ; 

% of Total 50.0% .0% 50.0% 

Total COlDlt 9 1 10 

Expected Count 9.0 1.0 10.0 
% \\ithin Dosis infeksi 90.0% 10.0% 100.0% 
% within Optical Density (00) 100.0% IOO.OOAl 100.0% 
% of Total 90.00Al 10.0% 100.0% 
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la~plran 4. Hasll Pemeriksaan Antigenisitas Protein Mumi Toxocara canis terhadap 
Serum Darah Mendt dengan Teknlk Indlrect-EUSA dan Analisls Statistlk 
Nllal Optical Density denpn Uji Anava 

Ni ai 00 Serum Mencit terhadap Protein Murni Toxocara canis .. -. 

I l angan L2J T. cati I L2J T. canis Ancylostoma spp. D. can;num Kontrol 

1 0,566 0,593 0,312 0,165 0,204 

2 0,545 0,607 0,363 0,186 0,211 

3 0,579 0,555 0,136 0,099 0,205 . ! . . . ; 

4 0,567 0,518 0,246 0,136 0,210 

5 0,581 0,488 0,125 0,233 0,211 

6 0,500 0,571 0,337 0,344 0,210 

I 
7 0,507 0,549 0,452 0,365 0,204 

8 0,556 0,581 0,057 0,451 0,205 

U~ ~ Normalitas 

ODe-Sample Kolmogorov-Smlmov Test 

OD Ten OD Tm OD Ane OD Den OD Ko 
N 8 8 8 8 8 

Nonnal Parametertb Mean .55013 .55775 .25350 .24138 .20150 . i ; 
Std De\iation .031069 .039485 .136682 .125251 .003251 

MostE.~me Absolute .200 .162 .180 .188 .279 
Differences Posith'e .167 .106 .180 .188 .219 

Negative -.200 -.162 -.166 -.155 -.219 

.... .uhw-.;ufU\·-SlUinwv 2. .566 .459 ~on i .532 .789 .J .-

IAsymp. Sig. (2-tai1ed) .906 .984 .958 .940 .562 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

01 eway 

Descriptives 

Optical Density 

N Mean Std. Deviation Std. Error Minimum Maximum 
L2JT. canis 8 .55013 .031069 .010984 .500 .581 
L2JT. cali 8 .55775 .039485 .013960 .488 .607 

Ancylostoma spp 8 .25350 .136682 .048324 .057 .452 
D. <:aninum 8 .24738 .125251 .044283 .099 .451 

Kontrol 8 .20750 .003251 .001150 .204 .211 

Total 4U .]6325 i .170101 .02017] .057 .607 



ANOVA 

35 

1.238 39 

Multiple Comparisons 

342625· 
.007625 

AncyIoItoma spp .304250· 
D. CIIIIizwm .31037S· 
KOIIIroI .350250· 

spp -.2966205· 
L2JT.cIli -.304250· 
D. CIIIIizwm .006125 
KOII1IOi .U46000 

-.302750· 

-.310375· 
-.00612.5 
.03987S 

UJT . ...w. -.;42625· 
L2JT.C4h -.350250· 
Ancylostoma spp -.046000 
D. caninum -.039875 

•. Tho IIIeIIII difTeraICO is siSllilicant at the .0 I level. 

Subsets 

Optical DeD,tty 

N 

IADcvloSfmlM spp 

8 
8 
8 

IS 

8 

.24738 

.25350 

.820 

for sroups in homogeneous subsets lin: displayed. 
B. U:;e:; Harmonic Mean Sample Size - 8.000. 

.042956 

.042956 
.042956 
.1\42956 
.042956 
.042956 

.042956 

.042956 

.042956 

.042956 

.042956 

.042956 

.042956 

.042956 

.U42iiSQ 

.042956 

.042956 

.042956 

.»)013 

.55775 

1.000 
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.000 .15147 .45403 

.000 .19135 .49390 
1.000 -.14365 .15890 
.000 .15297 .455S3 
.000 .1.591(, .461605 
.000 .19897 .S01.53 

.000 -.44790 -.1405305 

.000 -.45.5.53 -.15297 

1.000 -.14515 .105740 
.1I2U -.IUS211 .1'J7211 

.000 -.45403 -.15147 

.000 -.461605 -.15910 
1.000 -.15740 .1451.5 
.884 -.11140 .191105 
.iIiiii -.4iilYii -,1iiBS 

.000 -.SOIS3 -.19897 

.820 -.19728 .10528 
.884 -.19115 .11140 
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... mplran 5. Hasll Pemeriksaan Nllal OD Positif (+) dan Negatif (-) Serum Mencit 
terhadap Protein Muml ES L2 Dorman Toxocoro $PP. dan Anallsls Data 
dengan Tabulasl Silang 

Hasil Pemeriksaan Nilai 00 Positif (+) dan Negatif (-) Serum Mencit terhadap 

P otein Murni L2 Dorman T. cat; adalah sebagai berikut. 

I~ o. Toxocariasis (+) HasU* Toxocariasis (-) Hasil· Kontrol serum (-) Kontrol PBS 

0,566 + 0,312 - 0,204 0,030 

~ 0,545 + . 0,363 . 0,211 0,010 I 

0,579 + 0,136 - 0,205 0,010 

0,567 + 0,246 - 0,210 0,024 

0,581 + 0,125 - 0,211 0,041 , 
0,500 + 0,337 - 0,210 0,072 

0,507 + 0,452 + 0,204 0,037 

0,556 + 0,057 - 0,205 0,035 

0,593 + 0,165 - 0,001 

10 0,607 + 0,186 - 0,007 

11 0,555 + 0,099 - 0,026 

12 0,518 + 0,136 - 0,074 

1~ 0,488 + 0,233 -
1~ 0,571 + 0,344 -
1~ 0,549 + 0,365 -
H 0,581 + 0,451 + 

Total Positif 16 Total Positif 2 Rata COV=0,208 Rata PBS 0,031 

Total negatif ° Total negatif 14 2 x COV=0,415 
*) Nilai rata-rata 00 pada kontrol = 0,208 untuk menyatakan hasil positif maka nitai 00 pada 

~ampel harus melebihi 2 x COV kontrol (-); j::ldi 00 dinyatakan (+) jika > (2 x 0,208) atau > 
~,41S 
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I.e nJutan lampiran 5 

Analisis data nilai 00 positif (+) dan negatif (-) serum mencit terhadap protein 

m ~mi ES L2 dorman Toxocara spp. dengan Tabulasi Silang adalah sebagai berikut. 

CI osstabs 

Test (Imunisasi) * Hasil ELISA Crosstabulation 

HasilELISA 

Positif Negatif Total 
Test (lmunisasi) Toxocariasis + Count 16 0 16 

Expected Count 9.0 7.0 16.0 

% within Test (Imunisasi) 100.00.4 .00.4 100.00.4 

% within Hasil ELISA 8S.~tO .00/0 50.00/0 

% of Total 50.0% .u% 50.0010 

Toxocanasis - Count 2 14 16 

Expected Count 9.0 7.0 16.0 

% within Test (lmunisasi) 12.5% 87.5% 100.0010 

% within Hasil ELISA 11.1% 100.0% 50.0010 

% of Total 6.3% 43.8% 50.00.4 

Total c.ount 18 1'1 32 . 
Expected Count IS.0 14.0 32.0 

% within Test (Imunisasi) 56.3% 43.8% 100.0010 

% within Hasil ELISA 100.0% 100.0010 100.0010 

~iO of Total 56.3% '13.S% 100.0% 



66 

Lt mplran 6.· Nllal OD dan Analisis Statlstlk Hasll Pemeriksaan Profil Subkelas 
Imunoglobulin G dengan Teknlk EUSA terhadap Serum Mencit yang 
Dllnfelcsl T. canis Menggunakan UJI Anava Faktorfal 

Waktu pengamatan 
Subkelas Ig G 

IgG1 IgG2a IgG2b Ig63 
TO 0.157 0.202 0.188 0.116 

I 0.156 · 0.20G • 0.191 I 0.132 ; 

0.158 0.197 0.186 0.149 
0.148 0.191 0.165 0.121 
0.163 0.204 0.191 0.124 
0.154 · 0.210 · 0.193 0.133 

T7 0.336 0.485 0.236 0.118 
0.220 0.297 0.195 0.135 
0.211 0.247 0.126 0.165 

I 0.216 · 0.312 ; 0.207 0.109 I 
0.177 0.194 0.160 0.097 
0.162 0.273 0.188 0.114 

T14 0.142 0.511 0.242 0.161 
0.169 ; 0.139 ; 0.141 0.099 
0.223 0.392 0.312 0.413 
0.178 0.227 0.163 0.106 
0.154 0.249 0.221 0.212 

• 0.140 0.294 ; 0.183 0.128 i 

T28 0.115 0.190 0.144 0.140 
0.182 0.292 0.812 0.258 
0.265 0.334 0.214 0.227 

• • 0.192 • 0.282 • 0.704 • 0.288 ; 

0.152 0.266 0.157 0.182 
0.136 0.321 0.196 0.112 

UI ivariate Analysis of Variance 

Betweea-SubJec:tI Factors 

Value Label N 
rw'aktu I o b.ari PI 24 

2 7 bari PI 24 
3 14 bari PI 24 
4 28 bari PI 24 

~ubla:las I IgOI 24 
gO 2 IgOla 24 

~ Ilt02~ 24 
4 IgOJ 24 
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Descriptive Statistics 

. IJependent Variable: OU Ten 

Waktu Subkelas Ig G Mean Std Deviation N - -

o hari PI IgGI .15600 .004940 6 

IgG2a .20167 .006772 6 

Ig (i2b .18567 .010424 6 

IgG3 .12917 .011686 6 

Total .16813 .029608 24 

7hari PI IgGI .22033 .061262 6 

IgG2a .30133 .099138 6 

IgG2b .18533 .038208 6 

IgG3 .12300 .024025 6 

Total 20750 OK7P.9K 24 .-
14 hari PI IgGI .16767 .030924 6 

IgG2a .30200 .131794 6 

IgG2b .21033 .062044 6 

TgG3 .18650 I .118458 6 
Total .21663 .103175 24 

28 hari PI IgGI .17367 .053061 6 

IgG2a .28083 .051062 6 

IgC2b 17117 I i02(.4~ fi 

IgG3 .20117 .068552 6 

Total .25671 .168182 24 

Total IgGI .17942 .047598 24 

I8G2a .27146 • .090880 24 

IgG2b .23813 .165388 24 

IgG3 .15996 .073876 24 

Total .21224 .111847 96 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable: 00 Ten 

Type Hl Sum 
Source of Squares df Mean Square F Sig. 
Model 4.7448 16 .296 30.831 .000 

Waktu .095 3 .032 3.299 .025 

sk_IgG .192 3 .064 6.645 .000 

Waktu • sk_IgG .132 9 .015 1.528 .152 

Error .769 80 .010 

Total 5.513 96 

a. R Squared = .860 (Adjusted R Squared = .833) 
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P ,st Hoc Tests 
\Aaktu 

Tukey HSDa.b 

Waktu 
o bari PI 
7bari PI 
14 bari PI 
2811m'i PI 
Sig. 

N 

ODTm 

24 
24 
24 
24 

'Subset 

.16813 

.207S0 

.21663 

.324 

2 

.207S0 

.21663 

.25671 
.311 

Means for groups in homogeneous subsets arc displayed. 
Based OIl Type ill Sum ofSquarcs 
The error term is Mean Square(Error) "" .0 I O. 

a Uses Hannonic Mean Sample Size "'24.000. 

b. Alpha "" .OS. 

$11 bkelas 1& G 

ODTco 

Subset 
Snhkelft.'1 IS (; 
IgG3 
IgGI 
gG2b 

IgG2a 
Sig. 

N 

24 

24 
24 

24 

.IS996 

.17942 

.902 

2 

.17942 

.23813 

.171 

~eans for groups in homogeneous subsets ar.: displayed. 
~asccI on Type III Sum of Squares 
jrhc error term is Mean Squarc(Error) "" .010. 

a. Uses II3JlUonic Me;m SOIIDple Size "" 2·1.000. 

b. Alpha = .OS. 

Pe lakuan Sederhana 
Pe bedaan Subkelas 18 pada H'() 

ODTcn 

Tuk'l'jHSD 

, 3 

.23813 

.27146 
.643 

Subset for alpha '" .OS 

~ kclns fg G Hari-O N 1 2 i 3 
Ig }3 6 .12917 

.18567 

i 

= : : I I .15600 i 

SiS 1.000 I 1.000 I 1.000 I 
Mea !Js for groups in homogeneous subsets arc displayed. 
a U iCS Humonic Mean Sample Size = 6.000. 

4 

.20167 

1.000 
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PI rbedaan Subkelas Ig pada H-7 

ODTen 

TukeyHSrf 
Subset for aJpha = .05 

Subkelas IgO Hari-7 N I 2 
IgG3 6 .12300 
Ig02b 6 .18533 

IgOl 6 .22033 .22033 
Ig02a 6 .30133 
Sig. .061 .145 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 

PE rbedaan Subkelas II pada H-14 

ODTcn 

TukeyHSd 

Subset for 
rulllm - .05 

Subkelas IgO Hari-14 N 1 
IgOl 6 .16767 
Ig03 6 .18650 
I~G2b 6 .21033 
IgG2a 6 .30200 
Sig. .100 

~eans for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a Uses IIannonic Mean Sample Size = 6.000. 

Pe bedaan Subkelas II pada H-28 
Po t Hoc Tests 

OOTen 

Subset fllr 
aJpha= .05 

Subkelas Ig G Hari-28 N I 
gOl 6 .17367 
g03 6 .20117 
gG2a 6 .28083 
g02b 6 .37117 
ig. .173 

"cans for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a Uses Harmonic Mean Sample Si7.e = 6.000. 
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I..; mplran 7. Tabulasl Silang Nllal OD (+ dan -, Hasll Pemerlksaan Profil Subkelas 
Imunoglobulln ~ dengan Teknlk EUSA-Isotyplng terhadap Serum 
Mencit yang·Dllnfeksl T. canis 

Nilai 00 subkelas IgG serum mencit yang diinfeksi dengan T. canis dinyatakan 

pc sitif (+) jika menunjukkan nilal > 1,5xCOV (cut of value) subkelas Ig pada TO. Nilai 

CC V subkelas Ig G T. canis pada TO untuk IgG1=0.222, IgG2a=0.287, IgG2b=0.248, 

181:13=0.174. Hasil penghitungannya adalah sebagai berikut. 

Subkelas Ig G dan COV 
\j aktu pengamatan 

IgGl COV IgG2a COV IgG2b COV 

17 

T14 

T28 

0.336 

0.220 

0.211 

0.216 

0.177 

0.162 

0.142 , 

0.169 

0.223 

0.178 

0.154 

0.140 

0.115 

0.182 

0.265 

0.192 

0.152 

1 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

1 

2 

2 

2 

2 

2 

1 

2 

0.297 

0.247 

0.312 

0.194 

0.273 

i 0.511 • 

0.139 

0.392 

0.227 
I • 

0.249 

0.~94 

0.190 

0.292 

0.334 

0.282 

2 I' 0.266 I 
0.136 2 0.321 

Koc e pada kolom COV: l=positif (+), 2=negatif (-) 

1 

1 

2 

1 

2 

2 

1 

2 

1 

1 

1 

1 

2 

1 

1 

1 

, 

~ I 

0.236 

0.195 

0.126 

0.207 

0.160 

0.188 

0.242 I 

0.141 

0.312 

0.163 

0.221 

0.183 

0.144 
0.812 

0.214 

0.704 

0.157 

0.196 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 
.. 
.L 

2 

2 

2 

2 

1 

2 

1 

2 

2 

IgG3 

0.135 

0.165 

0.109 

0.097 

0.114 

i 0.161 • 

0.099 

0.413 

0.106 . . 
0.212 

0.128 

0.140 

0.258 

0.227 

0.288 

0.182 ',' 
0.112 

COV 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

1 

2 

1 

2 

2 

1 

1 

1 

1 

2 
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IJ nJutan Lampiran 7 

CI Iosstabs 
WllllhU"" • COY Tal cn.stabuladoa 

COVTcn _. 
Positirc+) NcaatUC-) Total 

WakIu_kwI 7hariPl Count 4 20 24 
Exp«tC'd Count It, IU 2-1.0 

% within WakIu_kwI 16.~'o 83.3% 100.CW. 
% within COY Ten 16.0"10 42.6~~ 33.3~. 

% of Total 5.6% 27.8·10 33.3% 
14 hari PI Count 9 IS 24 

F.~("""mt @3 15.7 24.0 
% within Waktu_kwI 37.5% 62.5% 100.0% 
% within COY Ten 36.Il'. 31.9% 33.3% 
% of Total 12.S~. 20.8% 33.3% 

28 hari PI Count 12 12 24 
ExpccIcd Count Rl 1'" ?AO 

% within WaktuJ:\\1 50.~'. 50.0"10 100.0"10 
% within COY Ten 48.0"/. 25.5% 33.3% 
% of Total 16.7% 16.7% 33.3% 

otaI Count 25 47 72 
Expected Count 25.0 47.0 72.0 
% within Waktu_kwI 34.7~'o 65.3% ICJ.O"I0 
0;. within COY Ten 100.~" 100.0% 100.0"10 
%ofTotai 34.7"," 65.3% 100.0% 

Subkelu Ie G • COY Ten Cros.tabulatlon 

COV Ta. 

Positif(+) NcwlIif Co) T0181 
ubkelas IsGl Count 3 IS 18 
~G ~Counl 6.3 11.8 IS.O 

% within Subblas 180 16.7% 83.3% 100.00.40 
% within COy Ten 12.0"10 31.9";" 25.0"/0 
%ofToIal 4.2% 20.8% 25.00/0 

isOla COWlI 13 5 18 
Expccled Count 6.3 II.S 18.0 
0/0 within SlIhblft!'t 'S G 71.~~~ 27.8% 100.0% 
% within COY Tcn 52.0% 10.6% 25.00.40 
% of Total 18.1% 6.9% 25.0% 

Ig02b Count 3 IS IS 
Expected Count 6.3 11.8 18.0 
% within Subtel:l:: Ig (j lb,];'. 8J.J~~ IOO."'~ 

% within COy Ten 12.00/0 31.9% 25.00.40 
%ofToIal 4.2% 20.8% 25.0% 

Is OJ Count 6 12 IS 
Expcc:tcd Count 6.3 It.S 18.0 
% within Subkclas Is 0 33.3% 66.7% 100.0% 
% within COy Ten 24.0% 25.5% 25.0% 
%ofToIal 8.3% 16.7% 25.0% 

lpcat Count 25 47 72 
I::q1cacd Count ::5.0 47.0 12.0 
% within Sublcelas IS G 34.7% 65.3% 100.0% 
% within COY Teo 100.0% 100.0% 100.0% 
%ofToca1 34.7% 65.3% 100.0% 
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C. ~bs 
Pertakuan Komhhwl • COV Tat CrosstahuladoD 

COVTcn 
Positif(+) Negatif(-) Total 

Perllll.-wm T7·lgGl C..aunt 1 5 () 

Kombinasi Expected COWlt 2.1 3.9 6.0 
% within Perlakuan Kombinasi 16.7% 83.3% 100.0% 

T7·lg02a Cotmt 3 3 6 
expected Count 2.1 3.9 6.0 
% within Perlakuan Kombinasi 50.0% 50.0% 100.0% 

T7·Ig02b Count 0 6 6 
Expected CoWlt 2.1 3.9 6.0 
% widlin PerJaL,-u811 Kombmasi .0% 100.0% 100.0% 

T7·Ig03 Cowlt 0 6 6 
Expected Count 2.1 3.9 6.0 
% within Perlakuan Kombinasi .OOAl l00.00Al l00.00Al 

T14·lgGJ Count I 5 6 
Expected Count 2.1 3.9 6.0 
% within Perlakuan Kombinasi 16.7% 83.3% 100.0% 

Tl4·IgG2a COWlt 5 1 6 
Expected COWlI 2.1 3.Y 6.0 

% within Perlakuan Kombinasi 83.3% 16.7% 100.0% 
Tl4·Ig02b Count I 5 6 

Expected CoWlt 2.1 3.9 6.0 
% within i'eriakuaJl K.ombinasi 16.7% 83.3% 100.0% 

Tl4·Ig03 Count 2 4 6 
Expected Count 2.1 3.9 6.0 
% within Perlakuan Kombinasi 33.3% 66.7% 100.0% 

1'28*lgOI Count 1 5 6 
Expected Count 2.1 3.9 6.0 
% within Perlakuan Kombinasi 16.7% 83.3% 100.0% 

T28·Ig02a Count 5 I 6 
Expected COWlt 2.1 3.9 6.0 
% within Perlakuan Kombinasi 83.3% 16.7% l00.00Al 

1'28·IgG2b COWlt 2 4 6 
Expected CoWlt 2.1 3.9 6.0 
% within Perlakuan Kombinasi 33.3% 66.7% l00J)"/o ._------

1'28·lg 03 Count 4 2 6 
Expected CoWlt 2.1 3.9 6.0 
% within Perlakuan Kombinasi 66.7% 33.3% lOO.OOAl 

otaJ Count 25 47 72 
Expected Count 25.0 47.0 72.0 
% widUn Pedakuan Kombinasi 34.7% 65.3% 100.0% 
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