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DAB 1 PENDAJWLlJAN 

1.1 Latar beI·k.A, peaelidall 

Toxocariasis adaJah penyakit YIIDi diJebebkan oleh ,*ina dad pIlUS 

TCU"OCara. Tcrdapat tip spcsies '*ina dati pus Toxocara, yaitu T. vihl/OI'UIIl 

menyerana anak sapi dan anak kerbeu serta ~jantannya. T. Call menyeraDj 

kucin&. T. conls menyerana al\iin&- Anak sapi dan kerbeu, al\iin&. dan kucina 

maupun pejantannya, masina-mesioa merupakan induk semaIIi detinitif beai 

kedp spcsies tersebut. Toxocara spp tidak saja berbahaya ba&i induk semaIIi 

detinitif tetapi jup dilaporkan dapat menainfeksi manusia, sehinap teraoloni 

zoonosis (Up el aI .,1990). 

Toxocariasis pada manusia dikenal sebapi human toxocariasis (Humbert el 

aI., 20(0). Berdasarkan Fjala klinisnya tcrdapat dua bentuk toxocariasis pada 

manusia yaitu visceral loxocarlasls yana disebabkan oleh visceral Iarvo migrans 

dan ocular loxocarlasls yana disebabkan oleh ocular 1_ ",lgrans (Hubner et 

aI.,2001). 

Populasi serta anaka kejadian toxocariasis pada kucina dan anjina yana 

menioakat secara tidak lanpuna jup akan menioakatkan ~ontam;nesi taDah 

sekitar denaan feses penderita (hospes detinitif) (Kusnoto, 2005). sehinap hal 

tersebut akan memperbesar rcsiko penularan pada manusia. Anak belita 

mempunyai kebiasaan buruk yaitu memasukkan jari-jari tanaan ke daIam mulut 

tanpa mencuci tanaan dulu setelah mereka bermain tanah hal ini beresiko besar 

terinfcksi toxocariasis (Klein, 2005). Penanpnaan toxocariasis Ylllli disebabkan 
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oleh cacina T. COli maupun T. CQIIis perlu mendapatkM perllatian yana khusus, 

apr dapat meJlilll8l1li populasi anjinj maupun kucinj yana menderita 

toxocariasis dan resiko pcnycbarannya pada manusia (Provet, 20(2). Cacinj COli 

maupun CQIIis dapat menainfeksi A1Vinj maupun Kucinj. Hal ini karena sehaiiM 

besar jenis parasit sering kali mempunyai profil antip yana sama (Abdel

Rahman et 01., 2000). 

Pennasalaban yang timbul selama ini adalah bahwa di8jp1OSis toxocariasis 

berdasarkan gcjala klinis sulit untuk dilakukan karena aejala klinis yana timbul 

sanaat bervariasi (Up et 01 .• 1990). 

Diagnosis toxocariasis secara konvensional denpn pemeriksaan feses dari 

induk semans tranpor sampai seat ini sulit untuk dilakukan. Tclur cacinj ataupun 

cacing dewasa dari T. COli maupun T. CQIIis tidak pemah diketemukan pada 

sediaan yana diperiksa, karena di8jp1OSis toxocariasis denpn cera pemeriksaan 

telur cacina pada feses hanya dapat dilakukan pada hospes definitif saja. 

Sedanakan hospes non definitif seperti anjina maupun kucinj betina dewasa, 

manusia maupun pada hospes paralenic lainnya tidak mllnakin ditemukan cacinj 

dewasa dalam ususnya, sehinap tidak dapat ditemukan adanya telur cacinj T. 

COli maupun T. CQIIis di dalam feses. Upaya Yan& dapat dilakukan untuk 

menptasi masalah toxocariasis ini adalah deD&an menaembanpan teknik 

diagnosis Yan& Icbih sensitif terbadap infcksi T. COIl maupun T. CQIIis, yaitu 

denpn melakukan diagnosis toxocariasis denaan pemeriksaan imunoloais atau 

seroloais. 
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Berdasarkan respons imoo YIIDi ditimbulkan dari infeksi toxocariasis tersebut, 

maka antibodi yang dibasilkan oleh sel imun tubuh bersifat spesifik. sehio,ua 

dapat didetebi secara imunologis yaitu denpn melibat ikatan antara antip 

antibodi daIam serum penderita. 

Western blot ini dii'makan untuk ekspresikan protein yang kemudian 

direaksikan dengan antibodi, campuran antiacn dan dii'makan untuk 

membedakan reaksi silang. 

Tidak hanya reabi silang antipik YIIDi harus dipcrtim"anakan, tetapi 

reabi-silan& antara dan di dalam filum cacing merupakan masa1ah yang Icbih 

pcnting daIam imlJDOdiaanosis. Hal ini merupakan sebeh utama menppa hanya 

relatiC beberapa asai imlJIlOdiapostik saja yang sckarang ini dii"nakan daIam 

infcksi cacing. Reaksi-sil1lDi antara parasit dari filum yang sarna adalah paIina 

menyu1itkan karena banyak sekaIi 8M YIIDi sarna sehinaaa sulit ootuk diambil 

yang bersifat :spesifik. Scbapi contob, daIam kclompok yang paIina berapm, 

yaitu nematoda (Burgess, 1995) . 

Walaupun banyak antigcn YIIDi sarna dari sejumIah besar cacing, para pcneliti 

mulai mengembangkan te1mik ELISA dan Western blot untuk diagnosis infeksi 

cacing dengan mcnggunakan antip yang diperoleh dari bagian khusus parasit 

tersebut ScOOgai contob, ekskresilsekresi (E-S), somatic dan intestine antigen. 

Reaksi-si!ang di antara banyak cacing benar-beuar merupakan sumber bahan 

ootuk diagnosis infeksi cacing lain yang pengumpu1an bahan antigenilrnya sulit 

(Burgess, 1995). 
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Berdasarkan Jatar belakana yang ada maka penelitian ini mencoba untuk 

menaetahui apakah tcrjadi reaksi silan& antara .wmatic. excretory ucrtlory dan 

intestine antip T. CQI/ denpn mengunakan serum anti T. canis. Hasil tersebut 

dibarapkan dapat dikembanakan sebapi baban uji spesifik diaposis toxocariasis. 

1.2 Rum ..... Mus"b 

Dari uraian latar belakana eli atas maka mese1ab penelitian Y8DI dapat 

dirumuskan adalah, apakah terdapat reaksi mana antara serum anti T. canis 

terbadap antigen T. call dengan melalui teknik Western bloll 

1.3 LaDds.s. teori 

Cacina CQI/ maupun canis dapat menginfeksi AlVina maupun Kucm,. Hal ini 

karena sebagian besar jenis parasit serin& kali mempunyai profil antigen Y8DI 

sarna (Abdel-Rahman et al., 2000). Tetepi pads basil pemerik.saen Toxocariasis 

secara konvensional tidak pernah eli ketemukanya cacing dewasa pads hospes non 

definitif, maka perlu eli lakukan uji serologis atau imunologi (Kusnoto, 20(3). 

Uji Toxocariasis secara serologis atau imunologis denaan menggunakan 

antigen dapat berasal dan tubuh cacing (somatic, intestine) atau cairan yana 

dikeluarkan cacmg, misalnya excretory ueretory. Menurut (l'akeshi aptsuma et 

aI., 20(7) bahwa E-S T. canis denaan T. CQI/ mempunyai beret molekul antiaen 

yang sarna yaitu 57 illa. Sedangbn Intestine antip T. CQI/ maupun T. canis 

juga terdapat lresameen yaitu pads 8M 55,5 kDa. 
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Karena siklus hidup cacing Toxocara yang kompleks dan nunit serta adanya 

persamaan antigen T. cati dengan T. canis maka perlu diadakan ideDtifikasi lebih 

lanjut sampai tingkat spesies, sehin&aa perlu dilakukan reaksi silang. 

1.4 TuJuan peneUtian 

Penelitian yang diIakukan ini bertujuan untuk menaetahui dan memperoleb 

reaksi silang SOmalic, excretorys secretory dan intestine antigen T. cali dengan 

senun anti T. canis. 

1.5 Manfut peneUtian 

Hasil penelitian ini diharapkan memberikan informasi ilmiah menaenai reaksi 

silang antara sOmalic, excretory secretory dan intestine antigen T. cati dengan 

serum anti T. canis yang selanjutnya dapat digunakan sebaaai dasar diagnosis 

toxocariasis secara serologis atau imunologis. 
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 

1.1 Toxocara cati 

2.1.1 Klasifikasi 

Klasifikasi cacing Toxocara cali menurut Kusumamihardja (1993) adalah 

sebagai berikut 

Filum 

Kelas 

Sub Kelas 

Ordo 

Sub Ordo 

Super Famili 

Famili 

Genus 

Spesies 

: Nematelminthes 

: Nematoda 

: Secementea 

: Ascaridida 

: Ascaridata 

: Ascaridoidea 

: Ascarididae 

: Toxocara 

: Toxocara cali. 

Sinonimnya Toxocara myslax (Levine, 1994) 

2.1.2 Morfologi dan habitat 

Cacing T. cali ini mempunyai habitat di usus halus anak kucing , kucing 

jantan dewasa, selain itu dapat ditemukan padafelidae lain dan mustelidae. T. cali 

juga mempunyai induk traspor yaitu cacing tanah, kecoa, ayam, anak kambing 

dan tikus (Levine, 1994). 

Cacing jantan T. cati memiliki panjang antara 3-6 cm, spikula unequal dengan 

panjang 1,63-2,08 mm. Pada cacing betina panjangnya antara 4-10 cm. Ukuran 

6 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI REAKSI SILANG ... INTAN MAYA RAHARJENG 



7 

telur T. cati adalah 65-75 mikron, berbentuk agak bulat dan sub globular. Cacing 

T. cati ini memiliki cervical alae yang sangat lebar dengan garis-garis kutikuler 

yang sangat berdekatan (Soulsby, 1989; KusumamihaIja 1993). 

(A) (B) 

Gambar 2.1 (A) Cacing T. cati dewasa (B) Bagian anterior dari cacing 
T. cati dewasa (Provet Healthcare Information, 2002) 

2.1.3 Siklus Hidup dan Penularan T. cad 

Siklus hidup T. cati berbeda dengan siklus T. canis dalam hal tidak adanya 

infeksi prenatal, terdapatnya sedikit perkembangan pada saat cacing berada di 

dalam saJuran pencernaan, dan relatif penting adanya induk semang transpor 

(Levine, 1994). 

Siklus hidup cacing T. cati dimulai dari dikeJuarkannya telur berembrio 

oleh cacing betina dewasa bersamaan dengan dikeluarkannya feses anak kucing 

berumur kurang dari 6 bulan, maupun kucing jantan dewasa yang menderita 

toxocariasis. Telur yang berembrio akan berkembang menjadi larva pertama (L l ) 

dalam tujuh hari, kemudian dari tahapan larva pertama akan berkembang lagi 

menjadi larva (L2) yang merupakan telur infektif dalam waktu 21 - 28 hari 
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perkembangan tahap larva harus didukung dengan lingkungan yang sesuai untuk 

pertumbuhannya. Infeksi toxocariasis terjadi pada saat termakannya telur yang 

mengandung larva kedua (L2) bersama makanan dan minuman yang selanjutnya 

telur infektif tersebut akan menetas di dalam lambung. Dalam dua hari pertama 

larva akan berada daIam dinding lambung, pada hari ketiga dapat ditemukan di 

dalam organ hepar dan paru-paru, selanjutnya pada hari kelima larva ditemukan 

dalam organ paru-paru dan trakhea, sedangkan pada hari kesepuluh sudah 

ditemukan kembaIi di daIam lambung. Perubahan menjadi larva ketiga (L3) terjadi 

sesudah larva kembali ke lambung dan pada hari ke-21 larva keempat (L4) 

terdapat di dalam lumen usus dengan jumlah banyak, selanjutnya berkembang 

menjadi cacing dewasa (Kusumamihardja, 1993). 

Levine (1994) menyatakan bahwa eacing tanah, kecoa, anJmg, anak 

kambing, dan khususnya mencit dapat berfungsi sebagai induk semang transpor. 

Di dalam induk semang transpor tadi, telur menetas di daIam usus dan larva 

stadium kedua berpindah ke daIam jaringan untuk membentuk kista. Apabila 

infeksi terjadi pada selain hospes definitif maka telur akan menetas dalam 

lambung, larva kedua (L2) akan terjadi visceral larva migran (VLM) serta 

menetap di daIam jaringan organ dalam maupun organ somatic. Dapat pula terjadi 

ocular larva migran (OLM), yaitu larva menuju ke mata dan otak. 

Penularan cacing T. cati yang paling utama adalah melalui air susu induk 

kepada anaknya (transmamary transmision). Penularan ini dapat terjadi bila larva 

kedua (L2) T. cati menginfeksi induk betina kucing, larva terebut tidak dapat 

Jangsung berkembang menjadi larva ketiga (L3), melainkan harus menunggu 
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induk betina tersebut bunting dan melabirkan. Adapun faktor-faktor yang dapat 

mempengaruhi siklus hidup dan eara penularan T. cati antara lain umur, jenis 

kelamin dan hospes (Parsons, 1987). Direct transmision teIjadi dengan eara 

peroral yaitu tertelannya telur berembrio yang berasal dari feses kueing penderita 

yang berumur muda (Kusumamihardja, 1993). 

Cit ingests 
T0X0CII'8 
larva I egg ... 

Infected cat passes 
To_. egg in feces. 
milk. and in utero 

\ 
T Oxocar8 egg is 
passed in cat feces 

T oxocar8 larva (inside egg) 
deIIelops in \he environment 

Gambar 2.2 Siklus hidup eaeing T. cali (Pappas p.w and Wardrop, 2008) 
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2.2 Toxocara canis 

2.2.1 Klasifikasi 

10 

Klasifikasi eaeing Toxocara canis menurut Soulsby (1986), adalah sebagai 

berikut 

Phylum : Nemathelminthes 

Kelas : Nematoda 

Sub klas Secementea 

Ordo Ascaridida 

Super famili Asearidoidea 

Famili Ascarididea 

Genus Toxocara 

Spesies Toxocara canis 

2.2.2 Morfologi dan habitat 

Cacing T. canis mempunyai habitat di usus halus anjing dan serigala (Gillespi, 

1998). Panjang cacing jantan kurang lebih 10 em sedangkan eaeing betina kurang 

lebih 18 em (Subekti dkk, 2006). Caeing Toxocara canis mempunyai eiri khusus 

yaitu mempunyai cervical alae yang agak lebar, tubuh bagian anterior yang 

membengkok ke arah ventral. Organ kelamin betina meluas ke anterior dan 

posterior dan berakhir pada vulva. Pada posterior eacing jantan terdapat terminal 

tail (ekor), caudal alae dan spikula. Telur T. canis berbentuk sub globular, 

berkulit tebal, berukuran 90 x 75 mikron (Soulsby, 1986). 
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(A) (B) 

Gambar 2.3 (A) Cacing T. canis dewasa (B) Bagian anterior dari 
cacing dewasa T. canis (Provet Healthcare Infonnation, 2002). 

2.2.3 Siklus hid up dan cara penularan 

Telur yang keluar bersama feces berkembang menjadi larva stadium II (telur 

infektif) dalam waktu 10-15 hari, tetapi tidak menetas. Siklus hidup Toxocara 

canis adalah kompleks tergantung dari umur induk semang, kemungkinan infeksi 

meliputi prenatal transmission (trans uterine). lactogenic transmission 

(colostral), direct transmission (tracheal migration) dan bisa paratenic host 

transmissi (Subekti dkk, 2006). 

Tracheal migration umurnnya terjadi pada anjing umur kurang lebih tiga 

sampai enam bulan. Apabila anjing menelan telur infektif maka telur akan 

menetas menjadi larva kedua (L2) di usus, L2 kemudian menembus dinding usus 

melalui pembuluh darah di limfe sampai glandula mesenterika dan terbawa aliran 

darah portal menuju hati diperlukan waktu dua hari setelah infeksi, lalu ke 

jantung, paru-paru, alveoli, bronkhioli dan akhimya sampai pada trakhea, dari 

trakhea lalu tertelan dan sampai pada lambung kembali pada hari kesepuluh 

setelah infeksi. Larva ketiga (LJ) terjadi di paru-pam, trakhea atau esophagus. 
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Dalam waktu kurang lebih dua minggu setelah infeksi berkembang dari 13 

menjadi larva keempat (14) di usus halus, kemudian menjadi larva kelima (L5) 

dan stadium dewasa dicapai antara tiga sampai empat minggu setelah infeksi 

(Soulsby, 1986). Periode prepaten dicapai daIam waktu empat sampai lima 

minggu setelah infeksi (Urquhart et aI., 1994). 

Tipe siklus hidup T. canis yang lain adaIah somatic migration. Tipe ini terjadi 

pada anjing betina dewasa apabila meneIan telur yang infektif. Di usus telur 

menetas menjadi L2, pada tipe somatic migration ini setelah larva kedua (L2) 

menembus mukosa usus dan menyebar ke jaringan, L2 tinggal di otot atau 

jaringan lain (misal hati, paru-paru, ginjal) tidak kembaIi ke usus, tanpa 

berkembang lebih lanjut sampai pada saat anjing betina bunting. 

Perkembangan L2 tersebut tidak diketahui dengan jelas, tetapi apabila anjing 

betina tersebut bunting L2 mengalami migrasi ke uterus kemudian masuk fetus 

(prenatal infection), setelah L2 sampai pada hati fetus, L2 berkembang menjadi 

larva ketiga (13), kemudian berkembang lagi menjadi larva keempat (14) pada 

minggu pertama setelah fetus lahir, dan larva tersebut ditemukan pada paru dan 

lambung dari fetus. Larva keIima (L5) terjadi pada akhir minggu kedua setelah 

lahir, sedangkan cacing dewasa ditemukan pada minggu ketiga setelah kelahiran. 

Peri ode prepaten dari prenatal infection ini bervariasi antara 23-40 hari setelah 

lahir (Flynn, 1973; Soulsby, 1986). 

Penularan pada anak anjing terjadi meIaIui air susu (colostral infection atau 

transmamary infection) karena pada anjing bunting sebagian larva migrasi 

keambing dan keluar melalui air susu. Larva yang keluar bersama air susu 
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tersebut akan menjadi cacing dewasa dalam waktu kurang lebih satu minggu 

setelab labir. 

Pada waktu induk menyusui anaknya sambil menjilati, apabila terdapat cacing 

yang belum dewasa keluar bersama tinja anak anjing dan teIjilat oleh induk, maka 

cacing tersebut akan menjadi dewasa dalam waktu tiga minggu (Soulsby, 1986; 

Subekti dkk, 2006). 

Parathenic host transmission teIjadi apabila telur infektif tertelan oleh hospes 

parathenic (seperti tikus dan mencit) dan berkembang menjadi larva kedua (L2) 

yang tinggal di dalam otot, apabila hospes tersebut termakan oleh anjing maka L2 

akan langsung menjadi dewasa dalam waktu tiga minggu tanpa migrasi lagi. 

Peri ode prepaten dicapai dalam waktu empat sampai lima minggu setelab infeksi 

(Urquhart et al., 1994). 
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Gambar 2.4 Siklus Hidup T. canis (Pappas P. Wand Wardrop, 2008) 

2.3 Toxocariasis 

2.3.1 Aspek Zoonosis 

14 

Toxocara spp adalah penyebab teIjadinya penyakit toxocariasis yang bersifat 

zoonosis, Toxocariasis yang terdapat pada anjing disebabkan oleh T. canis, pada 

kucing disebabkan oleh T. cati dan pada sapi disebabkan oleh T. vitulorum 

(Hubner et al.,2001). 
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Toxocariasis pada manusia dapat teljadi apabila makanan atau minuman 

terkontaminasi oleh telur infektif yang rnengandung L2 yang dikeluarkan bersama 

feses anak anjing, anjing jantan dewasa, anak kucing, kucing jantan dewasa dan 

anak sapi. Menurut Ito et aI., (1986); Alonso et al., (2000); Radman et al., (2000) 

rnenyatakan bahwa penularan Toxocara spp. juga bisa teljadi dari larva yang 

berada dalam jaringan induk semang (L2J) maupun air susu. 

Kejadian toxocariasis banyak teljadi pada anak-anak kecil hal ini dikarenakan 

seringnya mereka kontak langsung dengan tanah yang terkontaminasi dengan 

feses kucing maupun anjing, disamping itu juga karena tingkat kebersihan yang 

kurang serta makanan atau minuman yang tercemari oleh telur infektif Toxocara 

spp. Gejala klinis pada anak antara lain batuk, asma, demam, mual dan muntah 

(Overgaauw, 1997). 

2.3.2 Patogenesis 

Cacing Toxocara spp. dalam usus bersaing dengan induk semang dalam 

mernperoleh makanan, sehingga menyebabkan kerusakan, pembesaran perut yang 

jelas, gangguan pencemaan, diare dengan konstipasi, muntah dan sebagainya. 

Apabila massa eacing beljumlah sangat banyak sehingga dapat menyumbat 

dinding usus menyebabkan dinding usus menjadi sobek dan berakibat pada 

kematian induk definitif (Levine, 1994). 

Kilpatrick (1992), manyatakan bahwa human toxocariasis adalah merupakan 

basil infeksi dari toxocara anjing dan kucing, yaitu T. canis dan T. cati atau 

mungkin dari species toxocara lain. 
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Visceral larva migran (VLM), Larva yang bermigrasi dapat masuk ke setiap 

organ,termasuk organ otak sehingga menimbulkan tanda klinis tergantung dimana 

tempat predileksinya (Levine, 1994), sedangkan tertelannya telur infektif yang 

kemudian menetas menjadi larva menembus mukosa kemudian mencapai paru

paru melalui sistem portal sehingga menyebabkan reaksi hipersensitifitas 

didalamnya dan akibat tingginya Ig E dapat menyebabkan pneumonitis yang 

serius (Stites et al.,1997). Visceral larva migran sering terjadi pada anak-anak 

usia 1-4 tahun, namun tidak menutup kemungkinan juga terjadi pada manusia 

dewasa. Gejala klinis yang dapat ditimbulkannya, antara lain: demam, sakit 

abdominal, sakit kepala, anorexia, berat badan menurun, batuk, sesak nafas, 

pruritus, leucocytosis. hepatosplenomegaly dan hypereosinophilia. Kematian 

dapat terjadi akibat gejala VLM pada jantung, syaraf atau paru-paru, namun 

kejadian tersebut jarang terjadi (CDC, 2004; Logar et al., 2004; Nash 2006) 

Menurut Rayes et al .. (2001) infeksi cacing Toxocara spp dengan larva 

migran melalui jaringan merupakan salah satu predisposisi penyebab pyogenic 

liver abses. khususnya didaerah tropis yang banyak terdapat parasit ini. 

Larva Toxocara dapat bermigrasi hingga mencapai mata dan menimbulkan 

gejala yang disebut dengan Ocular Larva Migrans (OLM). Ocular larva migrans 

biasanya terjadi pada anak-anak usia 7-8 tahun. Ocular infeksi kadang-kadang 

dapat didahului atau terjadi bersamaan dengan bentuk visceral. Keberadaan larva 

dalam mata dapat menirnbulkan kerusakan yang bersifat progresif, sehingga dapat 

menyebabkan menurunnya kemampuan penglihatan atau bahkan terjadinya 

kebutaan. Gejala-gejala yang timbul akibat OLM antara lain uveitis. posterior dan 
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peripheral retinochoroiditis, vitritis, endophthalmitis, papilitis dan strabismus 

(paling sering terjadi). Endophthalmias yang disebabkan oleh larva Toxocara 

sering dikelirukan dengan retinoblastoma, sehingga pada akhirnya dilakukan 

operasi pengangkatan bola mata. Bagian dari mata yang sering terinfeksi oleh 

OLM adalah retina bagian perifer dan vitreous. Infeksi pada OLM pada umumnya 

bersifat unilateral dan tanpa disertai adanya gejaIa-gejala sistemik dan 

eosinophilia (CDC, 2004; Logar et al .. 2004; Nash 2006). 

Berdasarkan lokasi lesi yang ditimbulkan akibat larva Toxocara spp dapat 

terjadi pada posterior fundus, perifer fundus atau keduanya, juga dapat terjadi 

papillary oedema (redness), lesi chorioretinal dan traction retinal detachment. 

Pada traction retinal detachment dari makula yang penampakannya diawali 

dengan uveitis, disebabkan karena keradangan akibat respon terhadap larva 

Toxocara spp (Park et al.,1999). 

2.3.3 Diagnosis Toxocariosis 

Diagnosis Toxocariosis dapat dilakukan dengan metode konvensional yaitu 

dengan memeriksa telur cacing pada feses, namun diagnosis secara konvensional 

ini hanya dapat dilakukan hanya pada hospes definitif saja, sedangkan pada 

hospes parathenic yang termasuk manusia, telur cacing tidak dapat ditemukan. 

Hal ini terjadi karena pada hospes tersebut, cacing tidak pernah menjadi dewasa 

dan hanya berbentuk Larva Dorman (Warren, 1993). 

Diagnosis toxocariosis yang lain yaitu dengan berdasarkan gejala klinis, 

tetapi hal ini sulit untuk dilakukan karena gejala yang ditimbulkan toxocariosis 
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sangat bervariasi, tidak spesifik, dan organ yang diinvansi berganti-ganti (Uga et 

al., 1990; Prokopowicz and Sosnowska,1990). 

Diagnosis lain melalui pemeriksaan serologik diperlukan untuk mendeteksi 

toxocariosis pada hospes transpor (petithory et al., 1994 ). Beberapa metode yang 

dapat digunakan untuk imunodiagnosis pada infeksi nematoda adalah : 1) uji 

aglutinasi cepat; 2) imunodifusi; 3) imunoelektroforesis; 4) ELISA 5) 

imunoblotting; 6) imunohistokimia (Warren, 1993). 

2.4 Antigen Parasit 

2.4.1 Aspek biologi antigen parasit 

Secara umum, pengertian antigen adalah substansi yang dapat dikenali 

sebagai benda asing (non self) oleh sistem imun tubuh. Antigen adalah benda 

asing yang diukur berdasarkan keberhasilan dalam mengikat antibodi. Adapun 

imunogen, merupakan bagian dari antigen, diukur berdasarkan kemampuan 

memicu imun adaptif untuk menghasilkan antibodi (Abbas et aI., 2000). Pada 

umumnya, molekul yang bersifat imunogen adalah apabila teIjamin keasinganya 

dan mempunyai BM > 5 kDa. Pada molekul yang lebih kecil, dapat menjadi 

imunogenik apabila terikat pada makromolekul sebagai karier (Tizards, 1982; 

Manus, 1986). Respon imun juga dipengaruhi oleh tingkat solubilitas protein 

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

kemudian dipakai sebagai penentu antigenik (epitope). Pada satu makromolekul 

mungkin terdapat sejumlah epitop yang masing-masing akan berikatan dengan 

antibodi yang sesuai (Abbas et al., 2000). 
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Berbagai jenis antigen yang berasal dari parasit dapat diperinei berdasarkan 

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

sumber dan lokasi antara lain terdiri dari: I) exoantigen terlarut, berasal dari 

parasit hidup atau parasit dalam media buatan merupakan produk ekskresi berupa 

metabolik; 2) somatik antigen terlarut, berasal dari eacing stadium dewasa atau 

larva yang haneur atau dari sel permukaan tubuh parasit; 3) parasit yang mati atau 

fragmen-fragmen tubuhnya; 4) parasit yang hidup seeara utuh; 5) eaimn tubuh 

nematoda; dan 6) cairan kista larva eaeing pita. Adapun berdasarkan stadium dan 

sikIus hidup parasit antara lain terdiri dari: I) spesifikasi genus, spesies, strain 

dan stadium hidup; dan 2) pamsit yang mengalami perubahan bentuk (Tizard, 

1982; Page et al.,1991; Warren, 1993; el- Massry, 1999). 

Antigen yang berasal dari parasit akan menjadi imunogenik apabila dikenali 

sebagai non self dengan BM tertentu. Seeara kimiawi, zat imunogen parasit dapat 

berupa protein, lipida, karbohidmt, glikoprotein dan glikolipida. Masing-masing 

komponen kimiawi tersebut mempunyai karakteristik ukuran, susunan rantai dan 

jumlah determinan yang mungkin berbeda (Anders, 1982). 

2.4.2 Antigen eaeing Toxocara spp 

Caeing genus Toxocara spp yang selama hidupnya mengalami beberapa 

generasi memiliki perangkat antigen yang berbeda-beda, hal ini dimanfaatkan 

agar terhindar dari sistem imun hospes. Adanya perbedaan stuktur morfologi pada 

berbagai generasi tersebut menyebabkan perbedaan imunogenisitas dalam 

memieu terbentuknya antibodi (Warren, 1993). 
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Mengingat siklus hidup yang kompleks dari Toxocara spp, maka pengamatan 

terhadap protein antigen cacing tersebut dilakukan terhadap telur, larva pada 

berbagai stadium (Ll, L2, L3, L4) dan cacing dewasa. Pada telur cacing, protein 

antigenik dapat diperoleh pada kulit telur (egg shelf), membran vitelina (vitelline 

membrane) dan granular layer (Abdel-Rahman et al., 2000). Adapun pada 

stadium larva dan dewasa yang paling sering digunakan adalah E-S antigen, 

disamping itu juga ada beberapa sumber antigen yang terpakai, misalnya: antigen 

somatik (el-Massry, 1999), surface antigen (Bowman et al., 1987), ekstrak larva 

(Starke el al., 1996). 

Protein yang telah banyak diamati adalah protein antigen T. vitulorum dan T. 

canis, sedangkan T. cati be1um banyak dilakukan. Abdel-Rahman et al., (2000), 

telah melakukan pengamatan terhadap telur T. vitulorum dengan teknik 

imunoblotting didapatkan protein dengan komponen 240 kDa dan 206 kDa yang 

dapat dikenali oleh antibodi anti-cacing dewasa, namun spesifisitasnya rendah 

karena dapat dikenali pula oleh antibodi anti-cacing dewasa Fasciola gigantica 

dan Monieza expansa. 

Berdasarkan hasil identifikasi protein dengan teknik Western blot 

menggunakan antibodi poliklonal anti L2 T. cati didapatkan tiga macam protein, 

antara lain dengan BM 133,7 kDa; 30,3 kDa; dan 24,0 kDa. Bendryman (2008) 

yang mengutip dari (Starke et aI., 1996) dengan teknik Western blot antigen 

Fasciola gigantica dapat di deteksi dengan anti L2 antisera T. cati pada BM 133 

kDa. Fakta ini mengindikasikan bahwa larva infektif dapat digunakan sebagai 

sumber protein dengan imunogenitas dan antigenitas tinggi, namun demikian 
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perlu uji lanjutan untuk memperoleh antigen spesifik yang dapat digunakan 

sebagai uji imunodiagnostik untuk Toxocariasis dengan sensitifitas dan spesifitas 

yang tinggi. 

Pengamatan terhadap antigen permukaan (surface antigen) kutikula dan 

antigen E-S dari larva infektif T. canis dengan teknik Western blot didapatkan 

reaksi silang antara antibodi terhadap T. canis dan T. cati dengan protein pada BM 

sekitar 200 kDa, sedang yang lebih spesifik kira-kira pada BM 80 Kda (Bowman 

et al., 1987). 

Pada penelitian sebelumnya disebutkan bahwa BM 30,3 kDa menunjukkan 

pita reaksi antara antigen LI, L2 dan L2 jaringan dengan serum anti T. cati 

dewasa. Berdasarkan hasil penelitian Kusnoto (2003) fraksi protein antigen 

dengan BM 30,5 kDa berpeluang untuk digunakan sebagai bahan diagnostik 

toxocariasis baik pada hospes definitif maupun hospes aberan. 

Berdasarkan karakterisasi protein E-S larva stadium kedua dorman cacing 

Toxocara canis sebelumnya sudah dianalisis dengan Teknik SDS-PAGE oleh 

Koesdarto (2006), kemudian dilanjutkan dengan teknik Western blot sehingga 

didapatkan delapan pita protein spesifik dengan BM 62,4 kDa; 46,6 kDa; 43,1 

kDa; 37,3 kDa; 30,1 kDa; 24,4 kDa; 19,4 kDa; dan 10,7 kDa. Hal tersebut 

menunjukkan bahwa ke delapan protein itu merupakan protein spesifik T. canis 

yang bersumber dari L2 dorman. 
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2.5 Antibodi 

Antibodi adalah protein imunoglobulin yang disekresikan oleh sel B yang 

teraktifasi oleh antigen. Sifat khasnya adalah pada kondisi fisiologis berikatan 

dengan bahan (antigen) yang menyebabkan pembentukannya (Tizard, 1988). 

Antibodi merupakan protein serum terlarut yang dihasilkan akibat adanya 

imunogen yang beredar di se1uruh jaringan dan sirkulasi darah. Antibodi tersebut 

berupa imunoglobulin (Ig) yang mempunyai stuktur gamma globulin (y-globulin) 

dalam serum, karena berbentuk sferis atau globulin. Molekul antibodi dapat 

mengenali dan mengendapkan atau menetralkan serangan bakteri, virus atau 

protein asing dari species lain. Berat molekul antibodi pada umumnya berkisar 

antara 95 Kda - 150 kDa yang tergantung pada kelasnya. Macam antibodi atau 

imunoglobulin secara umum terdiri dari M (makroglobulin),G, A, D, dan E (Roitt 

et al., 1998). 

Imunoglobulin yang berperan aktif pada saat kejadian infeksi cacing adalah 

19B dan IgG I dan 2. Molekul antibodi berbentuk seperti huruf "Y" yang terdiri 

dari tiga segmen dengan ukuran yang seimbang (equal-size) (Janeway et al., 

1999). 

Fungsi antibodi secara umum antara lain: I) mengikat antigen; 2) Berinteraksi 

dengan jaringan hospes dan sistem efektor untuk fasilitas penolakan immunogen. 

Dalam melaksanakan fungsinya antibodi lebih sering dibantu oleh efektor lain, 

misalnya komplemen, fagosit dan sel sitotoksik (Roitt et al., 1998). 
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2.6 Metode Western blot 

Teknik Western blot merupakan teknik pemindahan makromolekul dari 

medium gel ke atas membran setelah proses elektroforesis. Tujuannya yaitu untuk 

mendapatkan protein antigenik yang lebih spesifik. Metode ini sangat efektif 

untuk mendeteksi antigen yang mempunyai ukuran kecil dalam larutan yang 

banyak mengandung protein. Antibodi yang digunakan dalam teknik ini harus 

mempunyai spesifikasi tinggi dan memiliki daya ikat yang stabil, misalnya berupa 

antibodi monoklonal. Teknik Western blot juga menggunakan membran 

nitroselulose untuk transfer protein. Membran nitroselulose mempunyai 

keunggulan dari membran yang lain yaitu mudah digunakan dan mempunyai 

kapasitas ikatan yang tinggi. Membran nitroseluose yang baru tahan terhadap 

a1iran yang tinggi dan tidak mudah rapuh (Rantam, 2003). 

Keuntungan metode Western blot adalah membran nitroselulose setelah 

direaksikan dengan substrat, pencucian, dan pereaksi dengan antibodi dapat 

disimpan beberapa bulan. Selain itu juga dengan metode ini mudah dilakukan 

pengecatan protein, autoradiography, calorimetric pada uji enzim dan ligand 

binding assay. Prinsip keIja dari Western blot yaitu protein yang mempunyai berat 

molekul beragam, pertama dianalisis dengan SDS-PAGE, sehingga protein 

dengan berat molekul yang berbeda akan terpisah pada area gel (Fatchiyah dkk, 

2006). Kemudian dilanjutkan dengan mentransfer susunan protein yang terpisah 

tersebut dari gel ke membran nitroselulose yang sesuai dan akhimya di label 

dengan antibodi (Rantam, 2003). Ikatan yang teIjadi antara protein antigenik 

dengan antibodi divisualisasikan dengan pewamaan yang diinginkan seperti fast 
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red atau western blue sehingga dapat diketahui infonnasi berat molekul dan 

jumlah protein yang spesifik (Harlow dan Lane, 1998). 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI REAKSI SILANG ... INTAN MAYA RAHARJENG 



BAB3 

MATERIDAN METODE 
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3.1 Ten,.'" waldlt ,. 10,0·, 

Penelitian ini dilalr,.,Wnlft bulan Sept""""" 2007 _mpH MGi 2001. 

8GrtempIIt eli Laboratorium HeJmiBtoIoci ~ PIIl'IUitoIogi VetGrila'. 

Laboratorium lklmiIfIIrkuif. Tropical DifNI6e CDrw UmverMu AirJMsp 

Surabaya. 

3.1 .......... Peacltla. 

AJat )'lUll elil'maUn dIIIam peaeJitian ini IIIIfanl J.in mikmskop ilrwrt«J, 

mikmskop cabaya. mikmskop di,r«tu.,. guadag IwWt 6Ct1Ip6L. pbS't. Mmpm 

pJutik. peayemprot. C4W8II petri. tIIbtmg MIIbi. coroJI8.. morfM. ,;.rum. IpIIiI 

di.rposable. sonde. filter ukunut 1I11III. lIIlIIIl'itUs. obj«:J fllau. COWfT fllau. btIiIr 

fllau. IIficrolube, tabung konikaJ. pipet p'nstik, pipet CW"~ jakuIwtor. 

fmezer, sonikator, gelu uIwr. ChaIrrber IIIItuk rwming SDS-PAGB. _ml_ 
JIitroseIulose. electropJrorui.r eqflit; "RI (SDS-P AGE). I1'tZM b10tIe (Bio-md). 

kerto& WhoImalrn., Waterbotk S1Iaker (Sibltta WSI20 JIIpIIII). 

3.3 BaIwI Peactitiaa 

BahIm penelitian )'IllIg elipmabn e:I+& lunngeoat dad huil_* c:ering 

dcw=n T. txIIi.. gcruBl iIrIe.Jtine cacing dew'se T. txIIi.. E-S dad huil inkuMri 

cacing T. coli dewaR. cacing T. ctmi6 dewua dipemleh dad tcmpet p. It« npn 

anjing eli daerah SumbIIya. sedangkan T. coli dipemleh dad bebeaapil kucing )'IllIg 
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Pho.rpoJ JJuffor SaliM (PBS) T_ 10%. kJuwiJmL J."I .... it O,s%, ft· "'"' 10%. 

Jarutan sukrosa dmpn bebetap& kll... .rui dan WIIIIIII. Jarutan IripsiD. ata'. 

Bahan IIIItUk. IlD/llisia protein .hgE fAIImik SDS-PAGE rd.- Irn., 

peIIYIIIIUIl eIektrofomsis tcrdiri d8ri Trill anrinomethIm (Sigma) lO,29 g, GJWn 

144.13 g, SDS (Bio-nId) 10 g daImn 1000 ml fXIIIII'krl. LIIrutIm JXIlYlIIIUIl 

.rtocJring gel 6 % tcrdiri d8ri J4cryle-kk (Mak) 0,66 ml, TrilI-HCI (PM' p) pH 

6,8, SDS 10% 0,8 ml, fIf/IIIJIluI 0,8 ml, TEMED (Bio-nId) 4pJ. AIIIIJIIjuuq .. suIfiot 

(PlOiiiCga) 10% 20 f.ll. LIIrutIm pcnyanga.Je{JQl'Qlinf gel 15 % pH 8 (J4cryla=;d-

3,125 ml; Tria HCI pH 8,8 1,2 ml; SDS 10% 1,2 ml; aquadcst 1,1 ml; TEMED 5 

tU; Amoniumpcnulfat 10 % lO f.ll. SampcI. LIIrutIm pcnyaugga Laemmli pH 6,8 

(Tria-HCI pH 6.8 1,0 ml; gliJCrin 0,8 ml; SDS 10 % 1,6 ml; 1mmIfoJtoIbI1MI (Bio

red) 0,5% 0,4 ml; mcd<~ S%; aquat.lul3.8 ml). 

Bahan IIIItUk. teknik We.rtem blot yaitu: Gel PAGE YlIII8 meng_". protein. 

Buffer IrIIDJblot (Trill ami!!OD!C!!han 15,15 g, GJWn 72 g, Meranol 1000 ml dan 

ditamb+Ican SOOO ml aquat.lul, HCI pH 6.8), aemcr 4%, IllihDocti pabKIond. 

Jronjugat (Sigma), DAB 10%. 

304 MetaIk FtatIICI.D 

3.4.1l1s'd Lt TelllFlalelrtjf Uri Cui'l Dew_ T. ~ 

Telur cacing yang dipcroleb d8ri cacing T. cani.r dnTr dan feats peMt.ita 

kemlldillD dimumibn dmpn teknik preporaIioIf of gradieIru. SelIIDjuIDyA leiIII' 

caci. dOOentifikasi, kemudian dipupuk daImn media PBS pada suhu Jcam. 
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scI«ma 10 bari uatuIt "'ffl.pewleh larva pedaM (L J) dan 28 bari UIIIuk 

IIICIJljICIOieh lava kcdua (U). 

Pemhuatan tlXCl'eIoI'y .J«I'etoty dihIrkubn ..., .. m!!lljjn ... J 1M c-ciac 

TOI'OCQI'Q cali dcwua daIan PBS pada suIJu jnJud'llll« 3 7"C scI«ma tip bari. 

Cacing kenmdian disjnpirba dad 11.;'8" PBS cIiMriDc deqpe ... -me 
ukwm T 200 (%25 filii). Fdtrat dJambiJ de dip"4&1 pada suIJu -3O"C. 

Huil ezt:reIory .J«I'etoty yang djbuJ1bp oIdJ c-ciac tcraebut \i#IRi1-

djpadatkM eli Laboratorium &1IIfiIft1riam, TropiIxJI DeHau c.u clmpo C&II 

eli aeutrifugc clmpo kcc::epIdaD 3S.000 rpm .....,. 40.000 rpm pada suIJu ~ C 

aelam.a 10.....,. IS mcmit. Kemudian basil pedatan (pelet) tenebut dipindahk ... 

kc daIan IIficrotube "m8C menu" ... "" pipet mikro k ...... adjep diIabeI de 

d;';"4&1 pada jiwzer dmpn subu -JOG C. E-S siap djlalm\1III .,.lip. protein 

dmpn tekuik SDS-P AGE dan ae!aVutnya tekuik WUIrM blot. 

J.4.3 r ............ ,f •• t Smilie ..... T. t:#IIi 

Caciug dcwua T. cali yaag sudab dikoIebi eliJelrubp pemborkIwn .,.. 

""""wi dmpn menggunMlIII pinIet dan gunriRl bedah yeg l4iungnya Iancip. 

Tl4iuan pc::mbodaMn cacing ini Mdeb UIduk mengarnbij inIatin de pi .. 

• q:w,,",'ubjnya dimana salU1811 .q:wodubinya tenebut beriIi tclur cacing 80twJIic 

BDtigen ini yaag diambil edaIab IwIit tubuh cacing yeg benih dad lIWIIiIr6 dan 

salU1811 n:produbi (KutikuJa I s,lontonpn). 
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dengan sedikit Jarutaa PBS 10%. Mortar putele yang cfic!uwkan umuk IIJCIIIIFIII 

sebc:lumnya sudab dicuci dengao aJkoOOI 90% yang beriimpi umuk 

mmjldlangkan kontmnjoasi dari protein yang bukan bmtsal dari gerusan c:acins 

terscbut. kemlldian dibilas dengan oqwxJut dan diinknbgj pIIIdo suhu 37" C 

supaya protein T. cali tidak rusak karena penpruh alkohol. 

Hasil gerusan tubuh c:acins terscbut. kemudian di IClIltrifba dmpn bonpeUn 

SOOO rpm daIam waktu kunmg 1ebih S mmit. Kemudian ambil supematannya dan 

dipindabkan ke microtube untuk dilabel dan dbimpan pIIIdo fr- dmz,an suhu -

.lO" C apr sampel tidak unHfab rusak. Hasil gerusan tubuh awing tadi siap 

diJakukan mnning deng.m teknik SDS-PAGE dan seIanjutnya Wutem blot. 

3.4.4 p_lnuttaa ..... put ftte6tiM T. CIIIi 

Cacing dewasa T. cali yang sudab dikolebi dilaJmkan pernbodaIvm __ 

IIIIUJJ.I.II deng.m mmggunakan piDIClt dan gunting bedah yang ujungnya Ianoip 

untuk menggambil inle.rtiJfe. 

lDtestin yang dikolebi tersebut kemudian djlaknkan penggerusan __ 

IJII!IJUIIj deng.m mortar paneie yang sebc:lumaya sudab dicuci deng.m alkohol, 

90% yang bertimgsi untuk mengbilangkan kmtam;M.j dari protein yang bukan 

bmtsal dari gerusan caclng terscbut. kemndian dibilas dengao oqllCldert dan 

diiDkubuikan pIIIdo suhu 37" C supaya protein T. cali tidak rusak karena penpruh 

aIkohol. 
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HuiJ ger1IIIIII jntatjn carilll tcnebut. kemudjag eli ICIItrifiIs him Jrrrepeten 

SOOO rpm dalam WIIktu Jammg Iebih , mcait. Cairaa bening hui1. 'rifi.ct 

tcnebut. djambjJ dim elipindeNren Ice IIIk:roIu/M uutuk diIabel dim dj1 i"'1_ pada 

frezur denl'D ruhu -30" C agar rampel tidak IIIUdeb JUIIIk • Homol=- hui1 

ger1IIIIII iDtertin caclIJI T. cali siap diJakubo "-III """I'D tcJmik SDS-PAGE 

YIIII8 lcemndjen dilanjudcan Ice tcJmik Wutenr bioi 

l.4.5 P __ .... Aatibedi p"uw..., ,.... M_dt 

AntJDndi poIikIouaI dibuat dcmpn cam """";nfebi tcIur iufektif YIIII8 

a:czzpnd:"" larva kedua caciDI T. clIIIis Ice dalam tubuh meocit __ peroral 

(larva kedua caciDI terlcbut djm'F'lren Ice IpUit lrCl!!lUdiep eliinfcbibn Ice muIut 

meocit). Meocit YIIII8 diJimaJren ac:benyak 30 c::kor. Meocit diinfcbi dmpn doIis 

17 telur infektif/gram berat bedan atau sc:kitar 6BO telur infektif/c::kor. 

PmgambiJao cIIrIIh mencit dilakulren pada bIri Ice 28 setelah eli infebi. 

pc::npmbiIan djlalmlnlD Iewat c::kor. Kc:nmcf_ cIIrIIh diICIItrifiIs pada ~ lIB 

1.500 rpm scIl111111 S IDCIJit uutuk !I!C!Idapetken ICiI'UID yang menpnd:"" antJDndi 

poIikIouaI enti Lz T_a clIIIis, lrcmndjag ICiI'UID djsjmpm dalam ftwur. 

Serum yang eligJlrwen uutuk bIottina ac:benyak Sec. Serum rchepi anbDndi 

primer YIIII8 bcrikutnya akan dim-km'bn dcmpn DJC:IIIbmn nitroIcluIorc yang 

teIah menpnchmg entigcu T_a cali daIam mctodc Wutenr blol. 
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3.4.6 A=+. Pntteia .... TebikSDs.PAGE 

Analisia protein djlalmbn dengan teknik MKli_ dodecyl .ru/pIItJle 

polyacrylomiJe gel eleclroplrorui8 (SDS-PAGE) denpo kNnpnsW .repanIIing 

gel 15 % (3,125 ml aerylamide ; 1.2 mll.5 M TrU-HCl pH 8.8; 1.2 ml SDS 

l00At; 1,1 ml oqumJest, 5 pI TEMED dan 30 pI APS 10 %) dan stacking gel 6 % 

(0,66 ml 30% acrylomide; 0,8 ml 0.5 M Tn. HC1 pH 6.8; 0.8 ml SDS 10 % ; 

0.8 ml oqumJest:, 4jd TEMED dan 20 pI APS 10%). SeteJab !arutan separating gel 

15 % dime,nkbn daIam gel plate pada posW vertikBl kemudlan di atunya diberi 

butanol SRDJP"i mmgenu dan kemudlan butanol donnan! Se!aujutoya 

ditambablran slacking gel 6 % dan .:tcIah itu dimemkkan comb dan djtuggu 

wnprti kc:ring. PloIe berisi gel kemndjan dips!m! pada Biometra dan dibvmgke 

c1ectropboresis buffer (30,29 g Tri.r ami1romeIltan; 144.13 g lisin; 10 g SDS daIam 

1000 ml aquadest) scbcmyak 15 1'1 sampcl berupa antigen cali ditambab L_'i 

buffer sama bmyak. Kemndlan sampcl didenaturasi denpo l_'i buffer (pH 

6.8 TrU-HC11ml. glisc:rin 0,8 ml. 8DS 10% 1,6 ml. bromofenolblue 0.5 % 0,4 ml. 

merkoptoeumol 5 % SO pI, aquadest 3,8 ml) pada p=M"'"m l00"C .... Jama 5 

mmit, kemudie dimllSnkke ke daIam sumuran SIIlCDng gel. Scbag,ai IIIlIlkec 

dignnakan protein denge bend moIekul pada ki_ 1~200 kDa prod>!hi 

Fcrmentas E1ectropboresis dinyalabn dengan tepnpn 125 V dan IwIIt 1IlWI40 

IDA scJama 1 jam. 
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3.4. 7 s-; tIry IJhtIiIIf 

Protein dan gel kemndian dimmsfer Ire _bran aitroseluIose dmgar __ 

IJIeIJJOfoUg kertas sariDg dan membnm aitroseluIose sesuai deagar lcbsmya geL 

Kertas sariDg direndam terIebih dabuJu dalam IarutIIIl Ir_ blot PH 1,3. 

Kemndian meayusuD kertas saring, _bran dan gel deagar urutan dan at.u 

yaitu 5 lembar kertas saring, membnm nitroaclillosc, gel dan 5 !ember kertas 

saring, Katoda bcrada di at.u dan anoda bcrada di bawah. sdanjumya diJakukan 

mnning dengan tcgangan 15 V dan kuat arus 80 mA selama 30 meait. Setclah ito. 

membnm dikeJUllrkan dan dicuci dalam PBS Tween sebanyak tip kaJi selama 30 

meait. Sehmjutnya diJaJmkan blotting. 

3.4., JlIIJtIin. 

Membran nitrosclulosc diblok dengan cretlllfllT 4% kemndian dicuci denpn 

IarutIIIl PBS Tween. DireaJnnbn denpn antibodi poIiJrIonaJ anti canis selama 1,5 

jam yang didapatkan dan pcngamhiJan darah JI1CIIcit yang tdah diinfebi L7 T. 

canis yang kerrllldian diencerkan denpn pc:rbandinpn 1:100. Setelah itu 

diJaJmkan pcncucian dengan IarutIIIl PBS Tween, m,,"dian ditambaNam koajupt 

anti..- Jalu dicuci dengan Jarutan PBS tween. Sehmjutnya diberi substrat 

DAB. Akbimya dikeringkan di udara palla suhu ruang. PengbitnDl"" bend 

moJekul diJaJmkan IImpn membandingkan stJmdart marker. 
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3.4.9 Bagan Metode Penelitian 

Kucing penderita I Rumah potong anjing 

toxocarlasis *' .. -. 
Saluran cerna I Feses 

i dibedah 
I T. cali ! 
I 1 

• inkubasi 
Cacing dewasa 

I Pembedahan ClICing I -I 3E-8 
I Telur 

ClRdim 

i-L _I 

• + Infeksi meneit, dosis 

l.8omatic cacing U l- 17 btrl grm BD tiap 

2JNlestine cacing 
eIcor.per oral 

! IIari k.28 

Ambil darah kemudian 
disentrifus untuk diambil 
serumnya. 

DiscotrilUs 35000 rpm ~5OOO!p8I r 
• Serum anti T. canis 

Crude 
direaksikan dgn 

Protein 8DS·PAGE Western blot antigen 

I kDa I 
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BAB4 

HASIL PENELITIAN 
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BAB 4 BASIL PENELITIAN 

4.1 Basil Isolasi Larva Stadium Kedua (~) Toxocara canis 

Untuk memperoleh L2 T. canis pada penelitian ini dilakukan isolasi telur 

cacing baik dari inkubasi cacing dewasa maupun dari feses kucing penderita 

toxocariosis. Telur kemudian dimurnikan dari feses dengan metode gradien 

preparasi, selanjutnya dipupuk dalam petridish berisi media PBS pada suhu 

kamar. Perkembangan telur hingga mencapai L2 diikuti pemeriksaan dengan 

mikroskop inverted (M=lOOx dan 400x). Dua puluh delapan hari pasca 

pemupukan dilakukan pemanenan L2, seperti tampak pada Gambar 4.1. 

Gambar 4.1 Hasil identifikasi telur cacing T. canis dari hasil pemupukan dan 
perkembangannya hingga menjadi L2• A= Telur cacing T. canis LJ, 
B= Telur cacing T. canis L2 (lOOx), C= Telur cacing T. canis L2 
(400x) 

33 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI REAKSI SILANG ... INTAN MAYA RAHARJENG 



34 

4.2 Basil Peneraan Kadar Protein Bomogenat Toxocara cali 

Setelah dilakukan homogenisasi antigen, homogenat yang diperoleh ditera 

kadar proteinnya dengan teknik spektrofotometer seperti terlihat pada Tabel 4.2. 

Tbl42KdarP t H U a e a ro em omogena oxocara catl 
Absorben Kadar 

NO Jenis Sam pel (Bomogenat) 
Sampel Standar 

Protein 
("2/ ml) 

1 Somatic antigen 0,029 0,97t2 1911,43 

2 Intestine antigen 0,069 0,89i 4923,07 

3 Excretory Secretory antigen 0,052 0,9703 3430,93 

Keterangan: Kadar protem standar = 6,4g"1o; 1 = Absorben standar pada 
pemeriksaan I; 2= Absorben standar pada pemeriksaan II; 3 = 
Absorben standar pada pemeriksaan III. 

Setelah dilakukan pengukuran kadar protein dengan teknik spektrofotometer 

temyata didapatkan kadar protein yang berbeda. Hal ini karena secara material 

bahan yang ditera juga berbeda. Hasil peneraan protein tersebut digunakan untuk 

pengenceran antigen pada waktu uji ELISA, SDS-PAGE dan Western blot. 

4.3 Basil Karakterisasi Protein dengan Western blot 

Analisis Protein somatic, excretory secretory, dan intestine T. cati yang 

direaksikan dengan serum anti T. canis dengan menggunakan teknik Western blot, 

diperoleh hasil berturut-turut yang disajikan pada Gambar 4.3 dan TabeI4.3. 
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kDa 1 2 3 kDa 

101,2 
84,1 
75,3 

50,2 

29,6 

26,4 
22,8 
24,7 
20,9 

18,0 

15,2 

13,6 
12,0 
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Gambar 4.3 Hasil ana!isis protein cali dengan serum anti T. canis dengan 
teknik Western blot. M= Marker; kolom 1= Somatic T. cali; kolom 
2= Intestine T. cati; kolom 3= E-S T. cali 

Hasil analisis regresi menggunakan program SPSS (statistical product and 

service solution) for windows antara nilai Rf dan log BM (Da) protein pada 

marker didapatkan bentuk kubik dengan Persamaan y= a + bx + cx2 + dx3 

nilainya a = 5,754, b= -4,520, c= 5,376, d= -2,61.Sehingga didapatkan persamaan 

garis y = 5,754 - 4,520x + 5,376x2 
- 2,61x3 Perhitungan selengkapnya dapat 

dilihat pada lampiran. 

Hasil analisis protein dari somatic T. cati dengan berat molekul (BM) 17,2 

kDa, intestine T. cati dengan berat molekul (BM) 26,4 kDa,dan excretory 

secretory T. cati dengan berat molekul (BM) 26,4 kDa; 20,9 kDa; 18 kDa; 15,2 

kDa dan 12,0 kDa terlihat lebih dominan (teba!) warna pita protein yang 
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terbentuk, sedangkan pita protein lainnya terlihat lebih tipis dengan intensitas 

warna yang rendah. 

Tabel4.3 Hasil karakterisasi protein dengan Western blot 

PITA 

No i.Somatic 2.Intestine 3. Excretory Secretory 
Merah muda (kDa) Biru (kDa) Hitam(kDa) 

1 142,6 142,6 -
2 101,2 101,2 101,2 
3 - - 84,1 
4 - - 75,3 
5 63,0 63,0 -
6 56,0 56,0 -
7 - - 50,2 
8 47,3 47,3 -
9 39,5 39,5 -
10 - 29,6 29,6 
11 - 26,4 26,4 
12 - 24,7 24,7 
13 22,8 22,8 22,8 
14 209 20,9 20,9 
15 - - 18,0 
16 17,2 - -
17 - 15,2 15,2 
18 - - 13,6 
19 - - 12,0 
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PEMBAHASAN 
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BAB S PEMBABASAN 

5.1 Huillsolasi Larva Stadium Kefta (LU T_ t:tIIds 

Larva stadium kedua T. canis pada peneIitian ini diperoleh denpn cam iso1asi 

telur cacing baik dari inkubasi cacing dewasa maupun dari feses arijing peoderita 

toxocariasis. Telur dimumikan deogan metode preparasi gradien dan seIanjutnya 

dipupuk deogan media PBS pada suhu kamar. Adapun waktu yang dibutubkan 

untuk perkembangan menjadi larva stadium pertama (L,) acWah 7-8 hari. 

......Jangkan waktu perkembangan menjadi 4 adaIah 21-28 hari (Kusumami1wja, 

1993). 

PengamatRn telur diJakukan sampai perkembanganya menjadi LI deopn 

pemeriksMn mikroskop inverted (pembcsawt lOOK dan 400x). Pada larva 

stadium (L,) terdapat membran vitelin yang masih tebal dan kokoh serta benh.kan 

larva di dalamnya masih gemuk dan pendek dan pergerabonya tidak begitu aktif 

dibandingkan 4 yang berbentuk panjang. melingkar. berbentuk seperti angka 

deIapan. pergerakan aktif dan organ daJam larva sudah muIai telihat 

(Trisunuwatii. 1998). Te1ur dinyatakan infektif apabi1a sudah berisi 4 hidup. 

5.2 Penerua Kadar ProteiD. Aa.tipa T_ t:tIIds 

Setelah diperoleh homogenat selanjutnya diJakukan pemeriksMn kadar protein 

antigen tersebut deogan spcktrofotometcr. Kadar protein yang cftperoleh dari 

pemeriksaan somatic. excretory secretory dan intestine antigen Toxocara cali 

berturut-turut adaIah 1.911,43 J1g/ ml; 4.923.07 J1g/ml; dan 3.430,93 J1g/mL Hasil 
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ini digunakan untuk pcngeneeran antigen pada waktu SOO-PAGE dan Western 

blot. Hal ini untuk mengetahui. bdar protein antigen YaDJ akan diujikan. 

Protein antigen dengan bdar yang optimal juga sangat diperlukan untuk 

menghasilkan pita protein yang baik. Homogeost caem, yang bcrasal dari tclur. 

larva dan caem, dewasa akan memberikan reaksi yang optimal jib menpndung 

protein lebih dari 1000 mikrogramIml (Kusnoto.2003). 

Bebcrapa faktor yang mempengarubi efcktifitas Western blot yaitu tebal dan 

macam gel yang digllnakan, jeWs protein. lama transfer dan macam transfer. tanpe 

mempeogaruhi atau mengurangi reaktifitas dari protein. Proses Western blot 

memberikan kemungkinan mendeteksi protein aotgen secara radiografi. enzimetis 

dan imunologis (Artama. 1991 dikutip oleh Maria,2003). 

Berdasarkan basil pengamahm terhadap basil running SOO-PAGE dan 

Blotting menunjukkan bahwa keberhasilan running tersebut dipengarubi oleh 

beberapa hal antara lain kebersihan isolat. tingkat kcmumian isolat dan bdar 

protein daIam homogenat. Kebersihan isolat mempeogaruhi kualitas pita protein 

yang terbentuk pads gel. pita terlibat tAUam dengan gel terang. sebinw 

_udshUn analisis protein dan dokumentasi. Jsolat atau homogeoat yang mumi 

akan menghasilkan pita protein yang jeIas sebingp dapat _"dshun analisis 

berat molekul (BM) pada pita yang terbentuk (Kusnoto,2003). 
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5.3 HuD Karakterisui Protein deapn Wesler" bItJt 

Analisis protein somtllic, excretory secretory dan inlestine T. coli dileku\an 

dengan menggunakan metode Western O/ot. Prinsip dasar dari teknik ini edaJah 

meJakukan analisis protein dengan teknik SUS-PAGE (sodium deotkcyl sulphate 

poIyacriJamid gel) dan didapaUQIO protein dengan berat molekul yq berbeda 

yang terpisah pada area gel. kemudian ditraosfcr dari polyacrilamid gel kc 

membran nitroselulose denpn teknik Western blot. Posisi protein antip pada 

membran dapat dillhat dari ikatan protein antigen dengan serum anti T. canis. 

Untuk mendapatbn berat molekul (BM) yang tepat. diperbihlDgkan denpn 

marker protein yang berkisar antara 65.000 Da sampai 205.000 Da (Harlow dan 

Lane.I998; Rantam. 2003). 

Pada pmbar 4.3 dan Tabel 4.3 terlihat adanya protein berupa pita yang 

merupakan basil reaksi silang antara serum anti T. canis denpn berbagai antiaen 

cacing T. coli yang digunakan Dan penelitian ini didapatbn sembilan pita 

protein dari somatic antiaen T. cati yang dikenali oleh serum anti T. canis, Y8Di 

ditul\iukkan dengan BM 142,6 kDa; 101,2kDa; 63 kDa; 56 kDa; 47,3 kDa; 39,5 

kDa; 22.8 kDa; 20,9kDa; dan 17,2 IDa. 

Dan protein intestine antigen T. cati yang dapat dikenali oleh serum anti T. 

canis didapatkan 12 pita protein. yang ditunjukkan denpn BM 142.6 kDa; 

IOI,2kDa; 63 kDa; 56 kDa; 47,3 kDa; 39,5 kDa; 29,6 kDa; 26.4 kDa; 24.7 kDa; 

22.8 kDa; 20 kDa; dan 15,2 IDa. Sedanekan protein E-S antigen T. coli yang 

mampu dikenali oleh serum anti T. canis <fldapat\an 13 pita protein. Y8Di 
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ditunjukkan dengan DM 101,2 IDa; 84,1 IDa; 75.3 IDa; 50,2 IDa; 29.6 kDa;26.4 

k.Da; 24,7k.Da; 22.8 k.Da; 20,9k.Da; 18,0 k.Da; IS,2k.Da; 13,6 k.Da;dan 12,OkDa. 

MC!DIingat perbitunpn dan kemungkinan perbedaan relatif daIam 

menentukan jarak pita protein maupun ~ang dan awal pcngukuran gel. maIra 

kemungkinan ada beberapa pita protein telah memiliki sedikit perbedaan dengan 

penelitian lain tetapi sebenamya yang dimaksud adaJab pita protein yang sarna 

(Kusnoto, 2003). 

Derat molekul dari ketiga antigen cacing TOJWCQTQ cati tadi menunjukkan 

bahwa di daIam somatic. intestine dan E-S antigen T. cati mengandung protein 

yang sarna sehinga dapat dikenali oleh serum anti T. canis dan membentuk pita 

protein. khususnya Intestine dan excretory secretory hal ini disebabkan adanya 

kemiripan protein daIam antigen cacing tersebut. Kusnoto (2003) menyatahn hal 

ini disebabkan bahwa E-S m.engandung sekresi dari kelenjar intestine dan kutikuIa 

sehingga semua cairan yang dikeluarkan cacing baik pada Slat IDahn atau buaoJ 

kotoran merupakan basil dari produk metabolismenya. 

Abdel-Rabman et al (2000) menyatakM, bahwa reeksi antara antigen cacing 

lain yang sebagian besar mempunyai jenis parasit dan mempunyai protil antigen 

protein yang bampir sarna dan mampu mengena1i antloodi anti L2 T. cati maupun 

T. canis dimana antara antigen dan antibodi mampu berikatan dengan baik 

sehinga hal ini serine ka1i mengakibatkan teljadinya reeksisilang. 

Namun demikian perlu uji lanjutan untuk memperoleh antigen spesifik yang 

dapat digunakan sebagai uji imunodiagnostik untuk Toxocariasis dengan 

sensitifitas dan spesifitas yang tinggi (Bendryman, 2008). 
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KESIMPULANDAN SARAN 
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BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN 

6.1 Kesimpulan 

Karena antigen cati dapat dikenali oleh serum anti canis maka kesimpulan 

penelitian ini adalah adanya reaksi silang antara somatic, excretory secretory dan 

intestine antigen T. cati yang ditambahkan serum anti T. canis dengan 

menggunakan teknik Western Blot. 

6.2 Saran 

Saran yang dianjurkan dalam penelitian ini adalah perlu adanya penelitian 

lebih lanjut terhadap pita reaksi silang tersebut, untuk identifIkasi protein murni 

sehingga dapat digunakan sebagai bahan diagnostik toxocariasis secara serologis 

atau imunologis. 
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RINGKASAN 

Intan Maya Raharjeng , " Reaksi silang SOllUltic, Excretory secretory dan 

Intestine antigen Toxocara cali dengan serum anti Toxocara canis", 

Toxocariasis yang disebabkan cacing T. cati maupun T. canis merupakan 

salah satu penyakit yang terpenting yang disebabkan oleh cacing nematoda. 

Penyakit ini bersifat zoonosis, karena dapat menginfeksi manusia .Sumber infeksi 

utama pada manusia adaIah dari tanah yang terkontaminasi telur infektif. Infeksi 

pada Manusia dibedakan menjadi dua yaitu visceral dan ocular larva migrans. 

Diagnosis toxocariasis secara konvensionaI dengan pemeriksaan feses dari 

hospes transport sampai saat ini sulit dilakukan. Telur cacing dan cacing dewasa 

T. cati maupun T. canis sulit untuk diperiksa. Diagnosis berdasarkan gejaIa klinis 

juga sulit dilakukan, mengingat banyak variasi gejaIa yang ditimbulkan oleh 

infeksi ini. MasaIah tersebut perlu diatasi dengan melakukan uji lain yang lebih 

spesifik yaitu dengan uji serologis atau imunologis menggunaan teknik Western 

blot terhadap protein antigen T.cati dengan serum anti T. canis. 

Penelitian berikut ini dilaksanakan untuk mengetahui apakah terdapat reaksi 

silang diantara somatic, intestine dan E-S antigen Toxocara cati dengan serum 

anti Toxocara canis. Dimana serum anti T. canis diperoleh dari mencit yang 

terinfeksi L2• 

Antigen T. cati diperoleh dengan proses pembedahan kemudian di sentrifus 

sampai menjadi homogenat laIu di tera kadar proteinnya. Kemudian dilakukan 

anaIisis protein dengan teknik SDS-PAGE yaitu melakukan pemisahan protein 
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sesuai bemt molekul menggunakan gel poliakrilarnid dengan eam 

elektoforesis.Gel yang menggandung fragrnen protein hasil SDS-PAGE ditmsfer 

ke membran nitroselulose menggunakan teknik Western blot, kemudian 

membrane direaksikan dengan antibodi poliklonal dan divisualisasikan dengan 

pewamaan DAB. 

Berdasarkan hasil yang diperoleh dari penelitian ini maka didapatkan adanya 

reaksi silang antara somatic, excretory secretory dan intestine antigen T. cati yang 

ditarnbahkan serum anti T. canis dari meneit menggunakan teknik Western blot. 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, peneliti menyarankan untuk 

dilakukan penelitian lanjutan terhadap pita reaksi silang protein tersebut, untuk 

mengidentifikasi protein murni dari ketiga antigen T. cati tersebut. 
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Lampiran 1 

BIO ANALITlKA 
TOTAL PROTEIN 
BIURET 

Pereaksi: 
1. Pel'ftlmi BIURET 
2. Standart POTEIN (Simpaa pada 6°q 
3. NaCl 0,11 Vie 
4. BIallko Biuret 
BAHAN : Serum atan pIaama (jcnIi1l) 
Absorbaace: 540 am - 5!0 am (S46 am). 
CARAKERJA: 

Siapkao J tabaag reakai dao kerjakao sbb: 
T. 

P_ksi Biaret,ml 1,58 
Serum! Plasma 181 0,05 
Standlllr,ml -

Campur taIIggubkau selama 30 mealt, laIa 
Baea daIam spektrofotometer. 
Cal'll Mikm' 

Tea 
NaCI 0,9%, 181 1,00 
Serum! Plasma,ml 8,02 
Standar -
Pereaksl Biuret ml 1,00 

Campur, talllIIlIbkaa setama 15 mealt ,IaIo dlbaca 
DaIam apektrofotomote. 
PERHITUNGAN: D, 

Staadar 
2,50 
-

O.M 

Stalldar 
1,00 
-

8,02 
100 

g1d1l'otaI ProteiB • - x kadar staIIdar 
0.. 

Uatok dlperbatlkaa: 
KIa .... utak MnIIIlI ptaua. yug kandI, butlall blaaluNnm abb: 
0,65 181 Serum! Plasma + 2,5 181 Waako Biuret. Penlt.agaa aya 
Ails 'fes - Ails lllaako ~DI -D, 

50 

Bianko 
2,50 
-
-

Blaako 
1,00 
--

1,00 
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Lamplran: 2 

SDS-PAGE 15% 
I. Siapkan semua baban yang diperlukan : 
-> Acrilamid 
.;. Iris HCI pH 8,8 
.;. Tris Hel pH 6,8 
.;. SOS 1()",4, 

.;. Aquadest 
<Co Teme<! 
.;. APS J 0%, 4"C 
<Co E Buffer 
.;. Methanol 50% 
<Co Methanol S% 
-> Acetic Acid! Asam Aseta! 7,5% 
<eo Glutaral Dehide 10% 
.;. NaOh 0,36% 
.. NH; 
.;. AgN03 
-> Fonnaldehide 
.;. Zitronensoure 5% 
<Co Butanol 

2.Membuat Running Gel 
Bahan: 
-> Acrilamid 
.;. T ris Hel pH 8,8 
<. SDS 10% 
.;. Aquadest 
-> Temed 
.;. APS10% 

3,215 ml 
1,2 mI 
1,2 ml 
1.1 mI 
5,0 III 
30 III 

3.Masukkan lewat dinding kaca sampai I em dari atas. 
4. Iambabkan butanol diatlISnya!l8lllpei penuh. 
S. Membuat Stacking Gel 6% 
.. Acrilamid 0,66 mt 
-> Tris Hel pH 6,8 0,8 ml 
.. SI)S 10"10 0,11 mt 
-> Aquadest 0,8 ml 
.;. Temed 4.0 III 
-> APS 10% 20 III 

51 

6. Masukkan keaw cerakan Running Gel sampai penuh kemudian muukkan IlOI1Ib ko 
stacking gel dan inkubasi selatna 25 menit 

7. Siapkan sampel (I _Ii Buffer + sampeI ) l1l8SUkkan kodalam epcmdorf dan tutup 
ependorf ditusuk dengan jarum % tusukan, Jangsung godok dengan 100"C selama 5 
menit. 

8. Setelah inkubasi selesai lepaskan comb dan cuci dengan E Buffer I X 
9. Masukkan cetakan tadi ke Bio R&d. 
10. I uangi dcngan £ Buffer IX ( kira·kira 800 m1). 
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II. Masukkan sample kedalam lobang comb tadi dan hilangkan gelembung udara tadi 
dengan jarum. 

12. Pasang Iislrik dengan 125 V dan 40 mAo 
U. T unggu sampai sampei turun aelurubnya. 
14. Matikan Iislrik dan lepas agamya pelan-pelan. 
15. MU1Iklgm xc petridiab yang audah ada Jarutan pencucian. 
16. Tahappcncucian: 

Pencueian I: 
.. Methanol 2,5 ml 
... Awn _ 3,15 ml 
.. AquadesI 71,25 ml 
Goyang dengan xecepatlUl42 lIdama 30 _it 

Pencucian II: 
.. Methanol 2.5 ml 
.. Asam asetat 3,75 ml 
... Aquadeat 93.75 ml 
Goyang dengan kecepatlUl42 selama 30.-u 

Pencucian III: Glutaraldehyd 10"/0 
.. Glutarldehyd 10m! 
... Aquadeat 90 m! 

Pencucian IV: 
.. Pencucian dengan aquadeat@ 100 ml3X aelama 30 menit. 

17.Tahap Pewarnaan: 
Timbang AgNo, 0.8 g + 4 ml OW. campur dan masukkan kedalam larutan yang 
terdiri dari : 
NaoH 0,36% 21 ml 
NHJ 1,4 ml 
Aquadeat U.s mI 
Masukkan kedalam petridish dan goyang dengan kecepatan 42 aelama IS menit. 
Kemudian huang. 

18. Cuci dengan aquadest @ 100 ml 2X selama 2 menit. 
19. MasukKan pengcmbang WIU1IIl yang terdiri dari: 

» Fonnaldehyd 3,7% 50 111 
.,. Zitronensaure 5% JOOjU 
» Aquadest 100 ml 
T unggu 5 menit sambil goyang torus. 

20. Masukkan stop reaksi dengan Acetic acid 10"/. 
21. Cuci dengan aquadeat @ 100 m12X !Idama 2 menit. 
22. Beri G1iserol 10% 

~ Glis«ol 10 mt 
.,. Aquadeat 90 ml 
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Lampiran :3 

Penahitunaan Pel'Slllmlllln Rearesi pada marker 

,..,~ " ,,)v ~; 3GGGG _~ .-rr' 
... .J _;',J 

ti 230 

Panjang gel =93 CjBl'llk antara aeparating gel hingga wama terakhir ) 

CUI'Ve Fit 

\.00 

"" 

.... 

... 
'''' 

'.00 

0.20 

I"'I!BIII(OoI_ 

0----
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Lanjutan lampiran :3 

Cubit! 

Model SaE·",. 
AdjustedR Std. Error of 

R RSouare Souare the Estimate 
.996 .991 .982 

The independent variable is RF MaTker. 

Residual 

Total 

.006 

.686 

ANOVA 

3 

6 

The independent variable is RF MaTker. 

Unstandardized 
Coefficients 

B Std. EmJr 
RF Marker -4.S20 1.647 
RF MaTker·· 2 5.376 2.964 

RF Marker·· 3 ·2.610 1.622 
(Constant) 5.754 .270 

.045 

.002 

Standardized 
Coefficients 

Beta 
-3.73S 

5.333 
·2.631 
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I Sill. 
-2.745 .071 
1.814 .167 

·1.609 .206 
21.340 .000 
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Lampinn4 

Teknik Gradien Preparasi 

Koleksi feses kIK:ing pendcrita Toxa<:ariasis 
! 

Feses digerus dan diem:erkan menggunakan PBS pcrbandingan 1: I 0 
(disaring dengan filter Imm) 

t 
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HasiI penyaringan disentrifus 1500 rpm ± 5 menit Wltuk mendapatkan endapan 
t 

Siapkan larutan sukrosa dengan konsentrasi 20%250/0.300/0.350/0,40% dengan 
perbedaan warDa masing-masing konsentrasi 

! 
Larutan guJa jenuh dimasukan ketabung aentrifua. masing-masing konaentrasi 

sebanyak 2 mI dengan spuit berjarum trokar hingga ke dasar tabWlg dimulai dari 
konsentrasi terendah aampai konsentrasi tertinggi dan bagian teratas dimasukkan 

feses basil endapan sebanyak 2 mi. lalu disentrifus 1500 rpm selama 5 menit 
! 

Setelah disentrifus akan terbentuk kabut berwama putih yang menyempai cincin 
diantara sukrosa berkonsentrllSi 30"1 .. 35% 

! 
Kabut putih tersebut kemudian diambil dengan apuit berjarum trokar Ialu diaaring 

dengan filter beruk.uran 25 ~ dan disemprot dengan aquadest agar larutan 
aukroaa terjatuh dan meninggaIkan telur T. emUs yang menempeI poda filter 

! 
Telur dipindah poda cawan petri berisi PBS sebagai media pemupukan dan 
ditambahkan fonna1in 1% beberapa tetes,Wltuk. mencegab perk.embangan 

mikroorganiame pengganggu aampai terbentuk telur infektif (L2) selama 21-28 
hari 
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Lampiran 5: Foto penelitian 

1. Alat dan bahan untuk pemupukan telur Toxocara canis 

, 
"-, 

\ 

'-

• •• --\ •.... ( 

2. Teknik gradien preparasi 
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Lanjutan lampiran 5 

3. Pembuatan Gel Elektroforesis 

4. Alat Elektroforesis 
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Laojutao lampirao 5 

5.Alat Blotting metoda Wet 

6. Tahap peocuciao 
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