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ABSTRAK

Dirofilaria immitis (D. immitis) sebagai agen penyebab penyakit cacing jantung tidak hanya
menimbulkan masalah pada hewan tetapi juga bersifat zoonosis. Untuk mendiagnosis dirofilariasis
(penyakit yang disebabkan oleh D. immitis) secara serologis dibutuhkan antibodi anti-D. immitis.
Penelitian ini bertujuan untuk memproduksi antibodi terhadap antigen ekskretori-sekretori cacing
jantan dan cacing betina untuk pengembangan diagnosis berbasis deteksi antigen. Berdasarkan
hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa antigen ekskretori-sekretori jantan (male excretory-
secretory antigens/MES), antigen ekskretori-sekretori betina (female excretory-secretory antigens
FES) dan antigen ekskretori-sekretori jantan dicampur dengan betina (MES+FES) D. immitis dapat
merangsang pembentukan antibodi poliklonal pada mencit BALB/c dengan pola produksi yang
sama. Antibodi telah terbentuk pada hari ke-21 dan titernya mencapai puncak pada hari ke-35
setelah imunisasi.
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ABSTRACT

Dirofilaria immitis (D. immitis) as a causative agent of heartworm disease is not only caused
problems in animals but also zoonoses. For diagnosis of dirofilariasis (disease caused by D.
immitis) serologically is needed anti-D. immitis antibodies. The objective of this study was to
produce antibodies against excretory-secretory antigens produced by male and female worms for
developing the diagnosis of dirofilariasis based on the antigens detection. Base on this study can
be concluded that male excretory-secretory antigens (MES), female excretory-secretory antigens
(FES), and MES+FES can stimulate BALB/c mouse to produce polyclonal antibodies in the same
pattern. Antibodies have been produced at day 21 and the peak titter was at day 35 after first
immunization.
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PENDAHULUAN

Infeksi cacing jantung (dirofilariasis)
yang disebabkan oleh D. immitis telah

tersebar luas di daerah tropis dan
subtropis (Aranda et al., 1998; Bolio-
Gonzalez et al., 2007). Cacing D.
immitis merupakan parasit filaria yang
paling penting pada anjing (Reifur et al.,

2004). Sebagai agen penyebab penyakit
cacing jantung D. immitis tidak hanya
menimbulkan masalah pada hewan tetapi
juga bersifat zoonosis (Cruz-Chan et al.,
2009; Genchi et al., 2009; Alia et al.,
2013).

Pada survey epidemiologi
dirofilariasis, berbagai metode telah
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digunakan untuk menentukan status
infeksi, termasuk pemeriksaan
mikroskopik pada ulas darah, teknik
konsentrasi sampel darah, Knott’s test
untuk mendeteksi mikrofilaria pada
sirkulasi (Aranda et al., 1998; Meriem-
Hind dan Mohamed, 2009), pemeriksaan
cacing dewasa dengan nekropsi (Bolio-
Gonzalez et al., 2007), radiografi dan
elektrokardiografi (Akhtardanesh et al.,
2010).

Masalah utama dalam penegakan
diagnosis adalah adanya infeksi yang
bersifat samar (occult) infeksi atau
infeksi tanpa disertai adanya mikrofilaria
pada darah perifer. Jumlah infeksi samar
tersebut dapat mencapai 10-67% pada
anjing yang terinfeksi secara alami (Song
et al., 2002). Infeksi tanpa disertai
mikrofilaria tersebut sangat sukar
didiagnosis dengan pemeriksaan darah
secara mikroskopik. Pemeriksaan dan
identifikasi cacing dewasa secara
nekropsi hanya dapat dilakukan pada
hewan yang telah mati/dieutanasi.

Penggunaan metode radiografi dan
elektrokardiografi hasilnya kurang akurat.
Beberapa cara untuk mendeteksi antibodi
terhadap D. immitis memiliki beberapa
kelemahan. Menurut Goodwin (1998),
masalah utama dalam tes antibodi adalah
hasilnya kurang spesifik. Sementara itu,
penegakan diagnosis dengan metode
molekuler membutuhkan peralatan
khusus dan peralatan tersebut tidak selalu
tersedia atau tidak terjangkau.

Kesulitan dalam menegakkan
diagnosis Dirofilaria menginspirasi
upaya mendeteksi antigen parasit sebagai
alternatif diagnosis yang dapat lebih
diandalkan. Pada penelitian ini produksi
antibodi poliklonal anti-D. immitis
dengan menggunakan antigen ekskretori-
sekretori jantan (MES), antigen
ekskretori-sekretori betina (FES) dan
antigen ekskretori-sekretori jantan
dicampur dengan betina (MES+FES)
untuk pengembangan diagnosis
dirofilariasis berbasis deteksi antigen.

METODE PENELITIAN

Isolasi Protein Eksretori-Sekretori
D.immitis

Protein ekskretori-sekretori (ES)
cacing D. immitis dewasa dipersiapkan
sebagai-mana dilakukan oleh Weil
(1987). Secara singkat dilakukan sebagai
berikut: cacing dewasa diperoleh dari
arteri pulmoner dan/atau ventrikel kanan
anjing penderita. Cacing tersebut dicuci
dengan Phosfat Buffer Saline (PBS) pH
7,2 steril. Cacing jantan dan betina
dipisahkan, ditempatkan pada media
Roswell Park Memorial Institute (RPMI
1640) dengan suplemen glukosa,
penicillin G, streptomycin dan fungizone,
kemudian diikubasi pada suhu 370 C
dalam 5% CO2. Media diganti setiap hari.
Selanjutnya media kultur cacing
dikonsentrasikan sebagaimana dilakukan
oleh Soeyoko (1998). Media cacing
jantan dan betina dipresipitasi dengan
amonium sulfat jenuh selama satu malam
kemudian disentrifugasi sehingga
diperoleh endapan protein. Endapan
protein disuspensikan, kemudian
didialisis dengan larutan 0,1M PBS untuk
mengurangi konsentrasi garam di dalam
larutan.

Untuk memastikan bahwa protein
yang diisolasi mengandung antigen D.
immitis dilakukan pemeriksaan dengan
antibodi monoklonal anti-D. immitis
menggunakan The Anigen Rapid Canine
Heartworm Ag Test Kit 2.0 (Bionote,
Inc.).

Pembuatan antibodi poliklonal anti-
D.immitis

Pada penelitian ini digunakan 17
ekor mencit BALB/c jantan berumur 2
bulan. Setiap mencit diimunisasi dengan
menyuntikkan 5 µg antigen MES, FES
dan MES+FES masing-masing pada lima
ekor mencit dalam Freund's complete
adjuvant secara subkutan. Dua ekor
mencit digunakan sebagai kontrol. Satu,
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dua dan tiga minggu setelah penyuntikan
yang pertama mencit disuntik lagi dengan
5 µg antigen ES dalam Freund's
incomplete adjuvant secara subkutan.
Darah mencit diambil pada hari ke-0, 21,
28, 35, 49 dan 63.

Penentuan titer antibodi pada serum
mencit dilakukan dengan metode enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA)
menurut Maizels et al. (1991) dengan
sedikit modifikasi. Protein/antigen ES D.
immitis dilarutkan dalam 0,06 M
carbonat buffer sehingga konsentrasinya
menjadi 5 µg/ml. Setiap sumuran plat
mikro dilapisi dengan 100 µl antigen,
diinkubasi pada suhu 37°C selama
semalam. Antigen dibuang, dicuci tiga
kali dengan 200 µl 0,1% Tween 20 di
dalam PBS (TPBS) selama 3 menit
setiap pencucian, kemudian ditambah
dengan 200 µl 1% bovine serum albumin
(BSA) dan diinkubasi pada temperatur
37°C selama satu jam.

Setiap sumuran plat mikro dicuci
dengan TPBS. Sejumlah 100 µl serum
yang telah dilarutkan di dalam PBS
ditambahkan ke dalam setiap sumuran
plat mikro, kemudian diinkubasi pada
temperatur 37°C selama 1 jam. Serum
dibuang dan setiap sumuran plat mikro
dicuci dengan TPBS. Kemudian setiap
sumuran plat mikro ditambah dengan 100
µl konjugat (alkaline phosphatase-
conjugated goat anti mouse IgG) yang
dilarutkan di dalam PBS dengan
perbandingan 1:3000, kemudian
diinkubasi kembali pada suhu 37°C
selama 1 jam. Setelah itu dicuci tiga kali
dengan TPBS (selama 3 menit setiap kali
pencucian). Pada setiap sumuran plat
mikro ditambah 150 µl substrat (4-
Nitrophenyl phosphat), diinkubasi
kembali pada suhu 37°C. Nilai optical
density (OD) dibaca pada ELISA reader
pada panjang gelombang 405 nm.

Untuk mengetahui tingkat
pengenceran serum yang mampu
menghasilkan diagnosis yang optimal
dilakukan dengan chequerboard ELISA.

Serum diencerkan 25, 50, 100, 200, 400,
800, 1600 dan 3200 kali.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pemeriksaan protein ES dengan
The Anigen Rapid Canine Heartworm Ag
Test Kit 2.0 (Bionote, Inc.) tampak pada
Gambar 1.

Untuk memastikan bahwa hasil
kultur cacing mengandung antigen D.
immitis, maka sebelum digunakan untuk
mengimunisasi mencit diperiksa terlebih
dahulu dengan antibodi monoklonal anti-
D.immitis menggunakan The Anigen
Rapid Canine Heartworm Ag Test Kit 2.0
(Bionote, Inc.). Hasil pemeriksaan
menunjukkan adanya reaksi positif yang
ditunjukkan oleh munculnya dua garis
berwarna ungu (Gambar 1.), sehingga
dapat dipastikan bahwa suspensi MES
dan FES dalam penelitian ini adalah
berasal dari cacing D. immitis.

Gambar 1. Pemeriksaan Protein ES
dengan antibodi monoklonal anti-D.
immitis (FES = prtoein ES cacing betina,
MES = protein ES cacing jantan. Dua
garis ungu menandakan antigen tersebut
adalah positif antigen D. immitis)

Pada Gambar 2 terlihat produksi
antibodi poliklonal anti-D. immitis pada
mencit BALB/c. Pada hari ke-21 setelah
imunisasi antibodi telah diproduksi oleh
mencit BALB/c. Titer antibodi mencapai
puncaknya pada hari ke-35 setelah
imunisasi dan setelah itu terjadi
penurunan titer. Pola yang serupa
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ditunjukkan oleh mencit yang diimunisi
MES, FES maupun MES+FES. Hasil
chequerboard ELISA menunjukkan
bahwa antibodi pada pengenceran 1600
kali masih dapat mendeteksi antigen D.
immitis pada konsentrasi 5 µg/ml pelarut.

Grieve et al. (1981) menyatakan
bahwa induk semang yang menerima
rangsangan yang cukup akan menjadi
responsif terhadap antigen cacing.
Penelitian ini menunjukkan bahwa
mencit BALB/c yang diimunisasi dengan
antigen ES cacing D. immitis dapat
menghasilkan antibodi, baik yang
diimunisasi dengan MES+FES secara
bersana-sama maupun yang diimunisasi
dengan MES atau FES secara terpisah.
Antibodi telah terbentuk pada hari ke-21
setelah imunisasi. Hasil ini tidak berbeda
jauh dengan penelitian yang dilakukan
oleh Suyoko (1998) yang menggunakan
antigen ES B. malayi untuk
mengimunisasi mencit.

Gambar 2. Produksi antibodi poliklonal
anti-D. immitis pada mencit BALB/c

Pada penelitian ini titer antibodi
terhadap antigen ES cacing D. immitis
(MES, FES, MES+FES) mencapai
puncaknya pada hari ke-35 setelah
imunisasi, kemudian menurun sampai
akhir penelitian. Penelitian oleh Marcos-
Atxutegi et al. (2003) menemukan bahwa
imunisasi pada mencit dengan antigen
terlarut D. immitis menghasilkan IgG1
sebagai antibodi yang paling dominan.
Titer IgG1 tertinggi dicapai pada hari ke-
25 setelah imunisasi. Puncak titer IgE
dicapai pada hari ke-60 sedangan IgG2a

titernya terus meningkat sampai hari ke-
90.

Weil dan Ottesen (1981) juga
menemukan peningkatan titer IgG dan
IgE secara signifikan pada anjing yang
diinfeksi antigen D. immitis secara
eksperimental. Menurut hasil penelitian
Grieve et al. (1981), antibodi pada anjing
terhadap D. immitis pertama kali
terdeteksi 4 minggu setelah infeksi dan
titer tertinggi diperoleh 2 minggu setelah
ditemukan mikrofilaria. Hayasaki et al.
(1981) menyatakan bahwa produksi
antibodi waktunya berkaitan dengan
penyilihan larva ke empat dan adanya
mikrofilaria di dalam darah.

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat
disimpulkan bahwa antigen MES, FES
maupun MES+FES D. immitis dapat
merangsang pembentukan antibodi
poliklonal pada mencit BALB/c dengan
pola produksi yang sama. Antibodi telah
terbentuk pada hari ke-21 dan titernya
mencapai puncak pada hari ke-35 setelah
imunisasi.

Saran

Penelitian ini perlu dilanjutkan untuk
mengetahui kemampuan antibodi yang
dihasilkan oleh mencit BALB/c untuk
mendeteksi antigen D. immitis pada
serum dan urin anjing.

UCAPAN TERIMA KASIH

Penelitian ini dapat terlaksana degan
baik berkat bantuan dari semua pihak,
maka dari itu penulis mengucapkan
banyak terima kasih kepada semua pihak
yang telah membantu dan mendukung
penulis dalam penelitian ini.
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