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ABSTRACT

Hemonchosis is caused by the nematode worm Haemonchus contortus with own character such as blood-
sucking intestinal, lives in ruminant abomasums and cause high economic losses worldwide. H.aemonchus
contortus can be detrimental to producers by causing decreased production levels due to clinical signs such as
anemia, edema and if didn’t treat well cause the death. The most common treatment and control of worms is the
application of broad-spectrum chemical anthelmintics, but if used continuously for a long time, it can result in
resistance and residues to livestock products which are a serious threat to livestock production. The tannin
content in bamboo leaves have potential as an anthelmintic agent. This study aims to determine the potential of
bamboo leaves as an anthelmintic against the protein profile of H. contortus. H. contortus worms were obtained
from abomasum of infected Bligon goats slaughtered in slaughterhouses in Sleman. H. contortus was immersed
in a bamboo leaf extract solution of 0.1% and 1%. Isolation of H. contortus protein to see the worm protein
profile of each of these treatments. Most of the proteins analyzed by Sodium —dodecylsulphate polyacrilamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE) were found in the 9-125 kDa range. Bamboo leaf infusion has potential as an
anthelmetic because it can destroy several Haemonchus contortus proteins
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ABSTRAK

Haemonchosis disebabkan oleh cacing nematoda Haemonchus contortus dengan karakteristik
menghisap darah, hidup di abomasum ruminansia dan dapat menyebabkan kerugian ekonomi yang tinggi di
seluruh dunia. Parasit ini dapat menyebabkan anemia, edema dan jika tidak ditangani serius dapat menimbulkan
kematian. Penanganan dan pengendalian menggunakan anthelmintika kimia yang berspektrum luas dapat
menjadi ancaman serius kesehatan konsumen akibat timbulnya resistensi dan residu jika digunakan secara terus
menerus dalam waktu yang lama.. Kandungan tannin dalam daun bambu berpotensi sebagai agen anthelmintik.
Penelitian ini bertujuan untuk melihat potensi anthelmintic daun bambu terhadap tingkat mortalitas cacing
dewasa secara in vitro dan keberadaan profil protein dalam H. contortus. Cacing H. contortus diperoleh dari
abomasum kambing bligon terinfeksi H. conrortus yang dipotong di RPH Sleman. H. contortus direndam pada
ekstrak larutan daun bambu 0,1% dan 1%. Isolasi protein H. Contortus untuk melihat profil protein cacing dari
masing-masing perlakuan tersebut. Protein yang dianalisis melalui SDS-PAGE menunjukkan hanya 6 pita
protein dominan dengan berat molekul 9 - 125 kDa. Infusa daun bambu memiliki potensi sebagai anthelmetika
karena mampu merusak beberapa protein Haemonchus contortus.

Kata kunci : Daun bambu, anthelmintik, protein, Hemonchus contortus, kambing




PENDAHULUAN

Kambing Bligon (Capra aegagus) merupakan ternak ruminansia kecil yang populer di Indonesia,
mempunyai nilai ekonomis yang cukup tinggi, mampu beradaptasi dengan topografi Indonesia, cukup
mudah pengembangannya, tidak memerlukan lahan yang luas dalam pemeliharaannya dan modal yang
diperlukan relatif sedikit. Permasalahan yang dihadapi adalah tingginya tingkat infestasi cacing. Infestasi
cacing Haemonchus contortus merupakan salah satu masalah serius dalam upaya pengembangan
peternakan di Indonesia.

Cacing H. contortus menyerang kambing pada berbagai umur dengan prevalensi yang tinggi.
Haemonchus contortus pada kambing dapat mengakibatkan kematian mencapai 66.7% (Suteky dan
Dwatmadji 2010; Ningsih et al., 2013). Dilihat dari angka prevalensi tersebut menunjukkan penyakit
haemonchosis di Indonesia masih tinggi. Infeksi cacing ini sendiri banyak menimbulkan kerugian bagi
ternak karena menyebabkan penurunan berat badan, anemia bahkan kematian. Cacing dewasa juga
mengakibatkan penurunan digesti serta penurunan absorbsi protein, kalsium dan fosfor dalam tubuh ternak
(Noviana et al. 2017; Nugroho 2013).

Selama beberapa dekade penggunaan obat anthelmintik untuk pengobatan berbagai infeksi
nematoda gastrointestinal pada sapi menimbulkan resistensi obat dan residu pada produk ternak-yang
menimbulkan masalah bagi keamanan produk pangan asal hewan (Athanasiadou et al., 2012). Oleh
karenanya, alternatif pengganti anthelmintik kimia yaitu dengan anthelmintik yang berasal dari tanaman
perlu dipertimbangkan. Hal ini bertujuan untuk mengantisipasi dampak resistensi yang ditimbulkan oleh
anthelmintik kimia, selain itu penggunaan obat tradisional akan memungkinkan untuk penyediaan obat
secara murah dan mudah diperoleh.

Kamaraj et al., (2011) menyarankan agar bahan alami pengganti antelmintik kimia mengandung
bahan aktif tanin, saponin, flavonoid dan alkaloid. Tanaman yang mengandung ekstrak tanin 5% dapat
mengurangi kontaminasi larva sehingga dapat digunakan sebagai anthelmintik (Min dan Hart, 2005). Selain
itu Min dan Hart (2003), telah membuktikan bahwa tanin terkondensasi juga mengikat protein, dan
mengubah dinding nematoda menjadi menjadi inaktif dan selanjutnya mati. Secara tidak langsung tanin
akan mengikat protein cacing di dalam rumen sehingga mencegah degradasi mikrobial dan meningkatkan
aliran protein ke duodenum (Hoste et al., 2006).

Tanaman fanninferous dianggap sebagai potensi anthelmintic alternatif strategis untuk
pengendalian infestasi nematoda pada ternak ruminansia kecil (Akkari er al., 2008

Daun bambu apus (Gigantochloa apus) merapakan salah satu tumbuhan yang memiliki kandungan
tanin yang tinggi, serta kandungan zat aktif lainnya yang berpotensi sebagai anthelmintik. Penelitian ini
bertujuan melihat tingkat kematian Haemonchus contortus akibat aktivitas daun bambu dan keberadaan
profil protein dalam Haemonchus contortus pada kambing yang telah diberi perlakuan infusa daun bambu
sebagai anthelmintic alternatif secara in vitro.

MATERI DAN METODE

Alat dan Bahan yang digunakan




Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: elektrofresis (ec 105.E-C Apparatus
Corporation, USA), kamera (canon EOS 1200 D, Jepang), spuit 3 ml (Terumo, Jepang), mortar, mikroskop
cahaya (Olymphus BX 51 .Tokyo Japan), timbangan elektrik (Shimadszu TXB6201L), dan peralatan bedah
minor (Yamako, Japan).

Bahan yang digunakan antara lain cacing dewasa Haemonchus contortus, NaCl 0,62%, infusa daun
bambu apus, alkohol 70%. alkohol 96%, akuades, dan ethanol absolut.

Koleksi Haemonchus contortus

Abomasum kambing Bligon yang terinfeksi secara alami diperoleh dari Rumah Potong Hewan
Besi Sleman dan kemudian dibawa ke Laboratorium Parasitologi Universitas Gadjah Mada Yogyakarta.
Cacing diambil dari abomasum dan direndam dalam NaCl 0,62% (Kuchai et al., 2012). Setelah itu cacing
diperlakukan menggunakan tiga variabel. Variabel pertama (T1) sebagai kontrol cacing direndam dalam
NaCl 0,62%. Variabel kedua (T2) cacing direndam dalam infusa daun bambu apus 0,1%, diamati
mortalitasnya, kemudian diambil sampel untuk SDS PAGE setelah 4 jam. Variabel ketiga (T3) cacing
direndam dalam infusa daun bambu apus 1%, diamati mortalitasnya dan diambil untuk sampel SDS PAGE
setelah 4 jam.

Pembuatan Infusa daun Bambu 1%

Menurut Daryatmo (2010) simplisia daun bambu apus dibuat dengan dengan-menggunting
atau mencacah daun bambu menjadi lebih lembut atau lebih kecil. Cacahan daun bambu apus ditimbang
sebanyak 1 gram. Cacahan daun bambu apus dimasukkan ke dalam gelas beker. Gelas beker yang sudah
terisi daun bambu selanjutnya dberi dengan akuades sebanyak 100 mL. Gelas beker selanjutnya
dimasukkan ke dalam oven dengan suhu 90°C selama 15 menit. Cairan sisa dalam gelas beker diambil
dan disaring untuk mendapatkan infusa daun bambu 1%.

Isolasi Protein dari H. contortus

Haemonchus contortus sebanyak 2 ekor dihomogenisasi dalam alat penghomogen jaringan kaca
secara terpisah dalam 10 ml PBS 0,05 M.. Ekstrak parasit yang telah hancur disentrifugasi pada suhu 4°
C pada 10.000-15.000 rpm selama 15 menit dan supernatan dikoleksi dan disimpan pada suhu -20° C
sampai digunakan.

Pemeriksaan profil protein cacing Haemonchus contortus dengan SDS-PAGE
Cacing Haemonchus contortus dicuci beberapa kali dalam media Hanks untuk menghilangkan
debris dan bahan-bahan yan berasal dari hospes. Individu cacing dihomogenisasi secara terpisah dalam
0.1 M buffer sodium fosfat (pH 74) yang berisi 0,265 M sukrosa, kemudian direbus dalam 2 X buffer
lysis selama 5 menit. Protein terlarut diisolasi dan disentrifus dengan kecepatan 1000 rpm selama 10 menit
dan digunakan untuk elektroforesis. Sodium —dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS
PAGE) dilakukan sesusai dengan metode Laemmli (1970). Sampel protein terlarut dengan berat molekul
standar yang digunakan sebagai marker direbus selama 5 menit dalam buffer sampel dengan rasio volume
2:1 yang berisi 50% stacking gel buffer (pH 6.8), 20% glycerol, 109% SDS, 20% b-mercaptoethanol dan
0.05%(w/v) cairan bromophenol blue sebagai bahan celup marker. Elektroforesis dilaksanakan pada
vertical slab gel system 90 V dengan gel diwarnai dalam 0,25% (w/v) coomasiev briliant blue R-250.
Estimasi protein dengan metode Lowry
Konsentrasi protein sampel diestimasi nilainya menggunakan uji Lowry (Lowry et al. 1951). Ini
adalah metode yang sangat sensitif dan dapat mendeteksi protein. Ini adalah metode yang paling banyak
digunakan untuk estimasi protein (Zargar et al. 2000).

Analisis protein

Analisis profil protein total parasit dilakukan dengan elektroforesis gel poliakrilamida natrium
dodesil sulfat (SDS-PAGE) (Laemmli 1970). Pada SDS-PAGE, pemisahan protein dilakukan berdasarkan
ukuran molekul protein. Agen denaturasi bersama dengan b-mercaptoethanol (zat pereduksi) diaplikasikan
pada campuran protein untuk mengganggu struktur sekunder, tersier dan kuaterner yang melekat padanya.

Elektroforesis




Disiapkan loading gel 10% dan sampel buffer dan larutan protein dicampur dengan perbandingan
1:4 dalam tabung eppendorf. Tabung tersebut-kemudian ditempatkan pada termostat selama sekitar 3 menit.
Sebanyak 30 u! sampel protein dan 15 i1 penanda berat molekul (sigma) juga dimasukkan di jalur terpisah.
Tegangan konstan 200 volt dipertahankan selama migrasi protein. Ketika pewarna pelacak (Bromofenol
Blue) mencapai kira-kira sampai akhir gel, proses dihentikan. Kemudian dilakukan staining gel.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Aktivitas antelmintik ekstrak air daun bambu (Gigantechioa apus) secara in vitro pada beberapa
dosis yang dilakukan dapat dilihat hasilnya pada tabel 1. Tingkat kematian cacing tertinggi pada kelompok
perlakuan 2 jam dan 4 jam terjadi pada dosis 1mg/ml sedangkan kematian terendah adalah pada dosis
0.1mg/ml.

Tabel 1. Efek infusa daun bambu apus (Gigantochloa apus) pada tingkat mortalitas Haemonchus contortus

No Konsentrasi ekstrak daun bambu Tingkat kematian H. contortus (Ekor/10
(mg/mL) cacing) dengan ulangan 3 kali

2 jam 4 jam
1 0 (Kontrol, akuades) 0+0,00 0+00
2 0,1 0+0.07 2+0.06
3 0,2 240,05 3+0.06
4 04 3+1.17 5+1.23
5 0.6 5+1.64 6+0.87
6 0.8 6+0.76 8+0.78
7 1.0 9+0.45 10+0.00
8 Albendazole/positive control 7+1.88 10+£0.00

Analisa ANOVA, menunjukkan bahwa lama waktu perlakuan berbeda nyata terhadap mortalitas
H contortus secara in vitro. Hasil analisis variansi diketahui bahwa waktu menunjukkan perbedaan yang
nyata (P< 0,05) dan berbagai dosis juga menunjukkan perbedaan yang nyata (P< 0,5) terhadap tingkat
mortalitas cacing H. contortus secara in vitro. Pada dosis 1 mg/mL ekstrak infusa daun bambu mampu
membunuh total jumlah cacing dewasa H. contortus, sedangkan pada dosis 0,1 mg/mL belum mampu
membunuh secara total cacing dewasa H. contortus.

Berdasarkan pengujian tanin, saponin, antraquinon dan flavonoid diketahui bahwa daun bambu
apus (G. apus) tua mengandung tanin sebesar 8.81% b/b, saponin 1,55% b/b, flavonoid 8.12% b/b dan
antraquinon kurang dari 15,6 mg/kg. Kandungan tanin pada daun bambu apus sangat tinggi dan berperan
dalam mengikat protein dan mengubah dinding nematoda menjadi inaktif dan membunuhnya
(Athanasiadou et al., 2012).

Tanin yang umum terdapat dalam tumbuhan leguminosa adalah tanin terkondensasi. Tanin
terkondensasi efektif melawan parasit gastrointestinal baik secara langsung maupun tidak langsung. Secara
langsung melalui interaksi tannin kondensasi-nematoda, mempengaruhi penetasan telur, dan
mempengaruhi pertumbuhan larva infektif. Tanin terkondensasi dapat mengikat protein, sehingga dinding
nematoda menjadi menjadi inaktif dan selanjutnya mati. Secara tidak langsung tanin akan mengikat protein
tumbuhan di dalam rumen sehingga mencegah degradasi mikrobial, akan meningkatkan aliran protein ke
duodenum. (Min dan Hart, 2003)

Peningkatan nutrisi protein akan menurunkan infeksi parasit dengan meningkatkan imunitas
hospes. Adanya perlakuan infusa daun bambu yang memiliki kandungan tanin dapat merusak protein
(polipeptida) dalam tubuh cacing yang dapat mngakibatkan cacing mati. Konsentrasi protein parasit
(marker-kontrol) yang diperkirakan dengan Metode Lowry (Lowry et al., 1951) adalah 4.2 mg / ml.




Tabel 2. Jarak migrasi 3 perlakuan dan berat penanda pada sampel Haemonchus contortus

No Jarak (cm) MW! Log MW
1 05 180 226
2 07 130 2.11
3 1.1 95 1.98
4 14 72 1.86
5 19 55 1.74
6 24 43 1.63
7 3.1 34 1.53
8 38 26 141
9 53 17 1.23
10 62 10 1.00

1. MW from ThermosciencetificPageRuler Prestained Protein Ladder

y =-0.1984x + 2.1992

i R2=0.9591

N

——Seriesl

Log MW

—— Linear (Series1)

Migration distance (cm)

Gambar 1. Kurva berat molekular standar pada SDS-PAGE terhadap Haemonchus contortus
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Gambar 2. Elektroferogram SDS PAGE H. Contortus in vitro (a). Skema SDS PAGE (b). Kolom 1 marker; kolom
2 Kontrol (T1), kolom 3 (T2 ) : profil protein cacing dewasa yang direndam dalam dosis infusa daun
bambu 0,1 mg/mL dan kolom 4(T3) : profil protein cacing dewasa yang direndam dalam dosis infusa

daun bambu 1 mg/mL

Elektroforesis SDS-PAGE protein H. contortus menunjukkan adanya 6 pita protein dominan
dengan berat molekul mulai dari 9 sampai 125 kDa. Pita-pita ini jika dibandingkan dengan penanda
molekuler thermo scientific mempunyai berat molekul 9.3, 16.1, 46, 55.3, 115, 125 kDa (Gambar 1).
Berdasarkan hasil tersebut bahwa protein H. contortus yang rusak setelah cacing diberi perlakuan ekstrak
daun bambu. Rusaknya protein H. contortus atau hilangnya polipeptida pada tubuh cacing dapat memblokir
proses metabolisme fisiologi cacing sehingga menghambat pertumbuhan cacing bahkan dapat mematikan
cacing.

Ashman et al., (1995) menyatakan keberadaan protein larva dari H. contortus hanya pada kisaran
berat molekul 70-90k Da. Fetterer ef al., (1999) mengatakan protein yang dimurnikan dari H. contortus
dewasa hanya terlihat pada protein dengan berat molekul 33kDa oleh SDS-PAGE; Gomez et al, (1996)
mengidentifikasi dan memurnikan sebagian protein dari H. contortus oleh SDS-PAGE hanya pada berat
molekul 26kDa. Pendapat lain menurut Crab et al., (2002) SDS PAGE mampu memurnikan sebagian
protein 23.8 kDa dari parasit Haemonchus contortus. Ranthore et al., (2006) mengidentifikasi adanya
protein dengan berat molekul 66 kDa pada antigen sekretori ekskresi dari H. contortus. Prasad et al., (2007)
juga mampu mengenali adamya protein dengan berat molekul 60 dan 120 kDa polipeptida dari H. contortus
dengan kromatografi immunoaffinity dan SDS-PAGE.

Arunkumar (2012) melaporkan bahwa tentang karakterisasi antigen E / S yang dimurnikan dari
H. contortus oleh SDS-PAGE menunjukkan pita terbakar pada 66kDa; Clarke dan Slocombe (1984)
mengamati pita tunggal yang sesuai dengan berat molekul 172 000 kDa dari cairan yang keluar dan ekstrak
somatik H. contortus. Lebih jauh Siamba et al., (2012) mengamati 13 pita peptida utama di SDS PAGE
dari larva L3 infektif H. contortus dan mengamati protein 46kDa spesifik pada parasit tanpa tekanan dan




protein 32 kDa yang tertekan. Band protein pada cacing yang diberi infusa daun bambu 1 mg/mL (T3)
tampak :125kDa, 115kDa, 55,3kDa, 46kDa, 16,1kDa, dan 9 3kDa (Gambar 2). Pasila (2008) mengamati
protein cacing H. contortus yang dihasilkan oleh SDS PAGE antara lain : 42,3 kDa; 39,3 kDa; 24 4 kDa
dan 13,9 kDa. Dari kelima profil protein tersebut, profil protein dengan berat molekul 28,9 kDa dan 24 4
kDa adalah profil yang tercat tebal, dimana tebal tipisnya pita protein yang tercat merupakan gambaran
banyaknya protein yang terkandung dalam profil protein ekskresi-sekresi. Hasil SDS PAGE pada penelitian
ini tercantum dalam Tabel 3.

Tabel 3. Perbandingan pendapat penulis terhadap band protein H. contortus yang hilang pada SDS PAGE

No Penulis Band protein H. contortus yang tidak ada
1. Fetterer et al., (1999) 33kDa

2. Gomez et al.,( 1996) 26kDa

4. Ranthore et al.,(2006) 66kDa

5. Prasad et al., (2007) 60kDa dan 120kDa

6. Arunkumar, (2012) 66kDa

7. Siamba er al., (2012) 172kDa

8 Crab et.al.,(2002) 23.8kDa

Beberapa polypeptide cacing H. contortus hilang atau atau rusak sehingga tidak tampak pada hasil
SDS page terhadap cacing yang telah mengalami perlakuan jika dibandingkan dengan markernya (control).
Lastuti ef al.(2001) melaporkan bahwa, pada bagian usus H. contortus didapatkan 13 profile protein, antara
lain: 46 kDa; 41.2 kDa; 36 kDa; 27 4 kDa; 24 kDa; 19.6 kDa; 14,9 kDa; 114 kDa; 9 kDa; 7 kDa; 4 kDa;
3.8 kDa; and 3.6 kDa. Profil protein yang dominan adalah 19.6 kDa; 14.9 kDa; 11 4 kDa; 9 kDa; 7 kDa; 4
kDa; 3.8 kDa; and 3.6 kDa. Menurut Jaiswal et al., (2016) menyatakan bahwa ada 35 polipeptida dengan
berat molekul berbeda-beda pada cacing betina. Hal ini kemungkinan besar disebabkan oleh tannin dalam
infusa daun bambu apus. Tanin terkondensasi memilki afinitas dengan proline-rich protein, sedangkan
kutikula nematoda diketahui terbentuk dari struktur proline-rich protein yang menutupi tubuhnya (Hoste
et al., 2000).

KESIMPULAN

Infusa daun bambu apus mampu membunuh cacing Haemonchus contortus setelah 4 jam pada
dosis Img/mL secara in vitro. Profil protein H. contortus setelah mengalami perlakuan memiliki profil yang
berbeda terhadap kontrol antara lain : 9.3, 16.1, 46, 553, 115, 125 kDa. Protein cacing yang rusak
merupakan salah satu indikator bahwa infusa daun bambu memiliki potensi sebagai anthelmetika.

SARAN

Inovasi lebih lanjut perlu dilakukan untuk mendeteksi adanya protein yang hilang melalui
elektroforesis SDS PAGE dan immunoblotting secara in vivo dan perlu juga dilakukan uji toksisitas daun
bambu.
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