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RINGKASAN

PRODUKSI DAN KARAKTERISASI ANTIBODI POLIKLONAL SEBAGAI
BAHAN PENDETEKSI EKSPRESI PROTEIN S DARI VIRUS INFECTIOUS
BRONCHITIS ISOLASI LOKAL ( Chairul A. Nidom, Mufasirin, Kadek
Rahmawati, 2002, 22 halaman )

Penyakit Infectious Bronchitis merupakan penyakit yang sangat menular

dapat dapat menimbulkan kerugian besar bagi peternakan ayam petelur maupun

pedaging. Penyakit ini menimbulkan gangguan pernafasan dan gangguan ginjal.

Penyakit ini disebabkan oleh virus Infectious Bronchitis, yaitu virus RNA yang

mempunyai tiga macam regio gen yaitu regio gen M, E dan S. Pencegahan

penyakit Infectious Bronchitis ini dengan vaksinasi baik vaksin inaktif maupun

vakisin aktif. Penggunaan vaksin aktif , secara tidak langsung dapat menimbulkan

varjan baru di lapangan. Hal ini disebabkan oleh adanya mutasi asam amino dari

pr

ein gen S (spike). Akibatnya vaksinasi berikutnya menjadi tidak efektif lagi.

Untuk itu perlu dilakukan penelitian virus Infectious Bronchitis di lapangan

de
S.

gan pendekatan biologi molekuler , khususnya mutasi asam amino pada gen
Salah satu bahan yang diperlukan untuk penelitian molekuler virus Infectious

Branchitis tersebut adalah antibodi poliklonal, baik dari virus Infectious Bronchitis

isojasi Lokal (belum diketahui serotipenya) dan virus Infectious Bronchitis yang

sudah diidentifikasi serotipenya (stok laboratorium).

Sebanyak empat ekor kelinci disuntik dengan protein Virus Infectious

Bronchitis, setelah dua minggu dilakukan penyuntikan booster yang dicampur

de
bo
bo

ngan ajuvan komplit. Selang dua minggu berikutnya dilakukan penyuntikan
pster dengan menggunakan ajuvan tidak komplit. Sedangkan penyuntikan
pster ke tiga dilakukan dengan cara penyuntikan selama lima hari berturut-

turut. Kemudian diuji dengan metode ELISA dan setelah itu dilakukan

peLnanenan antibodi poliklonal.

g T
."} (A BN 4_'_-
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Hasil penelitian yang diperoleh, bahwa titer tertinggi terjadi pada booster
ke flua dan ketiga. Hasil yang diperoleh ini sama tingginya dengan titer yang

berasal dari virus 1B stok laboratorium yang sudah diketahui strainnya. Setelah
itu Iilakukan pemanenan dengan cara mengambil darah kelinci secara maksimal
untk memperoleh serum sebanyak-banyaknya. Serum yang diperoleh dalam
penelitian ini sebanyak 35 ml.

Setelah diperolehnya serum darah kelinci yang berisi antibodi poliklonal

terhadap virus 1B, dapat segera dilanjutkan untuk mengkaji secara biologi

molekuler dari virus IB lokal yang menginfeksi ayam petelur dan pedaging.
Dengan harapan ditemukan sfrain spesifik Indonesia sehingga memudahkan
dalam pencegahan penyakit 1B melalui vaksinasi.

(L.®. Universitas Airlangga. Kontrak Nomor 023/LT/BPPK-SDM/IV/2002).
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SUMMARY

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF POLYCLONAL ANTIBODY
AS A S PROTEIN EXPRESSION DETECTION OF INFECTIOUS BRONCHITIS

VIRUS LOCAL ISOLATE.
( Chairul A. Nidom, Mufasirin, Kadek Rahmawati, 2002, 22 pages)

Infectious Bronchitis is a highly contagious respiratory disease occurring
in chickens of all ages. It affects the respiratory, renal (kidney) and reproductive
systems causing severe economic loss in the broiler and in the egg layer
industry. The disease is caused by Infectious Bronchitis Virus, a single stranded
RNA virus. Three virus specific gene that protein expression, have been
identified; M, E and S gene that express membrane or matrix (M) glycoprotein,
Envelope (E) protein and spike (S) protein. Prevention of Infectious Bronchitis is
vaccinated both inactivated vaccines and/ or activated vaccines to provide
vaccination. However, activated vaccines could be a new variant in the area,
because could a mutaticn of amino acid on S protein. To determine amino acid of
S gene mutation is needed poiyclonal antibody from Infecticus Bronchitis Virus
Local isolate and Laboratory isolate.

Four samples of rabbit were injected with Infectious Bronchitis Virus
protein. The samples were injected again after two weeks with Completed
Adjuvant and two week more were injected with Uncompleted Adjuvant. Finally,
the sample were injected consecutive five days. The polyclonal antibody were
confirmed by ELISA.

The result of study showed that highest titer on 2™ and 3 booster. The
local isolate titer as high as laboratory isolate. From this study, we have found 35
mi serum that content polyclonal antibody of Infectious Bronchitis Virus.

(L.P. Universitas Airlangga. Kontrak Nomor : 023/LT/BPPK-SDM/IV/2002)
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KATA PENGANTAR

Penyakit Infectious Bronchitis sangat merugikan peternakan ayam petelur
maupun pedaging. Penyakit ini disebabkan oleh Virus IB yang merupakan famili
Coronaviridae. Merupakan masalah kesehatan unggas diseluruh dunia.

Selama ini yang dilakukan untuk mengatasi penyakit ini adalah dengan
bemberian vaksin, dan penata-laksanaan peternakan. Namun vaksinasi masih
meninggalkan masalah yang belum teratasi. Salah satu penyebabnya adanya
Sifat virus ini yang sering merubah struktur antigennya. Untuk itu sangat menarik
diteliti pada protein lainnya dari Virus ini, dari pendekatan biologi molekuler.
Untuk itu diperlukan bahan-bahan salah satunya antibodi polikional.

Penulis mengucapkan tenma kasin kepada Pimpinan Proyek Pengkajian
Han Penelitian limu Pengetahuan Terapan/DP3M Ditjen Dikti Depdiknas, Rektor
Universitas Airlangga, Dekan Fakultas Kedokteran Hewan dan Ketua Lembaga
Penelitian-Unair.

Akhirnya, semoga hasil penelitian ini dapat bermanfaat bagi kita semua.

Surabaya, Desember 2002

Penulis.

v
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1.Latar Belakang iMasalah

Infectious Bronchitis merupakan penyakit yang banyak teriadi pada ayam
»aik ayam petelur maupun ayam pedaging pada semua umur. Penyakii ini
sangat merugikan secare ekonomi, karena dapat menimbuikan gangguan utama
pada saiuran pernafasan. Sifatnya akut dan kronis serta sangat menular pada
syam. Diawali penemuannya pada tahun 1931 di Amerika Serikat, saat ini sudan
menyebar hampir diseluruh dunia, serla dapat menyerang ayam dalam segala
Limur dan segalaa ras (Csermelyi et a/. 1988).
Di samping mengaanggu pernafasan . penyakit i1 dapat menmbuikan
neintis dan urohtiasis Angka kematiannva sangat tinga (King et a/ 1991)
Penyakit Infectious Bronchiiis 1ni disebabkan oleh virus yang dikenal
dencan narma Avian Infectious Bronchitis Virus (IBV). Virus ini merupakan virus
RNA beruntai tunggal positif yang merupakan anggota genus Coronavirus dan
anggota famili Coronaviridae (Corse et al. 2000).
Pencegahan yeng selamez ini dilakukan dengan cara memberikan
vaksinasi. Vaksin yang diberikan dapat berupa vaksin inaktif atau vaksin hidup
Welaupun demikian masth belum dapat menuntaskan infeksi penvakit infectious
Bronchitis ini. Banyaknya serotipe dari virus Infectious Bronchifis int dan
beberapa serotipe tidak dapat dikencaliken oleh vaksin dari serotine-seictipe

yang heterogen (Song ef a/.,19988; Lambrechis &f al. 1393).
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Pengkajian secara molekuler terhadap virus ini dapat lebih diharapkan
hasilnya, karena banyaknya serotipe yang timbul dapat dilihat secara mendalam
dari peristiwa molekuler dari virus ini. Sebagaimana telah diketahui bahwa virus

Infectious Bronchitis ini mempunyai tiga macam protein membran yaitu protein S

————

(spike) merupakan glikoprotein yang berfungsi mengenali dan melakukan fusi
dengan sel target; Protein M (matrix) merupakan glikoprotein dengan tiga macam
domain transmembran; dan terakhir adalah protein E (envelope) ukurannya kecil
sehingga tidak mudah untuk dikarakterisasi. Namun demikian protein E ini sefalu
dihubungkan dengan envelope virion (Corse & Machamer, 2000).

Timbuinya infeksi B ini setelah vaksinasi (post vaccination outbreaks)
ibanyak disebabkan oleh adanya perbedaan serotipe dan akibatnya terjadi pada
perbedaan antigenisitasnya serta adanya varian-varian baru yang timbul dari
lapangan Timbulnya varian genetik disebabkan cleh adanya mutasi beberapa
asam amino dalam glikoprotein S virus IB in1 (Song et al.1998; Cavanagh et
al.1992;Kant et al.1992). Jadi penggunaan vaksin hidup yang sudah tersebar
dimana-mana merupakan salah satu penyebab penting dalam meningkatkan dan
menyebarkan beberapa varian genetik yang baru tersebut.(Wang et al.1993).
Untuk menghindari timbulnya varian-varian baru, beberapa negara
mengeluarkan kebijakan bahwa virus yang digunakan untuk vaksin hidup hanya
virus dengan serotipe terientu, misainya hanya serotipe Massachusetts (Picault
et 2.1986).

Di Indonesia belum ada kebijakan yang menyeragamkan penggunaan

serotipe virus yang digunakan untuk vaksin hidup. Keadaan ini memungkinkan

i~
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timbuinya banyak varian-varian baru virus Infectious Bronchitis ini. Akibatnya
dapat menyebabkan ketidak-efektifan penggunaan vaksin hidup di lapangan.

Memperhatikan hal-hal di atas, maka perlu dikaji lebih mendaiam iagi
virus Infectious Bronchitis dengan menggunakan pendekatan biologi moiekuler.
Khususnya dalam pengkajian dornain gen S virus ini dari berbagai tips dan
subtipe yang ditemukan di Indonesia. Dengan demikian dapat diketahui secara
pasti karakter protein dari virus Infectious Bronchitis vang ada di lapangan untuk
memudahkan dalam melaksanakan pencegahan melalui vaksinasi.

Salah satu bahan yang diperiukan untuk peneiitian di etas adalah adanya
antibodi yang dapat digunakan untuk pendeteksi (scresning) protein yang
diekspresikan oleh gen S virus Infectious Bronchitis tersebut. Antibodi polikional
dapet digunakan sebagai pendeteksi awal dari suatu protein dari ekspresi suatu
gen dengan menggunakan teknik Western Blotfting (Liu ef al 1594).

Tuyuan peneittian inl adalah untuk mendapatkan antibodi monokiona! car
antigen virus Infectious Bronchitis yang akan dijadikan salah satu bahan
penelitian berikutnya untuk mendeteksi ekspresi protein gen S dari Virus
Infectious Bronchitis. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan infermasi
tentang preduksi dan karzkterisasi antibodi polikional untuk mindetekasi protein
virus Infectious Bronchitis yang diisolasi dari lapangan. Peneiitian ini diharapkan
merupakan peneitian awal oari serangkaisn penelitian motekuter tentang virus

Infectious Bronchitis di indonesia.

PE u’U‘ﬂ AR “, NGOA
P“”N AIRLA!

r J«h“i’*“f"' e
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*.2 Perumusan Masalah

Penyakit Infectious Bronchitis merupakan penyakit yang sangat menular
Hapat dapat menimbulkan kerugian besar bagi peternakan ayam petelur maupun
pedaging. Penyakit menimbulkan gangguan pernafasan dan gangguan ginjal.
Penyakit ini disebabkan oleh virus Infectious Broncitis, merupakan virus RNA
yang mempunyai tiga macam regio gen yaitu regio gen M, E dan S. Pencegahan
penyakit Infectious Bronchitis ini déngan vaksinasi dengan vaksin inaktif dan
vaksin aktif. Penggunaan vaksin aktif , secara tidak langsung dapat menimbulkan
varian baru di lapangan. Hal ini disebabkan oleh adanya mutasi asam amino dari
protein gen S (spike). Akibatnya vaksinasi berikutnya menjadi tidak efektif lagi.
Untuk itu perlu dilakukan penelitian virus Infectious Bronchitis d lapangan
dengan pendekatan biologi molekuler , khususnya mutasi asam amino pada gen
5. Salah satu bahan yang diperlkan untuk penelitian molekuler virus Infectious
Bronchitis ini adalah antibodi poliklonal, baik dari virus /nfectious Bronchitis
solasi Lokal (belum diketahui serotipenya) dan virus Infectious Bronchitis yang
sudah diidentifikasi serotipenya (stok laboratorium). Dari uraian tersebut dapat

Hitarik permasalahan :
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. Apakah antigen virus Infectious Bronchitis isolasi lokal dapat memproduksi
poliklonal antibodi.?

. Apakah ada perbedaan antobodi polikional dari antigen virus Infectious
Bronchitis isolasi lokal dengan antigen virus Infectious Bronchitis stok

laboratorium ?
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BAB i

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Penyakit Infectious Bronchitis Pada Ayam

Penyakit /nfectious Bronchitis merupakan penyakit pada ayam baik ayam
petelur maupun pedaging apad semua umur. Kejadian penyakit ini sudah
menyebar di seluruh dunia. Penyakit ini sifatnya akut dan sangat menular yang
ditandai dengan terganggunya pernafasan. Tanda lain yang menyertai yaitu

qerjadinya infeksi pada ginjal ( nefritis). Infeksi ini mengakibatkan performans

yam tidak baik, produksi telur manurun dan kualitas telur, khususnya kerabang,
Lek. Akibat yang terjadi bisa lebih parah jika disertai infeksi kuman patogen

ainnya pada saluran pernafasan (King et al.1991).

.2 Molekular Virus Infectious Bronchitis

Penyakit Infectious Bronchitis ini disebabkan oleh Virus Infectious
Bronchitis yang dapat diisolasi pada mukosa trakhea selama periode akut. Virus
ni juga dapat diisolasi dari feses atau tonsil caecum. Virus ini termasuk pada
jenus coronaviridae.

Virus Infectious Bronchitis, merupakan virus RNA utas tunggal, mempunyai
Lsebuah envelope. Ukuran genomnya diperkirakan sebesar 27,6 kilobase. Virus
ni telah diidentifikasi memiliki tiga macam protein spesifik yaitu glikoprotein S

(spike), Glikoprotein M (membran atau matriks) dan protein N (nukleocapsid).
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Gambaran protein tersebut sebagaimana gambar di bawah ini. (Wang et al.

1999; Corese et al.2000 )

_——apl<e arate

e ——mimlriz aratmin

Gambar 1. Struktur Protein Virus Infectious Bronchitis

Glikoprotein S memiliki dua macam glkopolipeptida yaitu S1 dan 52
Peplomer ini kalau dilihat menggunakan mikroskop elektron terlihat pada
permukaan virus sebagai “corona”. Gambar corona virus Infectious Bronchitis
japat dilihat di bawah ini.

Proses Haemaglutination inhibition dan kebanyakan neutralisasi antibodi
piasanya ditujukan pada protein S1. Suatu urutan asam amino yang spesifik
yang biasa disebut dengan epitop. pada glikoprotein ini biasanya digunakan
untuk membedakan serotipe (Song et al. 1998; lambrechts et al. 1593).

Virus Infectious Bronchitis ini mempunyai kemampuan untuk melakukan

mutasi. Beberapa serotipe telah diidentifikasi yang mempunyai implikasi pada

~)
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fikasi dari program vaksinasi. Beberapa serotipe yang selama ini dikenal antara

ain Massachusetts, Connecticut dan Arkansas.

glsle l_ltﬁ F

Gambar 2. Corona Virus Infectious Bronchitis .

2.3 Penyebaran Penyakit

Virus Infectious Bronchitis secara cepat dapat menyebar di antara ayam
dalam kandang. Biasanya penyebarannya melalui udara yang disebabkan oleh
adanya virus yang jatuh pada saat batuk atau bersin. Sedangkan penyebaran
dari kandang ke kandang disebabkan oleh pergerakan orang vyang
terkontaminasi. Demikian juga peralatan dan kendaraan yang terkontaminasi.
Virus Infectious Bronchitis tidak disebarkan secara vertikal dan ayam yang

pernah terinfeksi dapat bertindak sebagai karier (pembawa).

Laporan Penelitian Produksi Dan Karakterisasi Antibodi Poliklonal Chairul A. Nidom

Sebagai Bahan Pendeteksi Ekspresi Protein S
Dari Virus Infectious Bronchitis Isolasi Lokal




IR - Pepustakaan Universitas Airlangga

.4 Tanda-Tanda Penyakit

| XY

Tanda-tanda penyakit meliputi batuk, bersin dan adanya cairan dalam

e o

idung. Juga dapat disertai adanya eksudat pada mata. Masa inkubasi 18 jam

LN

ampai 36 jam sangat tergantung pada dosis waktu masuknya virus Infectious

Bronchitis dan kepekaan ayam terhadap virus Infectious Bronchitis . Pada anak

(=

yam biasanya nafasnya terdengar. Beberapa kejadian dapat terlihat mata yang
erair serta pembengkakan sinus.

Anak ayam akan depresi, letargik dan biasanya bergerombol dengan

—

pinnya. Konsumsi pakan, air minum dan pertambahan berat menurun. Tetapi
bukn hal ini yang menjadi perhatian, tetapi timbulnya infeksi ikutan seperti oleh
E.coli, di mana dapat menyebabkan meningkatakan timbulnya penyakit‘ CRD
{Chronic Respiratory Disease) dan airsacculitis

Pada ayam petelur dewasa, produksi telur menurun mengikuti timbuinya
limtom batuk dan ngorok. Seringkali penurunan produksi tanpa diikuti oleh
menurunnya kualitas kerabang.

Infeksi oleh virus Infectious Bronchitis ini ada tiga bentuk yaitu bentuk
pernafasan (Respiratory form), bentuk renal (Renal form) dan bentuk reproduksi

AReproductive form) (Ignjatovic.ef al. 2000; Csermelyi ef al. 1998).
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2.5 Diagnosis

2.5.1 Uji Serologis

Sebagaimana gambaran umum bahwa ayam akan memproduksi antibodi
spesifik jika mengalami infeksi oleh virus Infectious Bronchitis Infectious
HBronchitis. Antibodi yang yang diinduksi oleh virus IB ada tiga macam klas
antibodi yang berbeda yaitu IgM, IgG, dan igA di samping klas IgG. Titer tertinggi
biasanya dicapai pada hari ke tujuh sampai delapan setelah infeksi kemudian
menurun secara gradual.

Biasanya antibodi ini periodenya pendek, sehingga memeriukan penguijian
yang segera. Sedangkan Ig G dapat diukur dengan menggunakan teknik ELISA
paling cepat pada hari ke tujuh setelah infeksi. sebab titer tertinggi terjadi pada
hari ke 10 — 14 setelah infeksi.

Untuk keperluan evaluasi lapangan, diperlukan keterangan tambahan
tentang waktu vaksinasi dan infeksi ikutan lainnya. Profil serologis harus
dievaluasi berdasarkan pada kandang bukan pada individu, sehingga minimum
sampel yang diperiksa diperlukan, yaitu minimal 20 ekor. Pengujian serologis ini
sangat baik untuk peternakan yang sering terinfeksi oleh virus Infectious
Bronchitis dengan mengadakan uji serologis secara teratur, misalnya setiap 10
minggu sekali. Biasanya titer akan meningkat secara nyata pada saat terinfeksi

dibandingkan setelah vaksinasi (Ignjatovic et al.2000;)
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72.5.2 Isolasi Virus Infectious Bronchitis

Virus Infectious Bronchitis dapat diisolasi secara langsung dari ayam
yang sedang sakit. Pengambilan sampel ini harus dilakukan sesegera mungkin
pada saat ayam masih menunjukkan tanda-tanda klinis yang jelas. Sampel dapat
diambil dari trachea atau jaringan lain seperti paru, ginjal, oviduct dan tonsil |

caecum.

2.5.3 Serotyping Virus Infectious Bronchitis

Virus Infectious. Bronchitis di alam mempunyai banyak serotipe. Biasanya
di suatu area memiliki lebih dari satu macam serotipe. Serotipe — serotipe ini
tidak mempunyai reaksi imunitas silang antar serotipe, sehingga sebetuinya
diperlukan vaksin baru untuk digunakan di suatu area. Namun kenyataannya hal
tersebut sering tidak terjadi, sehingga diperlukan uji serotiping untuk mengetahui
virus Infectious Bronchitis yang menginfeksi ayam. Penguijian serotiping ini di
antaranya dilakukan dengan cara reverse transcriptase — polymerase chain
treaction (RT — PCR). Di samping itu juga dapat digunakan pengujian Neutralisasi
dengan menggunakan antisera virus Infectious Bronchitis yang spesifik.
LRestriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) juga dapat digunakan untuk

menguji serotipe Virus Infectious Bronchitis .(Wang et al.1998).

2.5.4. identifikasi Genotipe
Untuk mengetahui variasi antigenik secara molekuler dapat dilakukan

dengan cara melakukan sekuensing urutan nukleotida dari gen S (spike).

11
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Bahkan dapat dilakukan sekuensing lebih spesifik iagi yaitu pada gen subunit S1,
di mana banyak ditemukan epitop yang mengikat antibodi pada saat neutralisasi.
Dengan mempunyai urutan nukleotida dari gen S1 dan ditambah

erotiping serta Virus Neutralisasi, dapat digunakan untuk melakukan pemilihan

o

vaksin dengan data urutan nukieoida tersebut ( Kingham et al.2000; Kant, et al.

1992).

2.6 Pencegahan

Pencegahan infeksi virus Infectious Bronchitis ini dapat dilakukan dalam
dua langkah vyaitu pengaturan manajemen pemeliharaan yang baik dan
penggunaan program vaksinasi.

Untuk mengefektifkan program vaksinasi ini sebaiknya telah diketahui
prevalensi serotipe virus [Infectious Bronchitis yang menginfeks: di daerah
peternakan tersebut. Pada ayam pedaging digunakan vaksin hidup yang
dimodifikasi. Sedangkan vaksinasi terhadap ayam petelur biasanya dilakukan
berseri, sesuai dengan lamanya waktu pemeliharaan. Pada pembibitan, sebelum
Byam menginjak umur bertelur biasanya di vaksin dengan in aktif untuk
menstimulasi produksi antibodi, karena vaksin inaktif akan memproduksi lebih
ingoi dari pada vaksin hidup. Vaksin hidup yang termodifikasi akan
menghasilkan stimulai yang lebth baik sel T dan mendapatkan Ig A yang baik
sebagai respon terhadap infeksi mukosa lokal sehingga mempunyai nilai yang
ebih dibanding dengan penggunaan vaksin in aktif dalam melakukan

pencegahan pada ayam petelur (Ignjatovic et al.2000).
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BAB i

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1 Tujuan Penelitian

Untuk mendapatkan antibodi poliklonal dari antigen virus Infectious
Bronchitis isolasi lapangan yang akan dijadikan salah satu bahan penelitian
perikutnya untuk mendetekasi ekspresi protein gen S dari virus Infectious

Bronchitis .

8.2 Manfaat penelitian

Memberi informasi tentang produksi dan karakterisasi antibodi polikional
intuk mendeteksi protein virus Infectious Bronchitis yang diisolasi dari lapangan
isolat lokal). Hasilnya dapat dibandingkan dengan antibodi polikional dari virus
Infectious Bronchitis yang sudah diketahui serotipenya. Disamping itu antibodi
poliklonal yang diperoleh dari penelitian ini akan digunakan pada penelitian

perikutnya tentang ekspresi protein S virus Infectious Bronchitis ini.

13
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BAB IV

METODE PENELITIAN

h.1. Materi Penelitian

Materi penelitian terdiri dari kelinci dewasa sebanyak empat ekor, sehat
dan specific pathogen free (SPF). Antigen yang digunakan adalah virus
nfectious Bronchitis yang diisolasi dari lapangan (serotipe lokal) dan virus yang

felah diidentifikasi serotipenya.

f.2. Immunisasi Antigen pada Kelinci.

Kelinci betina dewasa yang sehat tersebut diinjeksi dengan antigen
sebanyak 50-100 ug yang sudah ditambah ajuvant di empat bagian tubuh yang
mempunyai kulit longgar. injeksi dilakukan secara sub kutan atau di bawan kulit
yang longgar. Perbandingan pengenceran antara antigen dalam PBS dengan
pjuvant komplit adatah 1:1. Injeksi diulang setelah tiga minggu setelah injeksi
petama dengan dosis yang sama tetapi menggunakan ajuvant tidak komplit.
njeksi selanjutnya diulang apabila pada pemeriksaan dengan ELISA belum
mencapai tingkat antibodi yang maksimal. Pengulangan injeksi (booster)
dilakukan tiap dua minggu setelah injeksi sebelumnya. Untuk meningkatkan
respon imun seperti yang diharapkan maka pada booster ke tiga dilakukan pada
minggu ke tiga setelah penyuntikan boorter ke dua dengan cara menyuntikkan
pooster melalui intra muskular selama lima hari berturut-turut. Pengambilan

farah untuk tujuan pengecekan titer antibodi diambil melalui vena auricularis.

14

Laporan Penelitian Produksi Dan Karakterisasi Antibodi Poliklonal Chairul A. Nidom

Sebagai Bahan Pendeteksi Ekspresi Protein S
Dari Virus Infectious Bronchitis Isolasi Lokal




IR - Pepustakaan Universitas Airlangga

4.2.1 Uji ELISA

Uji ELISA ini menggunakan microplate bentuk U. Setiap lubang (sumuran)

O

iisi dengan antigen dengan menggunakan konsentrasi 10 ug/ml sebanyak 100
y!. Pengenceran antigen dilakukan dengan menggunakan coafing buffer.
Inkubasi dilakukan pada penangas air pada suhu 37° C selama semaiam dan
gilzkukan pencucian. Pencucian ini dilakukan sebanyak tiga kali dengan
menggunakan bufer pencucin (washing buffer) dan setiap pencucian sebanyak
209 ul untuk tiap lubang.

Kontrol positif digunakan antibodi polikional dari Virus Infectious Bronchitis
ﬁtrain Massabhusset.

Blocking dilakukan dengan menambahkan larutan BSA 1% sebanyak 200

nHA tiap fubang dan diinkubasi selama satu jam pada suhu 37° C. Pencucian

ilakukan dengan cara seperti cara sebelumnya sebanyak tiga kali. Penambahan
ntibodi yang akan diuji dilakukan dengan beberapa pengenceran (1x, 10x; 20x;
Ox; 80x; 160x, 320x, dan 640x ). Masing-masing lubang diisi dengan 100 ul.
Petelah diinkubasi selama satu jam pada suhu 37° C, kemudian dilakukan
pencucian dengan cara yang sama dengan cara sebelumnya tetapi dilakukan
sebanyak empat kali.

Konjugat anti kelinci ditambahkan sebanyak 150 ul tiap lubang dengan
xonsentrasi pengenceran 1:4000. Dan dilakukan inkubasi selama saiu jam pada
5uhu 37° C. Pencucian dilakukan sebanyak lima kali dengan cara yang sama.
Substrat yaitu 4-nitrophenil sulphate ditambahkan sebanyak 150 ul

dengan konsentrasi 1mg/ml. Inkubasi dilakukan pada suhu 37° C selama 15
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menit sampai dengan 30 menit. Pembacaan hasil ELISA dilakukan dengan

menggunakan ELISA rider, dengan panjang gelombang 450 nm.

4.2.2 Pemanenan antibodi polikional.

Pada pengecekan dengan metode ELISA, apabila sudah didapatkén titer
yang tinggi pada pengenceran 1:100 maka kelinci sudah dapat dipanen. Kelinci
dilakukan pembiusan dan dilakukan pembedahan pada daerah thorax dengan
membuka rongga dada. Pemutusan vena porta yang menuju ke jantung
dilakukan sehingga darah keluar dan memenuhi rongga dada. Darah kemudian
segera diarﬁbil dengan menggunakan spuit tanpa jarum dan dikumpulkan ke
dalam tabung sentrifus. Darah kemudian disimpan dalam es selama 15 sampai
dengan 30 menit dan dilakukan pemutaran dengan kecepatan 2500 rpm pada
suhu 4° C selama 10 menit. Serum darain yang sudah mengandung antibodi
terhadap virus Infectious Bronchitis diambil dan ditampung. Selama menunggu
untuk digunakan dalam pendeteksian ekspresi protein virus Infectious Bronchitis,

serum tersebut disimpan dalam lemari es dengan suhu -20° C.

H{)
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BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN

Dari empat ekor kelinci yang digunakan terjadi kematian sebanyak dua
ekor. Sedangkan dari dua ekor tersebut hanya satu ekor yang dapat
menimbulkan respon imun yang baik setelah penyuntikan booster ketiga.

Dari satu ekor yang menghasilkan respon imun yang baik setelah
dilakukan uji ELISA di mana serum diambil setelah penyuntikan booster Ii dan il

Hasil uji ELISA setelah booster Il dan ill dapat dilihat padaa tabel 5.1.

Tabel 5.1. Hasil Uji ELISA antibodi poliklonal Virus Infectious Bronchitis

fPengenceran ' Booster il Booster il Kontrol (+) Kontroi {-) I
10 x * 1.299 1.386 1.139 0.583 '
20x  1.246 1.270 1030, 0566
40 x 1.213 1.246 0.948 0.523
80 x 1.198 1.240 0.927 0.446
160 x 1.127 1.123 0.897 0.411
320 x 1.087 1.096 0,770 0.443
640 x 1.004 1.056 0.671 0.380

Antibodi poliklonal yang terbentuk setelah dilakukan booster ke dua dan
ketiga sudah cukup tinggi. Demikian juga jika dibanding dengan hasil ELISA
yang berasal dari kontrol positif, hasil penyuntikan booster ke dua dan ketiga

relatif lebih tinggi.
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Hasil yang tinggi ini disebabkan karena sel plasma pembentuk antibodi
sudah tersensitisasi dengan antigen (protein) sehingga setelah booster ke dua
Tan ke tiga didapatkan titer antibodi poliklonal dalam serum darah kelinci tinggi.
Hasil panen serum darah yang mengandung antibodi polikional dari kelinci
diperoleh serum darah sebanyak 35 ml yang saat ini disimpan pada suhu —20°
€. Persentase antibodi polikional terhadap antigen protein Virus Infectious
Bronchitis sekitar 1% dari total serum darah (0,25%).

Sebagaimana telah diketahui dari hasil penelitian terdahulu, bahwa
$enoma virus Infectious Bronchitis memiliki tiga macam gene yang dapat
mengekspresikan tiga macam protein yaitu protein S, N dan M. Untuk protein S
Trdiri dari dua subunit yaitu protein S1 dan S2.

Dari ketiga antigen tersebut secara multipel dalam proses imunissi
diperiukan untuk menginduksi respon antibodi (ignjatovic et af 1924).

Hasil penelitian im berupa antibodi polikional terhadap protein virus
Infectious Bronchitis sangat penting sebagai salah satu bahan penelitian

lenjutan. Antara lain penelitian molekuler terhadap virus Infectious Bronchitis

tau digunakan untuk penelitian serologis. Dalam penelitian molekuler
iantaranya digunakan untuk uji immunoblotting sebagaimana pada penelitian
rdahulu (Corse et al.2000; Lim ef al. 2000; Liu et al.1994)..

Dalam penelitian ini digunakan ajuvan dalam memproduksi antibodi
poliklonal dengan tujuan untuk meningkatkan respon imun terhadap penyuntikan

protein S Virus Infectious Bronchitis. Ajuvan juga mempunyai kapabilitas dalam
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mempengaruhi titer antibodi, lamanya respon, 'isotipe dan beberapa yang
berpengaruh dalam “cell-mediated immunity”.

Mekanisme kerja ajuvan minimal ada tiga macam. Pertama, berfungsi
sebagai depo protein, dengan cara melepas periahan protein yang disuntikkan,
s$ehingga respen imun akan berlangsung lama. Kedua berinteraksi dengan sel-
gel imun, dan ketiga, ajuvan berfungsi sebagai mediator non spesifik dari fungsi
gel imun dengan cara menstimulasi atau modulasi sel imun ( Hanly et al.1995;

Jenning, 1995).
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

6{1 Kesimpulan

1] Antibodi poliklonal dari protein Virus Infectious Bronchitis pada serum darah
kelinci yang diperoleh mempunyai titer yang tinggi sama dengan titer dari
Virus Infectious Bronchitis isolat laboratorium.

2| Jumiah serum darah Kelinci yang mengadung antibodi polikional terhadap

Virus Infectious Bronchitis diperoleh sebanyak 35 mil.

6. Saran

Dengan telah diperoiehnya antibodi polikional terhadap virus Infectious
Brpnchitis, hendaknya penelitian terhadap virus ini dilanjutkan, khususnya dalam
kajian biologi molekuler, sehingga dapat segera diketahui strain-strain dari virus

InTectious Bronchitis ini di Indonesia.
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