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Identifikasi dan Produksi Antibodi Poliklonal Protein Spesifik Ekskresi Sekresi
IHaemonchus contortus schagai Bahan Diagnostik Haemonchosis pada Domba dan
Kambing (Mufasirin, Nunuk Dyah Retno Lastuti, Iwan Sahrial Hamid, 2002, 43
halaman) :

Diagnosis terhadap penyakit cacing gastrointestinal sampéi saat ini ditetapkan
‘melalui pemeriksaan tinja dengan metode konsentrasi maupun apung, namun untuk
mendiagnose haemonchosis masih harus melakukan nekropsi dan dilanjutkan dengan
cara pemupukan tinja untuk mengidentifikasi stadium larva sehingga bisa ditentukan
spesiesnya. Diagnosis secara serologis untuk menentukan spesies secara tepat dan cepat
sampai saat ini di Indonesia belum ada laporan.

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi dan memproduksi  antibodi
poliklonal protein spesifik ekskresi sckresi cacing H. confortus.  Diharapkan dengan
didapatkan protein spesitik ekskresi sckresi dan dilanjutkan produksi antibodi poliklonal,
dapat digunakan sebagai bahan diagnosis molekular hacmonchosis pada domba dan
kambing.  Protein ekskresi sekresi yang bersifat imunogenik selanjutnya dapat
dikembangkan sebagai bahan vaksin sub unit dalam penanggulangan haemonchosis pada
domba dan kambing.

Cacing H. contortus betina dewasa dikultivasi dalam medium PBS untuk tujuan
1solasi protein ekskresi sekresi dan isolasi protein Whole didapat dengan metode sonikasi
cacing utuh. Hasil isolasi protein kemudian dilakukan elektroforesis dengan SDS-Page
untuk menentukan fraksi protein yang dihasilkan. Protein selanjutnya diinjeksikan pada
kelinci untuk mendapatkan antibodi poliklonal yang akan digunakan proses imunobloting
untuk mendapatkan protein imunogenik. Identifikasi protein imunogenik dilakukan
dengan western blot dan protein ekskresi-sekresi yang imunogenik dipisahkan dengan
kolum kromatografi. Protein ekskresi sckresi yang imunogenik hasil pemisahan dengan
kromatografi digunakan sebagai bahan produksi antibodi poliklonal protein spesifik pada
kelinci. Pengukuran titer antibodi yang didapat dilakukan dengan uji ELISA. Setelah
mencapai titer antibodi yang tinggi, kelinci dibunuh untuk mendapatkan serum yang

mengandung antibodi terhadap protein spesifik ekskresi sekresi H. contortus.
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Hasil penelitian menunjukkgpy bahwyaapiotnip ekskresi sekresi dengan ‘berat
molekul 33,5 kDa dan 29,4 kDa merupakan protein imunogenmk dan dapat diproduksi
pada kelinci. Disarankan penelitian lebih lanjut penggunaan protein ckskresi sekresi yang
bersifat imunogenik dan protein dari stadium lain untuk pengembangan vaksin sub unit
terhadap haemonchosis.  Antibodi poliklonal yang didapatkan scbelum digunakan
sebagai bahan diagnostik perlu dilakukan sensitivitas dan spesifitas serta dilanjutkan uji
silang dengan protein cacing Nematoda lain khususnya kelompok Strongyloids, sehingga
antibodi poliklonal yang dipakai hanya spesifik terhadap /1. contortus pada kambing dan

domba di lapangan.

(l'akultas Kedokteran Hewan Universitus Airlangga yang dibiayai olch Proyek DUL-
Like Batch Il dengan Nomor Kontrak: 44/PL/DUE-Like/UA/2002, 9 Agustus 2002)
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SUMNMIARY.

Identify and Production of Poliklonal Antibody Protein on Specific Excretion-
Secretion Huemaonchus contortus as the Matter Diagnostic of Haemonchosis to Sheep
and Goat (Mufasirin, Nunuk Dyah Retno Lastuti, Iwan Sahnial Hamid, 2002, p. 44)

The diagnostic to the discases of worm’s gastrointestinal is in up this time
have been determined by the feces inspection both to concentration and float
methods. On the contrary for the haemenchosis diagnosis is still have to nekropsi,
and then by the feces fertilizing to identify of the larva’s stadium, so that can be
determined of those species. There are not records in Indonesia about the serology’s
diagnosis to establish of the specics on the appropriate and quickly until this time.

The purpose of this study is identified and produced the specific of protein
antibody poliklonal on both excretion-secretion worm’s H. contortus. These products
can be expected in useful as the molecular haemonchosis diagnosis to sheep and goat.
The sense of imunogenic té the excretion-secretion of protein can be deyeloped for
the sub-unit vaccine in deal with haemonchosis to sheep and goat.

The cultivation of female worm’s H. contortus on the, PBS medium is
purposive for the isolation of excretion-secretion protein, but the whole isolation of
this protein can be gained by sonic method on the whole worms. The clectroforesis
with SDS-Page to the product of protein isolation to determined a protein fraction.
These protein is then injection to a rabbit for obtain poliklonal antibody that will used
on imunobloting process to get imunogenic protein. Identify of imunogenic protein
by western blot and for the imunogenic on excretion-secretion protein is separated by
chromatography kolum. This protein is used as a matter of product for protein
poliklonal to a rabbit. The measures of antibody titer that have are getting by ELISA
test. ‘After the high of antibody titer, the rabbit is killed to obtain the serum that
containing of antibody to excretion-sceretion protein on worm’s H. contortus. ‘

The result of this study is show that excretion-secretion protein with 33.5 kDa
molecule and 29.5 kDa is imunogenic protein and it is can be produced on a rabbit.
For the next study is suggest to using the excretion-secretion protein that have
imunogenic sense and protein from the other stadium to establish a sub-unit vaccine
for haemonchosis. Poliklonal antibody that is gained before be used as the diagnostic
matter, these need be worked on the sensitivity and specificity and crossing test with
the other worm’s Nematoda protein especially Strongyloids, so that poliklonal
antibody is specific only to /. contortus for goat and sheep.

(Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Airlangga yang dibiayai oleh Proyek

DUE-Like Batch 11T dengan Nomor Kontrak: 44/PL/DUE-Like/U/2002, 9 Agustus
2002). ’
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PENDAHULUAN NXESS;T;S BA-‘TI;:NGGA

Haemonchosis merupakan penyakit cacing saluran pencernaan yang disebabkan
oleh H.contortus pada domba dan kambing yang menyebabkan kerugian ekonomi yang
sangat besar. Kerugian ekonomi yang ditimbulkan meliputi kerugian penurunan
produksi daging, susu, dan wol baik secara kuantitatif maupun kualitatif serta kematian
ternak. Indonesia dengan jumlah ternak ruminansia kecil  sekitar 126 juta ekor.
merupakan sumber protein hewani , sclain itu juga merupakan pendapatan pclefnak
kecil dimana 25% pendapatan berasal dari sumber tersebut (Knox, 1990). Pada tahun
1984 terjadi kerugian akibat haemonchosis sebesar 16,6 juta USS$ pertahun (Fabiyi,
1986). Kerugian ckonomi tersebut pada kambing dan domba mclipl;ti' kematian,
pertumbuhan terhambat dan gangguan reproduksi.

Haemonchus contortus merupakan parasit yang patogenik, luas penycbaran dan
tingkai infeksinya dapat mencapai 80%. Kambing dan domba mudah terkena infeksi
cacing saluran pencernaan ini karena Indonesia yang beriklim tropis basah sangat
menguntungkan kelangsungan hidup dan mempermudah penularannya.

Diagnosis terhadap penyakit cacing gastrointestinal sampai saat ini dilakukan
melalui pemeriksaan tinja dengan metode konsentrasi maupun apung, nafnun untuk
mendiagnose haemonchosis masih harus melakukan nekropsi dan dilanjutkan dengan
cara pemupukan tinja untuk mengidentifikasi stadium larva sehingga bisa ditentu‘kan
spesiesnya. Diagnosis secara serologis untuk menentukan spesies secara tepat dan cepat

sampai saat ini di Indonesia belum ada laporan.
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Pengendalian infeksi OIChABIZ}Nr%S;Di;r cacing dilakukan dengan cara mengurangi
pustakaan Unair

kontaminasi oleh parasit serta memberikan pengobatan dengan anthelmintika untuk

mengeluarkan parasit dari dalam tubuh induk semang, akan tetapi anthelmintika sendiri

memberikan dampak negatif yakﬁi dapat mengkontaminasi daging, susu dan telur

disamping parasit cacing memiliki kémampuan genetika untuk mengembangkén sifat

kebal terhadap anthelmintik sehingga menimbulkan “drug resistant” (Molento, 1999,

Zajac, 2000). Telah dilaporkan bahwa scjak tahun 1964 terjadi resistensi terhadap
anthelmintik pada ruminansia kecil di seluruh dunia, namun di Asia Tenggara baru

dilaporkan mulai tahun 1990 seperti di Malaysia, Philipina, sedangkan di Indonesia
mulai tahun 1995 telah diteliti bahwa H.contortus pada domba resisten dengan

benzimidazole (Chandrawathani ¢f al., 1999).

Antigen dari produk ekskresi dan sckresi cacing H.cmzmr/u.\"yang mengandung
protein 15 dan 24 kDa merupakan protein yang sangat imunogenik (Kodyman, 2000).
Haemonchus contortus yang diisolasi di Indonesia belum tentu mempunyai kesamaan |
protein ekskresi-sekresi imunogenik dengan isolat yang dilaporkan oleh penelit
sebelumnya. Protein imunogenik yang didapatkan pada isolat lokal, potensial umuk‘
pengembangan reagen diagnostik dan diagnosis molekuler haemonchosis, identifikasi
H. contortus varian tertentu serta pengembangan vaksin pada ternak.

Berdasarkan pcrn1u§u|a|mn tersebut di atas, maka perlu adanya pemikiran untuk
mengetahui fraksi protein ckskresi-sekresi dan produksi antibodi poliklonal protein
spesifik untuk diagnosa haemonchosis pada domba dan kambing. Diharapkan dengan
adanya diagnosa yang tepat maka pcngendalkan haemonchosis dapat dilakukan dengan

tepat.
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BAB I

TUJUAN DAN MANFAAT

2.1 Tujuan

a. Mendapatkan fraksi protein ckskresi-sekresi H. cunl(;rlus yang imunogenik dan
mempunyai reaktifitas tinggi.

b. Produkst antibodi poliklonal spesifik untuk diagnosa serologis pada domba dan

kambing yang terinfeksi /7. contortus.

2.2 Manfaat

a. Protein ekskresi-sckresi yang imunogénik dapat digunakan untuk bahan diagnostik
dan pengembangan vaksin sub unit terhadap haempnchosis pada domba dan kambing.

b. Antibodi poliklonal spesifik yang didapatkan dapat digunakan untuk diagnosa

serologis dan terapi hiperimun serum terhadap haemonchosis.
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TINJAUAN PUSTAKA

3.1 Etiologi

Haemonchosis adalah suatu penyakit kecacingan pada hewan akibat infeksi oleh
Haemonchus. Cacing Haemonchus menyerang ruminansia dan pada kambing/domba
spesies yang sering menginfeksi adalah Haemonchus contortus yang mempunyai
habitai pada abomasum dan sering disebut “stomach worm” atau “Barber pole”. Nama
contortus diberikan karena pada cacing betina terlihat merah putih berselang- seling
yang melingkar disepanjang tubuhnya. Penyebaran penyakit melalui  padang
penggembalaan yaitu melalui rumput yang terkontaminasi larva infektif stadium Il1
(L3), dimana larva tersebut sangat tahan terhadap lingkungan luar dengan temperatur di
atas 10°C dengan curah hujan di atas 50 mm pel; bulan. Penyebaran Haemonchus
dapat terjadi secara cepat terutama pada musim penghujan karena fluktuasi jumlah telur
dalam kotoran cenderung dipengaruhi fluktuasi curah hujan dan titik terendah pada
musim kemarau (Soulsby, 1986).

Cacing Haemonchus dalam keadaan segar dapat dikenali dan dibedakan antara
Jantan dan betina. Cacing betina mempunyai ciri khas derngan adanya wama selang
seling di tubuhnya, warna tersebut berasal dari organ intestin yang berwarna merah
karena berisi darah, dan dililit oleh organ ovariufn yang berwana putih. Cacing jantan
dapat didentifikasi dengan adanya bursa kopulatrik di bagian posterior dan ukuran

tubuhnya lebih lecil dari pada cac'ing betina (Soulsby, 1986).

Laporan Penelitian Identifikasi dan Produksi Antibodi .... Mufasirin



ADLN - Perpustakaan Unair
3.1.1 Siklus Hidup

Siklus hidup Haemonchus sangat komplek, banyak faktor yang mempengaruhi
kehidupan cacing di luar tu buh hewan terutama suhu dan kelcm’baban scrta habitat,
sedang di dalam tubuh hewan yang berpengaruh adalah = umur, kepekaan maupun
kekebalan indﬁk semang. Telur dikeluarkan oleh induk semang dalam keadaan sudah
berembrio, selanjutnya dimulai stadium bebas dari parasit tersebut, kemudian menetas
menjadi larva stadium I dalam waktu 14 - 19 jam dan dalam waktu kurang lebth 4 hari
mengalami moulting sebanyak 2 kali dan menjadi larva stadium 3 yang sudah infektif.
Larva infektif mempunyai selubung dan ekor yang cukup panjang serta bergerak aktif
dan tahan terhadap kekeringan dan pembekuan. Penularan terjadi secara oral oleh karena |
tertelannya larva infektif bersama rumput, kemudian larva tertelan oleh kambing atau
domba masuk ke dalam saluran pencernaan dan migrasi ke dalam abomasum, kemudian
mengalami ekdisis menjadi larva stadium IV dan dalam waktu 2 hari setelah infeksi larva
menuju ke lamina propria sclaput lendir abomasum dan larva mulai menghisap darah
induk semang. Larva menjadi dewasa dalam waktu kurang lebih 18 hari, setelah hari ke-
18 sampai ke-21 pasca infekst, telur yang berembrio mulai dikeluarkan oleh induk

semang bersama kotoran (Soulsby, 1986).

3.1.2 Patogenitas

Patogenitas haemonchosis tergantung jumlah larva yang menginfeksi, pada
domba muda yang terinfeksi sebanyak 1500 sampai 2500 larva infektif akan terjadi

kematian, sedangkan pada domba dewasa jika terinfcksi 3000-6000 larva cacing
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Haemonchus. Telah dilaporkanABleltl\pl;%r u%gﬁa anr?&r:]l;?l hiperakut terjadi kematian pada
domba, dan ditemukan 20.000 sampai 50.000 /{.contortus di dalam abomasufn (Colin,
1999). Kerugian yang ditimbulkan sclain kematian pada infeksi hiperakut dengan
rﬁcnclun larva infektif dalam jumlah besar, juga terhambatnya pertumbuhan dan
produksi karena sifat cacing adalah menghisap darah akibatnya terjadi anemia
hemorrhagic yang ditandai adanya penurunan jumlah eritrosit, dan PCV. Infeksi
khronis dapat berjalan lama karena masih adanya sejumlah cacing juga disertai nutnsi
yang jelek yang berakibat penurunan berat badan dengan disertai penurunan serum
protein schingga tidak tersedianya asam amino yang diperlukan untuk perkembangan
cacing baik dalam plasma maupun haemoglobin. (Colin, 1999).

Haemonchus akan mengeluarkan sejumlah darah dari tubuhnya sendiri sebab pada
infeksi berat, isi dari abomasum biasanya jelas sekali bercampur dengan pigmen darah,
menurut hasil pengamatan klinis menunjukkan adanya perubahan pada gambaran darah
vaitu penurunan kadar haemoglobin dan penurunan berat badan yang menyolok

(Soulsby, 1986).

3.2 Diagnosa Penyakit
Diagnosa penyakit akibat penyakit parasit yang sering digunakan adalah
pemeriksaan adanya telur cacing dan dilanjutkan pemupukan tinja untuk
megidentifikasi larva cacing tertentu (Soulsby, 1986). Beberapa teknik diagnosa
penyakit cacing menggunakan teknik biologi molekular masih dikembangkan seperti
yang dilakukan Gasser dan Zhu Xo (1999) yang meneliti mutasi dengan analisis

sequent dari fragmen hasil amplifikasi DNA cacing,
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3.2 Pengendalian

Tindakan pengendalian haemonchosis diaky 'réHnaJengan caré pencegahan dengan
melakukan rotasi padang penggembalaan, hal ini unt;,\k memutus siklus hidup dari
parasit. Selain itu pemberian anthemintika seperti phenothiazine 10% yang dicampur
dalam makanan, tetramisol hidroklorid 15 mg/kg berat badan, levamisol hidroklorid 7,5
mg/kg berat badan. Usaha pencegahan yang lain yaitu melakukan vaksinasi pada ternak
kambing atau domba terutama pada anaknya dengan menggunakan larva Huemonhus
yang telah diradiasi dengan 40.000 sampai 60.000 Rg ternyata dapat mecnimbulkan
kekbalan yang baik pada ternak.

Pengendalian biologis terhadap hacmonchosis dengan melakukan vaksinasi masih
banyak dilakukan percobaan. Telah dilaporkan bahwa pengendalian H.contortus dengan
vaksinasi produk ekskresi dan sekresi  yang mengandung protein 15 dan 24 kDa dapat
menstimulir IgE tetapi tidak menstimu]ir IgG1 (Kodyman, et a/., 2000). Penelitian lain
yang dilakukan adalah identifikasi dan karakterisasi dari produk sekresi-ekskresi
dilaporkan bahwa antibodi 2a.15 dihasilkan dari eksudat oral H.contortus, dén diketahui
bahwa antigen didapatkan pada daerah sepanjang oesophagus dan usus serta eksudat yang

dihasilkan dari larva stadium 111 selama mengalami ekdisis (Lopez ef a/. , 1999),

3.3 Fraksi Protein 1. contortus

Antigen dari produk ekskresi dan sckresi cacing /f.contortus yang mengandung
protein 15 dan 24 kDa merupakan protein yang sangat imunogenik (Kodyman; 2000).
Lastuti dkk (2001) telah melaporkan adanya 7 fraksi protein yang dominan dari 13 fraksi

protein yang didapatkan pada intestine . contortus yaitu 19,6 kDa, 14,9 kDa, 9 kDa,
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4 kDa, 3,8 kDa dan 3, 6 kDa. Mowlarépuétakbar( U299) telah meneliti protein memban
35 kDa (galectine) hasil kloning gen penghasil protein di usus dan digunakan sebagai
vaksin sub unit Huemonchus pada domba. Dari hasil penelitiannya menunjukkan bahwa
protein tersebut tidak mampu memproteksi terhadap haemonchus pada domba. Skuce
et al. (1999) juga telah mencoba mengklon dan mengidentifikasi sistein pfotcinase dari
eksktrak intestine dan didapatkan 3 ¢cDNA yang mengkode cathepsin — B like cysteine

proteinase Haemonchus contortus merupakan protein protektif terhadap haemonchosis.

3.4 Imunologi terhadap Cacing

Antibodi terhadap parasit umumnya dan khususnya pada cacing efektif apabila
stadium parasit dalam sistem peredaran darah. Pada infekst cacing Tghd diprodukst tinggi
dan menggerakkan masuknya mediator sel mast antara lain cosinofil. Pada sistem kebal
terhadap parasit, CD8 memegang peranan yang penting. Khusus untuk cacing yang
terdapat dalam saluran pencernaan, respon tergantung TH2 dan membutuhkan koordinasi
aktifitas antibodi, pelepasan mucin oleh sitokin yang distimulir oleh sel goblet dan

mekanisme diare akibat mediator se mast (Roitt, 1994)
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METODE PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penclitian

Penelitian dilakukan di laboratorium Entomologi dan Protozoologi Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Airlangga untuk mengidentifikasi dan isolasi cacing
Haemonchus contortus, sedang untuk identifikasi dan produksi antibodi poloklonal
dilakukan-di laboratorium Biologi Molekuler Veteriner FKH Unair. Waktu penelitian

dilaksanakan selama 4 bulan mulai bulan Agustus sampai dengan bulan Nopember 2002,

4.2 Kultivasi cacing Il.contortus invitro

Sebanyak 100 ekor cacing /.contortus dewasa betina diisolasi dari abomasum
domba yang dipotong di Rumah Potong Hewan (RPH) Surabaya dan dilakukan
pencucian dengan PBS tiga sampai lima kali sampai cacing bersih dari kotoran
abomasum. Cacing kemudian diinkubasikan dalam Phosphat Buffers Saline (PBS)
sebanyak 10 ml pada cawan petri dengan temperatur 37 °C sclama semalam. Cairan
ekskresi maupun sekresi yang dihasilkan dalam PBS ‘diambil untuk isolasi protein
sckresi-ekskresi dan disimpan dalam freezer dan siap untuk proses isolasi protein

(Mufasirin, 1999).

4.3 Pembuatan whole protein dari cacing I1. contortus dewasa
Eksktraksi protein dilakukan dengan tcknik Sonikasi. Cacing dicuci dengan PBS

dengan cara disentrifugasi dengan kecepatan 16.000 rpm selama 5 menit. Pelet cacing
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dicuci dengan PBS dua kali dengan,gara ¥ang sama urbelet cacing dilarutkan dengan PBS
1 ml kemudian disonikasi pada 45 W selama 30 menit. Larutan hasil sonikasi kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 16.000 rpm selama 10 menit. Supernatan diambil dan

siap digunakan untuk produksi antibodi poliklonal pada kelinci.

4.4 lIsolasi Protein Sekresi-Ekskresi

Protein ckskresi-sekresi yang terdapat di dalam PBS hasil kultivasi cacing
semalam diisolasi dengan penambahan amonium jenuh sama banyak dan dicampur serta
diinkubasi dalam suhu 4°C selama semalam, kemudian dilakukan sentrifugasi 10.000
rpm selama 10 menit, 4°C. Pelet yang didapatkan kemudian dicuci dengan PBS tiga
sampai lima kali sampai bersih dengan cara disentrifugasi dengan cara yang sama sepertl
di atas. Pelet yang didapatkan dilarukan dengan PBS sebanyak 1-2 ml.  Untuk
mendapatkan protein didialisis semalam schingga didapatkan protein yang bebas dari

garam-garam lain. Konsentrasi protein diukur menggunakan spektrofotometer pada

OD s90.

4.5 Produksi Antibodi Poliklonal d.m whole protein dan Protein Ekskresi- Sckresi
cacing H. contortus

Protein whole dan Ekskresi-sekresi yang didapat dari ekstraksi dan kultivasi
digunakan untuk produksi antibodi poliklonal pada kelinci. Antibodi poloklonal yang
didapat digunakan untuk immunoblotting terhadap protein whole dan protein ekskresi-

sekresi yang imunogenik (Mufasirin, 1999)
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4.5.1 Imunisasi Protein pada KelpGi - perpustakaan Unair

Kelinci jantan dewasa sehat diinjeksi dengan protein dengan dosis 50-100 pg yang
sebelumnya sudah ditambahkan adjuvant complete (Sigma) dengan perbandingan yang
sama sehingga volume akhir sebanyak 500 pl. Penyuntikan dilakukan di bawah kulit
pada empat lokasi tubuh yang mempunyai kulit longgar. Injeksi diulang dengan protein
yang sama dengan penambahan adjuvant incomplete (Sigma) pada 2 minggu setelah
penyuntikan pertama. l’cnyunlikén ulaﬁg bcrikulnya menggunakan protein yang sama
dengan adjuvat incomplete dengan cara yang sama sampai scterusnya hingga didapatkan
titer antibodi yang tinggi.  Sebelum dilakukan penyuntikan pertama  dilakukan
pengambilan serum sebagai kontrol negatif dalam uji ELISA. Pengambilan serum
selanjutnya dilakukan sebelum dilakukan booster untuk melihat respon antibodi setiap

setelah penyuntikan dengan uji yang sama.

4.5.2 Penentuan Titer Antibodi Pasca Imunisasi

Penentuan titer antibodi dilakukan dengan metode [linzyme linked
Immunosorbrnt Assay (ELISA). Setiap sumuran plat mikro diisi sebanyak 100 ul larutan
protein membran dengan Konsentrasi 10 pg/ml dalam bufer karbonat dan diinkubasi pada
suhu 37°C sehalam. Plat mikfo dicuci 3 kali dengan bufer pencuci dan kemudian tiap
sumuran ditambahkan 200 ul blocking solution. Setelah diinkubasikan pada suhu 37°C
selama 1-2 jam, dilakukan 3 kali pencucian. Setiap sumuran kemudian diisi dengan
100 pl serum meqcit. yang telah diencerkan (pengenceran berseri), dan diinkubasikan
pada 37°C selama 1 jam, serta diikutai dengan 3 kali pencucian. Selanjutnya setiap
sumuran diisi dengan 100 ul konjugat (Santa Cruz, USA) dan diinkubasikan selamé 1
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jam, diikuti 3-4 kali pencucian. Sebanyak 150 pl substrat 4 nitrophenil (Sigma, USA)
‘ ADLN - Perpustakaan Unair v
(dimasukkan ke dalam tiap sumuran, diinkubasikan pada 37°C seclama 30 menit. Reaksi

dihentikan dengan penambahan 50 pl larutan asam oksalat 2%. Titer antibodi dibaca pada

LLISA reader (Axelsen, 1983 yang sudah dimodifikasi)

MILIK
PERPUSTAKAAN
UNIVERSITAS AIRLANGGA

4.6 Karakterisasi Protein ‘ S I.J »R ABAYA

4.6.1 Elektroforesis protein ekskresi-sekresi dengan SDS-PAGE
Running gel dibuat dan dimasukkan ke dalam plate kaca, setelah mengeras

pada bagian atasnya dimasukkan stacking gel yang telah dipersiapkan. Susunan running
gel dan stackling gel dibuat dengan mencampurkan Acrylamid, Tris, SDS 0,8%, Teméd,
APS dan aquades dalam beker gelas. Sebanyak 10 pg sampel yang ditambahkan /aemly
huffers d_cngan perbandingan 2 : 1 dilakukan perebusan pada 100°C selam 5 menit,
setelah itu dimasukkan ke dalam kolom cctakan yang terletak pada stacking gel dan
dilakukan running pada chamber yang telah diisi Llectrode Buffers 1X dengan I‘OO volt,
40 mA. Setelah running, gel dimasukkan ke dalam larutan pencuci yang terdini dari
methanol 25 ml, asam asetat 3,7 ml, dan Aquades ad 100 ml. Digoyang di atas sackher
selama 30 menit. Dilakukan pencucian ulang dengan larutan yang sama dengan
pengurangan komposisi ethanol dan penambahan asam asetat setengah dari sebelumnya
selama 30 menit. Pencucian berikutnya dengan lerutan glutaraldehid 10% dan Aquades
selama 30 menit. Setelah dicuci gel diwarnai dengan AgNO3 selama 15 menit , kemudian
dilakukan pencucian dengan aquades dua kali masing-masing selama 2 menit. Diberikan
larutan pengembangan warna yang terdiri dari formaldehid 3,7%., zitronsauce 5% dan

aquades. Setelah pita-pita protein terlihat maka reaksi dihentikan dengan menambahkan
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asam asetat 10%. Hasil gel yangoicaketasupakn pisa-pita proteinnya disimpan dalam
larutan gliserol 10% dan siap untuk didokumentasikan. Penghitungan berat molekul
dilakukan dengan membandingkan standart marker (Axelsen, 1983 yang sudah

dimodifikasi).

4.6.2 Immunoblotting (Western blot)

Antigen sekresi-ekskresi F. contortus direaksikan dengan antibodi poliklonal
dengan menggunakan metode western blon. SDS-PAGI ditransfer ke membran
niroselulose, selanjutnya membran dibloking dengan BSA 1% selama semalam pada suhu
4°C dan dilanjutkan pencucian dengan 0,05%Tween 100 dalam TBS selama 10 menit,
dan pencucian diulang' 3 kali. Membran selanjutnya dimasukkan ke dalam larutan
antibodi poliklonal dalam PBS (1:50) dan diinkubasikan 1 jam pada temperatur ruang
dengan shucker dan dilakukan pencucian dengan 0,05%Tween 100 dalam TBS selama 10
‘menit. Pencucian diulang 4 kali dengan cara yang sama. Selanjutnya membran
diinkubasikan dalam larutan konjugat (1:3000) (Santa Cruz, USA) selama 1 jam pada
temperatur kamar dengan sacker dan diikuti dengan pencucian 5 kali dengan 0,05%
Tween dalam TBS dan 1 kali tanpa Tween. Membran diwamai dengan substrat Western
Blue Ready. Reaksi dihentikan apabila sudah terlihat pita protein dengan cara
menambahkan aquades. Membran dikeringkan pada kertas Whatman dan siap untuk
didokumentasikan. Penghitungan berat molekul yang imunogenik dilakukan dengan
membandingkan pita protein yang tampak dengan standart marker yang diwarnai dengan

perak nitrat (Sambrook ef al., 1989 yang sudah dimodifikasi)
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4.7 Pemisahan Protein Ekskresi-Sekresi
ADLN - Perpustakaan Unair

Setelah diketahui pita protein yang imunogenik, protein ekskresi-sekresi yang
didapat dari kultivasi cacing H. contortus di lakukan pemisahan fraksi dengan kolum
kromatografi dengan menggunakan matrik sephadex. Matrik sephadex dibuat dengan
melarutkan 1 gram dengan 20 ml aquadest deionized. Campuran tersebut dibiarkan
semalam dalam temperatur ruang, dan setelah mengembang, sephadex dimasukkan ke
dalam kolum kromatografi yang bagian dasarnya sudah dilapisi dengan glass wool dan
dibiarkan beberapa jam agar terjadi proses polimerisasi. Setelah terbentuk matrik yang
kuat, larutan dalam kolum dikeluarkan dan diganti dengan PBS dengan jumlah yang
setimbang. Kecepatan alir per menit diukur dengan mengeluarkan PBS dari kolum.
Sampel dimasukkan dalam kolum secara perlahan tanpa merusak matnik kolum.
Ditambahkan PBS diatas sampel sebanyak 2 ml dan kolum dibiarkan beberapa saat dan
sampel siap dilakukan pemisahan. Sampel ditamp.ung dengan cara mengalirkan ssesuai

dengan kecepatan alir yang dikehendaki pada beberapa tabung kolektor (Sudjadi, 1988).

Untuk mengetahui kemurnian protein yang diharapkan dilakukan dengan SDS-Page.

4.6 Produksi Antibodi Poliklonal Protein Spesifik Ekskresi-Sckresi
Fraksi protein imunogenik yang didapat kemudian disuntikkan pada kelinci dengan
metode yang sama seperti pada metode 4.5.1 dan titer antibodi diukur dengan ELISA

(Axelsen, 1983 yang sudah dimodifikasi).
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil elektroforesis protein whole cacing H. contorfus dengan SDS-Page
didapatkan sembilan fraksi protein yaitu 49 kDa, 47,1 kDa, 35,7 kDa, 30,1kDa, 25,3 kDa,

234 kDa, 18,6 kDa, 16,7 kDa dan 14,8 kDa. Hasil selengkapnya dapat dilihat pada

Gambar 1.
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Gambar 1. Hasil elektroforesis whole protein cacing H. contortus

Keterangan : M= Marker, wp= whole protein

Dari Gambar 1. Terlihat satu pita protein yang lebih tebal yaitu protein dengan
berat molekul 35,7 kDa dibandingkan dengan pita protein yang lain. Protein tersebut
merupakan major proteine yang diekskpresikan cacing secara keseluruhan. Kesembilan
protein tersebut merupakan protein yang ada pada tubuh cacing yang berasal dari protein
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somatik, visceral dan ekskresi-sekresi. Bellanti (1993) mengatakan bahwa parasit
ADLN - Perpustakaan Unair

mengandung berbagai macam antigen somatik dan antigen metabolit, beberapa
diantaranya adalah spesifik stadium dan bersifat sementara dan yang lain tetap ada pada
seluruh daur hidup parasit dan dapat merangsang terus menerus respon imunologik Ayang
berbeda.

Dari kesembilan protein tersebut protein dengan berat molekul 47,1 kDa,
35,7 kDa, 25,3 kDa dan 14,8 kDa diduga mcrupakan protein intestine dari cacing sesuai
dehgan laporan Lastuti dkk. (2001) yang melaporkan adanya protein dari intestine cacing
46 kDa, 36 kDa, 24 kDa dan 14,9 kDa. Selain protein intestine didapatkan juga protein
ekskresi sekresi cacing H. contortus - yaitu 23,4 kDa dan 14,8 kDa, seperti yang
dilaporkan oleh Kodyman et al. (2000) yang melaporkan fraksi protein ekskresi sekresi
yang imunogenik scbesar 15 kDa dan 24 kDa. Fraksi protein 35,7 kDa disamping
merupakan protein intestine juga merupakan protein cathepsin B-like cystein proteinase.
Hal tersebut sebagaimana dilaporkan oleh Skuce er al. (1999) yang telah mengklon

protein 35 kDa sebagai protein cathepsin B-like cystein proteinase.
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Hasil elektroforesis protein gkgkresizsckrssididapatkan 5 fraksi protein yaitu:
42.3 kDa, 39,3 kDa 28,9 kDa, 24,4 kDa dan 13,9 kDa. Hasil selengkapnya dapat dilihat

pada Gambar 2.

Gambar 2. Hasil elektroforesis protein ekskresi sekresi cacing H. contortus

Keterangan : M= Marker, ES= Eskresi Sekresi

Kelima fraksi protein yang diekskresi sekresikan cacing Haemonchus sebagian
diantaranya bersifat imunogenik. Kodyman et al. (2000) melaporkan protein 15 kDa dan

24 kDa merupakan protein ekskresi sekresi yang imunogenik dari cacing H. contortus.
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Hasil imunoblotting wholgpiotin, Joengepnakan antibodi poliklonal terhadap
protein tersebut yang diproduksi dari kelinci didapatkan delapan pita protein yang
imunogenik yaitu 39,1 kDa, 31,8 kDa, 22,4 kDa, 15 kDa, 11,7 kDa, 9 kDa, 5 kDa dan

protein di bawah 1 kDa. Hasil selengkapnya dapat dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Hasil imunoblotting whole protein cacing H. contortus dengan
antibodi poliklonal

Keterangan : M= Marker, wp= whole protein

Delapan pita protein yang imunogenik tersebut ditemukan enam protein yang
tewamnai dengan tebal (tanda panah), hal ini menunjukkan bahwa protein tersebut
mempunyai reaktifitas yang tinggi dibanding dengan dua protein yang lainnya dan dapat
digunakan sebagai kandidat vaksin sub unit serta mempunyai sensitifitas tinggi sebagai
bahan antigen diagnostik.

Hasil imunoblotting protein ekskresi sekresi menggunakan antibodi poliklonal
terhadap protein tersebut yang diproduksi dari kelinci didapatkan dua pita protein yang
imunogenik yaitu 33,5 kDa dan 294 kDa. Hasil imunoblotting selengkapnya dapat

dilihat pada Gambar 4.
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Gambar 4. Hasil imunobloting ekskresi-sekresi cacing H. contortus dengan
antibodi poliklonal

Keterangan : M= Marker, wp= whole protein

Protein ekskresi-sekresi yang imunogenik hasil dari imunobloting berbeda dengan
yang dilaporkan oleh Kodyman et al. (2000) yang mengatakan bahwa protein ekskresi
sekresi 15 kDa dan 24 kDa adalah protein yang imunogenik. Kemungkinan adanya
imunogenitas yang berbeda dengan hasil penelitian sebelumnya, diduga disebabkan strain
cacing Haemonchus yang dipakai untuk penelitian berbeda dengan strain yang dipakai
Kodyman et al. (2000), karena perbedaan strain menyebabkan perbedaan protein yang
diekspresikan berbeda termasuk protein ekskresi sekresi yang bersifat imunogenik.

Protein dengan berat molekul 33,5 kDa tidak tampak pada hasil elektroforesis
protein ekskresi-sekresi. Kemungkinan protein yang diekskpresikan sangat sedikit
sehingga tidak tampak pada hasil elektroresis tetapi protein tersebur reaktif sehingga
tampak pada hasil immunobloting. Keempat protein ekskresi-sekresi lainnya yang

tampak pada hasil elektroforesis tidak reaktif artinya tidak membangkitkan respon imun
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- yang kuat schingga tidak tampak pada_basikdimmungbloting. Kedua protein ekskresi-
sekresi yang imunogenik dari hasil imunobloting keduanya tercat tipis, hal ini disef)abkan
konsentrasi sampel yang digunakan sedikit yang berpengaruh terhadap hasil bloting.
Hasil protein ekskresi sekresi yang bersifat imunogenik yang spe_siﬁk untuk isolat lokal
mempunyai peluang untuk pengembangan lebih lanjut, baik untuk bahan diagnostik,
.vaksin atau sebagai bahan karakterisasi strain cacing H. contortus tertentu.

Hasil produksi antibodi poliklonal protein whole dan protein ekskresi sekresi pada
kelinci Vlokal dapat dilihat pada Lampiran 1. Hasil uji ELISA serum dar‘ah kelinci setelah'
penyuntikan ﬁcnunjukkan kecenderungan  meningkat walaupun  peningkatan titer
antibodi yang dihasilkan relatif sedikit. Peningkatan titer tersebut tergantung dari respon
imun hewan coba. Strain kelinci yang dugunakan untuk produksi antibodi adalah kelinci
lokal yang cenderung lambat dalam merespon terhadap antigen dibandingkan dengan
kelinci ras.  Faktor lain yang bérpéngaruh adalah antigen yang diinjeksikan.
Kompleksitas antigen berpengaruh terhadap respon imun yang dihasilkan khususnya
berat molekul dengan susunan asam amino yang dikandung. Semakin komplek dan besar
berat molekul semakin tinggi respon imunologinya. Tizzard (1982) mengatakan bahwa
faktor faktor yang berpengaruh terhadap antigenitas suatu bahan adalah keasingan,
ukuran molekul, kerumitan struktur kimiawi dan konstitusi genetik.

Faktor lain yang meﬁyebabkan responsibilitas antibodi yang rendah pada kelinci
adalah dosis yang mampu merespon antibodi tidak memenuhi Konsentrasi yang
ditetapkan yaitu 50-100 pg tiap kelinci. Pada penelitian ini konsentrasi protein diukur
dengan spektrofotometer dan sampel belum dimurnikan. Pengukuran konsentrasi protein

menggunakan spektrofotometer mempunyai beberapa kelemahan, antara lain fraksi
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protein yang rusak dan kebersihzi\%us\la_?gglstzga%agnawenentukan sehingga sampel yang
tidak dimurnikan dari partikel lain dapat memberikan hasil yang bias dari yang
diharapkan. Disamping faktor tersebut, rute pemberian antigen pada kelinci juga
berpengaruh. |

Déri hasil pemanenan antibodi poliklona.l pada kelinci didapatkan 25-30 ml
serum. Banyaknya serum yang didapat karena pemanenan darah dilakukan lewat jantung
yang memungkinkan sebagian besar darah di tubuh hewan coba dapat terambil.
Pemakaian hewan coba kelinci dilakukan dengan pertimbangan jumlah serum yang
didapatkan banyak disamping responsibilitas kelinci terhadap antigen tertentu dan
handling yang lebih mudah. ’
| Pada uji ELISA juga didapatkan penurunan titer antibodi beberapa hari sebelum
booster I dilakukan. Fenomena ini sering terjadi pada hewan coba 'yang dimunisasi
déngan antigeﬁ tertentu yang disebut dengan windows periode | yaitu suatu fenomena
dimana setelah dilakukan imunisasi tampak adanya respon biphasic pada titer antibodi,
mula-mula terjadi penurunan respon imun akibat proses pengenalan imunogen dan
proliferasi sel B yang membutuhkan waktu, serta kemungkinan faktor lain yang tidak
dikehendaki bisa muncul seperti stress penyuntikan, hipe‘rtermia dan kemungkinan
akufitas mediator imun akibat faktor pyrogenik. Hal ini sesuai dengan pernyataan Roitt
(1997) yan.g mengatakan bahwa terjadi penurunan respon imun segera setelah imunisasi

sebelum respon imun meningkat tajam.
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BAB VI
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KESIMPULAN DAN SARAN:

6.1 Kesimpulan

1.

Fraksi protein ekskresi sekresi yang imunogenik dari cacing f. contortus adalah
protein dengan berat molekul 33,5 kDa dan 29,4 KDa.
Antibodi poliklonal protein spesifik ckskresi sekresi cacing f. contortus  dapat

diproduksi pada kelinci.

6.2 Saran

1.

(8%}

Perlu dilakukan penelitian penggunaan fraksi protein ekskresi sekresi  yang
imunogenik yang diisolasi dari cacing H. contortus 1solat lokal untuk pengembangan
vaksin sub unit terhadap haémonchosis pada domba dan kambing dan penelitian
protein spesifik lain pada beberapa stadium sehingga pengembangan vaksin dan
bahan diagnosis penyakit dapat lebih efisien.

Antibodi poliklonal terhadap protein spesifik ekskresi sckresi yang bersifat
imunogenik yang diproduksi di kelinci perlu dilakukan uji sensitifitas dan spesifitas
serta dilanjutkan uji silang dengan protein dari cacing Nematoda lain khususnya

kelompok Strongyloids sebelum digunakan scbagai bahan diagnostik haemonchosis

pada kambing dan domba di lapangan
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Lampiran 1. Hasil ELISA produksi antibodi poliklonal Protein Hhole dan Ekskresi
. . . AP}‘N - Per, us}akaan Unair
sekresi dari cacing 1. contorius

Hasil ELISA serum Protein Whole

ABSOFRESHCE 30 MAODE

DATE: 10-30.37
TIME: 14:47

FILTER: 45Cnm
PLATE Ho. 239

BLANK AVE. ©.1%5
1A B.TEE TR BL639 AL A6
18 G-':':-OE'- :8 1.‘_‘1'1 :_E; 1- 1-?:
1C A, 870 IC @.87S R
1D @495 20 @.259 i 1
LE, @.41d4  ZE 0.0u0% TR
1IF 9.5%12 7F afilg . 1
16 5.501 G 9,842 et b B
1H B.577  XH @.082 TH o7
34 9.75% 4f 0L 0as IR B,8E4 108 0,9
3B 9.382% 4B 8.73L% 1= B R W= BT =S S
:'7‘1:' .31 4C [a.440 A AL IAT 1AL G, a0E
D 3,3 40 A, SET 30 1,314 1ap 1:1_.;1;
3E t:1.".:]"::':; 4E E‘-'S?S ':JE pj.':df»:.i. ]G: ‘:‘.:E:;rl
IF 00544 4F B.843 F 1.12% L0F f.311
338,693 46 B.618 A5 BLENE WS 0L e27
:'H E‘ 5'3? I H 0-491 '9H &:1.'_),:? ' ‘T.’H ‘3.5:“’:.
SHOA.2E4 SA 9.330 IR B.703 124 f.ags
SE B.341 5B 1.082 T1E 1.7 2 12E 1,268
3C 3.738 =C 8.316 1S 1. @ §20 @327
SD‘B-TEB w0 B.914. 110 G, 5T 100 ﬁ;4
SE t_‘.'_'.."\.l:u BE 0-982 IIE ;:1.'.5::"‘3 1:5 I.F'c-”4
'S'F ‘;’.‘;_"22 E'F 1-‘345’ llF . :3‘:5 1‘.F 1 1‘;_.:.
56 ©6.539 56 9,247 : 116 8.7 2 125 . 30e
| SH B.:14 GH D.743 VIH 8.7 % (24 0, res
Keterangan :
1= Kontrol 7= post booster 7
2= post imunisasi | 8= post booster 8
3= post booster 3 .~ 9= post booster 9
4= post booster 4 10= post booster 10
5= post booster 5 11= post booster 11
6= post booster 6 12= post booster 12
Laporan Penelitian Identifikasi dan Produksi Antibodi .... Mufasirin
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B= Pengenceran 20 F= Pengenceran 320
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Lanjutan Lampiran 1.

ADLN - Perpustakaan Unair

Hasil ELISA scrum Protein Ekskresi Sekrest

HESORENAHCE <L MO

[E

UATE: 158736002
TIME: 14:44
FILTEFR® 450rm
FLATE Ho. 20 .
GLAMK nVE. a.00ey
LA B.547  Zh D497 I ENGE A
1B B.542 2B 0.482 7e o EEE
IC ©,4%2  IC 0387 e a%E . R0 @43
Py - Tho9 Tk Datl S
8,515 0o B NG o
ig @.S73  ZE @. PR GE 0. 530
{F @.5983 2F 0. MY 2, G
coa 4TS s [ N SN S s
iﬁ 6";1 :; . TH B.411  BH-0.@801%
a anc B o I @, 0LT LEn 2.991
ANl A | 36 B.51% (9B 9,507
8 ?'ﬁi; ;F A e ciglh 1oC @407
=L j'ibo ;E ok ap Q.53 1ap 9, Sav
A 3 8] 40 0 ; i = % - R
;g S'gé:; JE o M SE @.437 14E ‘g.\_‘-t;-U
3F 0.4p1  4F @485 RO 1 OF O 474
3G §.420 45 9.3651 95 B.423 lub U-d':'-'
:; B.404 SH @372 9H @.a01%10H-2, 0014
S @450 &0 0,981 i A
SE B.491 5B 0,451 L1E 9.315 128 @. 4.
SC §.3ITT &0 0.372 A Cges Lol .
SD @.485 50 0,516 PID @ a1 120, i
SE 9.461 4E 0.407 TIE @.212 12k 6.5
SF @.523 SF Q.4%4 PIF 9,457 L2F b5
] v, P AN & - - 4 - ’_.1f'.‘
S6 B.415 66 @.589 PLG 8, 945 Tlh b A
SH ©.348 6H B.405 PIH GO eI TH=-G, G0

Keterangan :

1= Kontrol

2= post imunisasi [
3= post booster 3
4= post booster 4
5= post booster 5
6= post booster 6

A= Pengenceran 10
B= Pengenceran 20
C= PEAREHCTN'3D
D= Pengenceran 80

7= post booster 7
8= post booster 8
9= post booster 9
10= post booster 10
11= post booster 11
12= post booster 12

E= Pengenceran 160

F e REESS AR Antiodi
= Pengenceran 640

H= Pengenceran 1280
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L.ampiran 2. Grafik Protein Standart (marker)
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Grafik Marker Protein Whole (teknik SDS PAGE)
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Kurva Hubungan RF dengan Log.BM Protein Standard
ADLN - Perpustakaan Unair

e RF =Jarak band dari sumuran/ Panjang gel sesudah di running
e DMarker

Panjang gel sesudah di running = 12

1. Protcin 45 kDa > RF= 145/12 =0,12
2. Protein 30 kDa -> RF= 351/12 = 0,30
3. Protein20,1 kDa >  RF= 45712 =038
4. Protein 14,3 kDa > RF= 50/12 =042
S. Protein 6,5 kDa - REF= 65712 =(),54
Sumuranl: )

I. RF= 1/ 12 =008

2. RF= 125/12 =010

3. RF= 26/12 =022

4, RF= 327/ 12 = Oa

5. RF= 4/ 12 =033

6. RF~ 425/12 =033

7. R 47/ 12 0.40

8 RIF- 5712 042

9. RF 53/ 12 - 0.44

* Dan data yang didapatkan pada marker, dimasukkan pada persamaan linier
dimana kocfisicn X - Rffmarker dan Y Protein marker (kD)

= didapatkan persamaan Y < 56,624 - 95012 X

Hasil :

1. 490 kDa
2. 47,1 kDa
3. 35,7 kDa
4. 30,1 kDa
5. 253 kDa
6. 234 kDa
7. 18,6 kDa
8. 16,7 kDa
9. 148 kDa
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Grafik Marker Protein ES (teknik SDS PAGE)
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Kurva Hubungan RF dengan Log.BM Protein Standard
ADLN - Perpustakaan Unair

e RF =Jarak band dari sumuran/ Panjang gel sesudah di running
e Marker

Panjang gel sesudah di running 12

I. Protcin4S kDa >  RF= 085/ 12 0.10
2. Protein30 kDa = RF= 325/12 =02
3. Protein20,1kDa >  REF= 47/ 12 0,28
4. Protcin143kDa =  RF= 525/ 12 =034
5. Protcin6,5 kDa >  RF= 72/ 12 = 0,48
Sumuranl:

. RF= 12712  =0,10

2. RF= 1,7/12 =014

3. RF= 34/ 12 =0,28

4. RF= 41/ 12 = 0,34

5. RF= S8/ 12 - 0,48

e Dari data yang didapatkan pada marker, dimasukkan pada persamaan linier
dimana kocfisien X = Rf marker dan Y = Protein marker (kD)
=> didapatkan persamaan ;Y = 49 766 + (--) 74,679 X
Y =49.766 - 74,679 X

Hasil

1. 423 kDa
2. 393 kDa
3. 2809 kDa
4. 244 kDa
5

. 13,9 kDa
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Grafik Marker Protein Whole (teknik immunoblotting)
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Kurva Hubungan RF dengan Log.BM Protein Standard

ADLN - Perpustakaan Unair . .
e RF =Jarak band dari sumuran/ Panjang gel sesudah di running

e Dari gambar didapatkan hasil scbagai berikut :
e DMarker

Panjang gel sesudah di running =6,3

1. Protein45 kDa > RF= 19/63 =0,30
2. Protcin30 kDa >  RF= 29/63 = 0,46
3. Protein 20,1 kDa > RF= 3,7/63 =0,59
4. Protein 14,3 kDa > RF= 46/63 = 0,43
5. Protein 6,5 kDa -> RF= 54/63 =6.86

Sumuranl:

I. RF=22/63=035
RF=29/63 =046
RF =3,8/6,3 = 0,60
RF=45/63=0,71
RF =4.8/63 =076
RF=5,1/63 =080
RF =54 /63 =086
RF=59/63=094

© N O v AW

e Dari data yang didapatkan pada marker, dimasukkan pada persamaan linier
dimana koefisien X = Rf marker dan Y = Protein marker (kD)
-2 didapatkan persamaan : Y = 62,570 + (-) 66,990 X
Y =62,570 - 66,990 X

Hasil I:

1. 39,1 kDa

2. 31,8 kDa

3. 224 kDa

4. 150 kDa

5. 11,7 kDa

6. 9 kDa

7. 5 kDa

8. sangat kecil/ dibawah 1 kDa

Laporan Penelitian Identifikasi dan Produksi Antibodi .... . Mufasirin
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Grafik Marker Protein ES (teknik Immunoblotting)
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Kurva hubungan RF dengan Log.BM Protein Standard
ADLN - Perpustakaan Unair
e RF = Jarak band dari sumuran / Panjang gel sesudah dirunning
¢ Dari gambar didapatkan hasil sebagai berikut :
¢  Marker

Panjang gel sesudah dirunning = 6

1. Protein45 kDa > Rf=1,35/6 =023
2. Protein 30 kDa -> Rf= 24/6 = ()4
3. Protein 20,1 kDa - Rf= 3,4/6 = (.57
4. Protein 14 3 kDa - Rf~ 45/6 = 0,75
Protein 6,5 kDa 2> Rf= 5 /6 = 0.83

e Sumuran I

Ada 2 macam band

Panjang gel sesudah di running = 6
I. Rf=23/6=0,38
2. Rf=27/6=045

e Dan data yang didapatkan pada marker, dimasukkan pada persamaan linier
dimana kocfisien X = Rf marker dan Y = Protein marker (xDa)
= didapatkan persamaan : Y = 56,018 - 59,231X
Y =56,018--59231X
* Hasilnya : didapatkan bahwa dari band terscbut terdapat 2 macam protein

whole pada cacing iaemonchus contortus vaitu

Band I &
1. 33,5kDa
2. 294 kDa

Laporan Penelitian Identifikasi dan Produksi Antibodi .... Mufasirin
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Lampiran 3. Abstrak Penclitian Ahilasovs yang Tkut Penelitian Provek DUE- Like

IDENTIFIKASI FRAKSI WHOLE PROTEIN
CACING Haemochus contortus DENWASA

Kurmniawatt Amrihasth

ABSTRAK

Penclitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi fraksi whole protein darn
cacing Haemonchus contortus dewasa yang dinyatakan dalam berat molekul.

Cacing Hacmonchus contortus diisolasi dan abomasum kambing dan
domba yang dipotong di RPH ( Rumah Potong Hewan ) Surabaya, kemudian
dickstrakst dengan tehnik sonikasi. Identifikasi frakst whole protein H. contortus
dilakukan dengan proses  Sodium  Dodecyl  Sulphate  Polyacnlamide Gel
Electrophoresis ( SDS-PAGL ).

Hasil penclitian didapatkan 9 fraksi protein vaitu: 49,0 kDa; 47,1 kDa;
35.7 kDa: 30,1 KDa,: 253 kDa: 234 kDa; 18,6 kDa: 16,7 kDa: 14,8 kDa. Agar
didapatkan pita protcin yang jelas disarankan agar dilakukan pemurnian protein
sebelum dielektroforesis,

Laporan Penelitian : Identifikasi dan Produksi Antibodi .... Mufasirin
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IDENTIFIKASI FRAKSI PROTEIN EKSKRESI-SEKRESI

CACING Haemonchus contortus DEWASA

Oleh:
Artha Rini Pasila

069812592

Menyetujui,

Komisi Pembimbing

Pembimbing Pgrtama Pembimbing Kedua

g
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IDENTIFIKASI FRAKSI PROTEIN EKSKRESI-SEKRESI
CACING Haemonchus contortus DEWASA

Artha Rini Pasila

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan fraksi protein ekskresi-sekresi
cacing /. contortus yang dinvatakan dalam berat molekul.

Sebanyak 100 ekor cacing /1. contortus dewasa diisolasi dari abomasum
domba dan kambing yang berasal dari RPH Surabaya, cacing dicuci hingga bersih
dengan PBS lalu diinkubasi dalam PBS dengan pH 7,0 dan temperatur 37°C
sclama semalam. Cairan ekskresi-sekresi yang dihasilkan cacing dalam PBS
diambil untuk isolasi protein ckskresi-sckresi dengan penambahan amonium
Jenuh, sedangkan untuk mendapatkan fraksi protein ekskresi-sekresi digunakan
metode SDS-PAGE.

Penclitian yang telah dilakukan menghasilkan S fraksi protein ckskresi-
sekresi yaitu: 42 3 kDa: 39,3 kDa; 28,9 kDa: 244 kDa dan 13,9 kDa.
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Oleh

ROSITA AMALIA
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Menyetujut

Komisi Pembimbing,

. \
M. Anam Al Arief, M.P., drh I&u“‘"asirin, MSi., drh
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PRODUKSEANTIBODI POLIKLONAL PROTEIN ’
WHOLE Haemonchus contortus DEVWASA

Rosita Amalia

ABSTRAKR

Penclitian ini bertujuan untuk memproduksi antibodi poliklonal |dari
protein whole cacing Haemonchus contoriuy dewasa. Antibodi poliklonal yang
diperoleh dapat digunakan untuk diagnosa haemonchosis sccara serologis pada
kambing dan domba.

Protein whaole dibuat dan cacing Haemonchus contortus dewasa yang
diisolasi dan abomasum domba dan kambing vang diambil dari Rumah Potong
Hewan (RPH) Surabaya. Ekstrakst protein dilakukan dengan teknik sonikasi.
Identifikasi protein dianahisis dengan SOS - PAGLE. Produksi antibodi poliklonal
dimular dengan imunisast kelinel dengan protein whole  dari Haemonchus
contorfus dengan dosis S0 pg ditambah dengan adjuvan komplit. Penvuntikan
dilakukan di bawah kulit. Booster dilakukan satu minggu sctelah penyuntikan
pertama dengan dosis yang sama ditambah dengan adjuvan inkomplit. Booster
diulang satu minggu sctelah booster sebelumnya sampai diperoleh titer antibodi
vang tinggi. Penentuan titer antibodi dilakukan dengan metode /nzyme Linked
Immunosorbant Assay (ELISA).

Hasil uji ELISA setelah Booster ke-12 menunjukkan adanya kenaikan titer
anubodi yang cukup tinggi.
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PRODUKSIANTIBODI POLIKLLONAL PROTEIN
ERSKRESE = SERKRESTCACING Haemonchus contortus

Oleh
DUWI PUDJINING ASIH

ABSTRAK

Penclitian ini bertujuan memproduksi antibodi poliklonal protein spesifik
- ckskresi-sekresi cacing  Haemonchus contortus dewasa.  Diharapkan  antibodi
tersebut dapat digunakan sebagar bahan diagnosa hemonchosis pada domba dan
kambing. ‘

‘ Protem  ckshresi-sckeest  dusolast  dart - hasil - kaltur - oviero cacing
Haemaonchus comtortus dewasa dan wdentifikast protein dianahsis dengan SDS
PAGE. Produkst antubodt poliklonal dimulai dengan imunisast kehinei dengan
protein ekskresi-sekresi dengan dosis 50 pg vang ditambah adjuvan complit.
Booster dilakukan I minggu sctelah dengan dosis yang sama yang telah
ditambahkan adjuvan incomplit. Booster diulang setiap minggu sampai didapat
titer antibodi yang tinggi. Untuk mengetahui titer antibodi poliklonal protcin
ckskresi-sekresi digunakan metode ELISA.

Dan hasil ELISA didapatkan titer antibodi poliklonal protein ekskresi-
sckresi pada booster ke-12 sudah meningkat.
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PROFIL PROTEIN WHOLE Haemonchus contortus DEWASA YANG
INNUNOGENIK DENGAN TERNIK INMUNOBLOTTING

Indhira Kusumawardhani
ABSTRAK

Tujuan penchtian ini adalah untuk mendapatkan fraksi protein whole yang
imunogenik dan Haemonchus contortus vang dinvatakan dengan berat molekul.
Fraksi protein tersebut nantinya dapat digunakan sebagat penclitian lanjutan biologi
- molekuler untuk keperluan diagnostik maupun pgngunbangan pembuatan vaksin sub
unit Haemonchosis:

Cacing  Haemonchus  contortus  dewasa  diisolast  dari  abomasum  yang
didapatkan dari domba dan kambing di Rumah Potong Hewan (RPH) Surabava.
Ekstraksi protein whole dilakukan dengan teknik Sonikasi.  Produksi antibodi
poliklonal dilakukan pada kelinci dan titer antibodi diukur dengan metode Enzym
Linked Immunosorbant Assay (ELISA). Identifikasi fraksi protein whole yang
imunogenik dengan Western Blott ( Immunoblotting ).

Hasil penclitian menunjukkan bahwa terdapat 8 fraksi protein imunogenik dari
protein whole Haemonchus contortus vaitu : 39,1 kDa, 31,7 kDa, 22.4 kDa, 15 kDa,
11,7 kDa, 9 kDa, § kDa, dan dibawah 1 kDa.
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