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RINGKASAN 

Karakterisasi Protein Antigenik Sarcoptes scabiei var. caprae 

Untuk Pengembangan Kit Diagnostik 

Diagnosis scabies yang berlaku selama ini masih didasarkan pada gejala klinis 

dan pemeriksaan mikroskopis dari scraping kulit yang menunjukkan gejala krusta, hal 

tersebut menjadi kesulitan pada saat menangani temak dan menyalahi secara etik (ethical 

clearance) karena untuk pemeriksaan adanya tungau diperlukan scraping kulit sampai 

berdarah. Tungau tidak selalu mudah ditemukan dan umumnya dengan scraping 

ditemukan positif sekitar 30-50%. 

Tujuan penelitian ini untuk mengkarakterisasi protein dari ektoparasit S .scabiei 

var. caprae stadium dewasa yang bersifat antigenik guna pengembangan uji diagnostik 

lanjut untuk scabies pada kambing serta guna mendapatkan perangkat diagnosa parasiter 

yang akurat dan efisien. 

Kambing yang menunjukkan gejala scabies seperti timbulnya krusta dan 

penebalan kulit pada daerah telinga, moncong, sekitar mata atau leher dan punggung 

dilakukan scraping sampai agak berdarah untuk mengisolasi S. scabiei var. caprae. Hasil 

isolasi dilakukan karakterisasi protein yang antigenik dengan tahapan sebagai berilmt: 

pembuatan homogenat antigen dengan eara sonikasi, karakterisasi whole protein dengan 

SDS-PAGE, karakterisasi protein yang antigenik dengan metode Western Blott dan 

dilanjutkan dengan analisis Straiffing Western Blot 

Hasil elektroforesis protein dengan SDS-PAGE 12 % menunjukkan 12 pita (band) 

protein yaitu 205,8 kDa, 187,4 kDa, 125,9 kDa, 96,6 kDa, 78,3 kDa, 57,3 kDa, 48,9 kDa, 

43,0 kDa, 40,0 kDa, 34,3 kDa, 27,6 kDa dan 26,1 kDa. Beberapa pita protein tampak 
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tercat tebal yaitu 205,8 kDa dan 57,3 kDa, 48,9 kDa dan 40 kDa. Hasil karakterisasi 

dengan Western Blotting teridentifikasi protein yang spesifik atau antigenik dengan 

menggunakan antibodi dari serum kambing yang terinfeksi didapatkan lima pita protein 

yang bersifat antigenik yaitu 205,8 kDa, 57,3 kDa, 43,0 kDa, 40,0 kDa dan 27, 6 kDa. 

HasH straiffing western blot menunjukkan bahwa protein berat moleb..'U1 205,8 dan 57,3 

kDa dikenal oleh semua sampel yang berasal dari antibodi berbeda, yang berarti antigen 

tersebut dapat digunakan untuk mendeteksi scabies pada kambing. 

(Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga yang dibiayai oleh Proyek DUE-Like 

Batch III dengan Nomor Kontrak : 53IPLIDUE-Like/UAl2006) 
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SUMMARY 

Characterization of Antigenic Proteins of Sarcoptes scabiei var.caprae 

to Development of Diagnostic Kitt on Goat 

Kadek Rachmawati *, Nunuk Dyah Retno Lastuti**, Ririen Ngesti Wahyuti** 

*Department of Basic Medical Science, Faculty of Veterinary Medicine, Airlangga University 
* *Department of Parasitology, Faculty of Veterinary Medicine, Airlangga University 

The aims of this research were to characterized of antigenic proteins of 

Sarcoptes scabiei var.caprae which were isolated from goat. The mites were isolated by 

skin scraping from goat that showed clinical signs such as scratching, itching, 

inflammation of the skin accompanied by an exudate which coagulates and form crusts 

on the surface. The methods of research was conducted by electrophoresis of SDS

PAGE, characterizati()n ()f antigenic proteins by Western Blott and Straiffing Western 

Blott 

The result of research by SDS-P AGE electrophoresis showed that Sarcoptes 

scabiei var.caprae have 12 protein bands were 205,8 kDa, 187,4 kDa, 125,9 kDa, 96,6 

kDa, 78,3 kDa, 57,3 kDa, 48,9 kDa, 43,0 kDa, 40,0 kDa, 34,3 kDa, 27,6 kDa dan 26,1 

kDa respectively and 4 dominan bands (205,8 kDa, 57,3 kDa, 48,9 kDa and 40 kDa) and 

characterization by Western Blott have been identified 5 antigenic proteins, that are 205,8 

kDa, 57,3 kDa, 43,0 kDa, 40,0 kDa dan 27,6 kDa. Analized by Straiffing Western Blott 

sh()wed that the protein ()f205,8 kDa and 57,3 kDa were recognized by all antibody sera 

of goats, that means the antigen could be diagnostic kitt to scabies detection on goat. 

(Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Airlangga yang dibiayai oleh Proyek DUE

Like Batch III dengan Nomor K()ntrak : 53/PLIDUE-Like/UA/2006) 

Key word; Sarcoptes scabiei var.caprae, antigenic, protein. 
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BAR I 

PENDAHULUAN 

1.1. Latar BeJakang Penelitian 

MJLIJ( -
P.ERPUSTAKAAN 

tJNIV.ERSIT AS AIRLANGOA 
SURABAYA 

Scabies atau kudis adalah penyakit kulit yang gatal dan menular pada mamalia 

domestik maupun mamalia liar yang disebabkan oleh ektoparasitjenis tungau (mite). 

Host dari tungau tersebut adalah spesifik, yang berarti mempunyai berbagai varietas 

sesuai dengan asal hostnya seperti varietas caprae (kambing), varietas ovis 

(domba),varietas canis (anjing) varietas hominis (manusia), varietas suis (babi), dan 

pada kelinci varietas cuniculi. Secara morfologi antar varietas tidak ada perbedaan 

namun secara genetika menunjukkan ada perbedaan (Walton et aI, 1999). 

Berdasarkan eksperimental tidak terjadi penularan scabies dari anjing ke tikus, 

marmut, babi, sapi, kucing, domba dan kambing (Arlian,1984 yang dikutip 

Ljunggren, 2005), hal tersebut menunjukkan S. scabiei mempunyai host spesifik. 

Prevalensi scabies pada manusia di negara yang belum berkembang sebesar 

4% sampai 27% (Guldbakke, 2006), sedangkan prevalensi pada ternak cukup tinggi 

seperti pada babi sebesar 20% sampai 80% (Darnriyasa et al, 2004) yang 

menimbulkan kerugian pada peternakan babi di Eropa dan Amerika Utara yang 

diperkirakan sebesar 7 euro per ekor, dernikian pula yang dialarni oleh negara lain 

seperti Belgia, Finlandia, Netherland, dan Swedia. Prevalensi scabies pada populasi 

kambing lebih fluktuatif, mulai kurang dari 5% sampai mendekati 100% dan 
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mortalitas cukup tinggi antara 67 - 100% pada kambing berumur muda dan sekitar 

11 % untuk kambing dewasa (Brotowijoyo, 1987; Manurung et al., 1987 yang dikutip 

oleh Tarigan, 2004). Prevalensi kudis scabies yang cukup tinggi juga dilaporkan di 

Malaysia (Domy et al .,1994) dan di Libya (Gabaj et aI., 1992). Kejadian scabies 

pada babi tampaknya juga cukup tinggi sebesar 33,7% (Gutierrez et al., 1996) dan di 

Tanzania sebesar 88% (Kambarage et al., 1990). 

Penyakit kudis erat kaitannya dengan sanitasi lingkungan yang kualitasnya 

buruk, daerah yang kekurangan air serta hidup berdesakan sehingga mudah terjadi 

kontak langsung antara satu dengan lainnya. Prevalensi scabies pada manusia tinggi, 

para ahli dermatologi memperkirakan bahwa lebih dari 300 juta kasus scabies pada 

manusia terjadi setiap tahun di dunia, dengan kurang memperhatikan sanitasi (Arlian, 

1994). Walaupun penyakit tidak selalu fatal tetapi gatal yang disebabkan tungau 

seringkali tidak tertahan dan sering menyebabkan infeksi sekunder yang berakibat 

cellulites, lymphangitis atau acut glomerulonephritis (Kemp et al., 2002). Scabies 

adalah penyakit endemis yang merugikan masyarakat seperti yang terjadi pada 

penduduk Aborigin di Australia dimana 50% anak-anak terinfestasi oleh S. scabiei. 

Infestasi ini menurunkan kualitas hidup karena menyebabkan rasa gatal yang hebat 

dan sering disertai infeksi sekunder dengan bakteri streptococcus yang menimbulkan 

komplikasi serius termasuk septicemia dan kerusakan ginjal serta pemah 

dihubungkan adanya outbreak rheumatic heart diseases (Harumal et al., 2003). 
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Walaupun penyakit ini diketahui sudah seribu tahun yang lalu dan bersifat 

persisten terhadap kesehatan rnasyarakat dan beban ekonorni, narnun belum ada alat 

diagnostik yang praktis dan kontrol pencegahan yang tersedia. Studi tentang biologi 

rnolekuler untuk scabies rnasih terbatas rnengingat kesulitan dalarn rnengisolasi 

parasit. Beberapa penelitian yang telah dilakukan antara lain penelitian terhadap 

karakterisasi tungau scabies penyebab allergi pada rnanusia yang rnenggunakan 

reaksi silang dengan serum antibodi var. canis rnenunjukkan bahwa allergen terbesar 

adalah protein dengan berat rnolekullebih dari 90 kDa (Schurnann,R.J, et al 2001). 

Penelitian lain tentang karakterisasi protein S. scabiei stadium dewasa rnenunjukkan 

bahwa hasil SDS-PAGE terlihat dari 33 pita (band) yang berkisar 15 - 225 kDa, 

tetapi hanya ada 18 pita (band) yang potensial (Learch, 2001). Diagnosis scabies 

yang berlaku selarna ini rnasih didasarkan pada gejala klinis dan perneriksaan 

mikroskopis dari scraping kulit yang menunjukkan gejala krusta, hal tersehut 

menjadi kesulitan pada saat menangani temak dan rnenyalahi secara etik (ethical 

clearance) karena untuk pemeriksaan adanya tungau dipedukan scraping kulit 

sarnpai berdarah. Tungau tidak selalu rnudah ditemukan dan umurnnya dengan 

scraping ditemukan positif sekitar 30-50%. Dernikian pula jika teIjadi scabies pada 

manusia, seringkali merasa enggan kalau dilakukan scraping pada kulitnya. Banyak 

teknologi yang dikernbangkan untuk diagnosis secara serologis narnun sensitifitasnya 

rendah. Walaupun upaya telah dilakukan untuk rnengernbangkan diagnosis dengan 

ELISA narnun problem utarna yang dibadapi adalah kesulitan mendapatkan mites S. 
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scabiei. Pengembangan diagnosis maupun pengembangan vaksin ke arah molekuler 

masih terus diteliti (Dougall et ai, 2005., Petersson et al , 2005., Harumal et ai, 2003., 

Tarigan, 2004). 

Berdasarkan permasalahan tersebut di atas, maka perlu kajian cam 

pengembangan diagnosis secara molekuler scabies yang mempunyai sensitifitas dan 

spesifisitas tinggi sebingga hasilnya lebih akurat. Pengembangan penelitian 

parasitologi ke arah molekuler melalui karakterisasi protein S. scabiei yang bersifat 

antigenik bisa dipertimbangkan sebagai bahan kit diagnostik untuk pengembangan 

diagnosis scabies pada kambing. 

1.2. Rumusan Masalah 

Untuk mendapatkan bahan kit diagnostik diperlukan antigen yang spesifik 

yaitu bersifat antigenik yang dapat bereaksi dengan antibodi, maka perlu dilakukan 

penelitian karakterisasi protein spesifik melalui elektroforesis dengan SDS-P AGE 

dan Western Blotting agar bisa diidentifikasi bagaimana karakter protein Sarcoptes 

scabiei var. caprae yang bersifat antigenik dan dinyatakan dengan berat molekul 

(kDa). 
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BABII 

TUJUAN DAN MANFAAT 

i Tujuan Penelitian 

Mengkarakterisasi protein dari ektoparasit S.scabiei var. caprae stadium dewasa 

yang bersifat antigenik guna pengembangan uji diagnostik lanjut untuk scabies pada 

kambing serta guna mendapatkan perangkat diagnosa parasiter yang akurat dan efisien. 

Manfaat Penelitian 

HasH penelitian dapat digunakan untuk pengembangan uji diagnostik secara 

sensitif dan spesifik khususnya untuk ektoparasit yang disebabkan oleh S. scabiei var. 

caprae pada kambing. 
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BABIII 

TINJAUAN PUSTAKA 

! 3.1. Morpbologi dan Siklus Hidup 

Tungau yang termasuk genus parasit ini adalah penyebab penyakit kudis pada 

hewan domestik dan liar. Beberapa peneliti menyatakan bahwa sarcoptes mempunyai 

spesies yang berbeda dan para ahli bilogi dan fisiologi , menyatakan bahwa spesiesnya 

adalah S. scabiei yang mana spesifik terhadap induk semangnya. Bagaimanapun 

dimungkinkan penuIaran mites dari bermacam-macam spesies induk semang ke yang 

lain, demikian puIa dimungkinkan berkaitan dengan proses evolusi dari induk semang, 

namun masih dapat menuIarkan dari spesies satu ke yang lain. 

Sarcoptes scabiei adalah parasit yang kecil, bentuk bulat dengan garis luar kasar. 

Tungau betina berukuran 330-60011 x 250-40011 danjantan berukuran 200-24011 x 150-

200 11, mempunyai kaki pendek dan sepasang kaki ke tiga dan ke empat tidak ke luar dari 

tepi tubuhnya. Posisi caruncles (sucker) pada jantan tampak pada kaki 1,2 dan 4, 

sedangkan pada yang betina pada kaki 1 dan 2. Permukaan dorsal ditutup olehfine fold 

dan sejumlah scale triangular kecil. Bagian dorsal betina sebelah pertengahan anterior 

terdapat tiga spina pendek, enam spina panjang pada posterior dengan bifid tipis dan 

adanya rambut (SouIsby, 1986). 

Siklus hidup berbagai varietas pada hewan adalah sama. Tungau betina membuat 

lubanglterowongan di dalam kulit dan meletakkan telurnya sekitar 40-50 telur ke dalam 

terowongan. Betina bertelur sekitar 3-5 telur setiap hari dan menetas dalam 3-5 hari 

menjadi larva berkaki enam. Larva ke luar dari terowongan dan mengembara dalam kulit, 
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tetapi beberapa kembali ke terowongan asal dan secara kontinyu berkembang menjadi 

nympha. Hal tersebut makin memperbanyak kerusakan permukaan kuIit, kerusakan lain 

pada stratum corneum mengalami moulting pocket (kerak) yang mana juga sebagai 

makanannya. Di sana ada dua stadium nympha yang mungkin tinggal di pocket larva atau 

mengembara dan membuat pocket bam. Nympha mempunyai 4 pasang kaki tetapi tidak 

ada genital aperture. Akhirnya diproduksi jantan dan betina, siklus seluruhnya mencapai 

17 hari. Betina berada di moulting pocket sampai dibuahi oleh jantan, kemudian betina 

keluar dari pocket dan masuk kembali ke terowongan atau membuat bam dan bertelur 

kembali sekitar 4-5 hari, kadang-kadang betina tidak hidup lama hanya sekitar 3-4 

minggu. Infeksi terjadi karena kontak dengan larva, nympha dan betina muda yang 

dibuahi. Mites sangat tahan terhadap kekeringan dan tidak dapat hidup lebih lama di luar 

host. Di dalam kondisi laboratorium optimal, mites dapat hidup sekitar 3 minggu. S. 

scabiei var.canis dapat hidup lebih dari 9 hari pada temperatur 15 dan 25° C dan pada 

kelembaban antara 25-85%. Parasit akan makan serum dan debris (reruntuhan) dari 

epidermis dan kadang-kadang darah (SouIshy, 1986). 

Sarcoptes scabiei adalah parasit permanen, mengalami siklus yang pendek sekitar 

14 hari dalam kondisi yang sesuai dan tungau akan berkembang dalam jaringan kulit, 

serta membentuk terowongan di bagian lapisan kulit superficial dengan bergerak 2 mm 

setiap hari untuk meletakkan telurnya (2 sampai 3 telur setiap hari selama 2 sampai 4 

minggu). Stadium telur menetas menjadi larva dan berubah menjadi protonymph, 

tritonymph dan dewasa. Masa inkubasi bervariasi dan tergantung pada hewan dan jurnlah 

parasit bisa sekitar 1-3 minggu ( Soulsby, 1986 ). 
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3.2. Gejala KIinis 

Parasit menembus kulit untuk menghisap lymphe dan juga makan sel epidennis 

yang muda sehingga menyebabkan irritasi dan menimbulkan gatal yang hebat disertai 

i garukan dan mengakibatkan pembengkaan disertai eksudat membeku dan membentuk 

krusta pada pennukaan kulit. Selanjutnya terjadi keratinisasi dan proliferasi jaringan ikat 

yang berakibat kulit menjadi tebal dan berlipat serta kehilangan bulu, hal tersebut 

memperluas terjadinya infeksi. 

Sarcoptes lebih menyukai bagian tubuh yang tidak tertutup banyak bulu seperti 

bagian muka dan telinga kambing, domba, kelinci, siku, moncong serta pangkal ekor dari 

anjing dan serigala, bagian kepala dan leher kuda, bagian sacral dan leher sapi dan 

bagian tubuh belakang babi. Ketika penyakit dimungkinkan menyebar, maka 

kemungkinan infestasi bisa meluas ke seluruh tubuh. Scabies jarang menyerang pada 

domba wool. Gejala lokal tampak kulit tebal dan berlipat serta tertutup krusta, pada lesi 

awal terdapat papula atau vesicula dengan eksudat, yang menimbulkan iritasi dan lebih 

cenderung menggaruk dan menggigit. Luka yang kecil tidak mempengaruhi kesehatan 

secara umum tetapi luka yang besar dapat menimbulkan kekurusan dan bahkan kematian. 

Mekanisme terjadinya gejala klinis belum diketahui secara jelas, hanya 

dijelaskan akibat iritasi dan reaksi hipersensitifitas, khususnya exo-Ag yang dikeluarkan 

oleh mites yaitu tipe I, III dan IV (Carlotti, D.N, 2004). Pruritus adalah gejala khas dan 

makin meningkat pada malam hari sesuai dengan aktivitas tungau sebagai akibat 

penetrasi dari tungau betina dan klasik pada laki-Iaki, namun belum diketahui pada 

anjing. Lesi primer jarang, sebagai akibat lesi sekunder karena trauma akibat garukan dan 

gigitan. Gejala yang tampak adalah erythrema diffuse, papula dan adanya kerak. Lesi 
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sekunder tidak spesifIk seperti kulit terkeiupas, kerak, dan hiperpigmentasi. Sekunder 

dennatosis dapat tetjadi seperti keraLo-seborrhoeic, alopecia, pyotraumaLic dermatitis 

dan otitis ekstema, dengan diikuti infeksi sekunder bakteri foliculitis (25%) dari kasus 

yang tetjadi 

3.3. Diagnosis 

Diagnosis berdasarkan gejala klinis dan scrapping kulit sampai lapisan kulit yang 

basah terkelupas, kemudian hasil scrapping diperiksa di bawah mikroskop untuk 

menemukan parasitnya, itu kemungkinan kesulitan dalam mendiagnosis secara pa<;ti. 

Kesulitan diagnosis disebabkan adanya kemiripan gejala klinis penyakit kulit yang 

disebabkan oleh jamur maupun kutu yang menimbulkan krusta dan bulu rontok namun 

tidak tetjadi penebalan kulit. Penyakit kudis lain disebabkan oleh psoropLes, notoedres 

dan chorioptes bisa tetjadi infeksi yang bersamaan, namun bisa dibedakan morfologinya. 

Penelitian molekuler untuk scabies masih terbatas karena kesulitan dalam 

mengisolasi tungaunya. Tungau tidak selalu mudah ditemukan dan umumnya dengan 

scrapping positif sekitar 30-50% dari kasus yang ditemukan. Scrapping terutama pada 

daerah krusta-papula. Pada manusia dapat ditemukan sekitar 12 mite. Pemah ditemukan 

kasus Norwegians scabies dengan jumlah yang tinggi pada kerak yang tebal yaitu 

200/cm2 pada laki-Iaki, 18000/g pada babi dan 1000/cm2 pada kelinci dan terutama pada 

gangguan immunodefisiensi (Harumal et aI, 2003) telah mengidentifikasi S. scabiei var. 

hominis penyebab alergi pada manusia , secara imunohistokimia menunjukkan bahwa 

alergen M-177 adalah apolipoprotein yang terlokalisir di sekitar organ intema dan 

kutikula serta telur dari mite. Penelitian yang sama menunjukkan bahwa tungau 
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penyebab alergi terkuat pada anjing yang mempunyai berat molekul lebih dari 90 kDa 

(Schumann, R.J, et al,2001). Penelitian molekuler scabies pada anjing, telah dilakukan 

. karakterisasi antigen dari S. scabiei var. canis dari berat molekul 79 kDa mengandung 

719 asam amino, dengan analisis sekuensing menunjukkan IgG spesifik untuk ASA 1 ( 

Atypical Sarcoptes Antigen I) yang masuk ke dinding atau lapisan kulit dari terowongan 

yang dibuat oleh tungau (Ljunggren, et aI, 2005). Analisis molekuler terhadap tungau S. 

scabie; dilakukan untuk mengatasi terbatasnya studi dari scabies karena kesulitan untuk 

mengisolasi parasit, sehingga digunakan teknologi DNA recombinant. Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa paramyosin berperan dalam respon imun untuk S. scabiei. 
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BADlY 

METODE PENELITIAN 

4.1. Isolasi S.scabiei var. caprae dari kambing penderita scabies 
I 

Kambing yang menunjukkan gejala scabies seperti timbuinya krusta dan 

penebalan kulit pada daerah telinga, moncong, sekitar mata atau leher dan punggung, 

dilakukan sebagai berikut: 

Kulit yang mengalami krusta dilakukan scrapping sampai agak berdarah, 

kemudian diletakkan di dalam gelas petri. Hasil scrapping dimasukkan dalam tabung 

konikel berukuran 10 ml dan dilarutkan dalam Iarutan Phosphat Buffer Saline (PBS) 

kemudian disentrifus dengan kecepatan Iebih kurang 2000 rpm selama 10 menit (agar 

kerak dan lemak mengendap). Selanjutnya supernatan yang diperoleh dikumpulkan, 

sedangkan endapan yang berisi kerak dilarutkan kembali dengan PBS dan disentrifus 

untuk mendapatkan supernatan yang banyak mengandung sarcoptes. Supernatan 

diperiksa di bawah disecting mikroskop dengan pembesaran 40 kali dan sarcoptes yang 

terLihat diambit satu persatu dengan pipet kemudian dimasukkan dalam tabung berisi 

PBS. 

Hasil isolasi sarcoptes diidentifikasi berdasarkan kunci identifikasi Soulsby 

(1986), dengan melakukan pengukuran (diameter) sarcoptes jantan dan betina pada 

kambing. Sebagian isolat dicuci dengan PBS dan disentrifus dengan kecepatan 3000 rpm 

selama 10 menit untuk membersihkan kotoran serta darah yang terbawa waktu scraping, 

pencucian tersebut dilakukan sampai tiga kali. Endapan yang terbentuk berupa pellet, 

kemudian disimpan dalam freezer - 80' C, yang siap digunakan untuk elektroforesis 

I protein sarcoptes. 
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Pellet yang diperoleh kemudian disonikasi pada 30 kHz diulang sebanyak 16 kali, 

masing-masing selama 4 menit dengan Waktu istirahat 2 menit. Larutan hasil sonikasi 

kemudian disentrifus dengan keeepatan 16.000 rpm selama 5 menit, kemudian supernatan 
I 

I yang dihasilkan siap rugunakan sebagai sampel protein untuk SDS-PAGE dan didialisis 

I semalam sebelum digunakan dan konsentrasinya diukLJr menggunakan spektrofotometer. 

4.2. Karakterisasi Protein 

4.2.1 Elektroforesis protein dengan SDS-P AGE 

- -Prinsip dari metode ini adalah protein dielektroforesis dalam deteIjen ionik yaitu 

Sodium Dodec.:yl Sulphate (SDS). DeteIjen ini akan mengikat residu hidrofobik dari 

bagian peptida, salah satu dari setiap asam amino sehingga dapat membuka rantai peptida 

seeara komplit, sehingga protein SDS-komplek akan migrasi melalui poliakrilamid dan 

tergantung dari berat molekulnya. Prosedur SDS-PAGE sebagai berikut: 

Pertama kali dipersiapkan bahan untuk running gel (12%) yang terdiri dari 

:Acrilamide 2,5 mI, Tris HCI (PH 8,8) 1,2 mI, SDS 10% 1,2 mI, Aquadest 1,lmI, Temed 

5 dan APS 30 III kemudian larutan tersebut dimasukkan lewat dinding sampai lebih 

kurang satu em dari atas, kemuruan ditambahkan butanol satu ml, rubiarkan membeku 

lebih kurang 25 menit. 

Selanjutnya dibuat stacking gel 5% yang terdiri dari : acrilamide 0,66 ml, Tris 

HCI (PH 6,8) 0,8 ml, SDS 10% 0,8 mI, aquades 0,8 mI, Temed 4 III dan APS 20 III dan 

disiapkan sampel yang sudah rueampur dengan laemly buffer dan dipanaskan pada suhu 

100°C selama 5 menit. Jika gel sudah membeku, butanol dibuang dan dibersihkan dengan 

kertas saring, selanjutnya stacking gel dituangkan kemudian dimasukkan comb dan 
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dibiarkan membeku. Kemudian comb diambil dan dibersihkan dari sisa gel pada cetakan 

dengan E. buffer, selanjutnya cetakan gel diambil dan dimasukkan dalam alat biOl·ed 

(elektroforesis), kemudian dijalankan dengan 125 volt dan 40 rnA dan dibiarkan sampai 

! turun semua, setelah warna biru (laemly turun), alat dimatikan dan gel diambil dari 

cetakan. 

Kemudian gel dimasukkan dalam petri dish dan dilakukan pencucian sebagai 

berikut:a) pencucian I : Methanol 25 ml, Acetic Acid 3,75 ml, Aquades add 100 ml. b) 

pencucian II : Methanol 2,5 mI, Acetic Acid 3,75 mI dan aquades add 100 mI. c) 

pencucian III : Glutaral dehid 10%. d) pencucian IV dengan aquades 100 ml 3 kali (30 

menit), masing-masing pencucian selama 30 menit. 

Pengecatan Silver menggunakan AgN03 0,8 gram ditambah 4 ml aquades 

dicampurkan ke dalam larutan NaOH 0,36% 21 mI, NH3 1,4 mI dan aquades 73,5 mI, 

larutan tersebut digoyang selama 15 menit. Selanjutnya dicuci degan aquades 3 kali (2 

menit), kemudian diberi pengembang warna dengan larutan formal dehide 50 Ill, 

aquades 100 mI dan Zitronensaure 100 III digoyang sampai warna keluar, kemudian 

reaksi dihentikan dengan 1 ml Acetic Acid yang dilarutkan dalam 9 ml aquades (10%). 

Penel1fuan Berat Molekul Antigen 

Penentuan berat molekul antigen dilakukan dengan menghitung nilai Rf 

(Retardation factor) dari pita (band) yang tampak setelah SDS-PAGE. 
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4.2.2 Immnnoblotting (Western Blotting) 

Gel basil elektroforesis protein Sarcoptes scabiei var.caprae dengan SDS-PAGE 

dilakukan imunoblotting (Western blot) menggunakan antibodi dati serum kambing 

terinfeksi, dengan metode sebagai berikut: 

Kertas Whatmann dan membrane nitrosellulose yang akan digunakan dipotong 

sebesar gel kemudian direndam transblotltransbuffer. Kertas Whatmann yang sudah 

dibasahi dengan transfer buffer diletakkan pada blotter sebanyak 5 lapis kemudian 

membrane nitrosellulose diletakkan di atas lapisan terakhir dan dihindarkan dari adanya 

rongga udara. Gel hasil elektroforesis diletakkan di atas membran dan dihindarkan dari 

rongga udara kemudian di atas gel diletakkan kertas Whatmann yang sudah dbasahi 

transfer buffer. 

Lapisan kertas dijepit dengan gabus dan dimasukkan transblot sampai penuh dan 

dijalankan pada 125 V dengan kuat arus 40 rnA selama semalam (over night). Setelah 

selesai, membrane nitrosellulose diambil pelan-pelan dan dicuci dengan PBS lalu 

dipiDdabkan ke dalam cawan petri bam. 

Selanjutnya membran diblocking dengan creamer 2% dalam PBS dan digoyang 

seIama 1 jam. Membran nitrosellulose dicuci dengan PBS Tween 0,05% sebanyak 3 kali 

masing-masing selama 10 menit di atas shaker, kemudian membran nitrosellulose 

direndam dalam larutan berisi antibodi primer (1: 10) dan diinkubasi pada suhu kamar 

selama 1 jam. Membran dicuci dengan PBS Tween 0,05% sebanyak 3 kali masing

masing selama 10 menit dengan shaker. 
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Selanjutnya membran nitrosellulose direndam dengan antibodi sekunder 

(conjugate anti goat yang berlabel Horse Redish Peroxidase) diencerkan 1:1000 dalam 

buffer. diinkubasi selama 1 jam, kemudian mernbran dicuci dengan PBS Tween 0,05% 

I sebanyak 3 kali rnasing-rnasing selama 10 rnenit dengan shaker. Mernbran diwarnai 

dengan substrat DAB (Diamino benzidine) 10 mg dalam 20 ml PBS ditambah 100fll 

H20 2 , sampai terihat pita proteinnya. Reaksi dihentikan dengan rnernindahkan rnernbran 

nitrosellulose ke dalam aquadest, kemudian mernbran dikeringkan pada suhu kamar dan 

hasilnya dianalisis. 

4.2.3. Analisis protein dengan Straiffmg Western Blott 

Gel hasil elektroforesis protein Sarcoptes scabiei var.caprae dengan SDS-P AGE 

dilakukan straiffing western blott, prinsipnya sama dengan immunoblotting namun 

menggunakan antibodi yang berbeda dengan antigen sarna, dalam penelitian ini sampel 

menggunakan antibodi dari serum kambing terinfeksi (enam sampel). 
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BABV 

BASIL DAN PEMBAHASAN 

Isolasi tungau S.scabiei var. caprae diperoleh dari kambing yang menderita 

scabies parah (gam bar 1) dengan menunjukkan gejala klinis tampak klllit tebal dan 

berlipat serta tertutup krusta pada daerah moncong, sekitar mata, telinga luar, leher serta 

punggung disertai eksudat terutama daerah telinga. Hal tersebut karena iritasi akibat 

tungau ak1:if membentuk terowongan sehingga ternak lebih cenderung menggaruk dan 

menggigit karena gatal yang hebat sehingga mengakibatkan pembengkaan disertai 

eksudat membeku dan membentuk krusta pada permukaan kulit. Selanjutnya terjadi 

keratinisasi dan proliferasi jaringan ikat yang berakibat kulit menjadi tebal dan berlipat 

serta kehilangan buIu sehingga memperluas terjadinya infeksi. 

Hasil identifikasi menunjukkan morfologi S. scabiei var.caprae berbentuk oval, 

bagian ventral datar dan bagian dorsal konvex seperti tubuh kura, mempunyai ukuran 

rata-rata 494, 83 /lm x 409,76 /lm pada tungau betina dan tungau jantan berukuran 

219,46 /lm x 170,84 J.lffi, hal tersebut sesuai dengan SouIsby (1986) bahwa Sarcoptes 

scabiei adalah parasit yang kecil, bentuk bulat dengan garis luar kasar dan berukuran 

330-600 /lm x 250-400 /lm pada yang betina dan berukuran 200-240 /lm x 150-200 /lm 

pada tungau jantan. Selain itu dilengkapi dengan kaki pendek dan sepasang kaki ke tiga 

dan ke empat tidak keluar dari tepi tubuhnya. Bagian permukaan dorsal ditutup olehfine 

fold dan sejumlah scale triangular kecil. Bagian dorsal betina sebelah pertengahan 

anterior terdapat tiga spina pendek, enam spina panjang pada bagian posterior terdapat 

bifid tips dan adanya rambut (gambar 2). 

16 



Gambar (1) Kambing terinfeksi scabies, (2) S.scabiei var.caprae bagian ventral betina 

Sampel yang dikarakterisasi sebagai protein spesifik adalah S. scabiei var.caprae 

hetina maupun jantan stadium dewasa sejumlah lebih kurang 1000 tungau. Berdasarkan 

pengukuran kadar protein terlarut dari ekstrak protein S. scabie; setelah disonikasi 

sebanyak 16 kali masing-masing selama 4 menit dengan waktu istirahat 2 menit 

didapatkan. kadar sebesar l.597 gram % 

Hasil elektroforesis protein dengan SDS-PAGE 12 % menunjukkan 12 pita 

(band) protein yaitu 205,8 kDs, 187,4 kDs, 125,9 kDs, 96,6 kDs, 78,3 kDs, 57,3 kDs, 

489 kDs, 43.0 kDs, 40.0 kDs, 34.3 kDs, 27.6 kDa dan 26.1 kDa. Beberapa pita protein 

tampak tercat tebal yaitu 205,8 kDa dan 57,3 kDa, 48,9 kDa dan 40 kDa. Hasil 

selengkapnya disajikan pada gambar 3. 
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Gambar 3 : Hasil karakterisasi protein S-scabiei var. caprae 
dengan SDS-PAGE 12% dengan pewarnaan silver 
(AgNOl) 

Karakterisasi dengan SDS-PAGE belum menunjukkan antigen yang spesifik, 

prinsip dati metode SDS·PAGE adalah denaturasi protein Qleh SQdium dodecyl suJphale 

dilanjutkan dengan separasi molekul berdasarkan berat molekulnya dengan metode 

elektroforesis yang menggunakan gel da1am hal ini yang digunakan ada1ah 

polyacrilamide. Metode tersebut dapat mendeteksi protein berdasarkan berat molekulnya 

tetapi tidak spesifik terhadap jenis protein tertentu. Berdasarkan hasil karakterisasi 

menunjullan 12 pita protein, beberapa diantaranya memang protein s.. scabiei var.caprae 

yang berasal dari beberapa organ sarcoptes. Hal tersebut sesuai dengan basil pemeriksaan 

S. scabiei seeam imunohistokimia menunjukkan bahwa alergen M-l77 adalah 

apotipoprotein yang terlok.alisir disekitar organ interna dan kutikula serta telur dari mite 
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pada varietas hominis dan protein lainnya bisa berasal dari protein kerak kulit host basil 

scraping. 

Gel basil elektroforesis protein S. scabiei var.caprae dengan SDS-PAGE 

kemudian dilakukan immunoblotting dengan metode Western blot untuk menentukan 

kadar relatif dan berat molekul suatu protein dalam suatu campuran berbagai jenis 

protein. Metode ini menggabungkan selektifitas elektroforesis gel dengan spesifitas 

immunoassay antibodi yang sesuai, dalam hal ini menggunakan antibodi dari serum 

kambing yang terinfeksi. Pita protein dengan berat molekul yang berbeda yang terpisah 

pada gel, kemudian protein pada gel ditransfer ke membran nitroselulose dengan proses 

kapiler (blotting) sebingga membran mendapatkan replika dari susunan makromolekul. 

Protein yang diikat pada membran dapat mempertahankan antigenisitasnya dan dengan 

mudah direaksikan dengan antibodi, posisi protein antigen pada membran dapat dideteksi 

dengan cara mereaksikan dengan antibodi spesifik berlabel enzim (dalam penelitian ini 

digunakan konjugat yang dilabel dengan horse redish peroxidase) yang menghasilkan 

sinyal chemiluminesen maka bercak chemiluminesen pada film yang menunjukkan posisi 

ikatan antigen-antibodi yang dicari merupakan ukuran berat molekul dan kadar antigen 

(Abbas dan Lichtman, 2003). 

Hasil karakterisasi dengan Western Blotting teridentifikasi protein yang spesifik 

atau antigenik dengan menggunakan antibodi dari serum kambing yang terinfeksi 

didapatkan lima pita protein yang bersifat antigenik yaitu 205,8 kDa, 57,3 kDa, 43,0 kDa, 

40,0 kDa dan 27, 6 kDa (hasil selengkapnya disajikan pada gambar 4), diantara lima 

protein yang menunjukkan major protein (pita protein yang tercat tebal) adalah 205,8 

19 



kDa yang berarti mempunyai reaktivitas tinggi sehingga protein yang tercat tebal 

tersebut mempunyai sensitititas yang tinggi. sebagai bahan antigen diagnostik,. 

- 220 
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- 60 

- 4S 

- 30 

- 20 

12 

kDa SampeJ M 

Gambar 4: Hasil karakterisasi protein antigenik S-scabiei var. 
caprae dengan Western Blot pewarnaan DAB 

Hasil tersebut tidak berbeda jauh dengan penelitian Tarigan (2004) menunjukkan 

hasil k.arakterisasi respon antibodi. Ig G dengan analisis imunoblot teridentitikasi paling 

sedikit lima antigen yaitu 220, 135, 116, 43 dan 38 kDa, antigen tersebut dikenali oleh 

serum pada 10 hari setelah infestasi, terutama protein dengan berat molekul 220 kDa, 

kemudian serum tidak. mengenalnya pada stadium akhir infustasi (50 barl setelah 

infestasi), namun antigen yang lain seperti 180, 135, 43 dan 38 kDa tclah dikenali Ig G 

secara terns menerus sepanjang perjalanan infestasi, karena dikenali secara konsisten oleh 

serum maka apabila antigen tersebut dipuritikasi diperkirakan dapat dipakai untuk 

mengembangkan test diagnostic imunologis untuk scabies. Demikian pula ada 11 antigen 
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yang dikenali oleh Ig E serum adalah 130, 72, 64, 58,44,41, 39, 27 dan 25 kDa pada 

kambing yang diinfestasi dengan Sarcoptes scabiei. Ig E diduga memainkan peranan 

utama dalam proteksi, antigen tersebut kemungkinan dapat dipakai sebagai komponen 

utama vaksin anti scabies. 

S .scabiei mempunyai host spesifik, hal tersebut berarti masing-masing varian S. 

scabiei mengandung antigen dengan karakteristik protein spesifik yang berperan dalam 

patogenesitas dan immunogenitas, seperti yang ditunjukkan basil penelitian molekuler 

dinyatakan bahwa tungau penyebab alergi terkuat pada anjing adalah antigen yang 

mempunyai berat molekul lebih dari 90 kDa (Schumann, et ai, 2001), demikian pula 

beberapa penelitian yang lain seperti hasil studi karakteristik S . scabiei yang diisolasi 

dari Red Fox menunjukkan bahwa bagian paramyosin dari S. scabiei mempunyai berat 

molekul 17 kDa yang dinamakan MSAI (Mayor Sarcoptes Antigen 1) yang diperkirakan 

mempunyai peranan dalam respon imun (Matson, 2001). Telah dilakukan rekombinan 

terhadap ASAI (Atypic Sarcoptes Antigen 1) yang diisolasi dari anjing dengan berat 

molekul 79 kDa diduga bersifat antigenik (Ljrunggren, et.al., 2005). 

Hasil karakteristik protein dengan straiffing western blot (Gambar 5) 

menunjukkan bahwa semua sampel (6 sampel dari serum antibodi yang berbeda) dapat 

dikenali oleh antigen dengan protein berat molekul 205,8 kDa, sedangkan protein dengan 

berat molekul 57,3 kDa mengenali antibodi dari kambing no 1, 2, 4 dan 6 , sedangkan 

protein berat molekul 43 kDa mengenal antibodi sampel no 1 dan 6. Berdasarkan 

pengamatan gejala klinis bahwa kambing yang menunjukkan gejala agak parah adalah no 

1, 3, 4 sedangkan yang paling parah adalah kambing no 6 dengan krusta tebal bagian 

telinga, mata dan punggung sedangkan gejala ringan pada kambing no 2 dan 5 karena 
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setelah menciapat pengobatan tiga bulan sebelum pengambilan darah. Gambaran tersebut 

menunjukkan bahwa protein herat molek.u1205~8 kDa dan 57,,3 kDa dapat dikenali oleh 

antibodi kambing dengan gejala klinis ringan sampai berat. 

205,8 -+ 

57,3 -+ 

43 -+ 

14 -+ 

1 2 3 4 5 6 M 

220 

100 

60 

45 

30 

20 

Gambar 5. Hasil analisis Straiffing Western Blot S.scabiei var. caprae 

(sampel antigen sama sedang antibodi bctbcda) 
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KESIMPULAN 

BABVI 

KESIMPULAN DAN SARAN I 

1. Hasil karakterisasi protein Sarcoptes scabiei var.caprae stadium dewasa dengan 

SDS-PAGE 12 % didapatkan 12 pita protein yaitu 205,8 kDa, 187,4 kDa, 125,9 

kDa, 96,6 kDa, 78,3 kDa, 57,3 kDa, 48,9 kDa, 43,0 kDa, 40,0 kDa, 34,3 kDa, 

27,6 kDa dan 26,1 kDa 

2. Hasil immunoblotting protein Sarcoptes scabiei var.caprae stadium dewasa. 

didapatkan lima pita protein yang spesifik (antigenik) yaitu 205,8 kDa, 57,3 kDa, 

43,0 kDa, 40,0 kDa dan 27, 6 kDa. 

3. Hasil straiffing western blot menunjukkan bahwa protein berat molekul 205,8 

kDa dikenal oleh semua sampel yang berasal dari antibodi berbeda sedangkan 

protein berat molekul 57,3 kDa dikenali oleh sampel no 1,2,4 dan 6, yang berarti 

antigen terse but dapat digunakan untuk mendeteksi scabies pada kambing. 

SARAN 

1. Penelitian lebih lanjut untuk karakterisasi protein yang imunogenik 

2. Penelitian lebih lanjut dengan peR dan analisis sekuensing terhadap protein yang 

bersifat antigenik 

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut hubungan antara Sarcoptes dengan reaksi 

hipersensitifitas 
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Irker 

jarak Rf 
BM (y 
KOa) 

9,5 . 0,093 200,0 
12,5 0,123 150,0 
15,0 0,147 120,0 

, 20,0 0,196 100,0 , 
23,5 0,230 85,0 

30,0 0,294 70,0 
33,0 0,324 60,0 
41,0 0,402 50,0 
51,0 0,500 40,0 
66,0 0,647 30,0 
82,0 0,804 25,0 

InJang Gel = 102mm; 

Ilrve Fit 

0.000 0.200 

BM (y Oa) log y 
(Oa) 

200000 5,301 
150000 5,176 
120000. 5,079 
100000 5,000 

85000 4,929 
70000 4,845 
60000 4,778 
50000 4,699 
40000 4,602 
30000 4,477 
25000 4,398 

LogBM 

0.400 0.600 

Rf 

0.800 1.000 

• 

o ObselVed 

-Quadratic 
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uadratic 

Model Summary 

l Adjusted R Std. Error of 
R R Square Square the Estimate 

I ,995 ,989 ,987 ,033 

I The independent variable is Rf. 

ANOVA 

Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Regression ,815 2 ,407 371,909 ,000 

Residual ,009 8 ,001 

Total ,823 10 

The mdependent vanable IS Rf. 

Coefficients 

Unstandardized Standardized 
Coefficients Coefficients 

B Std. Error Beta t Sig. 
Rf -2,576 ,199 -2,046 -12,944 ,000 

Rf** 2 1,582 ,224 1,115 7,055 ,000 

(Constant) 5,465 ,035 157,109 ,000 

h· ~ngl ltungan BM sampe I 
arak Rf 
ampel sam pel y* BM (da) BM kOa 

35,0 0,343 4,7583 57319,2 57,3 
40,0 0,392 4,6891 48876,5 48,9 
44,5 0,436 4,6333 42983,3 43,0 
47,5 0,466 4,5995 39764,9 39,8 

* = 5 465 - 2 576 X + 1 582 

• 
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KARAKTERISASI PROFIL PROTEIN SARCOPTES SCA8JEJ 
PADA KAMBING DENGAN SDS-PAGE 

Freshinta Jellia Wibisono 
Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga 

ABSTRAK 

Penelitian ini bcrtujuan untuk mcngetahui prom protein dari tungau Sarcoptes 
scabiei berdasarkan massa molekul relatifnya yang diharapkan dapat sebagai 
dasar penelitian immunogenitas protein Sarcoptes scabiei sehingga dapat 
digunakan sebagai dasar pengembangan pembuatan vaksin dalam upaya 
pengendalian penyebaran penyakit scabies akibat infestasi dari tungau Sarcoptes 
scabie;. Kambing yang menunjukan gejala scabies sepcrti timbulnya krusta dan 
pcnebalan kulit pada telinga, moncong, sckitar mata atau leher dan punggung 
dilakukan scraping sampai timbul bintik-bintik darah untuk mengisoiasi Sarcoptes 
scabiei. Selanjutnnya dilaJq'Kan ,>~ntrifbga,>i, S~ntrifi.!gasj dilakukan dengan 
kecepatan 3000 rpm selama 15 menit sehingga didapatkan whole protein dari 
Sarcoptes scabiei. Protein dianalisis dengan menggunakan teknik SDS-P AGE 12 
% untuk mcndctcksi pita protein pacta Sarcoptes scabiei yang dinyatakaIl dalam 
massa molekul relatif. HasH penelitian ini menunjukan bahwa karakterisasi 
protein tungau Sarcoptes scabie; var.caprae pada kambing dengan SDS-PAGE 12 
% didapatkan 12 pita protein yailu 205.8 kDa, 1157.4 kDa, 125.9 kDa, 96.6 kDa, 
78.3 kDa, 57.3 kDa, 48.9 kDa, 43.0 kDa, 40.0 kDa,34.3 kDa, 27.6 kDa dan 26.1 
kDa dengan 4 pita tercat tebal yaitu 205.8 kDa, 57.3 kDa, 48.9 kDa, dan 40.0 kDa. 

Kata Kunci : Sarcoptes scabiei, Scabies, Profil Protein, SDS-PAGE. 
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PREY ALENSI SARCOPTES SCABIEIPADA KAMBING 
DI DUKUH BANYU URIP DESA KEDUKBEMBEM 

KECAMATAN MANTUP KABUPATEN LAMONGAN 

lip Zuliana Racbmawati 

ABSTRAK 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui angka prevalensi Sarcoptes scabiei 
yang menginfestasi temak. kambing di Dukuh Banyu Urip Desa Kedukbembem 
Kecamatan Mantup Kabupaten Lamongan. Penelitian ini menggunakan metode 
dengan melihat gejala klinis pada temak yang terserang scabies dan pemeriksaan 
mikroskopis dari basil scmping atau kerokan pada daerah yang terinfeksi yang 
ditambahkan KOH 10% untuk mengetahui ada tidaknya Sarcoptes scabiei pada 
temak. yang diduga terserang scabies. Dari pemeriksaan tersebut didapatkan 
preparat yang positif Sarcoptes scabiei dan prepamt yang negatif, sehingga data 
yang ada dimasukkan Ice dalam rumus prevalensi untuk mendapatkan angka 
prevalensi Sarcoptes scabiei. Hasil yang didapatkan setelah melakukan penelitian 
dengan melihat gejala klinis dan pemeriksaan mikroskopis didapatkan angka 
prevalesi sebesar 80%. Ini menunjukkan bahwa temak. kambing di Dukuh Banyu 
Urip Desa Kedukbembem Kecamatan Mantup Kabupaten Lamongan yang 
terserang scabies yang disebabkan oleh Sarcoptes scobiei sebanyak 80%. 


